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And if | claim to be a wise man

Well, it surely means that | don't know

[...] Carry on my  wayward  son
For there'll be peace when you are done
Lay your weary head to rest
Don't you cry no more”

(Kansas- Carry on my wayward son)

“E nossa histéria ndo estara pelo avesso
assim, sem final feliz.

Teremos coisas bonitas pra contar.

E até |4, vamos viver!

Temos muito ainda por fazer!

Nao olhe pra tras, apenas comegamos.”

(Legido Urbana- Metal contra as nuvens)

“It's our choices that show us what we truly
are, far more than our abilities”
(J.K. Rowling, Harry Potter e a Pedra

Filosofal)
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TEXTO COMPLEMENTAR

Atualmente, os programas de biomonitoramento tem tido crescente importancia no
diagnostico da qualidade ambiental por permitir a avaliagdo da eficacia de recuperagédo de
ambientes aquaticos bem como medidas de conservacgao (Zhou et al., 2008). Para aplicacao
desses programas é necessaria uma solida base de conhecimentos bioldgicos e ecolbgicos
acerca dos organismos utilizados como matrizes para esses estudos, destacando-se 0s
invertebrados aquaticos (Bonada et al., 2006).

Os invertebrados bentbnicos configuram-se bons biomonitores por apresentarem
contato direto com o sedimento elucidando os processos antrépicos e naturais presentes no
ecossistema (Baird, 2002). Nesse contexto, parametros do sistema de defesa antioxidante
sdo frequentemente utilizados como biomarcadores de poluicdo (Huang et al., 2005).
Biomarcadores séo alteragbes bioquimicas, moleculares, celulares e fisiologicas em um
organismo, advindos da exposi¢do ou efeito de um xenobiético (Lam & Gray, 2003) ou de
fontes naturais de estresse como mudancas fisico-quimicas do ambiente (Amorim, 2003).

O estuério da Baia do Japerica no Estado do Para manteve-se em condi¢cdes
pristinas por muitos anos, impondo aos organismos condi¢des naturais Unicas que implicam
em adaptagles fisioldgicas especificas. No entanto, atualmente estd ocorrendo o
funcionamento de uma fabrica de cimento no Municipio de Primavera, uma das principais
areas banhadas por essa baia. Assim estudos de caracterizacdo de parametros bioquimicos
em organismos residentes, previamente aos potenciais impactos causados por essa
atividade antropica é fundamental para o pontuamento embasado e assertivo de possiveis
efeitos deletérios na satude ambiental.

O presente estudo tem como objetivo caracterizar 0 comportamento do sistema de
defesa antioxidante de duas espécies macrobentdnicas (caranguejo u¢é Ucides cordatus e a
ostra-do-mangue Crassostrea sp.) de grande relevancia ecolégica e comercial, provenientes
do estuario amazo6nico da Baia de Japerica, frente a variagcdo sazonal dos parametros fisico-
guimicos da agua, sobretudo a salinidade.

As coletas foram realizadas ao funcionamento da fabrica e em diferentes locais
dentro do estuario de maneira que abrangesse o gradiente de salinidade e de futuras
influéncias antropicas (distancia em relagdo ao Municipio de Primavera). Dessa maneira,
foram selecionados trés pontos de coleta para U. cordatus no estuario inferior, médio e
superior e dois pontos de coleta para Crassotrea sp. no estuério inferior e superior. A técnica
de coleta de ambas as espécies foi por catacdo manual livre e foi priorizado os individuos
maiores e somente machos para U. cordatus. Apds coletados, o0s animais foram
crioanestesiados, mensurados (comprimento total, largura total, altura e peso) e

posteriormente dissecados retirando-se porcdes de branquias de ambas as espécies e



musculo adutor somente de Crassostrea sp. Os biomarcadores bioquimicos dosados foram
a atividade da enzima Glutationa-S-transferase (GST), a Capacidade antioxidante total
(ACAP) e Lipoperoxidacao (LPO) para os tecidos das duas espécies e a atividade da
enzima Glutamato cistéina ligase (GCL) e concentracdo de Glutationa Reduzida (GSH)
somente para branquias do caranguejo.

Observou-se de modo geral, que ambas as espécies apresentam modulacdo de seus
paradmetros de estresse oxidativo conduzida pela sazonalidade, uma vez que apresentaram
estabilidade dos biomarcadores durante estacdes de aumento da salinidade e instabilidade
dos mesmos em estacBes de &guas hiposalinas. Além disso, ambas apresentaram
plasticidade fisiolégica frente os desafios metabdlicos impostos pelo ambiente o que as

tornam vidveis para estudos de biomonitoramentos.
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ESTRUTURA DA DISSERTACAO

Esta dissertacdo é composta de dois capitulos: Capitulo 1: “Influéncia da
sazonalidade na modulag&o natural de biomarcadores de estresse oxidativo no caranguejo-
ucd Ucides cordatus (Brachyura, Ucididae)’ e Capitulo 2: “Modulacdo natural de
biomarcadores de estresse oxidativo na ostra-do-mangue Crassostrea sp. (Bivalvia,
Ostreidae): O papel da sazonalidade nestas respostas bioquimicas”. Os dois capitulos
envolvem a tematica de biomonitoramento e do uso biomarcadores bioquimicos de estresse
oxidativo associados a variacao fisico-quimica do ambiente.

Ambos os manuscritos serdo submetidos para a revista Comparative Biochemistry
and Physiology—Part A: Molecular and Integrative Physiology, que publica artigos inéditos na
area de sistemas fisioldgicos, incluindo biologia comportamental, do desenvolvimento, da
circulacdo, da excrecdo, da regulagcdo idnica e térmica, da locomocdo, da nutricdo, da

respiracdo e endocrinologia. Atualmente a revista tem qualis A2 para Biodiversidade.



CAPITULO 1

INFLUENCIA DA SAZONALIDADE NA MODULACAO NATURAL DE
BIOMARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO NO CARANGUEJO-UCA UCIDES
CORDATUS (BRACHYURA, UCIDIDAE)



Influéncia da sazonalidade na modulacdo natural de biomarcadores de estresse
oxidativo no caranguejo-uca Ucides cordatus (Brachyura, Ucididae)
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66075110, Belém, Pard, Brasil.
¢ Museu Paraense Emilio Goeldi, Av. Perimetral, 1901, Terra Firme, 66077830, Belém, PA, Brasil.

RESUMO

Os estuarios caracterizam-se pela formacdo de gradientes de salinidade, sendo
frequentemente associados a atividades antrépicas. O estuario da Baia do Japerica no
estado do Para foi uma &rea pristina por muitos anos, o que possibilita a caracterizacdo de
variacdes biolégicas naturais. Estudos que mostrem as condi¢cdes dos organismos frente a
variacdo natural do ambiente sdo fundamentais para futura avaliagdo de alteracdes
ambientais decorrentes de impactos antropicos. Uma ferramenta desses estudos sao o0s
biomarcadores, definidos como alteragbes bioldgicas em baixos niveis de organizacao
induzidas por fontes estressoras e considerados respostas preditivas de efeitos mais
severos. O objetivo deste trabalho € caracterizar a modulacdo de biomarcadores
bioquimicos frente a variacdo natural do estuario amazbnico no caranguejo-uca Ucides
cordatus proveniente desta baia. As coletas foram realizadas em um ano nos periodos de
transicdo chuvoso-seco (Junho/2013), estiagem (Setembro/2013), transigcdo seco-chuvoso
(Novembro/2013) e chuvoso (Fevereiro/2014) no estuério inferior, médio e superior. Como
biomarcadores de exposicdo avaliou-se as enzimas glutationa-S-transferase (GST) e
glutamato cisteina ligase (GCL), a capacidade antioxidante total (ACAP) e a concentracao
de glutationa reduzida (GSH) e como biomarcador de efeito foi analisada a lipoperoxidacao
(LPO). Houve diminuicdo da atividade de ambas as enzimas, da ACAP e menor LPO no
periodo de transicao estiagem-chuvoso para os organismos de todos os locais apontando
este periodo como estacdo de maior estabilidade metabdlica. Os organismos, sobretudo os
do estuario médio, apresentaram plasticidade fisiolégica frente as variacdes do ambiente a
gue estdo submetidos. A sazonalidade é a principal moduladora dos biomarcadores e a

espécie apresenta alta viabilidade para estudos de biomonitoramento.

Palavras-chave: sistema de defesa antioxidante, lipoperoxidacéo, estuéario



Influence of seasonality on the natural modulation of oxidative stress biomarkers in

Uca crab Ucides cordatus (Brachyura, Ucididae)

Carla Carolina Miranda dos Santosa'b, Lilian Lund Amadoa'b, Cléverson Rannieri Meira dos Santos®

® Programa de P6s-Graduagdo em Ecologia Aquética e Pesca, Universidade Federal do Para, Belém,
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ABSTRACT

The estuaries are characterized by the formation of salinity gradients and are frequently
associated with anthropic activities. The estuary of the Japerica Bay in the state of Para has
been a pristine area for many years, which enables the characterization of natural biological
variations. Studies that show the condition of organisms against the natural environmental
variations are fundamental for future evaluation of environmental change due to anthropic
impacts. One tool of these studies are biomarkers, defined as biological changes in low
levels of organization induced by stressors and considered as predictive responses of more
severe effects. The aim of this work is to characterize the modulation of biochemical
biomarkers against the natural variation of the estuary in the Ucides cordatus crab from this
bay. The collections were carried out throughout one year at rainy-dry transitional period
(June/2013), dry period (September/2013), dry-rainy transitional period (November / 2013)
and rainy period (February / 2014) in the lower, middle and upper estuary. As exposure
biomarkers were evaluated the enzymes glutathione-S-transferase (GST) and glutamate
cysteine ligase(GCL), total antioxidant capacity (ACAP) and reduced glutathione(GSH)
concentration and as biomarker of effect was analyzed the lipid peroxidation (LPO). There
was a decrease in the activity of both enzymes, ACAP and lower LPO in the rainy-dry
transitional period for the organisms of all sites, pointing to this period as a season of greater
metabolic stability. The organisms, especially those of the middle estuary, presented
physiological plasticity against the variations of the environment which they are submitted.
Seasonality is the main modulator of biomarkers and the specie presents high viability for

biomonitoring studies.

Key-word: antioxidant defense system, lipid peroxidation, estuary



1. INTRODUCAO

Estuarios sédo ecossistemas de transicdo entre ambientes limnologicos e marinhos
gue fornecem importantes servicos soécio-econémicos e apresentam grande relevancia
ecoldgica e bioldgica (Barbier et al., 2011)

Estes ambientes costeiros destacam-se por apresentar formacdo de gradientes de
seus parametros fisico-quimicos, pricipalmente de salinidade.Este parametro pode variar de
100% dulciaquicolaa 100% &agua marinha como resultado dos ciclos de marés (Urbina &
Glover, 2015) impondo condi¢cdes ambientais severas a sobrevivéncia dos animais.

A variacdo da salinidade em estuarios destaca-se como uma caracteristica ambiental
critica uma vez que afeta a fisiologia dos organismos (Anger, 2001). Tal variagdo gera
respostas que garantem a manutencdo da homeostase celular, tais como a osmorregulagéo
gue é a capacidade de manter a concentracdo idnica extracelular estavel em relacdo as
mudancas osméticas do meio (Monserrat et al., 2007). Possiveis desequilibrios osmoticos
podem prejudicar outros processos fisioldgicos e, em situacdes extremas, potencialmente
causar a morte (Urbina & Glover, 2015).

Uma grande quantidade de crustaceos decédpodos adultos sdo osmoreguladores
sendo os tecidos branquiais os principais responsaveis pelas trocas iénicas (Lignot et al.,
2000). Sabe-se que a osmorregulacdo € um mecanismo celular que demanda gasto de
energia (Boeuf & Payan, 2001) e, portanto, implica na degradacdo de ATP (adenosina
trifosfato) através de sua hidrélise (Pham, et al., 2016). Este processo culmina na produg&o
de compostos reativos enddgenos advindos do metabolismo oxidativo, na cadeia
transportadora de elétrons mitocondrial através da reducdo parcial do oxigénio (Burdon,
1999) que sdo chamadas espécies reativas de oxigénio (EROs). Estas, quando produzidas
em excesso e sem um aporte antioxidante adequado, podem levar ao estresse oxidativo
(Shami & Moreira, 2004) causando oxidacdo de macromoléculas importantes para a
homeostase até morte celular (Halliwell & Whiteman, 2004).

Somada as severas condicbes do meio, 0s organismos estuarinos estdo submetidos
aos efeitos de atividades antropicas que afetam diretamente a saude ambiental (Smith et al.,
2003). Nesse contexto, os biomarcadores configuram-se como preditores sensiveis aos
estressores ambientais (Carajaville et al., 1995). S&o definidos como alteracbes em
respostas bioldgicas de moléculas, componentes celulares, estruturas ou fungdes (Depledge
et al., 1995) que ocorrem quando um organismo esta fora de suas condi¢cBes fisiologicas
normais, seja pela exposicdo a poluentes ou modificacdes fisico-quimicas de seu habitat
(Amorim, 2003).



Os biomarcadores sdo capazes de informar se houve exposicdo a uma fonte
estressora e analisar o nivel desta condicdo (biomarcadores de exposi¢ao), e de elucidar as
consequéncias deletérias (biomarcadores de efeito) (Sogorb et al., 2014). Assim, programas
de biomonitoramento que utilizam essas ferramentas fornecem uma visdo holistica da
situacdo homeostatica dos organismos sendo muito Gteis em estudos em campo (Monserrat
et al., 2007).

Dentre as espécies bentbnicas que vivem nos manguezais, 0s crustdceos estdo
entre 0s mais abundantes. O caranguejo-ucéd Ucides cordatus (Linnaeus, 1763) € um dos
principais representantes da fauna de bentbnicos nos manguezais da costa brasileira (Ilvo e
Vasconcelos, 2000). Possui alto valor so6cio-econdmico (Blankensteyn et al., 1997) e
caracteristicas ecoldgicas essenciais para a manutengdo dos ecossistemas que habitam.
Sua atividade no manguezal promove a drenagem e bioturbacdo do solo (Amouroux &
Tavares, 2005) além de atuar na predacdo do propagulo dos vegetais do manguezal. Esta
atividade de predacdo quebra a dorméncia das sementes através de sua mastigacdo e
possibilita a constante renovagdo da biomassa vegetal (Nohrdaus et al., 2006), o que
influencia diretamente a dindmica dessas florestas (Lindquist et al., 2009).

O objetivo deste trabalho foi caracterizar a modulacdo sazonal natural de
biomarcadores de estresse oxidativo no caranguejo Ucides cordatus ao longo de um ano,
em um estuario amazobnico, utilizando como ferramentas de analise biomarcadores
bioquimicos de estresse oxidativo. Além disso, objetiva-se avaliar a viabilidade de utilizag&do

da espécie como biomonitor.

2. METODOLOGIA

2.1. AREA DE ESTUDO

A Baia do Japerica,é um estuario localizado no litoral nordeste paraense, na zona
costeira amazdnica denominada de ‘litoral do Salgado” ou “Salgado paraense”, porgao
costeira do Pard com maior influéncia do Oceano Atlantico. O manguezal tem seu inicio
proximo ao municipio de Primavera, se estendendo ao longo da baia nas duas margens,

onde ha o aporte de 4guas de diversos rios até a sua desembocadura no Oceano Atlantico.
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Figura 1. Mapa com a localizac&o geografica da area da Baia do Japerica (ao norte do municipio de Primavera),
indicando os trés locais de coleta de amostragem na Baia de Japerica: A) Estuario inferior- 0° 49' 54.9" S, 47° 04'
29.7" W; B) Estuéario médio -00° 51' 52.1" S; 47° 04' 29.4" W e C) Estuario superior — 00° 55' 12.7" S; 47° 05'
47.2"W.

Para atingir os objetivos propostos, foram escolhidos trés locais de acordo com o
gradiente de salinidade. Assim, o0s pontos de coleta consistem nos manguezais
denominados: A) Estuério inferior: area sob condig6es de maior salinidade e maior distancia
em relacdo ao municipio de Primavera; B) Estuario médio: &rea intermediaria caracterizada
por intensa mistura de aguas; C) Estuério superior: area sob condi¢bes de menor salinidade
e proxima ao municipio de Primavera (Figura 1). Salienta-se ainda que durante o periodo de
coletas para este estudo, proximo a montante do estuario da Baia do Japerica estava em
fase de implantacdo uma fébrica de cimento, inoperante na época, mas inaugurada em abril
de 2016. Logo, a selecdo dos pontos também obedece um gradiente de influéncia em
relacdo ao epicentro de futuras atividades antrépicas, o municipio de Primavera.

As coletas em todos os pontos de amostragem foram planejadas com o objetivo de
se abarcar a variacdo sazonal ao longo de um ano de estudo, abrangendo deste modo:
Periodo de transicdo | (transicdo chuvoso-estiagem, Junho/2013), Periodo de estiagem
(Setembro/2013), Periodo de transicdo ll(transicdo estiagem-chuvoso, Novembro/2013) e
Periodo chuvoso (Fevereiro/2014). Os meses de coleta foram selecionados baseados em

dados de precipitacdo pluviométrica retirados da estacdo do Instituto Nacional de
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Meteorologia (INMET) localizada na cidade de Salinépolis, que dista cerca de 56 Km de

Primavera.

2.2. ATIVIDADES DE CAMPO

A técnica de coleta dos organismos (20-36 individuos machos por ponto) foi por
catacdo manual durante a baixa-mar e imediata crioanestesia em gelo (0°C) de maneira que
se minimize o estresse nNos animais e se preserve as caracteristicas metabodlicas dos
mesmos. Em seguida, houve analise morfolégica para identificacdo taxonémica dos
espécimes coletados para imediata identificacdo e etiguetagem adequada. Foi priorizado
dentro do esforco de coleta os animais maiores.

No inicio e ao final de cada coleta foram registrados os seguintes parametros fisico-
guimicos da agua em todos os pontos de amostragem: salinidade, pH, oxigénio dissolvido,

condutividade e temperatura da agua.

2.3. ATIVIDADES DE LABORATORIO

Em laboratorio, no mesmo dia da coleta, os animais foram mensurados com um
paquimetro (0,01 mm), sendo as dimensdes analisadas: a maior largura do cefalotérax em
vista dorsal, comprimento e altura. Os animais foram também pesados em balanca
semianalitica (0,01g) para que em seguida as branquias fossem retiradas e acondicionados
em tubos tipo eppendorf para armazenamento em ultra-freezer (-80°C) até o momento das

analises bioquimicas.

2.3.1. Preparo dos homogeneizados para dosagens bioquimicas

As amostras de branquias foram homogeneizadas (1:4, p/v) em tampdo com pH
ajustado para 7,6 segundo a metodologia de Bainy et al. (1996). Os homogeneizados foram
centrifugados a 20.000 x g por 20 min a 4°C. O sobrenadante foi retirado, aliquotado e

acondicionado a -80°C até o momento das dosagens.

2.3.2. Determinacdo de Proteinas Totais

A andlise de proteinas totais foi realizada com kit comercial (Doles Ltda, Brazil)
baseado no teste Biureto (citratotrissodico 0,114M, carbonato de s6dio 0,21M e sulfato de
cobre 0,01M) para proteinas, as leituras foram realizadas em leitor de microplacas
multimodal (Victor X3, Perkin Elmer) a 550 nm. Os resultados foram expressos em

miligramas de proteinas/mL.
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2.3.3. Determinacdo da capacidade antioxidante total contra radicais peroxil

A capacidade antioxidante total contra radicais peroxil foi analisada o seguindo o
método de Amado et al. (2009). As leituras foram realizadas em leitor de microplaca de
fluorescéncia (485 e 530 para excitacdo e emissdo respectivamente) durante uma hora

(Victor 2, Perkin Elmer). Os resultados foram expressos como inverso da area relativa.

2.3.4. Determinacdo da atividade da glutationa-S-transferase (GST)

A dosagem de GST foi baseada nos trabalhos de Habig et al. (1974) e Habig &
Jakoby (1981). As leituras foram realizadas em espectrofluorimetro (Victor 2, Perkin Elmer)
com leitora de microplacas. Os resultados foram expressos em UGST/ mg de proteina que
representa a quantidade necessaria da enzima para conjugar 1 pMol de CDNB/ min/mg de

proteina, a 25°C e pH 7,0.

2.3.5. Atividade da glutamato cisteinaligase (GCL) e concentracao de glutationa (GSH)
total

O protocolo utilizado segue o trabalho de White et al. (2003). As leituras foram
realizadas em um espectrofluorimetro (Victor 2, Perkin Elmer) com leitor de placas (472 para
excitacdo e 528 para emisséo). Os resultados foram expressos em nmol de GSH e atividade

da GCL (nmol/min/mg de proteina).

2.3.6. Lipoperoxidacéo (LPO) - Ensaio FOX modificado

A lipoperoxidacdo foi determinada de acordo com Hermes-Lima et al. (1995)
adaptada para microplacas segundo Monserrat et al. (2003). As amostras foram
homogeneizadas (1:6 m/v) em metanol 100% a frio (4°C). Os homogeneizados foram
centrifugados a 1000x g, durante 10 min a 4°C. As leituras foram realizadas em
espectrofotdmetro no comprimento de 550 nm. O contetdo de perdxidos lipidicos foi

expresso como equivalentes de nM CHP/g de tecido umido.
2.4. ANALISE ESTATISTICA

Foram testados os pressupostos de normalidade (Teste de Shapiro-Wilks) e
homocedasticidade (Teste de Levene) nos dados de biomarcadores para posterior aplicagao
de andlise de variancia (ANOVA). Uma vez ndo alcancados os pressupostos foi aplicado o
teste ndo paramétrico de Kruskall- Wallis para comparacao dos biomarcadores entre locais
de coleta e entre periodos climaticos com teste a posteriori de mdiltipla comparacdo de

ranques de médias.
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Para comparacao entre locais e periodos climaticos dos dados de biometria também
foram testados o0s pressupostos de normalidade (Teste de Shapiro-Wilk) e
homocedasticidade (Teste de Levene). Em seguida foi realizada uma analise de variancia
(ANOVA) de duas vias com teste de Tukey a posteriori. O nivel de significancia adotado foi

de 5% (Zar, 1984).

3. RESULTADOS

3.1. DADOS DE PRECIPITACAO PLUVIOMETRICA

Observa-se na Figura 2 o padréo de variacdo de precipitacdo para a regidao de
Salin6polis ao longo dos anos 2013-2014. Com base nesses padrdes foram selecionados os
meses de coleta. Dentre 0os meses em que as coletas ocorreram 0 maior valor de
precipitagdo foi no més de Fevereiro/14 com 117 mm, enquanto Setembro/13 apresentou o
menor valor de 0 mm. Junho/13 e Novembro/2013 apresentaram valores de 1 mm e 2mm
respectivamente.Destaca-se ainda que as coletas realizadas nos periodos de transicdo
foram realizadas ap6s o periodo chuvoso (Jun/13, transicdo | chuvoso-estiagem) e apés o
periodo de estiagem (Nov/13, transi¢do Il estiagem-chuvoso). Observa-se que em ordem

cronoldgica dos meses houve um aumento da precipitagéo pluviométrica.

800 - Salin6polis-PA

700 -
600 -
500 +
400 -
300 -

200 ~ \l
o S _

Precipitacéo pluviométrica (mm)
o

Figura 2: Precipitagdo registrada para Salindpolis, PA do periodo de Marco/13 a Mar¢o/2014 (dados obtidos do
site do INMET <http://www.inmet.gov.br/portal/>). As setas indicam os meses de coleta dos organimos. A barra

destacada em preto corresponde ao més de coleta de maior precipitagéo.
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3.2. PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS DA AGUA

Ndo houve diferencas de temperatura da agua nem entre pontos e nem entre
estacbes, mantendo-se em torno de 25-30°C e o pH manteve-se préximo a neutralidade
(6—7) em todos os pontos ao longo de todos os periodos (tabela 1).

O oxigénio dissolvido manteve-se em torno de 5-8 mg/L para todos os pontos e o
estuario superior apresentou os maiores valores durante os periodos de estiagem e
transicdo |. A condutividade variou muito entre os pontos e periodos, onde todos os locais
apresentaram pico durante o periodo de transigao Il (59,5-59,4, 60,7-58,9¢e 49,3-59,8uS/cm
respectivamente) e os menores valores durante a ftransicdo | (33-37,8; 27,8-274 e
1,78-1,90 uS/cm respectivamente) com alta semelhanca de valores (Tabela 1).

A salinidade também variou muito entre pontos para todos os periodos amostrados,
onde o estuario inferior apresentou os maiores valores, 0 estuario médio apresentou valores
intermediarios durante os periodos de transicao |, estiagem e chuvoso e o estuario superior
apresentou os menores valores em todos os periodos (tabela 1).O0 pico de salinidade
ocorreu durante o periodo de transicdo Il para todos os pontos (34-32; 36-34 e 21-34
respectivamente) quando foi registrado a menor precipitacdo (figura 3). Os menores valores
de salinidade foram registrados no periodo chuvoso para o estuario inferior e médio,
concomitantemente foi registrado nesse periodo a maior precipitagdo pluviométrica (figura
3).

Observou-se assim uma relacdo inversamente proporcional entre os valores de
salinidade e precipitacdo pluviométrica (figura 3), nos quais os periodos de maior
precipitacdo apresentaram valores médios de salinidade menores enquanto os periodos de
baixa pluviosidade apresentaram aumento dos valores de salinidade.

O periodo de transicao | (chuvoso-estiagem) apresentou valor médio de salinidade
de todos os pontos de coleta de 8,83 e o periodo chuvoso apresentou média de 8,98 (figura
3) mostrando que a injecdo de agua doce no estudrio promove a diluicdo das aguas. O
periodo de transicdo | muito embora tenha apresentado baixo valor de precipitacéo,
demonstra ser influenciado pelo histérico de condic¢des fisico-quimicas de meses pretéritos.
Sendo portanto, de fato uma estacdo de transicdo entre a alta entrada de agua doce no
estuario dos meses chuvosos anteriores e inicio da diminui¢cdo da pluviosidade.

O periodo de estiagem apresentou valor médio de salinidade de 20 e o periodo de
transicao Il (estiagem-chuvoso) apresentou média de 31,83 (figura 3) mostrando o processo

de salinizacdo do ambiente com a diminui¢cdo da pluviosidade.
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Tabela 1: Parametros fisico-quimicos da agua dos locais amostrados ao longo de quatro periodos sazonais na
Baia de Japerica, PA. Os dados sao apresentados como os valores registrados na maré baixa e maré alta.
(Temp. = Temperatura; OD= Oxigénio dissolvido; Condut.= Condutividade; Sal.= Salinidade; Est. Inf.= Estuario

Inferior; Est. Med.= Estuario Médio; Est. Sup.= Estuario Superior).

] TEMP. oD CONDUT.
PERIODO LOCAL ¢0) pH moll)  (uSlem) SAL.
i EST.INF. 292-284 7,18-6,82 534-068 33-37,8 15-16
TRANSICAO | EST. MED. 27,4-30,1 7,51-7,54 579-6,01 27,8274 12-10
EST.SUP. 26,9-287 7,62-7,55 6,59-6,48 1775-1902 0-0
EST.INF. 28,4-30,5 7,6-7,58 552-558 497-495 33-32
ESTIAGEM  EST. MED. 29,3-287 7,46-76 528658 444-382 24-22
EST.SUP. 32,1-33,4 7,72-7,56 8,68-8,83 8,67-21,42 0-9
) EST.INF. 26,9-291 7,71-7,84 6,55-7,55 595-594 34-32
TRANSIGAO Il eqT MED. 29,4-293 7.66-7,72 6,56-6,69 60,7-58,9 36-34
EST.SUP. 28,9-298 7,59-7,54 811-577 49,3-59.8 21-34
EST.INF. 28,7-27,6 7,31-7,33 5,66-6,28 30,9-27,95 16-12
CHUVOSO  EST.MED. 27,7-292 7,26-7,38 4,87-651 22,1-262 11-12
EST.SUP. 25257 65-719 55-50 33,2-33,7 1,1-1,8
- 350 - Sa“népOliS-PA 31,83 - 35
£
£ 300 - - 30
[¢]
2 250 - - 25
3 20 ©
€ 200 - L 20 ®
— ©
2 °
= 150 - ¢ - 15 E
o &
o 8,83
lg 100 -~ 8,98 - 10
o
2 50 - ¢ ‘t -5
(&)
: v
D— 0 T T T T T T T T T 0
RN TN N TN TN TN NN TN NN TR NN NN ¢

Figura 3: Precipitaco registrada para Salinépolis, PA do periodo de Mar¢o/13 a Fevereiro/2014 (dados obtidos
do site do INMET <http://www.inmet.gov.br/portal/>) representada pelas barras. As setas indicam os meses de
coleta dos organimos. A linha representa os valores médios de salinidade de todos os pontos de coleta para
cada periodo climatico escolhido.
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3.3. BIOMETRIA

Houve diferencas entre 0s pontos somente para altura durante o periodo de
estiagem onde 0s animais do estudrio inferior apresentaram valores inferiores a organismos
do estuério superior (3,43+0,06 e 6,46+2,7 cm respectivamente). Os animais do estuario
médio apresentaram diferencas entre os periodos transi¢ao | e chuvoso para largura onde o
Gltimo apresentou valores menores (6,85+0,13 e 6,17+0,15 cm respectivamente) e entre os
animais do transicdo | e estiagem para o peso (145,86+,67 e 106,51+581 ¢
respectivamente).

Os animais coletados nos periodos de transi¢cédo | e chuvoso (3,88+0,06 e 3,76+0,07
cm respectivamente) diferenciaram-se dos coletados na estiagem para altura no estuario

inferior onde na ultima foram registrados os menores valores (3,43+0,06 cm).



Tabela 2: Biometria de Ucides cordatus para todos os locais amostrados ao longo de quatro periodos sazonais (n=30-35 individuos). Os dados estdo expressos em

médiaterro padrdo. As letras mailsculas diferentes representam diferencas entre periodos para um mesmo local e as letras mindsculas diferentes representam

diferencas entre locais em um mesmo periodo.

COMPRIMENTO

PERIODO LOCAL TOTAL LARGURA ALTURA PESO
em) (cm) (cm) (0)
EST. INF. 4,88+0,09 Aa 6,57+0,13 Aa 3,88+0,06 Aa 130,148,07 Aa
TRANSICAO | EST. MED. 5,24+0,09 Aa 6,85+0,13 Aa 3,8+0,06 Aa 145,86+7,67 Aa
EST. SUP. 4,94+0,07 Aa 6,58+0,11 Aa 3,64+0,07 Aa 114,1+5,77 Aa
EST. INF. 4,69+0,1 Aa 6,12+0,13 Aa 3,43+0,06 Ba 99,68+6,52 Aa
ESTIAGEM EST. MED. 4,81+0,09 Aa 6,2810,12 ABab 3,5210,06 Aab 106,51+5,81 Ba
EST. SUP. 5,12+0,09 Aa 6,77+0,12 Ab 6,46%2,7 Ab 120,3+7,71 Aa
EST. INF. 4,88+0,08 Aa 6,28+0,11 Aa 3,56+0,05 ABa 113,58+5,99 Aa
TRANSICAO I EST. MED. 4,83+0,08 Aa 6,3+0,12 ABa 3,53+0,06 Aa 108,51+5,67 ABa
EST. SUP. 5,13+£0,07 Aa 6,7+0,11 Aa 3,72+0,04 Aa 136,68+6,82 Aa
EST. INF. 4,91+0,18 Aa 6,4+0,14 Aa 3,76x0,07 Aa 131,9+8,38 Aa
CHUVOSO EST. MED. 4,82+0,11 Aa 6,17+0,15 Ba 3,6+0,08 Aa 120,56+7,94 ABa
EST. SUP. 510,08 Aa 6,54+0,11 Aa 3,69+0,06 Aa 131,58+6,93 Aa

LT
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3.4 .BIOMARCADORES

3.4.1. Capacidade antioxidante total

Houve diferencas significativas (p=0,004) entre a capacidade antioxidante dos
organismos do estuério inferior no periodo de estiagem (0,88+0,48) e chuvoso (5,16+3,24)
ocorrendo uma inducéo no dltimo. O mesmo padrao foi visualizado para os organismos do
estuario superior, onde o periodo chuvoso (6,93+3,52) apresentou inducdo em relacdo ao
periodo de estiagem (0,84+0,51) (p<0,0001). Nao houve diferencas entre locais para

nenhum periodo amostrado e nem entre periodos para animais do estuario médio.
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Figura 4: Capacidade antioxidante total em branquias de Ucides cordatus (n=14-34 individuos). Valores
expressos em mediana + primeiro quartil. As letras mailsculas diferentes representam diferengas (p<0,05) entre
periodos para um mesmo local e letras mindsculas diferentes representam diferencas (p< 0,05) entre os locais

no mesmo periodo.

3.4.2. Glutationa-S-transferase

Os periodos de transicao | (216,50+206,26 UGST/mg de proteina; p<0,0001) e
estiagem (251,25+215,33 UGST/mg de proteina; p<0,0001) diferenciaram-se do periodo de
transicao Il (135,35+110,87 UGST/mg de proteina) onde houve uma diminuicdo da atividade
da enzima para organismos do estuario inferior). Para organismos do estuario médio houve
diferenciacdo entre os periodos de transicdo | (156,77+138,26 UGST/mg de proteina;
p=0,009) e Il (146,30+118,80UGST/mg de proteina; p<0,0001) que apresentaram baixa
atividade em relacdo ao periodo de estiagem (229,29+168,71UGST/mg de proteina). O
mesmo padrdo foi observado para animais do estuario superior onde os periodos de
transicao | e 1l (137,68+89,62 e 109,94+94,19 UGST/mg de proteina; p<0,0001 para ambos)
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apresentaram atividades inferiores em relagdo ao periodo de estiagem (220+179,63
UGST/mg de proteina). Observou-se diferenca entre locais de coleta somente durante o
periodo de transicao | onde caranguejos do estuario inferior apresentaram maior atividade
da GST em relacdo aos caranguejos dos demais pontos (p= 0,029 para o estuario médio e

p<0,0001para o estuario superior).
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Figura 5: Atividade da Glutationa-s-transferase em branquias de Ucides cordatus (n=18-36 individuos). Valores
expressos em mediana * primeiro quartil. As letras mailsculas diferentes representam diferengas (p<0,05) entre
periodos para um mesmo local e letras mindsculas diferentes representam diferencas (p< 0,05) entre os locais

no mesmo periodo.

3.4.3. Glutationa reduzida

Houve diferenca, para caranguejos do estuario inferior, entre o periodo de transicao |
(94,70+£67,57 nMol de GSH) em relacdo aos periodos de estiagem (33,89+20,56 nMol de
GSH; p<0,0001) e transicao Il (34,08+24,69 nMol de GSH; p<0,0001) onde os ultimos
apresentaram menores concentracdes. A mesma resposta foi observada para animais do
estuario médio, logo o periodo de transicdo | teve concentracdo superior (110,33+73,69
nMol de GSH) em relagcdo aos periodos de estiagem e transicdo Il (40,72+31,24 e
33,29+25,95 nMol de GSH; p=0,015 e p<0,0001 respectivamente). Os organismos do
estuario superior apresentaram a menor concentracdo de GSH (24,17+19,77 nMol de GSH)
durante o periodo de transicdo Il em relacdo aos demais periodos de coleta (p=0,040para
transicdo I; p<0,0001 para estiagem e p=0,018 para periodo chuvoso). Assim como para
GST, houve diferenca entre locais de coleta somente durante o periodo de transi¢cdo | onde
0s organismos dos estuarios inferior e médio apresentaram maiores concentracdes
(94,70+67,57 e 110,33+73,60 nMol de GSH; p=0,043 e p=0,043 respectivamente) em

relacdo aos organismos do estuario superior (42,81+33,90 nMol de GSH).
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Figura 6: Concentragdo de Glutationa reduzida em branquias de Ucides cordatus (n=7-36 individuos). Valores
expressos em mediana * primeiro quartil. As letras mailsculas diferentes representam diferengas (p<0,05) entre
periodos para um mesmo local e letras mindsculas diferentes representam diferencas (p< 0,05) entre os locais

no mesmo periodo

3.4.4. Glutamato cisteina ligase

Os animais do estuéario inferior apresentaram menores atividades durante os
periodos de estiagem e transicao Il (18,40+11,47 e 10,35+4,24 nMol/min/mg de proteina;
p=0,023 e p<0,0001 respectivamente) em relacdo ao periodo de transicao | (108,87+77,21
nMol/min/mg de proteina). Enquanto os caranguejos do estudrio médio apresentaram
diferencas significativas (p<0,0001) entre os periodos de transicdo | (102,35+43,11
nMol/min/mg de proteina) com alta atividade e transi¢cdo Il (6,53+3,47 nMol/min/mg de
proteina) com baixa atividade da GCL. Nao houve diferenga entre periodos para organismos

do estuério superior e nem entre locais para nenhum dos periodos de coleta.
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Figura 7: Atividade da Glutamato cisteina ligase em branquias de Ucides cordatus (n=4-28 individuos). Valores
expressos em mediana + primeiro quartil. As letras mailsculas diferentes representam diferencas (p<0,05) entre
periodos para um mesmo local e letras mindsculas diferentes representam diferencas (p< 0,05) entre os locais
no mesmo periodo

3.4.5. Lipoperoxidagéao

Os caranguejos do estuario inferior apresentaram baixos contetdos de LPO durante
0 periodo de transicdo 11(15,22+12,23 nMol de CHP/ g de tecido umido) em relacdo ao
periodo chuvoso (26,82+20,70 nMol de CHP/ g de tecido tmido) (p=0,011). Ja os animais do
estuario superior apresentaram maior quantidade de lipideos oxidados durante o periodo
chuvoso (26,99+ 21,46 nMol de CHP/ g de tecido umido) em relacdo aos demais periodos
climaticos (p=0,006 para transicao I; p<0,0001 para transicdo Il e para estiagem). Nao houve
diferenca entre periodos para os organismos do estuario médio e nem entre locais para

nenhum periodo amostrado.
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Figura 8: Lipoperoxidacdo em branquias de Ucides cordatus (n=14-36 individuos). Valores expressos em
medianatquartil. As letras mailsculas diferentes representam diferencas (p<0,05) entre periodos para um

mesmo local e letras mindsculas diferentes representam diferencas (p< 0,05) entre os locais no mesmo periodo.

4. DISCUSSAO

4.1. PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS DA AGUA

A temperatura estavel em torno de 27°C ao longo de todos os periodos climaticos é
tipica de regides tropicais, influenciada diretamente pela baixa variagdo na insolagdo na
Amazoénia (Monteiro et. al., 2015). O pH neutro é caracteristico de estuarios amazénicos de
aguas brancas ricas em nutrientes (Bleich et al., 2014).

Os maiores niveis de oxigénio dissolvido registrados no estuario superior durante o
periodo de transicdo | e estiagem sdo esperados uma vez que a taxa de dissolugédo de
oxigénio na dgua é maior em salinidades baixas (Boyd, 1989) mostrando que mesmo em
condicbes de decréscimo de pluviosidade ou instabilidade das aguas a regido de alto
estuéario é mais fracamente influenciada pela entrada de 4gua do mar do que outras porcdes
do estuario.

A condutividade maior em pontos de grande e média influéncia estuarina juntamente
com maiores niveis de salinidade, sobretudo durante o transi¢cdo Il onde houve pico de
ambos os parametros, demonstram que ha a formacado de uma gradiente ao longo do
estuario de acordo com a distancia em relagdo a desembocadura. Tal gradiente fica
evidente nas medidas de salinidade dos trés pontos durante os periodos de transicéo |,
estiagem e chuvoso onde visualiza-se claramente que o ponto localizado no baixo estuario
apresenta os maiores valores, o ponto localizado no médio estuario apresenta valores

intermediarios e o ponto localizado no alto estuario apresenta valores muito baixos em torno
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de 0. Assim, o estuério de estudo se adequa ao modelo de estratificacdo horizontal proposto
no classico trabalho de Dionne (1963).

O pico de salinidade observado durante o estiagem e transicdo Il e as baixas durante
0 chuvoso estéo relacionadas as oscilacbes de pluviosidade que ocorreram durante o ano,
uma vez que 0s parametros fisico-quimicos sdo altamente dependentes da pluviosidade
(Esteves, 1998). Assim, as chuvas influenciam diretamente a composicao ibnica da agua
mudando esse panorama sazonalmente e ratficando a divisdo em quatro periodos

climaticos distintos como ocorreu no presente estudo.
4.2. BIOMETRIA

Observou-se que os padrdes biométricos dos animais parecem nao ser influenciados
pela demanda fisiolégica imposta pelo meio, uma vez que os animais do estuario inferior
apresentaram menor altura durante a estiagem e altos valores durante periodos de baixa
salinidade como chuvoso e transicao I. Tais resultados reforcam a caracteristica eurihalina
ja conhecida dessa espécie que possui potente capacidade osmoregulatéria podendo tanto
hipo quanto hiperosmorregular (Martinez et al., 1999) adaptando-se com éxito em uma
ampla faixa de salinidade (Santos & Salomé&o, 1985).

Os animais do estuario médio apresentaram por sua vez valores de peso e largura
superiores durante o periodo de transicao | em relagédo aos periodos de estiagem e chuvoso
respectivamente. Os periodos de transicdo caracterizam-se por inconstancias das condicdes
da agua. Por estarem localizados no médio estuario esses organismos sofrem grande
influéncia tanto das aguas marinhas que entram no estuario como das aguas advindas das
chuvas, configurando-se como uma zona de instabilidade e mistura das massas d’agua.
Essa zona se caracteriza pelo estabelecimento de gradientes quimico, fisico e bioldgico
fortes (Day et al.,1989) podendo ainda ser subdividida de acordo com a proximidade a
regido tidal ou desembocadura (Dionne, 1963). A sobrevivéncia em ambientes instaveis
como manguezais favoreceu o aparecimento de mecanismos fisiol6gicos que minimizam os
efeitos das oscilagbes abidticas (Bamber & Depledge, 1997), portanto, estédo
fisiologicamente adaptados a mudancas expressivas e constantes dos parametros fisico-
guimicos da agua. Assim, ndo ha comprometimento do gasto energético do crescimento e
mudas durante as estacdes de transicdo como observado em organismos provenientes de
ambientes mais restritos a baixas ou altas salinidades.

E valido ressaltar ainda que de modo geral ndo foram observadas grandes
mudancas entre periodos climaticos para animais de nenhum local de coleta. Sugerindo-se
assim que a plasticidade fisiolégica da espécie jA anteriormente mencionada previne o

comprometimento da alocacdo energética para o crescimento e outras funcgfes vitais.
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Normant et al. (2012) em estudo sobre os efeitos da salinidade na bioenergética do
caranguejo Eriocheir sinensis afirmam que a eurihalinidade implica em custos energéticos
gue afetam outras atividades como a taxa de oxigénio, consumo e assimilacdo de comida e
excrecdo. No entanto, concluiram que a espécie em questdo, que € eurihalina, ndo teve sua
alimentacdo e assimilacdo de comida afetada pela salinidade ao contrario do que é
largamente descrito na literatura para espécies marinhas como siris Callinectes, podendo o

mesmo estar ocorrendo com o Ucides cordatus no presente trabalho.
4.3. BIOMARCADORES

Sabe-se que o caranguejo Ucides cordatus € um hipo-hiper-osmorregulador forte, ou
seja, consegue aumentar ou diminuir as concentracdes osmoticas de seus fluidos
extracelulares em uma ampla faixa de salinidade, geralmente de 2-33 (Martinez et al.,
1999). E muito bem adaptado aos ambientes estuarinos, mas sabe-se que atinge seu ponto
isosmotico em salinidades em torno de 20 (Leite & Zanotto, 2013).

No presente estudo observou-se que o0s organismos do estuario inferior
apresentaram diminuicdo da ACAP, GSH, GCL e do LPO durante os periodos de estiagem e
transicdo Il (pico de salinidade). Como neste local 0os organismos estdo expostos
continuamente a salinidades proximas ao nivel do mar, estdo melhor adaptados a meios
hipertbnicos em relagcdo ao seu meio interno havendo, portanto, menor demanda
osmorregulatéria e metabdlica. Logo, é valido dizer que salinidades maiores propiciam
situagdes energeticamente menos dispendiosas para 0os animais deste local.

Adicionalmente observou-se comportamento contrario dos biomarcadores durante
periodos de diluicdo das aguas, sobretudo no periodo chuvoso,em relagdo aos periodos de
aumento de salinidade para os animais do estuario inferior. Houve inducdo das defesas
antioxidantes e do dano oxidativo sugerindo que salinidades baixas geram aumento na
demanda metabdlica. Nos crustaceos decapodos os ajustes da concentracdo osmotica
requerem muita energia gerando alteracfes do metabolismo (Chen et al., 1997; Luvizotto-
Santos et al., 2003) e aumento do gasto energético que é diretamente relacionado com a
geracdo de espécies reativas de oxigénio (Silveira, 2008). Para Paital & Chainy (2010)
alteracBes de salinidade podem ainda potencializar o estresse oxidativo e desequilibrar as
defesas antioxidantes em caranguejos como Scylla serrata.

Durante o periodo de transicdo | os animais do estudrio inferior apresentaram
atividade de GST superiores ao estuario superior sugerindo inducdo das defesas
antioxidantes frente a instabilidade hidrodindmica do periodo de transicdo. Como a porcéo
inferior localiza-se proximo a desembocadura no oceano 0s animais sofreriam menos

variagdes com os ciclos de maré que ocorrem diariamente, enquanto os animais da porgéo
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superior estariam mais susceptiveis as mudancgas diarias impostas pelos ciclos por suas
aguas residentes serem hiposalinas.

Freire et al. (2011a) em estudo experimental com os siris Callinectes submetidos a
estresse salino concluiram que C. ornatus por ser mais restrita ao ambiente marinho ativa
suas defesas antioxidantes mais proeminentemente a medida que as condic6es ambientais
mudam, do que quando comparada a C. danae, que é mais largamente distribuida em
diferentes faixas de salinidade. Tal situacdo pode estar ocorrendo com 0s animais do
estuario inferior no presente estudo, sujeitos a menores variacdes de salinidade.

J& no estuario superior houve 0 mesmo padrdo de resposta: diminuicdo tanto dos
biomarcadores de exposi¢cao quanto do de efeito durante periodos mais salgados e aumento
durante periodos de agua mais diluidas. Muito embora os organismos deste local estejam
mais expostos a salinidades baixas, a espécie em questdo como a maior parte dos
crustaceos originou-se na agua marinha com posterior invasao da agua doce (Schubart et
al., 1998) carregando em si ainda fatores genéticos que conduzem seu metabolismo para
adaptacdes a 4guas salinas.

Além disso, os ciclos de marés, que promovem a mistura continua das massas
d’aguas, podem ter um papel chave no direcionamento dos biomarcadores fazendo com que
diferencas espaciais dentro do estuario ndo sejam tao visiveis do ponto de vista fisioldgico.
As variacdes da maré juntamente com as correntes de enchente e vazante sdo as principais
responsaveis pelas caracteristicas do estuario (Vaz & Dias, 2008) afetando todos os
parametros fisico-quimicos da agua, sobretudo a salinidade (Phlips et al., 2002).

No entanto, é valido ressaltar que sua ocorréncia em baixas salinidades na
Amazobnia aponta entdo para uma adaptacéo fisiolégica local. Isso pode esta ligado a sua
capacidade osmorregulatéria em uma ampla faixa de salinidade de 2-33 (Martinez et al.,
1999) conferindo-lhe carater eurihalino e potencial fisioldgico para o estabelecimento em
diversos ambientes. Para Lucu et al. (2000) muitos crustaceos invadiram com éxito 0s
ambientes de 4gua doce e salobra através de um conjunto de mecanismos fisioldgicos que
se desenvolveram ao longo de sua historia evolutiva.

Observa-se ainda que para GST e GSH houve aumento da atividade e concentracao,
respectivamente, durante o periodo de estiagem. Este resultado pode estar associado ao
efeito combinado das condi¢des hiposméticas do meio em que 0s animais estdo inseridos,
gue naturalmente aumenta a demanda osmorregulatéria, concomitantemente com o0s
eventos de muda que ocorrem geralmente nessa estagao.

Segundo Andrade et al. (2011) durante o ciclo de muda ocorre aumento do acumulo
de &gua nos tecidos. O transporte de agua pela membrana intensifica a regulagdo do

volume celular (Chen et al., 2012) e as células de decapodos de &gua doce apresentam
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maquindrio metabodlico elevado para lidar com o0s estresses hiposmoticos, sejam
provenientes do meio externo ou pela diluigdo da hemolinfa (Foguesatto et al. , 2017).

Salienta-se ainda que o0 aumento da atividade da GST durante o periodo de estiagem
ocorreu para organismos de todos os locais apontando para um papel importante desta
enzima na mitigacao de danos advindos dos custos energéticos da muda. A GST além de
atuar como enzima de biotransformacdo, pode desempenhar fungcdes de um antioxidante
(conjugando produtos de processos pro-oxidantes) fornecendo protecdo as células
(Prohaska,1980).

Alguns estudos ja apontaram para variacdo enzimatica durante diferentes estagios
da muda em braquidros (Zou & Fingerman, 1999). Porém, Hotard & Zou (2008) em estudo
acerca da variacdo da GST em hepatopancreas do caranguejo Uca pugilator durante o ciclo
de muda nao verificaram alteracdes de atividade e concluiram que esta enzima pode ser
usada como biomarcador em qualquer fase da muda. Essa ambiglidade de resposta pode
estar relacionada ao fato da modulacédo do sistema de defesa antioxidante variar de acordo
com a espécie quanto com o tecido analisado (Crawford et al., 2000).

Assim, esse aumento de atividade da GST verificado durante o periodo da estiagem
e chuvoso para animais deste local parece estar relacionado a grande efetividade de seu
aparato metabdlico frente as mudancas de condi¢cbes continuas impostas pela sazonalidade
enquanto mudancas acentuadas, porém descontinuas- como as que ocorrem nos periodos
de transicdes- parecem ser mais facilmente assimiladas pelo sistema de defesa
antioxidante.

Leite & Zanotto (2013) concluiram que animais de ambientes de é&gua doce
apresentam taxa de transporte mais efetiva do ion célcio (afinidade e velocidade méaxima da
reacdo superiores) em relacdo a animais estuarinos, apresentando assim maquinario
osmorregulatério mais eficaz.

Os organismos do estuario médio apresentaram resposta com padrao semelhante
aos demais pontos. No entanto, a ndo diferenciacéo entre estagbes para o dano em lipideos
aponta para a plasticidade fisiolégica e eurihalinidade dos animais deste local uma vez que
se encontram em uma regiao do estudrio caracterizada por alta mistura de aguas marinhas
e doces. Logo, sdo capazes de manter o equilibrio energético entre as funcdes basais e o
sistema redox, e sabe-se que espécies mais eurihalinas possuem naturalmente altos
padrdes basais de atividade de enzimas antioxidantes (Freire et al., 2011a).

Desta maneira, o presente estudo de forma geral aponta a sazonalidade como fator
fundamental no comportamento dos biomarcadores analisados, uma vez que sao afetados

pelo ciclo fisiolégico natural dos organismos (Vidal-Lifian et al., 2010).
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5. CONCLUSAO

A modulacao dos biomarcadores é sazonal, porém os histéricos de condi¢cbes fisico-
guimicas parecem direcionar a sensibilidade dos organismos as mudancas sazonais. Além
disso, no periodo sazonal de Transicdo seco-chuvoso houve baixa de todos o0s
biomarcadores principalmente para organismos do estuario inferior e médio demonstrando
conforto metabdlico para os organismos. E prudente ressaltar que a baixa nas defesas
antioxidantes pode ter duas interpretacdes em condicdes de exposicdo a futuras fontes
antropicas: pode representar aumento da vulnerabilidade a compostos téxicos, que ficam
mais biodisponiveis em salinidades baixas, ou pode permitir investimento energético em
detoxificacdo, uma vez que 0 meio ndo esta exigindo altos niveis de compensacao
fisiolégica.

Assim, 0s organismos apresentaram plasticidade fisiolégica e eurihalinidade que séo

caracteristicas de viabilidade de uso da espécie em programas de biomonitoramento.
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RESUMO

O estuario da Baia do Japerica no estado do Pard manteve-se em condicdes pristinas por
muitos anos. Nesse contexto, estudos de biomonitoramento que caracterizem as condi¢des
dos organismos frente a variacdo natural do ambiente s&o imprescindiveis para futuras
andlises de impacto decorrentes de acdes antrépicas. O presente estudo objetiva
caracterizar a modulacao natural de biomarcadores bioguimicos em ostras Crassostrea sp.
provenientes desta baia. As coletas foram realizadas ao longo de um ano nos periodos de
transicdo chuvoso-seco (Junho/2013), estiagem (Setembro/2013), transicdo seco-chuvoso
(Novembro/2013) e chuvoso (Fevereiro/2014) no estuario inferior e superior. Como
biomarcadores de exposicdo foram avaliadas a atividade da glutationa-S-transferase (GST)
e a capacidade antioxidante total (ACAP), como biomarcador de efeito foi analisada a
peroxidacdo lipidica (LPO). Nas branquias observou-se diminuicdo da GST durante o
periodo chuvoso para ambos os locais e indugédo durante o pico de salinidade (transigéo
seco-chuvoso) para os organismos do estudrio superior, 0s menores niveis de LPO
ocorreram durante o periodo de estiagem para animais de ambos os pontos. Houve inducao
da ACAP no musculo durante o periodo de transicdo chuvoso-estiagem em relacdo ao
periodo de estiagem e transicdo estiagem-chuvoso para organismos do estuério inferior e
nao houve diferencas para GST sugerindo baixa sensibilidade do tecido. Houve aumento da
LPO durante o periodo chuvoso em relacdo ao transicdo chuvoso-seco para animais do
estuario inferior. Os biomarcadores em branquias sugerem desafio metabdlico durante o
periodo chuvoso e estabilidade durante a estiagem. A espécie apresenta grande viabilidade

de uso em biomonitoramentos.

Palavras-chave: sistema de defesa antioxidante, lipoperoxidagéo, estuario
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ABSTRACT

The estuary of the Japerica Bay in the state of Para has remained in pristine condition for
many years. In this context, biomonitoring studies that characterize the conditions of the
organisms against the natural variation of the environment are essential for future impact
analyzes due to anthropic activity. The present study aims to characterize the natural
modulation of biochemical biomarkers in oysters Crassostrea sp. from this bay. The
collections were carried out throughout one year at rainy-dry transitional period (June /
2013), dry period (September/2013), dry-rainy transitional period (November / 2013) and
rainy period (February / 2014) in the lower and upper estuary. The activity of glutathione-S-
transferase (GST) and total antioxidant capacity (ACAP) were evaluated as biomarkers of
exposure and lipid peroxidation (LPO) as an effect biomarker. In gills, GST decreased during
the rainy season for both sites and raised during the salinity peak (dry-rainy transitional
period) for upper estuary’s organisms, the lowest levels of LPO occurred during the dry
season for both points. There was induction of ACAP in muscle during the rainy-dry
transitional period in relation to the dry and dry-rainy transitional periods for lower estuary’s
organisms and there were no differences for GST suggesting low tissue sensitivity. There
was an increase in LPO during the rainy season in relation to the rainy-dry transitional period
for lower estuary’s animals. Biomarkers in gills suggest metabolic challenge during the rainy
season and stability during dry season. The specie shows high viability of use in

biomonitoring programs.

Key-word: antioxidant defense system, lipid peroxidation, estuary
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1. INTRODUCAO

Os ecossistemas costeiros apresentam caracteristicas fisico-quimicas marcantes
destacando-se a salinidade ambiental, pois afeta a biodisponibilidade de elementos toxicos
presente no meio e também a fisiologia dos organismos aquaticos (Urbina & Glover, 2015).

Uma das principais adaptacfes dos organismos estuarinos as amplas variacdes de
salinidade sdo estratégias de regulacdo osmotica como a osmoconformacdo que visa o
ajuste dos niveis osmaticos internos do organismo em relacdo ao meio (Schmidt-Nielsen,
1997). Assim, alteracdes osmoticas no meio afetam diretamente a taxa de funcionamento
metabdlico incluindo o0s custos associados com a regulacdo osmdtica que €
energeticamente dispendiosa (Urbina & Glover, 2015).

Processos que demandam um aumento na producdo de ATP contribuem para a
formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) advindas do metabolismo oxidativo
(Burdon, 1999). Sendo assim, o desbalangco entre moléculas pro-oxidantes e moléculas
antioxidantes de defesa do organismo é denominado estresse oxidativo (Perrone et al.,
2010).

Somado aos custos energéticos naturais, varios estudos na literatura reportam
eventos de doencas e morte de organismos em ambientes costeiros (Kannan et al., 2005)
devido ao crescente impacto por atividades antrépicas (Santos et al., 2009) aumentando
assim a necessidade de aplicacdo de programas de monitoramento que visem acessar as
condi¢Bes do meio e de seus organismos.

Nesse contexto, biomonitoramento sdo andlises da salde ambiental utilizando
amostras dos tecidos e fluidos de um organismo uma vez que que fontes estressoras, sejam
naturais ou sintéticas, deixam marcadores que refletem a exposi¢cao dos organimos (Zhou et
al., 2008). Para tal, utilizam-se como ferramentas nessa avaliacdo os biomarcadores que
sdo definidos como alteragdes moleculares, celulares, histopatolégicas, fisiolégicas e
comportamentais frente a exposicao ou efeito de um xenobiético (Lam & Gray, 2003) ou
alteracéo de condi¢bes do meio (Monserrat et al. , 2007).

Os resultados dessas medidas fornecem informacdes sobre as respostas biolégicas
frente as substancias quimicas naturais ou sintéticas que séo absorvidas pelos organismos
e os correspondentes efeitos induzidos (Zhou et al., 2008). Desta forma, podem indicar a
exposicdo e avalia-la (biomarcadores de exposi¢éo), além de elucidar os efeitos deletérios
da exposicéo (biomarcadores de efeito) (Sogorb et al., 2014).

Dentre os moluscos de areas costeiras, as ostras-do-mangue pertencentes ao
género Crassostrea sdo muito abundantes e economicamente relevantes servindo de fonte
de alimentacdo e renda para muitas popula¢gBes (Costa, 1985). Diversas caracteristicas as

tornam bons biomonitores como sua ampla distribuicdo geogréfica e facil acesso no
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ambiente natural ou através da aquicultura (Fernandez et al., 2012); apresentam habito
bentbnico e sédo filtradores de baixa mobilidade, o que permite contato direto com o
sedimento refletindo assim a realidade local do ambiente (Monserrat et al., 2003b).

Nas regides Norte e Nordeste existem duas espécies nativas largamente distribuidas,
sdo elas Crassostrea gasar (= C. brasiliana) e C. rhizophorae ambas muito cultivadas na
aquicultura (Melo et al., 2010) ocorrendo simpatricamente na natureza (Ignacio et al., 2000).
Segundo Lam & Morton (2003) a identificacdo morfolégica das espécies Crassotrea através
da utilizacdo das valvas é muito dificil devido a grande variabilidade e influéncia do meio nas
dimensdes e desenvolvimento das mesmas, potencializando o uso de ambas as espécies
em estudos.

Uma grande controvérsia em biomonitoramentos de ambientes estuarinos é a
ambiguidade de resultados advindas da variagdes fisico-quimicas naturais. Segundo Witters
(1998) somada a presenca de poluentes, hd o aumento da demanda metabdlica hos animais
gue ali vivem uma vez que flutuacdes fisico-quimicas influenciam a biodisponibilidade de
muitos compostos téxicos sendo, portanto, de suma importancia conhecimentos acerca da
modulacéo natural de marcadores biolégicos prévios aos impactos antrépicos.

Logo, o presente estudo tem como objetivo caracterizar a modulagdo sazonal de
biomarcadores de estresse oxidativo em ostras Crassostrea sp. ao longo de um ano, no

estuario amazonico da Baia de Japerica.

2 METODOLOGIA

2.1. AREA DE ESTUDO

A Baia do Japerica € um estuario localizado no nordeste do Para, dentro da
microrregido do “Salgado paraense” da zona costeira amazbnica, caracterizada por
estuarios de baixa descarga fluvial devido a grande influéncia do Oceano Atlantico. Um dos
principais municipios banhados por essa baia é o municipio de Primavera que possui
diversos manguezais, havendo entrada de 4guas de diversos rios até a sua desembocadura

no Oceano Atlantico.
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Figura 1. Mapa com a localizacéo geografica da area da Baia do Japerica (ao norte do municipio de Primavera),
indicando os dois locais de coleta de amostragem na Baia de Japerica: A) Estuario inferior- 00° 51’ 43.7” S, 47°
04’ 12.4” W; B) Estuario superior -00° 54’ 41.7” S; 47° 04’ 28.6” W.

Para atingir os objetivos propostos, foram escolhidos dois locais de acordo com o
gradiente de salinidade. Assim, os pontos de coleta consistem nos manguezais
denominados: A) Estuério inferior, area sob condi¢6es de maior salinidade e maior distancia
em relacdo ao municipio de Primavera; B) Estuario superior e proximo ao municipio de
Primavera (Figura 1). Ressalta-se ainda que proximo a montante do estuario da Baia do
Japerica, na época das coletas deste estudo, estava em constru¢do uma fabrica de cimento
qgue foi inaugurada em abril de 2016. Logo, a sele¢cdo dos pontos também segue um
gradiente de influéncia em relacdo ao centro de futuras atividades antropicas, 0 municipio de
Primavera.

As coletas ocorreram trimestralmente ao longo de um ano sendo: Periodo de
transicdo | (Transicdo chuvoso-estiagem, Junho/2013), periodo de estiagem
(Setembro/2013), periodo de transicao Il (Transicdo estiagem-chuvoso, Novembro/2013) e
periodo chuvoso (Fevereiro/2014). Os meses de coleta foram selecionados baseados em
dados de precipitagdo pluviométrica retirados da estagcdo do Instituto Nacional de
Meteorologia (INMET) localizada na cidade de Salindpolis, que dista cerca de 56 Km de

Primavera.
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2.2. ATIVIDADES DE CAMPO

A técnica de coleta dos organismos (20-30 individuos) foi por catagdo manual livre
durante a maré de baixa-mar. Logo apés a captura, os individuos foram crioanestesiados
em gelo (0°C) de maneira que se minimize 0 estresse nos animais e se preserve as
caracteristicas metabdlicas dos mesmos. Destaca-se que apesar do presente estudo nédo ter
identificado os individuos a nivel de espécie, foram coletados animais dentre as duas
possiveis dentro do género Crassotrea (Crassostrea gasar e C. rhizophorae), uma vez que a
area de coleta dentro de cada ponto escolhido foi padronizada. Também foi priorizado no
esfor¢co de coleta os animais maiores.

No momento de cada coleta (maré baixa) foram registrados os parametros fisico-
guimicos da agua em todos os pontos de amostragem como salinidade, pH, oxigénio

dissolvido, condutividade e temperatura da agua.

2.3. ATIVIDADES DE LABORATORIO

Em laboratério, no mesmo dia da coleta, os animais foram mensurados com um
paquimetro (0,01 mm), sendo as dimens6es analisadas: a maior largura das valvas em vista
frontal, comprimento e altura das valvas. Os animais foram também pesados em balanca
semi-analitica (0,01g) onde inicialmente mediu-se o peso total dos organismos e em seguida
somente o0 peso das valvas (ap0s a retirada dos tecidos dos animais) afim de se obter o
peso mole. Foram retiradas as branquias e por¢gées de musculo adutor e imediatamente
acondicionados em tubos tipo eppendorf para armazenamento em ultra-freezer (-80°C) até o

momento das analises bioquimicas.

2.3.1. Preparo dos homogeneizados para dosagens bioguimicas

As amostras de branquias foram homogeneizadas (1:4, p/v) em tamp&o com pH
ajustado para 7,6 segundo a metodologia de Bainy et al. (1996). Os homogeneizados foram
centrifugados a 20.000 x g por 20 min a 4°C. O sobrenadante foi retirado, aliquotado e

acondicionado a -80°C até o momento das dosagens.

2.3.2. Determinacao de Proteinas Totais
A analise de proteinas totais foi realizada com kit comercial (Doles Ltda, Brazil)
baseado no teste Biureto (citratotrissédico 0,114M, carbonato de sédio 0,21M e sulfato de

cobre 0,01M) para proteinas, as leituras foram realizadas em leitor de microplacas
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multimodal (Victor X3, Perkin Elmer) a 550 nm. Os resultados foram expressos em

miligramas de proteinas/mL.

2.3.3. Determinacdo da capacidade antioxidante total contra radicais peroxil

A capacidade antioxidante total contra radicais peroxil foi analisada o seguindo o
método de Amado et al. (2009). As leituras foram realizadas em leitor de microplaca de
fluorescéncia (485 e 530 para excitacdo e emissdo respectivamente) durante uma hora

(Victor 2, Perkin Elmer). Os resultados foram expressos como inverso da area relativa.

2.3.4. Determinacdo da atividade da glutationa-S-transferase (GST)

A dosagem de GST foi baseada nos trabalhos de Habig et al. (1974) e Habig &
Jakoby (1981). As leituras foram realizadas em espectrofluorimetro (Victor 2, Perkin Elmer)
com leitora de microplacas. Os resultados foram expressos em UGST/ mg de proteina que
representa a quantidade necessaria da enzima para conjugar 1 uMol de CDNB/ min/mg de

proteina, a 25°C e pH 7,0.

2.3.6. Lipoperoxidacao (LPO) - Ensaio FOX modificado

A lipoperoxidacdo foi determinada de acordo com Hermes-Lima et al. (1995)
adaptada para microplacas segundo Monserrat et al. (2003a). As amostras foram
homogeneizadas (1:6 m/v para musculo adutor e 1:10 para branquias) em metanol 100% a
frio (4°C). Os homogeneizados foram centrifugados a 1000x g, durante 10 min & 4°C. As
leituras foram feitas em espectrofotdbmetro no comprimento de 550 nm. O conteddo de

peréxidos lipidicos foi expresso como equivalentes de nM CHP/g
2.4. ANALISE ESTATISTICA

Para a andlise paramétrica testou-se os pressupostos de normalidade (teste de Shapiro
Wilks) e homocedasticidade (teste de Levene). Em seguida, foram aplicados testes de
Andlise de Varidncia (ANOVA) e testes post-hoc (teste de Tukey) para verificar as
diferencas significativas entre locais de coleta e os periodos climaticos. Para analises nado
paramétricas utilizou-se o teste de Kruskall- Wallis. O nivel de significancia adotado sera de
5% (Zar,1984).
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3. RESULTADOS

3.1. DADOS DE PRECIPITACAO PLUVIOMETRICA

Observa-se na Figura 2 o padrdo de variacdo de precipitagdo para a regido de
Salin6polis ao longo dos anos 2013-2014. Com base nesses padrdes foram selecionados os
meses de coleta. Dentre os meses em que as coletas ocorreram o maior valor de
precipitacdo foi no més de Fevereiro/14 com 117 mm, enquanto Setembro/13 apresentou o
menor valor de 0 mm. Junho/13 e Novembro/2013 apresentaram valores de 1 mm e 2 mm
respectivamente. Destaca-se ainda que as coletas realizadas nos periodos de transicéo
foram realizadas ap6s o periodo chuvoso (Jun/13, transi¢cdo | chuvoso-estiagem) e apés o
periodo de estiagem (Nov/13, transi¢do Il estiagem-chuvoso). Observa-se que em ordem

cronoldgica dos meses houve um amento da precipitagdo pluviométrica.
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Figura 2: Precipitagdo registrada para Salindpolis, PA do periodo de Marco/13 a Mar¢o/2014 (dados obtidos do
site do INMET <http://www.inmet.gov.br/portal/>). As setas indicam os meses de coleta dos organimos. A barra

destacada em preto corresponde ao més de coleta de maior precipitagéo.

3.2. PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS DA AGUA

Observa-se que a temperatura da dgua nao variou entre pontos e também entre
periodos climaticos mantendo-se em média de 30°C e o pH manteve-se em torno de neutro
(7-7,5) para todos os pontos amostrados ao longo de todos os periodos (tabela 1).

O oxigénio dissolvido e a condutividade foram maiores no estuario inferior em todos
os periodos com valores de 5-7 mg/L e 24-60 uS/cm, respectivamente. Nos periodos de
transicdo | e Il ndo houveram diferencas expressivas entre os pontos nos valores de

salinidade, enquanto nos periodos de estiagem e chuvoso o ponto estuario inferior
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apresentou maiores valores. Ambos 0s pontos tiveram pico de salinidade durante o periodo
de transicéo I, quando ocorreu baixa precipitacdo (figura 3) e os menores valores durante o
periodo de transicao | (tabela 1).

Observou-se assim uma relacdo inversamente proporcional entre os valores de
salinidade e precipitacdo pluviométrica (figura 3) onde os periodos de maior precipitacédo
apresentaram valores médios de salinidade menores enquanto os periodos de baixa
pluviosidade apresentaram aumento dos valores de salinidade.

O periodo de transicdo | (chuvoso-estiagem) apresentou valor médio de salinidade
de todos os pontos de coleta de 2,5 e o periodo chuvoso apresentou média de 9,25 (figura
3) mostrando que a injecdo de agua doce no estuario promove a diluicdo das aguas. O
periodo de transicdo | muito embora tenha apresentado baixo valor de precipitacdo,
demonstra ser influenciado pelo histérico de condic¢des fisico-quimicas de meses pretéritos.
Sendo, portanto, de fato uma estacdo de transicdo entre a alta entrada de agua doce no
estuario dos meses chuvosos anteriores e inicio da diminuicdo da pluviosidade.

O periodo de estiagem apresentou valor médio de salinidade de 17 e o periodo de
transicao Il (estiagem-chuvoso) apresentou média de 39 (figura 3) mostrando o processo de

salinizacdo do ambiente com a diminuigdo da pluviosidade.

Tabela 1: Parametros fisico-quimicos dos locais amostrados ao longo de quatro periodos sazonais no estuario
da Baia do Japerica, PA. Os dados sdo apresentados como os valores registrados na maré baixa. (Temp. =
Temperatura; OD= Oxigénio dissolvido; Condut.=Condutividade; Sal.=Salinidade; Est. Inf.= Estuario Inferior; Est.

Sup.= Estuério Superior).

TEMP. DA

PERIODO LOCAL A(COE(L:J)A pH (m%?L) C(Sé\l/lgrlrJ]')l' SAL.

~ EST. INF. 29 7,52 7,96 27,6 2

TRANSIGAC EST. SUP. 29,8 7,41 5,33 14,64 3

EST. INF. 30 7,54 6,58 44,5 20

ESTIAGEM EST. SUP. 28,7 7,35 3,07 31,8 14

~ EST. INF. 28 7,43 6,58 61,2 40

TRANSICAO EST. SUP. 28,4 7,32 3,07 59,8 38
EST. INF. 28,45 7,32 5,69 24,15 11,5

CHUVOSO

EST. SUP. 27,6 7,32 3,66 15,33 7
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Figura 3: Precipitacdo registrada para Salinopolis, PA de Margo/13 a Fevereiro/2014 (dados obtidos do site do
INMET <http://www.inmet.gov.br/portal/>) representada pelas barras. As setas indicam os meses de coleta dos
organimos. A linha representa os valores médios de salinidade de todos os pontos de coleta para cada periodo
climatico escolhido.

3.3. BIOMETRIA

Durante o periodo de estiagem houve diferenca entre os pontos para as medidas de
comprimento total, altura e peso, onde os organismos do estuario inferior apresentaram os
maiores valores (7,28+6,81 cm, 9,648,89 cm e 37,530 g respectivamente) (tabela 2).

Os animais do estuario inferior durante o periodo de transicéo | diferenciaram-se em
todas as medidas dos animais amostrados no periodo de estiagem onde houve aumento
das dimensdes corporais (tabela 2). Ainda no mesmo local, os animais do periodo chuvoso
(5,84+5,2 cm e 8,64+7,27 cm respectivamente) também se diferenciaram dos organismos do
periodo de estiagem (7,28+6,81 e 9,6+8,89 cm respectivamente) para comprimento total e
altura apresentando valores menores. Houve também diferencas para o peso entre as
ostras do periodo de transi¢do | e as do periodo chuvoso onde o Ultimo tem maior valor
(31%+19,75 g).

Nao houve diferencas entre periodos climaticos para os animais do estuario superior
para comprimento total e largura. Os animais coletados durante os periodos de transicao | e
estiagem (6,73+6,13 cm e 7,09+6,21 cm respectivamente) diferenciaram-se dos coletados
no periodo transi¢do Il e chuvoso (9,52+8,94 cm e 9,19+7,85 cm respectivamente) para

altura e somente do chuvoso para peso (tabela 2).
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Tabela 2: Biometria de Crassostrea sp. para todos os locais amostrados ao longo de quatro periodos sazonais
no estuario da Baia do Japerica, PA (n=25-35). Os dados estdo expressos em medianatquartil. As letras

mailsculas diferentes representam diferencas entre periodos para um mesmo local e as letras minUsculas

diferentes representam diferencas entre locais em um mesmo periodo.

COMP.

. ALTURA LARGURA PESO
PERIODO LOCAL TOTAL cm) cm) MOLE (q)
(cm)
. EST.INF.  53#4,83Aa 7,2#669Aa  2,9+27 Aa 20,5+17,5 Aa
TRANSICAO |
EST.SUP. 54+487Aa 6,73+6,13Aa 292+248Aa  16,5+12,25 Aa
EST.INF.  7,28#6,81Ba  9,6+8,89 Ba 3,78+357BCa 37,530 Ba
ESTIAGEM
EST.SUP. 519+473Ab 7,09+621 Ab  3,25+2,55 Aa 18+12 Ab
TRANSICAO  EST.INF. 6,495,552 BCa 7,9+7,02ACa  4,69:3,25 Ba 25+18 ABa
I EST.SUP. 586+529Aa 9,52+894Ba 2,71+2,31Aa  27,5+19,25 ABa
EST.INF. 584+52 ACa 8,64+7,27 Ca 3,25+2,38ACa  31+19,75 Ba
CHUVOSO
EST.SUP. 6,15#536Aa 9,19+7,85Ba  3,21+2,56 Aa 26+19 Ba

3.4. BIOMARCADORES

3.4.1. Branquias

3.4.1.1. Capacidade Antioxidante Total

N&o houve diferencas entre os organismos dos diferentes locais de coleta e nem

entre periodos climaticos (figura 4).
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Figura 4: Capacidade antioxidante total em branquias de Crassostrea sp. (n=5-10 individuos) da Baia do
Japerica, PA. Valores expressos em mediana * primeiro quartil. As letras mailsculas diferentes representam
diferencas (p<0,05) entre periodos para um mesmo local e letras mindsculas diferentes representam diferencas
(p< 0,05) entre os locais no mesmo periodo.

3.4.1.2. Glutationa-S-transferase

N&ao houve diferencas entre os pontos para nenhum dos periodos amostrados. Para
0s animais do estuario inferior os periodos de transicdo | e estiagem (11,3+10,14 e
13,32+11,17 UGST/mg de proteina; p=0,016 e p=0,041 respectivamente) diferenciaram-se
do periodo chuvoso onde as ostras apresentaram menor atividade da enzima (6,49+4,50
UGST/mg de proteina). Para os animais do estuario superior, 0s organismos coletados no
periodo de transicdo Il (17,29+15,25 UGST/mg de proteina) diferenciaram-se (p=0,008) dos
coletados no periodo chuvoso com maior atividade (17,29+15,25 UGST/mg de proteina)

desta enzima.
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Figura 5: Atividade da Glutationa-S-transferase em branquias de Crassostrea sp. (n=5-17 individuos) da Baia do
Japerica, PA. Valores expressos em mediana * primeiro quartil. As letras mailsculas diferentes representam
diferencas (p<0,05) entre periodos para um mesmo local e letras mindsculas diferentes representam diferencas

(p< 0,05) entre os locais no mesmo periodo.

3.4.1.3. Lipoperoxidacéo

Nao houve diferenca entre os pontos de coleta para nenhum periodo climéatico (figura
6). Para os animais do estuario inferior houve diferenca entre o periodo de estiagem - que
apresentou menor contetddo de lipoperoxidacdo (11,34+2,07 nMol de CHP/g de tecido
Umido) - e os periodos transicdo | e chuvoso (24,45+2,04 e 38,39+8,86 nMol de CHP/g de
tecido imido; p=0,014 e p<0,0001 respectivamente).

Para as ostras do estuario superior o periodo de estiagem diferenciou-se dos demais
(p=0,001 para transicéo |, p=0,002 para transicao Il e p<0,0001 para o periodo chuvoso)
com os menores conteudos de lipideos peroxidados (7,93+1,01 nMol de CHP/g de tecido

umido).
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Figura 6: Lipoperoxidagdo em branquias de Crassostrea sp. (n=6-19 individuos) da Baia do Japerica, PA.
Valores expressos em médiaterro padréo. As letras mailsculas diferentes representam diferengas (p<0,05) entre
periodos para um mesmo local e letras minUsculas diferentes representam diferencas (p< 0,05) entre os locais
no mesmo periodo.

3.4.2. Musculo
3.4.2.1. Capacidade antioxidante total

N&ao houve diferenca entre pontos em nenhum dos periodos climéticos. Observou-se
diminuicdo da capacidade antioxidante dos organismos do estuario inferior durante os
periodos de estiagem e transicdo Il (0,321+0,24 e 0,367+0,29 p=0,023 e p=0,005
respectivamente) em relacdo ao periodo de transicdo | (1,062+0,65) enquanto para 0s

animais do estuario superior ndo houve diferencas entre os periodos amostrados.
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Figura 7: Capacidade antioxidante total em musculo adutor de Crassostrea sp.(n=5-10 individuos) da Baia do
Japerica, PA. Valores expressos em mediana = primeiro quartil. As letras mailsculas diferentes representam
diferencas (p<0,05) entre periodos para um mesmo local e letras minUsculas diferentes representam diferencas

(p< 0,05) entre os locais no mesmo periodo.

3.4.2.2. Glutationa-S-transferase
Nao houve diferencas na atividade da GST nem entre locais e nem entre periodos

climaticos para os animais de ambos os pontos amostrados (figura 8).
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Figura 8: Atividade da Glutationa-S-transferase em musculo adutor de Crassostrea sp.(n=7-17 individuos) da
Baia do Japerica, PA. Valores expressos em média * erro padrdo. As letras mailsculas diferentes representam
diferencas (p<0,05) entre periodos para um mesmo local e letras minUsculas diferentes representam diferencas

(p< 0,05) entre os locais no mesmo periodo.
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3.4.2.3. Lipoperoxidacéo

Observa-se que ndo houve diferencas entre pontos para nenhum dos periodos
amostrados (figura 9). Os animais do estuario inferior diferenciaram-se (p<0,0001) entre os
periodos de transicdo | e o periodo chuvoso onde no ultimo apresentaram conteudo de
lipoperoxidacdo superior (10,62+9,26 e 30,23124,23 nMol de CHP/g de tecido Umido
respectivamente).

Os animais do estuario superior ndao se diferenciaram entre os periodos climaticos
quanto a lipoperoxidagéo (figura 9).
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Figura 9: Lipoperoxidacdo em musculo adutor de Crassostrea sp.(n=7—16 individuos) da Baia do Japerica, PA.
Valores expressos em medianat quartil. As letras mailsculas diferentes representam diferencas (p<0,05) entre
periodos para um mesmo local e letras mindsculas diferentes representam diferencas (p< 0,05) entre os locais

no mesmo periodo.

4. DISCUSSAO

4.1. PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS DA AGUA

Todos os pontos amostrados apresentaram temperatura em torno de 30°C. Esse
comportamento € esperado em estuarios tropicais onde ha baixas variacées na insolacao e
pluviosidade alta o ano todo com temperatura média de 27°C (Monteiro et al., 2015). O pH
neutro é tipico de &guas brancas da Amazébnia (Gailladert et al., 1997) devido as
concentracdes elevadas de sais carbonatos, bicarbonatos, metais alcalinos e sais minerais
apresentando média de 6,2—7,2 (Oliveira et al., 2011).

O local de maior influéncia estuarina apresentou os maiores valores de oxigénio

dissolvido e condutividade. Isso pode estar associado a influéncia da hidrodinamica
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provenientes da entrada de dguas oceanicas que promovem maior turbuléncia e aumento
da difusdo de oxigénio atmosférico na agua (Moriarty, 1986). Além disso, injetam uma
grande quantidade de sais alterando a composicao iénica da agua ao longo dos ciclos de
maré (Millero, 1984) afetando assim, a condutividade. Segundo Boyd (1989) a solubilidade
do oxigénio dissolvido é inversamente proporcional a salinidade e temperatura sendo,
portanto mais solivel em ambientes dulciaquicolas e frios.

A salinidade nao variou entre os pontos durante os periodos de transi¢cdes, uma vez
gue esses periodos se caracterizam por alta instabilidade hidrodindmica e fisico-quimica da
agua no estuério. Enquanto no periodo de estiagem, onde h& maior concentracdo de sais,
registrou-se maiores valores para o estuario inferior que esta localizado no baixo estuario
onde a influéncia de aguas marinhas é maior (Fairbridge, 1980) contribuindo ainda mais
para o processo de salinizagdo. Ambos 0s pontos apresentaram picos de salinidade e
condutividade durante o periodo de transicdo Il podendo isso ser explicado pelo efeito
cumulativo da diminuicdo de pluviosidade iniciada na estiagem que promove 0 aumento da
concentracdo de sais dissolvidos na &gua através das correntes de marés que podem
penetrar até 60km dentro de estuarios paraenses (Berrédo et al., 2008). Ja no periodo de
transicdo | foram registrados os menores valores, possivelmente advindos da pluviosidade
intensa Nos quatro meses anteriores uma vez que esses parametros sao dependentes néo
apenas da concentracao ibnica mas também do volume de chuvas (Esteves, 1998). Essa
relagdo inversa entre salinidade e pluviosidade verificada no presente estudo ratifica a

divisdo em quatro periodos climaticos distintos.
4.2. BIOMETRIA

Os maiores valores biométricos registrados para os animais do estuario inferior no
periodo de estiagem tanto em relacéo a outra localidade quanto em relacédo aos periodos de
transicdo | e chuvoso refletem maior estabilidade energética e metabdlica dos organismos
frente o aumento de salinidade. Destaca-se ainda que as ostras do estuério superior
apresentaram os maiores valores de altura durante o periodo de transi¢éo Il, quando foi
registrado o pico de salinidade para ambos os locais. Funo et al.(2015) em estudo
experimental acerca da influéncia da salinidade no crescimento e sobrevivéncia de ostras C.
gasar verificaram que os maiores valores biométricos registrados foram: em salinidade 25
para altura, em salinidade 20 para comprimento, nas salinidades 20 e 25 para largura e em
salinidades de 20-30 para peso. Verificaram ainda maior taxa de sobrevivéncia dos
individuos na faixa de 20-25, estando o valor registrado no periodo de estiagem para o

estuario inferior dentro de todas as faixas citadas.
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Os menores valores para todas as dimensdes ainda no trabalho de Funo et al. (2015)
foram registradas em condi¢cbes de salinidade baixa (em torno de 5). Corroborando assim,
os dados do presente estudo em que os valores registrados para os periodos de transi¢éao |
e chuvoso foram préximos de 5 (sobretudo para o estuario inferior durante o transicao I)
marcados pela queda nos valores biométricos.

Sabe-se que as ostras, assim como a maior parte dos moluscos aquaticos, sao
osmoconformadoras (Gainey & Greenberg, 1977; Willmer et al., 2004) e por serem tipicas
de ambientes estuarinos apresentam alta capacidade de controle de seu volume celular
(Wilmer et al., 2004). Porém, uma vez submetidas a situacdes de estresse osmotico podem
reduzir a energia direcionada ao crescimento devido ao custo da demanda de sobrevivéncia,
(Funo et al., 2015) fazendo isto através de uma série de medidas como diminui¢cdo da taxa
de filtracdo que afeta o crescimento (Guimaraes et al., 2008).

O aumento dos pesos has ostras de ambos os locais de coleta durante o periodo
chuvoso pode estar relacionado ao acumulo de compostos energéticos para 0 momento da
desova. Este evento ja foi reportado durante periodos de alta pluviosidade e baixa na
salinidade em algumas espécies do género tais como C. virginica (Joshep & Madhyastha,
1984; Martinez et al., 1995; Zamora et al., 2003) e durante a estiagem para espécies nativas
como C. gasar. Pode ainda, estar ligado ao aumento da taxa de filtracdo e da
disponibilidade de nutrientes que também influenciam os eventos reprodutivos e a

maturacdo gonadal (Giese & Pearse,1979; Zamora et al., 2003).
4.3. BIOMARCADORES

4.3.1. Branquias

Os resultados obtidos mostram que o0s animais de ambos o0s pontos tiveram
diminuicdo da atividade da GST durante o periodo chuvoso. Isso sugere maior gasto
energético na manutencdo da homeostase (sobretudo relacionadas ao balango osmético)
em periodos de maior incidéncia pluviométrica e hidrodindmica com oscilagbes diarias mais
expressivas dos parametros fisico-quimicos.

As ostras-do-mangue assim como (grande parte dos moluscos sao
osmoconformistas, ou seja, suas concentracdes ibnicas internas acompanham as flutuacdes
do meio circundante através do ajuste de seu volume celular (Hosoi et al., 2003). Uma vez
que flutuagdbes ambientais afetam a fisiologia dos animais (Oliva et al., 2012) e promovem o
aumento da taxa metabdlica ligada a geracdo de pré-oxidantes (Silveira et al., 2008), pode
ocorrer a supressao do sistema de defesa antioxidante gerada pela grande demanda

osmoética deste periodo promovida pela diluicdo das aguas. Isso é reforcado pelo alto
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contetdo de lipideos peroxidados registrados, sobretudo para os animais do estuario
inferior.

Sabe-se que alteracdes da salinidade podem induzir a variadas respostas fisiologicas
nos moluscos bivalves alterando outras funcdes basicas como a taxa de filtracdo (Bernard,
1983). Isso ocorre porque ajustes metabdlicos relacionados a regulacdo osmética podem
acarretar em gasto energético para manutencao das concentracdes de sais e agua (Cheng
et al., 2002).

A supressao do sistema de defesa antioxidante pode ocorrer frente ao excesso de
espécies reativas conduzindo ao estresse oxidativo (Gurer-Orhan et al.,, 2004).Varios
estudos experimentais com ostras Crassostrea apontam para alta mortalidade e baixo
desenvolvimento dos animais em salinidades baixas (Chanley, 1958; Heilmayer et al., 2008;
Funo et al., 2015) ou durante a estacdo chuvosa (Ajana, 1980). Animais desse género
apresentam melhor desenvolvimento e sobrevivéncia em salinidades nas faixas de 15-25
em condicbes experimentais e tolerancia de 10-40 em estuarios paraenses (Funo et al.,
2015).

E valido ressaltar ainda que durante o periodo chuvoso o fator nutricional apresenta
alta contribuicdo para os niveis de estresse oxidativo uma vez que a taxa de filtragdo é
correlacionada positivamente com a salinidade (Ehrich & Harris, 2015) diminuindo portanto,
durante o periodo chuvoso a ingestao de antioxidantes. Gonzalez-Fernandez et al.(2017)
em estudo com o molusco Mytillus galloprovincialis observou forte influéncia do estado
nutricional na expressdo de muitos genes relacionados a detoxificagdo como os do
citcromoP450, GST-a e metalotioneinas. Concluiu também que a baixa nutricdo leva a uma
diminuicdo significativa desta expressdo, aumentando assim, as chances de aparecimento
de dano oxidativo. Esses resultados corroboram com os dados visualizados no presente
estudo, ocorrendo peroxidacao lipidica principalmente para os animais do estudrio inferior
durante as baixas de salinidade (periodo chuvoso e transigéo 1),

Houve uma tendéncia de aumento (embora ndo significativa estatisticamente) da
atividade da GST no periodo de transicao Il, sendo valido ressaltar que o pico de salinidade
ocorreu durante este periodo. Assim, somado a todos os fatores ambientais, as estratégias
ecoldgicas dos animais também afetam o comportamento dos biomarcadores. O aumento
da salinidade pode servir de gatilho reprodutivo para algumas espécies de ostras do
mangue, como Crassotrea gasar, ativando a liberacdo de gametas (Paixdo et al., 2013).
Funcdes vitais basicas que requerem aumento da atividade metabdlica, como a reproducao,
podem atuar como fontes de estresse oxidativo através do decréscimo das defesas
antioxidantes com ou sem o aumento da geracdo de EROs fragilizando assim o sistema

redox do organismo (Alonso-Alvarez et al., 2004).
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Observou-se aumento das dimensdes corporais durante o periodo de transicao Il
sobretudo para animais do estuario inferior juntamente com uma alta eficiéncia das defesas
antioxidantes dos organismos de ambos os locais, evidenciada por baixos conteudos de
lipideos peroxidados. Sugere-se assim que as ostras Crassotrea apresentam-se melhor
adaptadas as salinidades mais altas na Amazbdnia podendo investir em reproducao e
crescimento sem efeitos deletérios em suas defesas antioxidantes. Logo, pode-se esperar
gue os biomarcadores sejam afetados pela sazonalidade sobretudo no periodo chuvoso,
enquanto nos demais periodos sera mais facil o pontuamento dos potenciais efeitos de
atividades antrépicas futuras.

A ndo diferenciacdo entre pontos para ambos os biomarcadores mostra que a
sazonalidade é um fator fundamental na modulagéo do sistema de defesa antioxidantes dos
animais. Segundo Sheehan & Power (1999) a sazonalidade é um fator importante na
fisiologia de moluscos pois afeta pardmetros importantes para o desenvolvimento desses
animais tais como disponibilidade alimentar, fase reprodutiva, taxa de crescimento entre
outros, provocando assim flutuagdes no estresse oxidativo ao longo do ano.

As branquias demonstraram-se sensiveis as modificacdes sazonais do meio uma vez
gue sao o principal 6rgdo de contato do animal com a agua coordenando a filtracdo,
respiracdo e trocas ibnicas e também servindo de principal interface dos animais com
contaminantes (Viarengo, 1989). Este conhecimento é importante em programas de
biomonitoramento, uma vez que a escolha de 6rgdos responsivos é fundamental na
avaliacdo dos resultados pois a capacidade modulatéria do sistema antioxidante ndo é

padronizada sendo tecido e espécie-especifica (Crawford et al., 2000).

4.3.2. Musculo

Os resultados obtidos sugerem que musculo adutor é um tecido pouco sensivel as
mudancgas fisico-quimicas da agua, evidenciado pela ndo diferenciacdo entre pontos ou
estacbes para a atividade da GST em ambos os locais. A principal fungcdo do musculo
adutor em bivalves é manter as valvas conectadas e estabilizadas (Storer et al., 2002).
Segundo Zwaan et al. (1983) este tecido possui alta atividade de enzimas como analopina e
estrombina desidrogenase (ambas da familia das oxirredutases como a Catalase). A
estrombina é a principal opina advinda do piruvato, ocorrendo seu acumulo somente neste
tecido em condi¢des de hipdxia (Zurburg et al., 1982). Ou seja, 0 maquinario metabdlico
deste 6rgdo é principalmente voltado para a os periodos de baixa-mar em que ha
necessidade de fechamento das valvas frente ao déficit de oxigénio, realizando a glicélise
anaerdbica que culmina com a producdo de piruvato. A exposicdo ao ar € a principal

moduladora da capacidade muscular e do nivel de exaustdo do musculo (Grieshaber &
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Gade, 1977). Assim, o estresse salino e a variagcdo dos demais parametros fisico-quimicos
ndo foram facilmente detectados por este érgao devido seu baixo aparato metabdlico em
termos de osmoconformacao e defesa antioxidante.

Os animais do estuério inferior, assim como nas branquias, apresentaram altos
conteudos de lipideos peroxidados durante a estacdo chuvosa e também durante a
estiagem para este tecido. Concomitantemente, a capacidade antioxidante aumentou
durante o periodo de transicdo | (salinidade baixa) em relacdo aos periodos de maior
salinidade (estiagem e transicdo IlI). Sugere-se que a demanda de regulagcdo osmotica
ocasionada pela diminuicdo da salinidade pode gerar aumento na necessidade de exercicio
nos organismos através do fechamento de valvas como estratégia de protecdo contra o
estresse osmaético (seja por diminuicdo ou aumento da salinidade fora dos limites de
tolerancia da espécie) (Leonel et al., 1983), a chamada pseudo-osmorregulagéo facultativa
(Berger & Kharazova, 1997). No entanto, o fechamento prolongado das valvas tem impactos
significativos na fisiologia dos animais podendo levar a morte principalmente por baixa de
consumo de oxigénio (Lombardi et al., 2013). A maior utilizagdo do 6rgdo viabiliza a
producédo de espécies reativas através do aumento da taxa metabdlica. Segundo Petry et al.
(2010) a realizacao continua de exercicio fisico induz ao estresse oxidativo através de EROs
geradas durante e apds o esforco. Zwaan et al. (1983) afirmam que a intensa a atividade
anaerdbia no masculo adutor pode conduzir a exaustdo com acimulo de octopina e outras
opinas, substancias derivadas das vias metabdlicas anaerbébicas que integram o
catabolismo celular (Grandén et al.,, 2008). Essas substancias sao produzidas durante o
esforco e também no periodo de recuperagéo apos a exaustdo (Livingstone et al., 1981) que
geram impactos no funcionamento das células principalmente através da diminuicdo do pH
da hemolinfa (Ocand-Higuera et al., 2011).

Os baixos niveis de lipoperoxidagéo visualizados durante o periodo de transicéo |
ainda apontam para eficiéncia de mitigacdo de danos oxidativos. Logo, periodos
metabolicamente menos dispendiosos do ponto de vista da regulagdo osmética (estiagem)
podem abrir margem para efeitos deletérios advindos do metabolismo energético de outras
necessidades fisiolégicas (como a reproducdo ja mencionada) ou até mesmo advindos de
possiveis impactos antrépicos futuros.

Assim, a oscilagbes dos parametros fisico-quimicos, sobretudo a salinidade, ainda
gue nao afetem diretamente a modulacdo do sistema antioxidante no musculo dos
organismos, possuem efeitos indiretos através de estratégias adaptativas que modificam as
condicbes homeostaticas celulares transmitindo efeitos metabdlicos secundéarios dessas

oscilacoes.
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Analogamente no periodo chuvoso, houve aumento dos valores de peso mole,
sobretudo para os animais do estuario superior - mais influenciados por aguas hiposalinas -
sugerindo que apesar de toda demanda metabdlica imposta pelo meio ainda ndo ha

comprometimento energético das demais fungdes vitais, tais como crescimento.

5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos permitem inferir que os biomarcadores em branquias
apresentam modulagéo influenciada pela sazonalidade, havendo maior desafio do ponto de
vista metabdlico para os organismos durante o periodo chuvoso com supressao das defesas
antioxidantes. Este periodo pode abrir precedentes para potenciais efeitos deletérios
advindos de futuras fontes de atividade antrépica, dada a maior fragilidade das defesas
antioxidantes.

Os organismos parecem melhor adaptados as condicbes de alta salinidade,
parecendo ser o periodo de estiagem energeticamente estavel quanto a osmoconformacao.
No entanto, outras funcdes vitais associadas ao aumento da salinidade naturalmente impde
danos celulares ao organismo. Enquanto os biomarcadores em musculo mostraram-se
pouco sensiveis as mudan¢as naturais do meio, estando a modulacdo de seus
biomarcadores mais relacionada a utilizacéo do tecido durante os periodos de baixa-mar.

A aplicabilidade destes organismos em programas de biomonitoramento € alta uma vez que
0S mesmos sao sensiveis as mudancas do meio e apresentam plasticidade fisiolégica

conduzida pelos periodos climaticos.
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CONCLUSAO GERAL

O presente estudo mostra que na Amazbnia o principal diferencial é sua
sazonalidade unica que modifica padr6es ambientais e fisiol6gicos classicamente descritos
na literatura gerando novos padrdes de comportamento e adaptacdo em sua biota. Assim,
ambas as espécies apresentaram modulacdo dos parametros de estresse oxidativo
conduzidos pela mudanca sazonal que consequentemente modificava a demanda
metabdlica.

Além disso, adaptacOes fisiologicas locais foram visualizadas sobretudo para a
espécie Ucides cordatus evidenciando que as condi¢des internas do estuario amazénico ja
possibilitam a exploracdo de novas rotas de comportamento bioquimico, aumentando assim
a possibilidade da espécie de se estabelecer em novos e diversos ecossistemas.

No entanto, tanto o caranguejo uga quanto a ostra-do-mangue parece ainda ser
eminentemente condicionado por sua origem na agua marinha demonstrando estabilidade
dos biomarcadores em esta¢cdes de aumento da salinidade.

Ambas as espécies apresentam viabilidade de uso em programas de
biomonitoramento. As ostras-do-mangue apresentam sensibilidade elevada de seu aparato
bioquimico, sobretudo nas branquias, e plasticidade fisiolégica sazonalmente modulada o
gque a torna boa biomonitora. E a espécie U. cordatus também demonstrou grande
capacidade adaptativa fisioldgica através de sua eurihalinidade tornando-o propicio a resistir

em condicdes de pressao antrdpica, viabilizando seu uso.



