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RESUMO

A salinidade € um dos parametros fisico-quimicos que influencia a fisiologia de
ostras sendo sua variacdo bastante caracteristica em estuarios. Atualmente os
estuarios recebem uma carga elevada de poluentes que afetam os mecanismos
fisiolégicos de animais que ali vivem. Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar
se a capacidade de regular o volume celular, o que confere a tolerancia de ostras a
variacdo de salinidade, esta sendo comprometida pela poluichio comumente
encontrada nos estuarios. Para isso foram analisadas ostras coletadas em dois
pontos de diferentes salinidades de dois estuarios da Paraiba, sendo um
considerado “preservado” (Estuario Mamanguape) e o outro poluido (Estuario
Paraiba). Foram realizados 2 experimentos: um in vivo, onde os animais foram
submetidos a 3 condi¢Bes experimentais (salinidades 12, 24 e 36), e apds 24 horas
foi analisado o teor de hidratacéo tecidual (branquia e musculo adutor); e um in vitro
onde o musculo adutor das ostras foi retirado e submetido & 3 salinas com
concentracfes osmoticas diferentes (497, 986 e 1485 mOsm/kg de H,0). O tecido
muscular foi pesado de 15 em 15 minutos, totalizando 90 minutos, e os dados
representaram a variacao relativa de volume do tecido ao longo do tempo. Os
resultados do experimento in vivo demonstraram uma manutencdo da hidratacao
dos tecidos das ostras do estuario do Rio Mamanguape nos dois pontos analisados,
engquanto no estuario do Rio Paraiba houve um comprometimento dos tecidos em
manter o teor de hidratacdo. Em relacdo ao experimento in vitro, os musculos de
todas as ostras analisadas mantiveram o volume ao longo do tempo na condigcéo
hiposmaética, porém houve um inesperado inchaco dos tecidos na condicao
isosmatica e hiperosmotica. Esse inchacgo foi maior (em torno de 20%) nos tecidos
provenientes do estuéario do Rio Paraiba, do que nos tecidos do Mamanguape, onde
0 inchago para os dois pontos ndo ultrapassou 7%. Dessa forma, os dois
experimentos demostraram uma melhor capacidade de regulacéo de volume celular
das ostras do estuario Mamanguape, em relagdo ao estuario Paraiba, o que sugere
gue poluentes presentes nesse estuario podem estar comprometendo a capacidade

de regulacao de volume celular desses animais.

Palavras-chave: Regulacdo de volume celular. Teor de hidratagdo tecidual.

Poluicdo. Estuario Mamanguape. Estuario Paraiba.



ABSTRACT

Salinity is one of the physico-chemical parameters influencing the physiology of
oysters that is quite variable in estuaries. Currently estuaries receive a high load of
pollutants that affect the physiological mechanisms of animals living there. This study
aimed to evaluate whether the ability of cell volume regulation, which confers the
tolerance of oysters to salinity changes, is being compromised by pollution commonly
found in estuaries. Therefore, oysters were collected at two points of different
salinities in two estuaries of Paraiba; one considered "preserved" (Mamanguape
Estuary) and the other polluted (Paraiba Estuary). Two experiments were performed.
In the in vivo experiment animals were submitted to three experimental conditions
(salinity 12, 24 and 36), and after 24 hours tissue hydration (gill and adductor
muscle) was analyzed; in the in vitro experiment the oysters adductor muscle was
removed and subjected to three saline solutions with different osmotic concentrations
(497, 986 and 1485 mOsm/kgH,O). Muscle tissue was weighed from 15 to 15
minutes, total of 90 minutes, and data represented the relative tissue volume
variation over time. The results of in vivo experiment showed maintenance of tissue
hydration in oysters from Mamanguape, while there was an impairment of the tissues
of Paraiba oysters in maintaining tissue hydration. Regarding the in vitro experiment,
the muscles of all analyzed oysters maintained volume over time in hyposmotic
condition, but there was an unexpected swelling of the tissues in isosmotic and
hyperosmotic condition. This swelling was higher (around 20%) in tissues from the
Paraiba River estuary than in Mamanguape tissues, where the swelling did not
exceed 7%. Thus, the two experiments demonstrated better cell volume regulation
capacity of the Mamanguape estuary oysters in relation to the Paraiba estuary
oysters, which suggests that pollutants present in that estuary may be compromising

the ability of cell volume regulation in the tissues of these animals.

Key words: Cell volume regulation. Tissue hydration content. Pollution.

Mamanguape Estuary. Paraiba Estuary
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1. INTRODUCAO

1.1. Estratégias de tolerancia a variacado de salinidade

A salinidade € um dos parametros fisico-quimicos que mais influencia nos
processos fisiologicos de invertebrados aquaticos, afetando tanto o balanco osmo-
ibnico, fazendo com que estes requeiram energia para restaurar seu equilibrio
osmatico, quanto a defesa de alguns moluscos, pois em lugares onde se encontram
alta salinidade ha uma maior facilidade de adquirir doencas (FISHER & NEWELL,
1986). Além disso, a salinidade também possui um papel crucial na distribuicdo de
bivalves (ANTONIO, 2007; ALBUQUERQUE et al., 2012).

Os invertebrados marinhos e estuarinos utilizam estratégias fisiologicas e
comportamentais para manter o funcionamento 6timo do seu organismo quando
expostos a alteracdes de salinidade no meio, e espécies costeiras estdo mais
propensas a essas variagdes osmoticas (FOSTER et al., 2010). Dois processos
fisioldégicos que sdo utilizados para lidar com a variagcdo osmotica do meio externo
sdo a osmorregulacdo e a osmoconformacado. A osmorregulacdo se da quando os
animais tendem a manter a concentracdo osmoética do fluido extracelular diferente da
concentracdo osmaotica do meio. Com esse processo 0 animal gasta energia para a
manutencdo de uma concentracdo osmoética extracelular ideal para o bom
funcionamento de suas células, ou seja, 0 animal evita que seus tecidos internos
sofram um choque osmotico. Na osmoconformacédo, a concentragdo osmotica do
fluido extracelular varia conforme a salinidade do meio aquéatico, promovendo um
choque osmdético em suas ceélulas, e assim esses animais sdo considerados
“‘isosmoéticos” em relagdo ao meio externo. Entretanto, nenhum desses processos é
ilimitado, pois a tolerancia a salinidade varia de espécie para espécie (FLORKIN,
1962; WILLMER et al., 2004 BRUSCA & BRUSCA, 2007; FOSTER et al., 2010). A
maioria dos animais osmorreguladores pode comecar a exibir comportamento
osmoconformador, dependendo da salinidade e do tempo de exposicéo, de acordo
com seu limite de tolerancia (AUGUSTO, 2005; FOSTER et al., 2010).

Moluscos bivalves possuem ainda uma estratégia comportamental, conhecida
como “shell closing”, onde o animal se isola do meio externo por um curto periodo de
tempo, 0 que sugere que o estado hiperosmoético de animais litordaneos nem sempre
esta relacionado com a regulacdo isosmética, mas sim com esse mecanismo

comportamental que € considerado uma regulacdo anisosmoética (GILLES &
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JEUINAX, 1976). A primeira resposta de bivalves a uma mudanga brusca na
osmolaridade do ambiente € a aducdo das valvas (DEATON, 1992). Outras
estratégias comportamentais sdo o recuo em fendas ou em piscinas temporarias e o
habito de enterrar-se, além do acumulo de agua no manto em moluscos (WILMER et
al., 2004).

A maioria dos invertebrados marinhos, a exemplo dos moluscos, séo
osmoconformadores e desta forma ndo possuem gasto energético para manter suas
concentracbes osmoticas diferentes do ambiente externo (HOFFMANN & DUNHAM,
1995; STRANGE; WILMER et al., 2004; VEIGA, 2013). Dizer que os invertebrados
marinhos sdo osmoconformadores e isosmoticos em relacdo ao ambiente externo,
nao quer dizer que eles possuam a taxa de soluto exatamente igual ao meio em que
vivem. Isso porgue seu fluido intersticial possui substancias importantes e que seria
um desperdicio descarta-las no meio. Mas a concentragdo osmdética total € muito
proxima a concentragdo osmaotica do meio (SCHMIDT-NIELSEN, 2002). Diante de
uma alteracdo de salinidade do meio externo, a concentracdo osmoética do meio
extracelular também se altera, e em consequéncia, as células desses animais ficam
expostas a um choque osmoético que pode desencadear alteracdo no seu volume
celular (BERGER et al., 1978; FOSTER et al., 2010). Portanto, para ser capaz de
tolerar a alteragédo de salinidade, o animal deve realizar regulagdo de volume celular
(STRANGE; WILLMER et al., 2004).

1.2. Regulacao de Volume Celular

O processo de regulacdo de volume celular é dado pela necessidade das
células voltarem ao seu tamanho normal ap6s um estresse osmoético. Um aumento
na concentracdo osmadtica do meio aquatico e consequentemente na hemolinfa
levara a uma reducao do volume interno de agua das células animais promovendo o
encolhimento dessas, porém caso ocorra uma reducado osmatica no meio aquatico, e
consequentemente na hemolinfa, a tendéncia € aumentar o volume interno de agua
nas células, promovendo o seu inchaco (HOFFMANN & DUNHAM, 1995;
STRANGE; WILMER, 2004). Para retornar ao volume inicial, anterior ao choque
osmotico, as ceélulas promovem a mobilizacdo de solutos osmoticamente ativos,
utilizando inicialmente ou em estresses de curta duracao, solutos inorganicos (ions),
e posteriormente ou em estresses de longa duragdo, solutos organicos
(principalmente aminoacidos) (HOFFMANN & DUNHAM, 1995; HAUSSINGER,
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1996; STRANGE, 2004; FOSTER et al., 2010). O grau de eurialinidade — que diz
respeito & condigdo de sobrevivéncia de animais a uma ampla faixa de salinidade —
de algumas ostras e mexilhdes sugerem uma boa capacidade na regulacdo do
volume celular, pois sdo osmoconformadores e suportam uma grande variacao de
salinidade (PIERCE, 1982; SMITH & PIERCE; GILLES, 1987; KLOH, 2011; VEIGA,
2013).

Apols estresses osmoticos 0s mecanismos de regulacdo de volume celular
sao ativados para controlar o volume e a concentragdo osmatica celular. Quando a
célula precisa aumentar de volume apds um choque hiperosmdético ela realiza RVI
(Regulatory Volume Increase; Aumento Regulatério de Volume). Por outro lado, se a
célula precisa diminuir de volume apds um choque hiposmotico ela realiza RVD
(Regulatory Volume Decrease; Reducdo Regulatéria de Volume) (HAUSSINGER,
1996; STRANGE, 2004). Tanto RVD quanto RVI se referem a ativacdo de
mecanismos de transporte de solutos que auxiliam nesse processo de regulacéo do
equilibrio osmaético (HALLOWS & KNAUF, 1994; LANG et al., 1998; WEHNER et al.,
2003).

Como ja mencionado, osmolitos inorganicos (ions) sao utlizados na
regulacao de volume celular e entre os processos membranares envolvidos nesse
mecanismo estdo o transporte ativo de ions Na* e K* pela Na*/K* ATPase em varios
tipos de células, canais de Na**, K', CI, co-transporte de Na'-K*-2CI, e os
trocadores Na'/H", CI/HCO3 (HOFFMAN & DUNHAM, 1995; HAUSSINGER, 1996;
MORABITO et al., 2013). No entanto a Na'/K* ATPase ndo ¢ sensivel a variacdo de
volume na célula, portanto ela s6 é ativada num mecanismo de feedback
dependendo da concentracdo de Na" intracelular (HOFFMAN & DUNHAM, 1995). O
uso de aquaporinas (canais de agua), que sao responsaveis pela funcéo
homeostatica também vem sendo estudado nesses processos de regulacdo de
volume celular (MORABITO et al., 2013). No caso de RVD ocorrera o efluxo de ions
através desses sistemas de transporte que levard a saida de 4gua por osmose
(HOFFMAN & DUNHAM, 1995), bem como descrito no trabalho de Morabito e
colaboradores (2013), que sugeriu a saida de K* e CI, além da troca H'/K* em
nematocitos de Pelagia notiluca. Berger e colaboradores (1978) em seu estudos
com moluscos, observaram mecanismos de retengdo de ions K* eficazes, pois sua
quantidade se manteve inalterada durante os experimentos ja os niveis de Na’ e

Mg** diminuiram devido o transporte para o meio durante um choque hiposmaético.
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Nos casos de RVI haverd o influxo de ions e a mobilizacdo de osmalitos organicos
(HOFFMAN & DUNHAM, 1995). O aumento nas concentragdes de Na® e CI,
induzem a entrada de agua e consequentemente o aumento do volume celular apos
um choque hiperosmotico. Essa mobilizacdo de ions em RVI € considerada a fase
precoce do mecanismo (ALFIERI & PETRONINI, 2007). Mesmo na presenca desses
mecanismos € importante uma rapida estabilizacdo na concentragdo osmotica
celular para seu funcionamento eficaz, pois um fluxo de agua descompensado pode
levar a um inchaco ou encolhimento irreversiveis (FOSTER et al., 2010).

Além desses processos ibnicos atuarem na RVD e RVI, ha também a
presenca de osmolitos organicos que podem ser compostos metilados, acucares,
polidis, uréia, mas geralmente em células de invertebrados eurialinos 0 mais comum
sdo os aminoacidos, que podem ser sintetizados ou produtos da hidrolise de
proteinas (HOFFMAN & DUNHAM, 1995, HAUSSINGER, 1996; WILMER et al.,
2004), e considerados assim efetores osmoticos para a regulagdo do volume celular
(DEATON, 1989). A sintese de aminoacidos ou a hidrélise de proteinas séo
processos que envolvem a transaminacdo e desaminacao (WILMER et al., 2004).
Em experimento realizado por Amado e colaboradores (2006) com o crustaceo
Dilocarcinus pagei foi visto que a concentracdo de aminoacidos no tecido muscular,
aumenta frente a um estresse hiperosmaético e que € mais provavel ter acontecido a
hidrolise do que a sintese de aminoacidos.

Em musculos de animais eurialinos, solutos como uréia e aminoacidos como
taurina, glicina, prolina e alanina sdo mais importantes na regulacdo do volume
celular (BURTON, 1983; HOFFMAN & DUNHAM, 1995; WILMER et al.,, 2004).
Deaton (2001) observou um aumento dos niveis de alanina e betaina, aminoacidos
gue estao relacionados com a salinidade do meio, em tecidos de bivalves apés um
choque hiperosmoético para a restauracdo do volume celular. Segundo Gilles &
Jeuniax (1976) aminoacidos nao essenciais sdo mais importantes dos que 0s
essenciais, nestes mecanismos de regulacdo de volume. Hoffman & Dunham
(1995), em seu trabalho demonstraram que em um processo de RVD 70% dos
osmolitos perdidos sdo ions K e CI, e os 30% restantes geralmente sdo de
aminoacidos como a taurina.

Em alguns casos, quando a osmolaridade do meio externo varia

previsivelmente, os individuos condicionados aquela variacdo permitem-se inchar ou
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encolher com pouco ou nenhum sinal de regulacéo de volume, ou seja, se tornam
parcialmente tolerantes a salinidade e perda de agua (WILMER et al., 2004).

Os mecanismos de regulacdo de volume celular, por envolverem
principalmente transportadores i6nicos presentes na membrana celular, séo
particularmente sensiveis a agentes quimicos que, entre outras acdes, podem inibir
esses canais de transportes (OEHLMANN & SCHULTE-OEHLMANN, 2003;
GALVAO et al., 2009). Assim, estudos recentes encontraram um comprometimento
da capacidade de regulacdo de volume celular de animais aquaticos quando o0s
mesmos, seus tecidos ou suas células foram expostos a poluentes comumente
encontrados nesse ambiente. Amado e colaboradores (2006) avaliando o efeito do
chumbo inorganico na regulacdo de volume de agua tecidual do caranguejo
Dilocarcinus pagei, encontraram que o metal afetou o teor de hidratagdo do animal
como um todo, bem como do tecido muscular isolado. Morabito e colaboradores
(2013) encontraram a inibicdo de aquaporinas envolvidas no processo de RVD de
nematocitos em Pelagia noctiluca devido a presenga dos metais La(NO3)s, CoCly,
CdSO,, CuSOQy, ZnCl,. Também, Amado e colaboradores (2012) encontraram que o
chumbo prejudica a habilidade de regulacdo de volume celular de duas espécies de

caranguejos marinhos.

1.3. O Ambiente Estuarino

O estuério é considerado um corpo de agua costeiro semifechado que ocorre
ao longo de litorais baixos e possui conexdao com o mar, onde tipicamente o rio
adentra o mar promovendo a mistura da agua salina com a agua doce (LOPES,
2008). Essa conexao ocasiona alteracdes ciclicas de salinidade devido ao regime
das marés, que promovem uma mistura instavel das aguas e, portanto, um desafio
osmotico para as espécies que ocorrem nesse habitat (GILLES & JEUNIAX, 1976).
A 4gua pode sofrer uma mistura homogénea e ser salobra, bem como em alguns
casos se torna estratificada onde a agua salgada, devido sua densidade fica abaixo
da agua doce (WILMER et al., 2004).

Além da variacdo de salinidade que ocorre nesses hébitats, existem
flutuacbes extremas de outros fatores fisicos, como niveis de O,, temperatura e
turbidez (DEATON, 1992). Os estuarios sdo ecossistemas de natureza dinamica,
mas, mesmo assim considerados ricos e com uma biomassa elevada (WILMER et

al., 2004) e apesar dos desafios de se viver em um ambiente ciclicamente variavel,
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eles abrigam espécies de invertebrados eurialinos, como crustaceos e moluscos
(BEDFORD, 1971; OEHLMANN & SCHULTE-OEHLMANN; PECHENIK et al., 2003;
PEDRESCHI et al.; SILVA; WILMER, 2004; LOPES, 2008; FERNANDES, 2010).
Alguns animais selecionam o estuario para passar parte do seu ciclo de vida, ja
outros passam toda a vida, e para isso desenvolvem uma gama de ajustes
fisiologicos (WILMER et al., 2004; BRUSCA & BRUSCA, 2007).

Com o processo de urbanizacdo 0 ecossistema estuarino passou a receber
uma grande descarga de poluentes, dragagens e assoreamentos 0 que também
pode alterar a sua concentracdo osmoética (STARK, 1998; SCHLACHER et al.,
2005). Como consequéncia, a presenca de poluentes nesse ambiente pode levar ao
aumento das taxas de bioacumulacdo, perda da biodiversidade, e afetar os
mecanismos fisioldgicos que torna os animais tolerantes as flutuacdes de salinidade
(DOMINGOS et al.; MONSERRAT et al., 2007).

Muitos trabalhos ja foram realizados indicando a problemética da presenca de
poluentes em um ambiente com salinidade variavel como é o caso do ambiente
estuarino. Denton & Burdon-Jones (1981) avaliaram a influéncia da salinidade e
temperatura nos processos de absor¢cdo e distribuicdo de metais como mercurio,
cadmio e chumbo em Saccostrea echinata, e os resultados obtidos foram que as
baixas salinidades tém mais influéncia no acimulo de metais nos tecidos do que a
temperatura.

Como ja foi dito, a salinidade afeta a defesa de animais que estdo sujeitos a
sua variacdo, além de estar envolvida nos processos de absorcéo e distribuicdo de
metais pesados nos tecidos, que podem levar a anormalidades morfolégicas e
neurofisiolégicas (WRIGTH & ZAMUDA, 1987; VOLETY, 2008; MORABITO et al.,
2013). Segundo Anacleto e colaboradores (2015) os niveis de elementos toxicos
bioacumulados nos tecidos variam de espécie para espécie, bem como a duracéo
da depuracédo, processo no qual, substancias indesejadas sao eliminadas. Silva e
colaboradores (2001) detectaram em trabalho utilizando ostras como bioindicadores,
que as concentragcbes de chumbo, zinco e cobre encontradas nas ostras e
provenientes de poluicdo antropogénica, estavam acima dos niveis aceitos pela
saude publica, uma vez que estas servem como fonte de alimento. Como os
bivalves tem habito alimentar filtrador sdo mais expostos a estes agentes toxicos,

podendo incorpora-los como alimento (GALVAO et al., 2009).
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1.4. Bivalves como bhioindicadores

A Classe Bivalvia pertencente ao Filo Mollusca, é caracterizada pela presenca
de conchas articuladas dorsalmente, fechadas por musculos adutores, e possuem
representantes marinhos e de agua doce que inclui cerca de 20.000 espécies
viventes (BRUSCA & BRUSCA, 2007). As atividades metabodlicas sazonais em
moluscos resultam de interacées entre a disponibilidade de alimento, condi¢des
ambientais, crescimento e ciclo gametogénico (LIRA et al., 2013).

As ostras verdadeiras sdo bivalves pertencentes a familia Ostreidae, e o
género Crassostrea (Sacco, 1897), é constituido por espécies eurialinas e
euritérmicas, sendo adaptadas a ambientes estuarinos e de turbidez elevada e
ocorrem ao longo de quase toda a extensao do litoral brasileiro (LIRA et al., 2013).
Esse género é de bastante importancia econémica, pois é considerado um animal
com alto valor nutritivo (CHRISTO, 2006; BRITO, 2008; NETO, 2011).

Os bivalves possuem um papel importante na identificagcdo de ambientes
poluidos devido as suas respostas fisioldgicas, em frente a esses problemas, sendo
assim, considerados bons indicadores de poluicdo aquéatica (DENTON & BURDON-
JONES, 1981; VOLETY, 2008; FILGUEIRA et al, 2013). Além disso, sao
considerados espécies-chaves de seus ecossistemas, e uma vez que filtram um
metal, este vai ser bioacumulado em toda cadeia trofica (OEHLMANN & SCHULTE-
OEHLMAN, 2003). Caracteristicas como o habito séssil — que ndo permite a fuga,
guando em condicGes adversas -, tempo de vida consideravelmente longo, ampla
distribuicdo geografica, alta densidade, facil coleta, habito alimentar filtrador, contato
com sedimentos e a capacidade de acumular metais os tornam organismos
sentinela (SILVA et al., 2001; GALVAO et al., 2009; ANACLETO et al., 2015).
Segundo Azevedo (2005), bioindicadores sésseis e que sao representativos em sua

area de estudo sdo recomendaveis para o biomonitoramento dessas areas.

Dessa forma, animais estuarinos como as ostras estdo sujeitos ndao sé as
variacbes de salinidade, como também as implicacbes da associacdo de um
estresse salino com poluentes quimicos. Sabendo que a presenca de poluentes no
ambiente aquatico influencia em diversos parametros fisiologicos, inclusive nos
mecanismos de regulacdo de volume celular, e que as ostras podem acumular

esses poluentes em seus tecidos, prejudicando suas funcdes fisiologicas, €
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importante saber se capacidade fisiolégica de tolerar as variacbes osmaticas do
estuario estdo sendo afetadas. Os resultados obtidos nesse trabalho podem ser
relevantes para o melhor entendimento da influéncia da poluicdo sobre dois

ecossistemas estuarinos da Paraiba.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Verificar, experimentalmente, a tolerancia osmatica de ostras Crassostrea sp.

a variacao de salinidade e comparar os resultados entre dois estuarios do litoral da
Paraiba.

2.2. Especificos

e Analisar o teor de hidratacdo tecidual (branquia e musculo) apds exposicao
dos animais a trés salinidades diferentes: 12, 24 e 36;

e Analisar a capacidade da regulacdo de agua do tecido muscular apos
submeté-lo a diferentes choques osmoticos;
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3. METODOLOGIA

3.1. Areas de Estudo

O Estuario do Rio Mamanguape (Figura 1A) situa-se na parte setentrional do
Estado da Paraiba, ha cerca de 80 km da capital Jodo Pessoa localiza-se entre as
coordenadas 06°43'02"" e 06°51'01"" Sul e 35°07'46"" e 34°54’46"" Oeste. Possui
cerca de 25 km de extensédo e 2,5 km de largura, e uma area de 14.460 hectares. O
estuario abrange os municipios de Marcac&o e Rio Tinto e esta inserido numa Area
de Protecdo Ambiental (APA do Rio Mamanguape). A porcao estuarina da APA
abrange uma vasta extensdo de manguezal, com aproximadamente 6000 ha de
mangue, representando a maior area de mangue do Estado da Paraiba (ALVES et
al., 2005).

Dentre os ecossistemas principais possui uma area estuarina, manguezal,
lagoas, planicies fluviais, recifes de arenito, ilhas e tabuleiros. E rico em peixes,
crustaceos e moluscos, e possui duas areas protegidas, a Area de Protecdo
Ambiental da Barra do Mamanguape e a Reserva Indigena Potiguar. Mesmo se
encontrando dentro de uma area protegida, ainda assim sofre diversos impactos
ambientais, como despejo de vinhoto, erosao de tabuleiro e encostas causados pelo
plantio de cana-de-acgUcar, poluicdo por agrotoxicos, entre outros (DIEGUES &
ROSMAN, 1998).

Foram escolhidos 2 pontos deste estuario para a realizacdo das coletas dos
espécimes, sendo o ponto 1 de menor salinidade, onde caracterizou-se por ser um
cultivo de ostras e o ponto 2 mais salino, onde os individuos estavam incrustados a
recifes de arenito (Figura 2).

O Estuario do Rio Paraiba (Figura 1B) esta situado na por¢cdo mediana do
Estado da Paraiba e circunda as cidades de Jodo Pessoa, Bayeux, Santa Rita e
Lucena. Situado entre as coordenadas 34°47°07" e 34°55'37” Sul, e 06°56'58” e
07°08'18” Oeste, estendendo-se por aproximadamente 22 km desde sua foz (com
2,2 km de largura), no Porto de Cabedelo, até a ponte sobre o Rio Sanhaua na
cidade de Bayeux (NISHIDA et al., 2004).

Possui areas de mangue, solos arenosos de praia, restingas e corddes
litordneos, aléem de possuir varias ilhas, sendo a da Restinga e Stuart as maiores.
Seus recursos pesqueiros também sdo peixes, moluscos e crustaceos. Dentre 0s

impactos antropogénicos estdo a plantagdo de cana-de-aglcar, que leva a um
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processo de assoreamento da calha estuarina, mecanizacdo da agricultura, e
enorme expansao da urbanizacdo em seu entorno, que leva a poluicdo doméstica
(MARCELINO, 2000).

Para a coleta neste estuario também foram escolhidos 2 pontos que diferiram
em salinidade, sendo o Ponto 1 préximo a industrias e residéncias na cidade de
Bayeux (PB), ponto de menor salinidade e o Ponto 2 proximo a Cabedelo (PB), o
ponto de maior salinidade. As ostras nos dois pontos foram coletadas em raizes de

plantas de mangue (Figura 3).
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Figura 1. Mapa de localizacdo das areas de estudo, estuario do Rio Mamanguape (A) e estuario do
Rio Paraiba do Norte (B). Fonte: Nishida A. K.; Nordi N.; Alves R. R. N. (2004).
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Figura 2. Imagens dos pontos de coleta no Estuario do Rio Mamanguape — PB. Ponto 1 a esquerda e
ponto 2 a direita.

Figura 3. Imagens dos pontos de coleta no Estuario do Rio Paraiba — PB. Ponto 1 a esquerda e ponto
2 a direita.

3.2. Coleta e Manuseio dos Exemplares

Os pontos amostrados foram alcancados através de um barco e a coleta foi
realizada nos meses de julho e setembro, com a ajuda de um facédo por pescadores
locais. Os espécimes foram retirados e inseridos dentro de um recipiente plastico
contendo agua do local, e esta mesma agua era coletada para posterior analise de
osmolalidade. A salinidade, o pH e a temperatura, foram mensuradas com a ajuda
de uma sonda (HANNA-HI9829). Os individuos coletados foram transportados de
carro para o Laboratério de Ecofisiologia Animal (LEFA) do Campus V da
Universidade Estadual da Paraiba.

Ao chegar ao LEFA os espécimes receberam aeracdo constante, realizada
por aeradores de aquario (CX — 1000 AQUARIUM AIR PUMP) e a medicdo da
salinidade da agua foi feita com o auxilio de um refratbmetro (RTS-101ATC). As

ostras permaneceram nos aquarios por no minimo 24 horas, tempo necessario e



26

importante para a aclimatacdo. Os experimentos foram conduzidos afim de estimar a

variacao de volume das células durante a exposicédo a um estresse osmotico.

3.3. Experimento in vivo
A capacidade de regulacdo de agua tecidual diante de flutuacbes de
salinidade foi analisada através de um experimento in vivo. Os animais foram
colocados em aquérios de diferentes salinidades, e o teor de hidratacdo de seus

tecidos foi analisado.

3.3.1. Desenho experimental

Para a realizacdo deste experimento foram preparadas trés aguas (1 litro)
com salinidades diferentes, utilizando sal marinho para aquarismo e agua destilada.
A primeira com salinidade 12%., a segunda com salinidade 24%. e a terceira com
salinidade 36%.. Ap6s a preparagao das aguas foram retiradas aliquotas para
posterior andlise de osmolalidade. Foram escolhidas 15 ostras e distribuidas
equitativamente entre os aquérios (Figura 4). Ap0s 24 horas de exposicdo as
diferentes salinidades, as ostras foram retiradas da agua e suas conchas foram

desarticuladas resultando na morte do animal.

Sal: 12%o Sal: 24%o Sal: 36%o
N=5 N=5 N=5
24 horas 24 horas 24 horas

SR

Figura 4. Esquema representativo do experimento in vivo.

3.3.2. Teor de Hidratacao Tecidual

Os tecidos moles — branquia e musculo adutor - foram amostrados e
colocados em tubos de eppendorf previamente identificados e pesados. Os tubos
contendo agora os tecidos foram novamente pesados em balanga analitica de
precisdo (SHIMADZU AUY 220) para a obtencdo do peso umido (PU), e
posteriormente levados a uma estufa (NOVA - NI 1524) a 60°C durante 24 horas.
ApoOs esse periodo os tubos foram retirados e pesados novamente para a obtencao

do peso seco (PS).
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Apbs descontar o peso do eppendorf do PU e do PS, o teor de hidratacdo

tecidual foi calculado utilizando a seguinte formula:

Th (%) = (PU — PS) x 100
PU

3.4. Experimento in vitro
A capacidade de regulagéo de volume celular de um tecido isolado diante de
diferentes choques osmaticos foi estimada através de um experimento in vitro. O
tecido muscular foi exposto a solucbes salinas de diferentes concentracdes
osmaticas, e a variacdo do seu peso umido foi acompanhada ao longo do tempo em

uma balanca analitica.

3.4.1. Preparo das solucbes

Para a realizacdo deste experimento foram preparadas salinas adaptadas de
Veiga (2013), contendo a mesma composi¢ado, porém com concentracées osmoticas
diferentes e pH 8,2 (Tabela 1). Uma das salinas € considerada isosmoética (100%) a
hemolinfa de bivalves marinhos, uma considerada hiposmoética (-50%) e a ultima
considerada hiperosmética (+50%), e aliquotas das salinas foram coletadas para

analise de osmolalidade.

Tabela 1. Composi¢do osmética das salinas utilizadas para o experimento de Regulagéo de Volume

Celular.
Solucgéao Solucéao Solucéao
Isosmotica (mM)  Hiposmética (mM)  Hiperosmaotica (mM)
(100%) (-50%) (+50%)
NacCl 470 235 705
KCI 10 5 15
MgSO, 54 27 81
CaCl, 10 5 15
Glicose 5 5 5
Hepes 5 5 5
NaHCO; 2 2



28

3.4.2. Regulagao de volume celular

No dia posterior a preparacdo das salinas, foram separadas 7 ostras do
aguario de aclimatacéo e sacrificadas para a retirada do musculo adutor. O musculo
adutor de cada ostra foi dividido em 3 partes semelhantes e cada uma das partes foi
pesada (peso inicial) e colocada em potes com 20 ml de cada uma das salinas
(Figura 5). Os tecidos foram pesados novamente a cada 15 minutos até o tempo
final de 90 minutos. Antes de serem pesados eles eram secos cuidadosamente em
um papel absorvente onde era retirada a agua superficial que encobria o tecido,
evitando ao maximo o comprometimento do experimento. Os valores de peso Umido
encontrados foram transformados em numeros relativos. Assim, a variacao de peso

umido reflete a variacdo do volume tecidual em relacdo ao tempo inicial.

Ostra Ostra Ostra Ostra Ostra Ostra Ostra
1 2 3 4 5 6 7

T O000000
T O000000
T O000000

Figura 5. Esquema representativo do experimento in vitro.

3.5. Analises estatisticas

Os dados foram apresentados como média + erro padrdo da média. Os
resultados foram analisados através do software Sigma plot® versédo 11.0. Os testes
utilizados para o experimento in vivo foram o one way ANOVA seguido de Holm-
sidak method para o caso de dados normais e Kruskal-Wallis one way ANOVA on
ranks seguido de Tukey test para o caso de dados ndo normais. Para o experimento
in vitro foram utilizados os testes one way repeated measures ANOVA seguido de
Holm-sidak method para o caso de dados normais, ou seguido de Tukey test para o

caso de dados ndo normais. Além de one way ANOVA seguido de Holm-sidak
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method para o caso de dados normais e Kruskal-Wallis one way ANOVA on ranks

seguido de Tukey test para o caso de dados ndo normais.



30

4. RESULTADOS

4.1. Dados abioticos
Os dados abidticos foram mensurados e os valores de salinidade, pH e

temperatura estao ilustrados na tabela 2.

Tabela 2. Dados abiéticos dos pontos amostrados.

Estuério do Rio Mamanguape Estuério 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

4.2. Teor Hidrico

As osmolalidades das amostras das aguas utilizadas para os experimentos in vivo

das ostras provenientes dos dois estuarios estdo ilustradas na tabela 3.

Tabela 3. Osmolalidades das aguas utilizadas no experimento in vivo.

Osmolalidades

12% 350 mOsm/kg de H,O
24%o 723 mOsm/kg de H,O
36%o 1097 mOsm/Kg de H,O

Apos a exposicdo dos individuos as aguas com salinidades/osmolalidades
mostradas acima, a analise do teor de hidratacdo tecidual revelou os seguintes
resultados:

Em todas as condi¢cbes experimentais e em todos os pontos analisados, as
branquias apresentaram volume de agua tecidual maior do que os musculos, o que
€ comum devido as caracteristicas teciduais.

No ponto 1 do Estuario do Rio Mamanguape, observou-se um maior volume
de 4gua dos tecidos na condigdo experimental de 12%., sendo o teor de hidratagao
do musculo (83,05%) diferente das demais condicbes (77,20% em 24 e 76,55%, em
36) e o teor de hidratacdo da branquia (87,89%) diferente da condicdo de 24
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(84,23%), porém nao apresentando diferenca significativa com a condi¢cdo de 36
(85,67%) (Figura 6).

Ponto 1 - Estuario Mamanguape
100 -

90 - B

AB
85 -
M branquias

80 - )
= musculo

Teor de hidratagdo tecidual (%)

12%o 24%0 36%o0
Condicdes Experimentais

Figura 6: Teor de hidratacdo das branquias e musculo de Crassostrea spp apds exposi¢cdo as
diferentes condi¢des experimentais. Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre as condi¢bes

experimentais (letras mailsculas para as branquias e mindsculas para o musculo, ANOVA, p < 0,05,
n=>5).

No ponto 2 o maior volume tecidual foi encontrado na branquia da condicao
24 (87,96%), que é diferente das demais condi¢Bes. As branquias das condicdes 12
e 36 (85,63% e 85,83% respectivamente) ndo apresentaram diferenca, como
também n&o houve diferenga entre os musculos nas trés condi¢cdes experimentais
(79,85%; 81,70% e 79,05% em 12, 24 e 36, respectivamente) (Figura 7).
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Ponto 2 - Estuario Mamanguape
100 -

95 -

M branquias

= musculo

Teor de hidratagdo tecidual (%)

12%o0 24%. 36%o

Condicdes Experimentais

Figura 7: Teor de hidratacdo das branquias e musculo de Crassostrea spp apds exposi¢cdo as
diferentes condigfes experimentais. Letras diferentes indicam diferencga estatistica entre as condigdes

experimentais (letras mailsculas para as branquias e mindsculas para o misculo, ANOVA, p < 0,05,
n=>5).

No ponto 1 do Estuario do Rio Paraiba, o teor de hidratacdo das branquias da
condicdo 12 (88,31%) foi maior do que o teor de hidratacdo das branquias na
condicdo 36 (83,66%), mas nao foi diferente da condicdo 24 (85,78%). Porém o
musculo da condi¢do 12 (84,02%) foi diferente das outras duas condi¢cbes que por
sua vez assemelham-se estatisticamente (78,15% e 79,19% em 24 e 36,
respectivamente). As branquias cujos individuos foram condicionadas a salinidade

36 também néo apresentaram diferenca com as da salinidade 24 (Figura 8).
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Ponto 1 - Estuario Paraiba
100 -

95 -

® branquias

= musculo

Teor de hidratagdo tecidual (%)

12%o0 24%. 36%o

Condicdes Experimentais

Figura 8: Teor de hidratacdo das branquias e musculo de Crassostrea spp apds exposi¢cdo as
diferentes condi¢des experimentais. Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre as condi¢bes

experimentais (letras mailsculas para as branquias e mindsculas para o musculo, ANOVA, p < 0,05,
n=>5).

No ponto 2 do Paraiba as branquias das condi¢cdes experimentais 12
(87,11%) e 24 (86,07%) nao apresentaram diferenca entre si, porém a condicao 36
(79,46%) foi diferente das duas, apresentando-se com o0 menor volume de agua
tecidual entre as condi¢des. Ja o teor de hidratagdo dos musculos foi diferente em
todas as salinidades testadas. Os valores encontrados foram 84,50%; 81,54% e
78,29% nas salinidades 12, 24 e 36 respectivamente (Figura 9). Neste ponto 1
individuo morreu na condicéo 12.
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Ponto 2 - Estuario Paraiba
100 -

95 -

® branquias

= musculo

Teor de hidratagdo tecidual (%)

12%o0 24%. 36%o

Condig¢des Experimentais

Figura 9: Teor de hidratacdo das bradnquias e musculo de Crassostrea spp ap0s exposicdo as
diferentes condi¢des experimentais. Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre as condi¢bes

experimentais (letras mailsculas para as branquias e mindsculas para o0 musculo, ANOVA, p < 0,05,
n=4).

4.3. Regulacao de Volume Celular

As osmolalidades das salinas utilizadas no experimento in vitro para os dois

estuarios também foram mensuradas e seus resultados estdo ilustrados na tabela 4.

Tabela 4. Osmolalidades das solu¢des salinas utilizadas no experimento de regulagdo de volume
celular.

Osmolalidades

100% 497 mOsm/kg de H,O
-50% 986 mOsm/kg de H,O
+50% 1485 mOsm/kg de H,O

De um modo geral, em todos os experimentos in vitro, houve um inchaco
progressivo do tecido muscular nas condi¢cdes isosmotica (100%) e hiperosmotica
(+50%), enquanto na condicdo hiposmotica (-50%) o tecido muscular conseguiu
manter sua hidratacdo tecidual ao longo de todo o tempo experimental. Para analisar
os resultados foram utilizados 2 tipos de comparacdo estatistica: a analise da
variacdo do volume de agua ao longo do tempo experimental (90 min) para cada

uma das condicOes; e a comparacado das 3 condicdes experimentais em cada um
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dos tempos experimentais (15, 30, 45, 60, 75 e 90 min). Para evitar uma poluicéo
visual nos graficos, as diferencas estatisticas encontradas na analise da variacdo do
volume de agua ao longo do tempo experimental ndo foram apresentadas por
simbolos no gréafico, mas estao indicadas ao longo do texto abaixo.

No experimento das ostras coletadas no ponto 1 do estuario do rio
Mamanguape, o musculo submetido a condicdo hiposmaética ndo apresentou
variacdo de volume ao longo do tempo. Na condicdo hiperosmdtica, a partir do
tempo experimental 60°’, houve um aumento de volume continuo até o fim do
experimento. Ja na condi¢do isosmatica ocorreu inchago apenas no tempo 90°. O
volume final das condi¢Bes foi de 97% (hiposmética), 106% (isosmética) e 105%
(hiperosmatica). Em relacdo a comparacdo de cada tempo experimental entre as
trés condicbes, foi a partir do tempo 45’ e 60’ que os musculos expostos a salina
hiperosmotica e isosmatica, respectivamente, apresentaram diferenca estatistica em
relacdo ao musculo exposto a salina hiposmaética no mesmo tempo experimental
(Figura 10).
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Figura 10: Variacao temporal do volume de &gua tecidual do musculo de Crassostrea spp exposto a
choques osméticos de diferentes intensidades (-50% e +50% do controle isosmotico 100%). Letras
diferentes indicam diferenca estatistica entre as condi¢bes em cada um dos tempos experimentais
(one way ANOVA, p <0,05,n=7).

No experimento das ostras coletadas no ponto 2 do estuario do rio

Mamanguape, novamente ndo houve inchaco dos tecidos na condi¢cdo hiposmética
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ao longo do tempo, e tanto na condi¢cdo hiperosmética como na condi¢ao isosmotica
houve um inchaco do musculo a partir de 45’ e 60’, respectivamente. O volume final
na condicdo hiposmatica foi de 96,64%, na hiperosmotica foi de 107,09% e na
isosmaotica foi de 106,50%. Na comparacdo entre as solucbes em cada tempo
experimental, tanto na solugdo isosmética quanto na solugédo hiperosmética houve
diferenga estatistica no volume do tecido em relagdo a condi¢do hiposmatica partir

do tempo experimental de 60’ até o final do experimento (Figura 11).

Ponto 2 - Estuario Mamanguape
130 -

120 -

i a
O P aa aa aa a a Y

AN — - -

100 - 1 -

=
ol

80 -

Variagdo de volume Relativa (%)

70 T T T T T T 1
0 15 30 45 60 75 90
tempo (min)

w=e=100% ==l=-50% +50%

Figura 11: Variacao temporal do volume de 4gua tecidual do musculo de Crassostrea spp exposto a
choques osmoticos de diferentes intensidades (-50% e +50% do controle isosmético 100%). Letras
diferentes indicam diferenca estatistica entre as condi¢bes em cada um dos tempos experimentais
(one way ANOVA, p <0,05,n=7).

No experimento com as ostras coletadas no ponto 1 do estuario do rio
Paraiba houve um aumento de volume nas condi¢cBes isosmatica e hiperosmoética a
partir de 60’ e 90’, respectivamente. Nao houve variacdo do volume muscular na
solucéo hiposmatica. O volume final do tecido muscular foi de 104,9% na condicao
hiposmatica, 111,5% na condi¢cdo isosmotica e 119% na condi¢cdo hiperosmética.
Em relacdo a cada tempo experimental as diferencas estatisticas entre as
condigbes, apareceram no tempo 45’ entre as condigdes hiposmética (102,85%) e
hiperosmotica (115,49%) e persistram até o fim do experimento. N&do houve
diferenca entre as condi¢cdes isosmética e hiperosmética ou isosmoética e
hiposmotica (Figura 12).
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Figura 12: Variacao temporal do volume de 4gua tecidual do musculo de Crassostrea spp exposto a
choques osmoticos de diferentes intensidades (-50% e +50% do controle isosmético 100%). Letras
diferentes indicam diferencga estatistica entre as condigbes em cada um dos tempos experimentais
(one way ANOVA, p<0,05,n=7).

No experimento com as ostras coletadas no ponto 2 do estuario Paraiba a
analise em cada condicdo ao longo do tempo demonstrou que a condicao
hiposmatica, como em todos 0s outros pontos ndo apresentou aumento de volume,
os tecidos da condi¢ao hiperosmaética aumentaram de volume a partir do tempo 90’ e
a condig¢ao isosmotica a partir do tempo 45’. O volume final do tecido muscular foi de
100,9% na condicdo hiposmética, 120,2% na condi¢cdo isosmotica, e 117,2% na
condicao hiperosmotica. Quando comparados os tempos experimentais, a partir do
tempo 45’ hipo houve diferenca do musculo na condicdo isosmoética em relagao a
condicdo hiposmotica, mas ndo em relagéo a condi¢cao hiperosmotica. Porém a partir
de 75 tanto o musculo na condicdo isosmoética quanto o musculo na condigao
hiperosmotica apresentaram diferencas estatisticas em relagdo ao musculo na
condicao hiposmética. Durante todo o experimento as condi¢des hiperosmatica e

isosmatica foram semelhantes estatisticamente (Figura 13).
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Figura 13: Variacao temporal do volume de 4gua tecidual do musculo de Crassostrea spp exposto a
choques osmoticos de diferentes intensidades (-50% e +50% do controle isosmético 100%). Letras
diferentes indicam diferencga estatistica entre as condigfes em cada um dos tempos experimentais
(one way ANOVA, p<0,05,n=7).
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5. DISCUSSAO

As ostras sdo animais eurialinos que osmoconformam quando expostos a
uma variacdo de salinidade. O comportamento osmoconformador expde os tecidos
internos do animal as variagdes osmaticas e idnicas do meio. Assim, por ser um
animal eurialino, esses animais devem ser bons reguladores de volume celular.
Nossos resultados do teor de hidratacdo tecidual confirmam a capacidade que o
animal possui de manter a hidratacdo adequada das células daquele tecido sem
provocar danos irreversiveis, como um inchaco que pode levar a lise celular, ou um
encolhimento que pode levar ao comprometimento das fungbes celulares
(HAUSSINGER, 1996). Assim, uma manutencdo do teor de hidratagdo tecidual
sugere se ocorreu uma regulacdo do volume celular apés exposicdo do animal a
salinidades diferentes.

No experimento in vivo as salinidades testadas foram 12, 24 e 36, que sao
naturalmente encontradas em estuéarios (WILMER et al., 2004; JACKSON, 2013), e
portanto, ndo representam desafios osmoticos além daqueles que esses moluscos ja
estdo habituados. Os resultados obtidos neste trabalho a respeito do teor de
hidratacdo tecidual apés exposicdo dos animais as salinidades testadas apontam
para uma melhor regulacdo de volume de agua tecidual na salinidade mais alta (36)
0 que seria um choque hiperosmético se considerarmos a salinidade 24 como
‘referéncia”. Entretanto as ostras foram coletadas em pontos com diferentes
salinidades, e mantidas até o0 momento do experimento nas aguas desses pontos.
Como as ostras sdo osmoconformadoras e, portanto, isosméticas ao meio, é
necessario considerar qual era a condicdo osmoética desses animais antes deles
entrarem no experimento. Assim, para discutir 0s resultados consideramos
diferentes salinidades como “referéncia”, mesmo sabendo que o estuario pode variar
de salinidade todo o tempo.

Independente do choque osmoético aplicado, ou do ponto de coleta, as
branquias como tecido mais externo e que estdo diretamente em comunicacdo com
a agua, devido suas funcdes de respiracdo, transporte de agua, ions e alimentacdo
(GALVAO et al, 2009), apresentaram maiores volumes de agua tecidual quando
comparadas com 0s musculos, em todas as condi¢bes. Aléem disso, a branquia

possui um epitélio fino, ideal para o transporte de gases, enquanto o musculo é mais



40

denso por apresentar uma maior concentracdo de proteinas e consequentemente
menor conteudo de agua.

Considerando no Ponto 2 do Paraiba e no Ponto 1 de Mamanguape a
condicdo 24 como referéncia, que é proxima da salinidade na qual foram coletados
os individuos (ver Tabela 2), temos um choque hiposmotico (12) e um choque
hiperosmotico (36), desta forma observamos que os individuos do Paraiba perderam
agua no choque hiper e nao recuperaram seu volume, ja 0s animais do
Mamanguape, apresentaram teor de hidratacdo tecidual igual ao controle apds o
choque hiper. Frente ao choque hiposmoético as branquias dos individuos do ponto 2
do Paraiba regularam o volume de agua, mas o musculo ndo, e no estuario
Mamanguape os dois tecidos apresentaram inchaco em relacdo ao controle
considerado, onde o mecanismo de RVD ndo mostrou eficiéncia total.

Em relagéo a isso Hoffman & Dunham (1995) falam sobre a possibilidade de
ocorrer um RVD parcial, que resulta da perda de KCI e alguns osmdlitos orgéanicos.
Segundo Torre e colaboradores (2013), quando a reducdo no volume celular é
pequena apds um inchaco devido a um choque hiposmotico, sugere-se que a célula
tenha realizado um RVD parcial, evitando o efeito deletério da redugdo de um
grande volume e perda de osmdlitos importantes. Isso pode ter ocorrido uma vez
que o choque osmatico aplicado foi de 50%, mas o aumento do volume de agua
tecidual foi bem menor do que isso (ndo chega a 10% de aumento). Ou seja, O
tecido inchou bem menos do que o esperado caso nenhum mecanismo de controle
(RVD) estivesse envolvido.

Para o ponto 2 do Mamanguape a condi¢cdo 36 foi considerada referéncia, e
como mostram os resultados esse foi o ponto onde houve a melhor regulacdo de
agua tecidual, pois todos os musculos regularam e apenas a branquia da condicao
24 apresentou diferenca. Porém o inchaco foi tdo pequeno que para animais
eurialinos essa variacdo ndo pode ser considerada um estresse. Hoffman & Dunham
(1995), relatam que os transportadores que atuam na regulacdo de volume nem
sempre sdo ativados caso ocorra um pequeno inchago, portanto no caso do ponto 2
do Mamanguape é mais facil considerarmos a opg¢ao de ndo ter ocorrido uma
regulacdo, do que um RVD parcial, pois os tecidos da condicdo 12, que foi um
choque hiposmotico de maior intensidade, ndo apresentaram diferenca em relacdo

ao controle.
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Por fim no ponto 1 do Paraiba, que foi o ponto de coleta com a menor
salinidade, a condi¢cdo considerada como referéncia foi a 12, sendo assim os dois
choques induzidos foram hiperosmaoticos. O tecido branquial da condicéo 24 regulou
em relacdo ao controle, porém o musculo, ndo retomou o volume, e no desafio maior
que foi 36 os dois tecidos perderam &gua e apresentaram dificuldade em realizar
RVI completa.

Esses resultados indicam claramente que as ostras do estuario Paraiba estéo
com mais dificuldade de regular sua agua tecidual do que as ostras de
Mamanguape. H4& um comprometimento da capacidade das ostras, de ambos o0s
pontos de coleta analisados nesse estuéario, em realizar RVD, mas principalmente
RVI. Como os choques osmaticos ndo sdo intensos, o esperado seria que as ostras
conseguissem manter seu teor de hidratacéo tecidual inalterado, independente da
alteracdo de salinidade. Veiga (2013), analisou o teor hidrico do musculo de
mexilhdes Perna perna e da ostra Crassostrea gigas, e por mais que o0 estresse
salino tenha sido maior (0, 35 e 45) do que o do presente trabalho, o tecido muscular
dos bivalves apresentaram uma boa regulacdo de agua tecidual. Portanto, a
possivel presenca de poluentes no estuario Paraiba pode estar comprometendo a
capacidade de regulacéo de volume celular desses animais.

Em relacdo a habilidade do tecido muscular das ostras de regular volume de
adgua tecidual mediante um estresse osmotico, os resultados dos experimentos in
vitro indicam que independente da origem das ostras (ponto de coleta), o tecido
muscular ndo alterou seu volume de agua na condi¢cdo hiposmética (-50%), mas
aumentou de volume na condigdo isosmoética e hiperosmotica (100% e +50%).
Essas salinas foram preparadas baseadas na composicdo e concentracdo osmotica
de bivalves marinhos (osmoconformadores, mesma concentracdo osmotica do
meio). Portanto, aumentar de volume na condi¢do isosmética e hiperosmética € um
resultado curioso e dificil de ser explicado. Mesmo quando o animal ndo consegue
regular seu volume celular, geralmente ocorre o que aconteceu com o bivalve
Corbiculea fluminea, que em um experimento semelhante ao nosso, quando o tecido
muscular entrou em contato com 0s choques osmaoticos, apresentou 0 controle em
torno de 100% de hidratacéo, os tecidos da condic&o hiposmotica em torno de 115%
e 0s da hiperosmadtica com aproximadamente 85% de hidratacdo (RUIZ & SOUZA,
2008). Ou seja, houve um aumento de volume na condicdo hiposmaética e uma

reducdo de volume na condicdo hiperosmaotica.
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O fato de todos os tecidos terem regulado volume na condi¢cdo hiposmética
indica que talvez a osmolalidade da solugcéo salina experimental utilizada (-50% =
497 mOsm/kg de H,0O) néo represente um problema osmotico para esse tipo celular.
Essa osmolalidade representa uma salinidade de aproximadamente 16, salinidade
comumente encontrada no ambiente estuarino. Se considerarmos que as ostras
coletadas no ponto 1 de cada estuario, cujas salinidades medidas foram de 22,5 no
Mamanguape e 12,82 no Paraiba estavam isosmoticas a agua do seu ambiente de
coleta, entdo um estresse osmoético dessa magnitude nao foi problema para essas
células, que conseguiram manter a hidratacdo do tecido muscular. Entretanto,
mesmo se considerarmos a salina -50% como “controle” para o caso dessas ostras
coletadas nos pontos de salinidade mais baixa, ainda fica dificil explicar porque as
células incharam e ndo murcharam diante das outras duas salinas (100% - 986
mOsm/kg de H,O; e +50% - 1485 mOsm/kg de H,0), que nesse caso
representariam um estresse hiperosmotico para o tecido do animal.

Também, se pensarmos a respeito das ostras coletadas no ponto 2 dos dois
estuérios, cujas salinidades medidas foram de 32,33 no Mamanguape e 26,7 no
Paraiba, e considerarmos que essas ostras estavam isosmaéticas a dgua do seu
ambiente de coleta, neste caso a salina -50% é de fato hiposmética, a salina 100% é
aproximadamente isosmatica e a salina +50% € de fato hiperosmaética em relacéo
aos tecidos desses animais. O fato do tecido ter mantido o volume de 4gua diante de
um estresse hiposmético ndo surpreende e até era esperado. Moluscos sdo, em
geral, bons reguladores de volume celular (BERGER et al., 1978; DEATON, 1989;
1992; 2001; VEIGA, 2013), e esse resultado indica que diante de um estresse
hiposmotico mecanismos membranares de transporte foram ativados o que permitiu
gue as células mantivessem seu volume celular e portanto o volume de &agua
tecidual foi mantido. A literatura demonstra que realizar RVD que € um processo
basicamente de extrusdo de ions e alguns osmolitos organicos (HOFFMAN &
DUNHAM, 1995; WILMER et al.,, 2004; MORABITO et al., 2013), pode ser
considerado mais facil do que realizar RVI que envolve além do recrutamento de
ions do meio, expressao de genes de transportadores, producdo de proteinas de
choque térmico (ALFIERI & PETRONINI, 2007; CASTELLANO, 2012), hidrolise de
proteinas e aumento no pool intracelular de aminoacidos (HOFFMAN & DUNHAM,
1995; WILMER et al.,, 2004; AMADO et al., 2006). Mas ainda assim o fato das

células incharem nas salinas isosmotica e hiperosmatica € um resultado inesperado.
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Apesar de inesperado, ndo é a primeira vez que esse “‘comportamento”
celular é reportado na literatura. Castellano (2012) encontrou aumento de volume
celular progressivo em células isoladas de dois tecidos (es6fago e intestino) de 4
espécies de equinodermos sob todas as solucdes experimentais testadas (choques
osmaticos de - 20% e - 50% de diminuicdo, e + 20% e + 50% de aumento, bem
como nas salinas controles) e especulou sobre a possibilidade desse inchacgo
ocorrer por uma instabilidade inerente as células de equinodermos. Equinodermas,
assim como 0s moluscos, sdao osmoconformadores, porém mais restritos ao
ambiente marinho por serem estenoalinos. Entretanto, considerando nossos
resultados com os moluscos bivalves nesse trabalho, um pequeno inchago
encontrado no musculo de Octopus vulgaris diante de uma salina isosmaética
utilizando essa mesma técnica no trabalho de Amado et al, (2015), assim como a
informacdo que inchaco em condi¢cdes hiperosmaéticas tem sido encontrado em
outros osmoconformadores (dados ainda ndo publicados, comunicagao pessoal Dra.
Carolina Arruda Freire) refutam essa possibilidade apontada por Castellano (2012).
Provavelmente um inchaco em condi¢cfes isosmaoticas ou hiperosméticas deve-se a
algum desequilibrio nos mecanismos de regulacdo de volume celular por motivo
ainda desconhecido. Talvez diante de um choque hiperosmotico a célula ative
mecanismos de RVI de uma maneira tdo intensa, o que faz com que ela “passe do
ponto” de apenas restabelecer o volume perdido e comege a inchar. Segundo
Hoffman & Dunham (1995), algumas células tem a capacidade de realizar RVI sem
um prévio encolhimento celular, como aparentemente aconteceu no nosso meio
“controle”, bem como ap6s um choque osmotico as células aumentem o processo de
captacao de sal e consequentemente de agua, levando a um inchaco maior do que o
original.

Contrariando nossos resultados Veiga (2013) utilizando a mesma técnica e a
mesma composicao das salinas - exceto pela presenca de glicina - utilizadas neste
estudo, encontrou uma perfeita capacidade de regulacdo de agua tecidual do
musculo de Crassostrea gigas quando esse tecido foi exposto as salinas controle,
hiposmatica e hiperosmatica. Entretanto, a intensidade do choque osmoético aplicado
por Veiga foi menor (+30% e -30%) do que a aplicada nesse estudo.

Apesar da resposta inesperada dos tecidos de todas as ostras analisadas
nesse estudo, os graficos apresentados nos resultados demonstram que a diferenca

de volume dos tecidos entre as salinas, estd muito maior, em torno de 20%, no
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Paraiba, do que o volume dos tecidos do Mamanguape que varia em no maximo
7%. Consideramos desde o inicio que o Estuario do Rio Mamanguape é menos
impactado, o que pode levar a entender o porqué do tecido muscular das ostras do
Estuario do Rio Paraiba apresentar uma maior variacdo no volume, pois como
sabemos a poluicdo domeéstica que € inerente neste Ultimo estuéario, traz para o
corpo d’agua metais pesados que podem influenciar na fisiologia de bivalves
(GALVAO et al, 2009). Portanto ndo podemos descartar o fato de que polui¢do rica
em metais, pode estar influenciando nos resultados e mostrando que no Estuério
Paraiba, a capacidade de regulacdo de volume celular esteja sendo comprometida
em relagdo ao Estuario Mamanguape.

O nosso trabalho ndo avaliou a presenca de metais nos tecidos, mas de
acordo com a literatura esses poluentes inibem a acédo de enzimas e transportadores
gue atuam nos mecanismos de regulagédo de volume celular (AMADO et al, 2012;
MORABITO et al, 2013). E mesmo que 0s agentes quimicos ndo estivessem nas
aguas do experimento, alguns trabalhos, falam sobre a acumulacdo de metais nos
tecidos (GAIGNAIRE et al., 2004; VOLETY, 2008; GALVAO et al., 2009; MORABITO
et al, 2013), e portanto, ndo seria impossivel que esse tipo de poluente tivesse
atuado durante o experimento. Foi visto no trabalho de Morabito e colaboradores
(2013) a inibicdo da regulacdo do volume (RVD) em nematécitos de Pellagia
notiluca, na presenca de metais, que pode estar relacionada com o co-transporte de
Ca®*. Amado e colaboradores (2012) identificaram que o chumbo prejudica a RVD
de células branquiais de caranguejos marinhos atuando via canais de Ca®" e inibindo
a Na'/K'ATPase. Em células digestivas isoladas de Mytilus galoprovinciallis, houve
uma alteracdo na resposta homeostéatica quando postas em solugdo com o cadmio,
metal pesado difundido em ambientes aquéticos, onde a Na'/K*ATPase, teria sido
seu alvo (TORRE et al., 2013).

Nossos resultados dos experimentos in vivo e in vitro indicam que houve um
comprometimento da RVI nas ostras coletadas no Paraiba, mas esse
comprometimento ocorreu de maneiras contrarias. Aparentemente no experimento in
vivo, as células murcharam e ndo conseguiram retomar ao seu volume normal, e no
experimento in vitro as células possivelmente executaram RVI para além de
simplesmente retomar o volume perdido, e comegaram a inchar. E preciso ressaltar

gue os choques osmoticos aplicados nos dois experimentos foram de intensidades



45

diferentes, o desafio do musculo no experimento in vitro foi muito maior do que no
experimento in vivo.

Assim é possivel supor que no caso do experimento in vitro, a grande
intensidade do choque osmético (que corresponde a uma salinidade de ~45) ativou
mais intensamente os mecanismos de RVI que foram amplificados pela presenca de
poluentes nos tecidos dos animais. Existem alguns registros na literatura de metais e
outros poluentes como pesticidas aumentando a protedlise e consequentemente o
pool intracelular de aminoacidos em invertebrados marinhos (KASSCHAU et al,
1980; BLASCO & PUPPO, 1999). Esse é justamente um dos mecanismos da RVI,
aumentar a concentracdo intracelular de osmdlitos organicos, e quanto maior a

concentracdo de osmalitos organicos, maior a entrada de agua na célula.
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6. CONCLUSAO

e Os resultados do teor de hidratacdo tecidual e de regulacdo de volume
auxiliam no entendimento da tolerancia das ostras a salinidade;

e De fato a poluicdo encontrada nos estuarios parece influenciar na capacidade
de regulacéo de volume celular, uma vez que os resultados encontrados nos
pontos do Estuario Paraiba, considerado mais poluido, mostraram a
dificuldade das ostras de controlar sua hidratag&o tecidual;

e Mais estudos sdo necéssarios, mas aparentemente disturbios nos
mecanismos de regulacdo de volume celular podem ser utilizados como

biomarcadores de contaminacéo aquatica.
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