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RESUMO

A zona costeira amazoénica tem sido usada como area de intensa producéo de ostras para
consumo humano, devido as suas caracteristicas ambientais, que favorecem o cultivo da ostra-
do-mangue Crassostrea gasar, fato que vem contribuindo com o aumento de renda e na
conservacao dos estuarios diminuindo a pressdo sobre 0s estoques naturais. Estudos indicam
que as ostras de regides de cultivo sdo expostas a fatores ambientais extremamente variaveis
como a salinidade e ciclos de maré que afetam a sua fisiologia e, por consequéncia, seu
desenvolvimento. Nesse contexto, o objetivo geral dessa dissertacdo foi avaliar os efeitos dos
fatores ambientais sobre as respostas de estresse oxidativo e 0s pardmetros cardiacos nas ostras-
do-mangue C. gasar. A dissertacdo esta estruturada em dois capitulos: Capitulo I) um estudo
de campo, no qual se avaliou o efeito da sazonalidade sobre biomarcadores bioquimicos em
Orgdos da ostra-do-mangue C. gasar de duas regides de cultivo localizadas em distintas porcdes
estuarinas, em diferentes periodos sazonais e, Capitulo Il) um estudo experimental, onde se
caracterizou os registros basais do eletrocardiograma da ostra-do-mangue C. gasar e se avaliou
o funcionamento cardiaco durante a imersdo na agua seguida de exposicdo atmosférica,
simulando, em curto prazo, um evento de maré. No estudo de campo, as ostras foram obtidas
em bancos sementeiros de duas RESEX (SISBIO N°: 71444-1) do Estado do Para (Nazaré do
Seco - NS) e (Lauro Sodré — LS). As coletas foram realizadas em periodos de nos periodos
transicdo | (Transicdo seco-chuvoso; Jan/19), periodo chuvoso (Abr/19), transicao II (Transigdo
chuvoso-seco; Jul/19), seco (Out/19) e transigdo III (Transi¢do seco-chuvoso; Jan/20). Para o
experimento as ostras foram obtidas na regido de Lauro Sodré, e aclimatadas em laboratério
para a realizacdo do experimento. Os biomarcadores de estresse oxidativo medidos foram a
capacidade antioxidante total (ACAP), a atividade da enzima glutationa-S-transferase (GST) e
a lipoperoxidacdo (LPO). Os parametros cardiacos analisados no capitulo do experimento
foram a poténcia espectral da frequéncia cardiaca (mV2/Hz x 10°%), amplitude (mV), frequéncia
cardiaca em batimentos por minuto (BPM), duracdo do complexo QRS (s) e intervalos P-Q (s)
e R-R (s). No capitulo 1, a ACAP e GST foram menores nas branquias do periodo de transi¢do
| e 1l para ambas as areas e aumento do LPO no periodo de transicdo Il para os organismos
da &rea I. Ocorreu aumento da ACAP no periodo chuvoso e diminui¢do do LPO na gbnada.
Houve diminuicdo da ACAP e do LPO no periodo de transicdo | na glandula digestiva. Ja no
musculo a ACAP se diferenciou entre os organismos das areas | e Il no periodo de transicéo 1.
A GST na gbnada, glandula digestiva e no masculo apresentaram aumento no periodo de
transicdo 1. No estudo experimental, o tracado do ECG normal e regular das ostras do grupo
imerso apresentou ritmo sinusal sem alteracdes com todas as ondas e intervalos. Ja as ostras do
grupo emerso, o tracado do ECG manteve o ritmo sinusal, mas com modifica¢des nos padrdes
do tracado como periodo isoelétrico prolongado e apresentou duas fases. Na fase | a frequéncia
cardiaca aumentou com aumento da poténcia e consequentemente o intervalo R-R diminuiu.
Na fase Il frequéncia cardiaca e a poténcia espectral diminuiram e consequentemente o
intervalo R-R aumentou. O intervalo P-Q foi semelhante entre os grupos indicando que apds
atividade atrial o tempo para ativacao ventricular € mantido nas ostras. O complexo QRS das
ostras emersas diminuiu em ambas as fases em comparagao ao grupo imerso. Em geral, conclui-
se que as alteragdes bioquimicas encontradas nas ostras de ambas as &reas ndo foram capazes
de evitar o estresse oxidativo, demostrando que a variacdo sazonal, especialmente da salinidade,
influencia diretamente os parametros de estresse oxidativo estudados nas ostras em cultivo. Os
resultados do ECG ainda ilustram claramente as adaptacdes significativas de um bivalve para a
vida em planaltos entremarés em niveis fisiologicos. Os dois resultados em conjunto reforgam
a necessidade do conhecimento da influéncia das variaveis naturais sobre caracteristicas
bioguimicas e fisioldgicas a fim de se otimizar o desenvolvimento dos animais em cultivo, de
forma natural.



Palavras-chave: Ecotoxicologia; Sazonalidade; Respostas antioxidantes, Lipoperoxidagéo;
Parametros cardiacos.

ABSTRACT

The Amazon coastal zone has been used as an area of intense production of oysters for human
consumption, due to its environmental characteristics, which favor the cultivation of the
mangrove oyster Crassostrea gasar, a fact that has contributed to the increase in income and
conservation of the estuaries reducing pressure on natural stocks. Studies indicate that oysters
from growing regions are exposed to extremely variable environmental factors such as salinity
and tidal cycles that affect their physiology and, consequently, their development. In this
context, the general objective of this dissertation was to evaluate the effects of environmental
factors on oxidative stress responses and cardiac parameters in C. gasar mangrove oysters. The
dissertation is divided into two chapters: Chapter 1) a field study, which evaluated the effect of
seasonality on biochemical biomarkers in organs of the mangrove oyster C. gasar from two
growing regions located in different estuarine portions, in different seasonal periods and,
Chapter II) an experimental study, which characterized the basal electrocardiogram records of
the mangrove oyster C. gasar and evaluated the cardiac function during immersion in water
followed by atmospheric exposure, simulating, in short term, a tidal event. In the field study,
the oysters were obtained from seed banks of two RESEX (SISBIO N°: 71444-1) in the State
of Pard (Nazaré do Seco - NS) and (Lauro Sodré - LS). The samplings were carried out in
periods of transition | (dry-rainy transition; Jan/19), rainy season (Apr/19), transition II (rainy-
dry transition; Jul/19), dry (Oct/19), and transition III (Dry-rainy transition; Jan/20). For the
experiment, the oysters were obtained in the region of Lauro Sodré, and acclimated in the
laboratory to experiment. The oxidative stress biomarkers measured were total antioxidant
capacity (ACAP), glutathione-S-transferase (GST) enzyme activity, and lipoperoxidation
(LPO). The cardiac parameters analyzed in the chapter of the experiment were the spectral
power of heart rate (mVV2/Hz x 10-3), amplitude (mV), heart rate in beats per minute (BPM),
QRS complex duration (s), and PQ intervals (s) and RR(s). In chapter 1, ACAP and GST were
lower in the gills of transition periods | and 111 for both areas and an increase in LPO in transition
period Il for organisms in area I. There was an increase in ACAP in the rainy season and a
decrease in LPO in the gonads. There was a decrease in ACAP and LPO in transition period |
in the digestive gland. In muscle, ACAP differed between organisms from areas | and Il in
transition period I. GST in the gonad, digestive gland, and muscle showed an increase in
transition period Il. In the experimental study, the normal ECG tracing of the oysters in the
immersed group presented sinus rhythm without alterations with all waves and intervals. As for
oysters from the emerged group, the ECG tracing maintained sinus rhythm, but with changes
in tracing patterns such as a prolonged isoelectric period and presented two phases. In phase I,
heart rate increased with increased power, and consequently, the R-R interval decreased. In
phase Il heart rate and spectral power decreased and consequently, the R-R interval increased.
The P-Q interval was similar between groups, indicating that after atrial activity, the time for
ventricular activation is maintained in oysters. The QRS complex of emerged oysters decreased
in both phases compared to the immersed group. In general, it is concluded that the biochemical
changes found in oysters from both areas were not able to avoid oxidative stress, demonstrating
that seasonal variation, especially salinity, directly influences the oxidative stress parameters
studied in oysters in culture. The ECG results still clearly illustrate the significant adaptations



of a bivalve to intertidal plateau life at physiological levels. The two results together reinforce
the need for knowledge of the influence of natural variables on biochemical and physiological
characteristics to optimize the development of animals in cultivation, in a natural way.

Keywords: Ecotoxicology; Seasonality, Antioxidant responses; Lipoperoxidation; Cardiac
parameters
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INTRODUCAO GERAL

O crescimento populacional mundial aumentou a demanda de alimentos nos Gltimos
anos, forcando o setor a aumentar sua produtividade e ampliar as &reas de atuacéo (Oliveira et
al., 2018). Um sistema promissor para suprir essa necessidade é a aquicultura, que vem se
tornando um novo meio de exploracdo e producdo de recursos aquaticos, devido a sua
potencialidade de produzir alimentos de forma mais eficiente, sustentavel e nutricionalmente
mais rica, sendo considerada como o quarto maior sistema de producao de alimentos do mundo
(FAO, 2016). Dentre os cultivos importantes da aquicultura, destaca-se o cultivo de ostras, um
dos mais promissores, com uma producdo de 5,1 milhGes de toneladas ao redor do mundo

anualmente e espera-se um aumento de consumo ainda maior até 2025 (FAO, 2020).

No Brasil, o cultivo de ostras apresenta enorme potencial de desenvolvimento, devido a
extensdo do litoral brasileiro junto as caracteristicas oceanogréaficas favoraveis (da Rocha et al.,
2013), tendo apresentado uma producéo de 3,771t em 2011, sendo que 67% foram provenientes
de cultivo e 33% da captura de espécies nativas (ICMBIO, 2013). A maior contribuigdo se deve
a espécie da ostra japonesa, introduzida do Pacifico, Crassostrea gigas, cultivada
principalmente no Estado de Santa Catarina (Baldan e Bendhack, 2017). Nos ultimos anos, a
zona costeira oriental amazénica, tem sido usada como area de intensa producédo de ostras para
consumo humano (Oliveiraet al., 2020), devido a suas caracteristicas ambientais que favorecem
o cultivo de ostra-do-mangue Crassostrea gasar, o que vem contribuindo com o aumento de
renda e na conservacgdo dos estuarios diminuindo a pressao sobre os estoques naturais (Carranza
et al., 2009).

O cultivo de ostras na regido se da incialmente pela producao de sementes, provenientes
das larvas oriundas das ostras do seu préprio habitat (raizes ou pedras), que se fixam em
coletores artificiais feitos de garrafa pet (Gardunho et al., 2012). Ap0s essa fase, as ostras nas
fases juvenis e de engorda, sdo colocadas em sistemas como long-line que s&o sistemas
suspensos com lanternas mais indicados para areas profundas e sistemas fixos também
conhecido como mesa ou tabuleiro (Hoshino, 2009). Ostras cultivadas nesses sistemas sao
expostas a uma ampla variabilidade de fatores ambientais naturais como a salinidade (Oliveira

et al., 2018) bem como a varia¢6es de marés (Letendre et al., 2009).



A salinidade é um fator exdgeno que dita o sucesso do cultivo e producdo das ostras em
regides estuarinas, uma vez que, apresenta varia¢Ges diarias (Paix&o et al., 2013) e quando a
baixa afeta de forma negativa a fisiologia da ostra, diminuindo a sua taxa de filtracdo e de
alimentacéo (Casas et al., 2018), consequentemente reduzindo o seu crescimento (Rybovich et
al., 2016) e a sua produtividade (Leonhardt et al., 2017). A salinidade é um dos fatores mais
estudados sobre ostras do género Crassostrea, especialmente em ambientes estuarinos, onde
ocorrem variacOes significativas desse parametro (Lavaud et al., 2017; Legat et al., 2017;
McCarty et al., 2020; Pantoja et al., 2020). Nesse contexto, 0 conhecimento sobre a tolerancia
e os efeitos da salinidade sobre as ostras de importancia comercial é de grande relevancia para
o0 subsidio ao cultivo em larga escala (Funo et al., 2015).

Somado a esse fator, as ostras de areas de cultivo no litoral amazdnico precisam lidar
com as constantes variagdes de maré. A zona entremarés € um dos ambientes mais desafiadores
fisiologicamente, j& que os organismos experimentam mudancas rapidas e drasticas nos fatores
ambientais (Helmuth et al., 2006). Na regido amazo6nica ocorrem as macromarés (Souza-Filho
et al., 2009), com maré semidiurna (periodo de 12, 42 horas) (Miranda et al., 2012). Espécies
que habitam costBes rochosos entremarés, como o0s bivalves, podem ser sensiveis a variacdes
da maré, ao ponto de apresentar tolerancia térmica e apresentar respostas fisiologicas frente ao
estresse causado pela alternancia entre ambientes totalmente aquatico e totalmente terrestre
(Jimenez et al., 2016).

Considerando a regido amazonica, que € um ecossistema altamente dindmico, todos
esses fatores abidticos juntamente com a variacdo sazonal da regido maiores chuvas de janeiro
a julho e as menores precipitacdes entre agosto a dezembro (Souza-Filho et al., 2009), podem
gerar estresse sobre os organismos residentes e sob cultivo, como as ostras. As mudancas
sazonais influenciam o metabolismo e, em caso de condi¢fes extremas provocam a producao
de espécies reativas de oxigénio (ERO) (dos Santos et al., 2019). As ERO podem ocasionar
danos em macromoléculas como os lipideos, proteinas e DNA, e levar os organismos a situacédo
de estresse oxidativo, fazendo com que ocorra ativacdo de enzimas de defesas antioxidantes
para neutralizar essas espécies quimicas altamente reativas (Liu e Wang, 2016). Nesse sentido,
essas respostas bioldgicas conhecidas como biomarcadores bioguimicos de estresse oxidativo,
sdo comumente usadas como ferramentas de alerta precoce, para avaliar o grau do impacto na
salde dos organismos (Cajaraville et al., 2000). Os biomarcadores bioquimicos séo alteracGes

em baixos niveis de organizacao biologica em resposta a exposicdo a uma fonte estressora no



qual se analisa o grau desta condicdo (biomarcadores de exposi¢éo), e as suas consequéncias
deletérias (biomarcadores de efeitos) (Giarratano et al., 2014).

Além dos biomarcadores bioquimicos, biomarcadores em nivel fisiologico sdo também
extremamente Gteis na detec¢do precoce dos efeitos desses fatores ambientais sobre os animais.
Uma ferramenta promissora nesse sentido s&o os registros do eletrocardiograma (ECG). O ECG
consiste na captura dos impulsos elétricos que sdo gerados durante a pulsacdo do coragédo
(Goldberger et al., 2017). O registro da forma de onda de ECG sugerido por Einthoven
(Einthoven, 1912) ainda € usado atualmente (Kim et al., 2017) e tem sido empregado para
detectar e monitorar doengas em humanos (Biel et al., 2001), aves (Machida e Aohagi, 2001),
peixes (Cantanhéde et al., 2020) e em moluscos bivalves (Batista et al., 2015; Xing et al., 2019).
Cada parte de um ECG, que corresponde a um evento elétrico especifico de uma dada regiao
do musculo cardiaco é dividido basicamente em onda P, Q, R, Se T e seus intervalos RR, QRS,
ST e QT (Sheffield et al., 1969) que s&o as principais formas de medida usadas para diferenciar
organismos saudaveis e doentes (Langheinrich et al., 2003). Logo, o0 ECG de ostras tem o
potencial de ser uma boa ferramenta para avaliar as adaptacdes fisiol0gicas nas ostras para viver

em um ambiente com frequente variacdo do meio.

A ostra-do-mangue Crassostrea gasar (Adanson, 1857) é uma espécie ecologica e
economicamente importante, sendo encontrada em ambientes naturais ou em sistema de cultivo
em zona entre-marés (Fernandez et al., 2012), ficando emersa e exposta ao ar durante a maré-
baixa e imersa com a subida da maré (Varela et al., 2007), além de lidarem com as constantes
variacdes de salinidade (Lavaud et al., 2017). Todas essas caracteristicas as tornam excelentes
organismos para estudos ambientais em areas de cultivo, frente a variacdo constante do

ambiente.

Diante disso, o objetivo geral dessa dissertacdo é avaliar os efeitos dos fatores
ambientais sobre as respostas antioxidantes e de estresse oxidativo e os parametros cardiacos
nas ostras-do-mangue C. gasar. A dissertacdo € composta por dois capitulos que sao
apresentados em forma de artigos manuscritos cientificos juntamente com a pergunta, hipétese
e objetivos. O capitulo 1 é um estudo de campo e o capitulo 2 é um experimento. Em ambos os
capitulos é utilizada a ostra-do-mangue C. gasar como organismos de estudo para avaliagcdo

das respostas antioxidantes bem como as respostas eletrofisiologicas.



Capitulo 1: “Avaliacdo sazonal de parametros do sistema de defesa antioxidante de
ostras Crassostrea gasar em sistemas de cultivo” e sera submetido para a revista Aquaculture,

qualis Al para biodiversidade.

Capitulo 2: “Respostas cardiacas em Crassostrea gasar sob imersdo e emersdo: uma
investigagdo experimental de como o ciclo de maré influencia o funcionamento do coracédo da
ostra-do-mangue” e sera submetido para a revista Comparative Biochemistry and Physiology -

Part A: Molecular & Integrative Physiology, qualis A2 para biodiversidade.
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CAPITULO 1

Avaliacao sazonal de parametros do sistema de defesa antioxidante de ostras Crassostrea

gasar em sistemas de cultivo

PERGUNTA
As variacOes sazonais naturais podem afetar o sistema de defesa antioxidante de ostras

de cultivo ao ponto de promover estresse oxidativo?

HIPOTESES
- Ostras provenientes da reserva extrativista (RESEX) que possui uma maior flutuacao
em parametros abidticos como temperatura, pH e salinidade, apresentam maior indugdo do

sistema de defesa antioxidante, para evitar danos oxidativos em lipideos (lipoperoxidacao);

- Periodos sazonais em que as chuvas promovem um incremento da hidrodinamica e
diminuicdo da salinidade (chuvoso e transi¢cdo chuvoso-seco), maior turbidez e esforgco para
filtracdo podem fazer com que 0s organismos aumentem a sua demanda metabdlica para

manutencdo da homeostase, tornando-as assim mais suscetiveis a danos oxidativos.

OBJETIVOS
Obijetivo geral

Avaliar, ao longo de um ano, o efeito da sazonalidade sobre biomarcadores de estresse
oxidativo em branquias, musculo, gbnada e glandula digestiva de ostras-do-mangue
Crassostrea gasar provenientes de duas regides de cultivo localizadas em porg¢des do estuario

sob distintas influencias do oceano.

Objetivos especificos
- Analisar a capacidade antioxidante total nas branquias, musculo, génada e glandula
digestiva, de ostras provenientes de duas RESEX amazonicas, ao longo dos periodos sazonais

da regido durante um ano;

- Determinar a atividade da enzima glutationa-S-transferase (GST) nas branquias,
musculo, gbnada e glandula digestiva, de ostras de cultivo oriundas de duas RESEX

amazonicas, ao longo dos periodos sazonais da regido, durante um ano.

- Avaliar a lipoperoxidacdo em musculo, branquias, glandula digestiva e gonada de
ostras de cultivo oriundas de duas RESEX amazonicas, ao longo dos periodos sazonais da

regido, durante um ano.
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Resumo

Parametros ambientais variaveis, influenciam no cultivo dos moluscos bivalves. Mudancas
sazonais marcantes provocam alteragdes na reproducdo, crescimento e fisiologia, afetando
principalmente o equilibrio osmoético de organismos aquaticos em geral, essencialmente os
sésseis. A influéncia da sazonalidade junto as respostas dos biomarcadores bioquimicos de
estresse oxidativo foram analisadas em amostras de ostras de ostra-do-mangue (Crassostrea
gasar) coletadas em diferentes periodos hidrolégicos em sitios de cultivo da zona costeira da
Amazonia que estdo sujeitos a fortes variacbes sazonais de precipitacdo e influéncia de mare.
Espécimes de C. gasar foram obtidos com coletores artificiais em dois bancos sementeiros
durante a baixa-mar em duas Resex (SISBIO N°: 71444-1): NS- Reserva Extrativista Marinha
de Maracana, (Vila de Nazaré do Seco) e LS- Reserva Extrativista Mée Grande de Curuca (Vila
de Lauro Sodré). As coletas foram realizadas durante um ano nos periodos transicao I, chuvoso,
transicdo |1, seco e transicdo I1l. Foram analisados biomarcadores bioquimicos de exposicéo:
capacidade antioxidante total (ACAP), atividade da enzima glutationa S-transferase (GST); e
de efeito: lipoperoxidacdo (TBARS). Os dados abioticos obtidos demonstram que a temperatura
e 0 pH mantiveram-se constantes entre os locais de coleta, variando de forma homogénea ao
longo do ano. A salinidade variou entre as areas e entre os periodos sazonais. Os dados
biométricos indicam que as ostras obtidas na regido de NS foram maiores e mais pesadas do
que as ostras cultivadas na regido de LS. Nas branquias e na glandula digestiva observou-se
diminuicdo da ACAP e GST no periodo chuvoso-seco (transi¢éo | e 111) e aumento do LPO
durante o periodo de transicdo 111 para ambas as areas. Observou-se diferenca da ACAP entre
as areas durante o periodo de transicdo | e Il na gdnada e apenas no periodo de transicéo | para
0 musculo onde as ostras de LS obtiveram menores valores de competéncia antioxidante. Houve
aumento da GST na génada e no musculo durante o periodo de transigdo Il nos organismos de
ambas as regides de cultivo. Ocorreu diminuicdo do LPO na génada no periodo de transicéo |
em relacdo ao periodo seco e transicdo 11l para ambas as areas. Os resultados indicam que as
variacOes sazonais de salinidade afetam, de forma diferenciada, os parametros de estresse
oxidativo analisados nas distintas populacdes de ostras em cultivo estudadas, havendo
diminuicdo da resposta dos biomarcadores durante o periodo de transi¢do seco-chuvoso nas
duas regides.

Palavras-chave: estuario; estresse oxidativo; salinidade; cultivo; sazonalidade; bivalves
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1. Introdugéo

As ostras do género Crassostrea sdo encontradas naturalmente em ambientes estuarinos
tropicais, fixadas em substratos, tendo como habitat principal raizes do mangue (Varela et al.,
2007). A extragdo desse molusco constitui uma importante fonte de alimento e renda para
populacbes costeiras (Pereira et al., 2001). O cultivo desse molusco vem crescendo em nivel
mundial, comprovada pelos dados estatisticos da Organizacdo das Nagbes Unidas para a
Agricultura e a Alimentacdo (FAO, 2020). O processo de producdo de ostras gera renda e
contribui para conservagéo dos estuarios, diminuindo a pressao sobre os estoques naturais, deste

modo, possibilitando a explora¢do mais sustentavel (Carranza et al., 2009).

No Brasil, essa pratica concentra-se na regido de Santa Catarina onde o clima frio
favorece a criacdo da espécie exotica Crassostrea gigas, onde a mesma teve melhor adaptacéo,
devido a baixas temperaturas (Baldan e Bendhack, 2017). Nos manguezais amazonicos o clima
local quente e umido, devido a influéncia de fatores permanentes e sazonais como estagdes seca
e chuvosa, favorece o cultivo de ostras-do-mangue Crassostrea gasar (Lameira Silva et al.,
2020a). O cultivo desta espécie foi adotado pela maior parte dos produtores, pelo fato de ser a
espécie que atinge o maior tamanho em relacéo as outras do seu género (Pereira et al., 2003) e

tolerar variacdes de temperatura e salinidade (Lopes et al., 2013; Yang et al., 2016).

Geralmente, as ostras demonstram ser tolerantes a variacdes ambientais e cada espécie
apresenta a sua especificidade de respostas frente a flutuagdes de parametros naturais
(Valenzuela-Castillo et al., 2015; Li et al., 2018). Contudo, diversos estudos tém evidenciando
que variacdes fisico-quimicas podem afetar o assentamento das larvas (Legat et al., 2017), o
desenvolvimento (Horodesky et al., 2019), o ciclo reprodutivo (Paix&o et al., 2013; Gomes et
al., 2014), bem como o formato das conchas (Oliveira et al., 2020) desses animais. Desta forma,
varidveis fisico-quimicas da agua especialmente a salinidade, podem alterar as respostas
fisioldgicas nos moluscos bivalves, interferindo na taxa de filtracdo, no consumo de oxigénio
absorcdo de nutrientes e no seu equilibrio osmético provocando gasto energético (Yang et al.,
2016) para reajustar a concentracao de sais e agua no organismo.

Para lidar com as constantes variagdes do seu habitat natural, os organismos estuarinos
utilizam estratégias comportamentais e fisioldgicas para manter a homeostase (Foster et al.,
2010). Os moluscos bivalves sdo osmoconformadores, regulando a concentracéo de seus fluidos
intracelulares frente a mudancas do meio (Sokolov e Sokolova, 2019). Desse modo, mudancas

osmaticas no meio afetam diretamente o funcionamento metabolico, & que a regulagdo osmotica
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é extremamente custosa em termos de energia (Urbina e Glover, 2015). Processos que
demandam aumento de energia favorecem a producdo de espécies reativas de oxigénio
((Rivera-Ingraham e Lignot, 2017). O aumento de ERO na célula, desencadeia a ativacdo de
vias de protecdo, através do sistema de defesa antioxidante (SDA) (Alves de Almeida et al.,
2007). Caso essa inducdo do SDA ndo seja suficiente frente ao conteldo de ERO geradas
metabolicamente, danos em macromoléculas como lipidios (lipoperoxidagdo), proteinas

(oxidacdo de proteinas) e DNA (quebras e oxidacdo) podem ocorrer (Chan e Wang, 2018).

Dessa forma, para minimizar os feitos causados pelas ERO, o0s organismos
desenvolveram defesas antioxidantes, que utilizam tanto a agdo de moléculas enzimaticas como
a glutationa-S-transferase (GST), como também de moléculas ndo enzimaticas como a
glutationa reduzida (GSH) (Faggio et al., 2018; Magara et al., 2019). Por esse motivo, a
avaliacdo das respostas antioxidantes e os niveis de peroxidacdo lipidica tem sido utilizadas
para avaliar os efeitos das variaveis fisico-quimicas em bivalves em estudos de monitoramento
(De Almeida et al., 2004). Estudos tém demonstrado que as ostras, apesar de relativamente
adaptadas as variacdes naturais do ecossistema estuarino, sdo sensiveis a mudancas ambientais
sejam elas naturais ou antropogénicas (Oliveira et al., 2018; Horodesky et al., 2019; Usese et
al., 2019; Ferreira et al., 2020; dos Santos et al., 2021).

Diante disso, o presente estudo visa avaliar a influéncia da sazonalidade em
biomarcadores bioquimicos associados ao estresse oxidativo em amostras de ostra de mangue
(C. gasar), mantidas em sistemas de cultivo, em diferentes periodos hidrol6gicos ao longo de
um ano, em sitios de cultivo da zona costeira da Amazonia Oriental que estdo sujeitos a fortes

variacdes sazonais de precipitacao.
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2. Material e Métodos
2.1 Declaracao de ética

Esta pesquisa segue os requisitos estabelecidos pelo Brasil para atividades de usos
cientificos em areas de preservacdo com autorizacdo (N° 71444-1), de acordo com a Instrucéo
Normativa n°3, de 1 de setembro de 2014, do Instituto Chico Mendes de Conservacao da

Biodiversidade /Ministério do Meio Ambiente.
2.2 Area de estudo e desenho amostral

A area do estudo esta localizada na zona estuarina, a leste da foz do Rio Amazonas que
é caracterizada por ser uma costa de submersdo rodeada por grandes nimeros de estuarios e
baias. O clima é tropical chuvoso (~3000 mm anuais), quente (média de 27,7 °C) e Umido
(umidade entre 80 e 85%), sujeito a macromares semidiurnas (de até 5m) (Souza-Filho et al.
2009). A regido sofre influéncia das Zonas de Convergéncia Intertropical e associada a linhas
de instabilidade que define os periodos de maiores chuvas de janeiro a julho e as menores
precipitacbes entre agosto a dezembro (Berrédo et al., 2008; Souza-Filho et al., 2009; Batista
et al., 2015). Todas essas particularidades ambientais auxiliam no aumento da produtividade e
criagdo de atividades de aquicultura, como o cultivo de moluscos (Pinto-Coelho e Havens,
2015). Dado a isso, diversas comunidades locais instalaram sitios de cultivos de ostras em

diferentes estuarios da regido amazonica (Oliveira et al., 2018).

Duas dessas areas no Estado brasileiro do Pard foram selecionadas para o presente
estudo, com diferentes niveis de salinidade e distancias entre os sitios de cultivos e o oceano:
NS, localizada no Rio Maracand, municipio de Maracana (00° 39' S e 47° 34' W), representando
uma distancia intermediaria do mar, de aproximadamente 15 km (estuario inferior em relacéo
ao segundo ponto), inserida na Resex Extrativista de Maracand, dentro da Resex, ha uma vila
(Nazaré do Seco - NS) com alguns moradores praticando ostreicultura (Fig.1). LS, localizada
no Rio Tijoca, (00° 50" S e 47° 53' W), Municipio de Curu¢d com uma distancia de
aproximadamente 25 km do mar (estuario superior em relacdo ao primeiro ponto) inserida na
Reserva Extrativista Marinha Mée Grande de Curucd, estando a vila (Lauro Sodré - LS) dentro

da Resex com alguns moradores praticando ostreicultura.
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Figura 1: Localizagdo das duas areas de estudos no Estado do Para: NS (Nazaré do Seco) Estuario do Rio Maracana
(Municipio de Maracand), LS (Lauro Sodré): Esturio do Rio Tijoca (Municipio de Curugd).

2.3 Obtencao das ostras e coleta de agua

As coletas ocorreram trimestralmente ao longo de um ano sendo: Periodo transicéo |
(Transicdo seco-chuvoso, janeiro2019), periodo chuvoso (abril 2019), transigao II (Transigao
chuvoso-seco, julho 2019), seco (outubro 2019) e transi¢ao III (Transigdo Seco-chuvoso,
janeiro /2020). Os meses de coleta foram escolhidos baseados em dados de precipitagdo
pluviométrica obtidos da estacdo do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET), localizada

na cidade de Salindpolis que fica aproximadamente 80 km das Resex (Figura 2).

Espécimes de Crassostrea gasar (150 exemplares) foram obtidos dos coletores
artificiais em dois bancos sementeiros durante a baixa-mar. E importante ressaltar que, apesar
da coleta ter ocorrido em maré baixa, os organismos foram coletados totalmente submersos na
agua, ndo tendo experimentado exposi¢cdo aérea nos momentos que antecederam a coleta. Logo
em seguida, as ostras foram acondicionadas em caixa com gelo de modo a minimizar o estresse
e preservar as caracteristicas metabolicas das mesmas. Foi priorizado dentro do esfor¢o da
coleta ostras adultas e consideradas prontas para a comercializacdo pelos produtores locais. No
laboratério de Laboratério Aquicultura do IFPA (Campus Castanhal) os animais foram
mensurados com um paquimetro (0,01 mm), sendo as dimens@es registradas: a maior largura

das valvas em vista frontal, comprimento e altura das valvas. Os animais também foram pesados
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(peso total) em balanga semi-analitica (0,01g). Foram retiradas as branquias, por¢des do
musculo adutor, glandula digestiva e gdnada e em seguida adicionados em tubos tipo eppendorf
armazenados em nitrogénio liquido e encaminhadas ao Laboratério de Ecotoxicologia da
Universidade Federal do Para (PA) para armazenamento em ultra freezer (80 °C) até as analises

bioguimicas e metais.

Amostras de agua foram coletadas em frascos de polietileno refrigeradas e
encaminhadas para analise de pH e salinidade com sonda multiparamétrica (Hanna-HI 9828).

A temperatura foi medida in situ.
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Figura 2: Precipitagdo mensal em milimetros (mm). Dados da esta¢do A 215 do Instituto Nacional de
Meteorologia (INMET) em Salindpolis, localizada a aproximadamente 80KM dos pontos de coleta. T1=
Transi¢do I, CHU= chuvoso, T2= transicdo Il, SEC= seco e T3= transicao IlI.

2.4 Analise de biomarcadores de estresse oxidativo

As branquias, génada, glandula digestiva e musculo (aproximadamente 150 mg cada)
foram homogeneizadas individualmente para as medicdes das atividades enzimaticas em
tampéo resfriado (20 mM Tris-HCI, ImM EDTA, Sacarose 500 mM, KCI 150 mM, DTT 1
mM e PMSF 0,1 mM) com pH 7.6 e na proporcao 1:4 (P/V), segundo o método de (Bainy et
al. (1996). Os homogeneizados foram centrifigados a 20.000 x g por 20 min a 4 °C. Os

sobrenadantes resultantes foram aliquotados e mantidos a -80 °C até 0 momento das dosagens.

O conteldo de proteinas foi medido com kit comercial (Doles LTDA, Brasil), baseado

no teste de Biureto (citratotrissodico 0,114M, carbonato de sodio 0,21M e sulfato de cobre
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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.

A medicdo da capacidade antioxidante total foi seguindo o0 método de Amado et al.,
(2009), por fluorometria com detecgdo a 530nm utilizando 2°2- azobis-2-metilpropiamidina
dihidrocloreto (ABAP, 4nM) como substrato. As ERO sdo detectadas nas amostras dos 6rgaos
com e sem exposicdo a um gerador de radicais peroxil pela decomposicédo térmica do 2°2’-
azobis-2-metilpropiamidina dihidrocloreto (ABAP, 4 mM) a 37 °C. A geracao de fluorescéncia
total (485 e 530 para excitacdo e emissdo respectivamente) foi calculada pela integragdo da
unidade de fluorescéncia (UF) durante o periodo de leitura apds ajustar os dados de UF para
uma funcédo polinomial a de segunda ordem. A area relativa entre as areas com ABAP e sem
ABAP ¢ o inverso da diferenca dividida pela area sem ABAP, consideradas como medida da
capacidade antioxidante total, onde o tamanho da area significa capacidade antioxidante, onde
a baixa fluorescéncia sera obtida apds adicdo de ABAP, indicando alta competéncia para

neutralizar radicais peroxil. Os resultados estdo expressos como inverso da area relativa.

O método para analise da atividade da glutationa-S-transferase (GST) baseia-se na
conjugacdo de 1mM glutationa reduzida (GSH) com o substrato 1-cloro-2,4-
clorodinitrobenzeno (CDNB) catalisada pela GST presente na amostra, produzindo um
composto que é detectado em 340 nm (¢ = 9.600 M'cm™?). A atividade enzimatica é
proporcional a velocidade de producdo do composto conjugado (Habig e Jakoby, 1981). O
ensaio enzimatico foi realizado em tampdo fosfato (KH2PO4") 0,05M, pH 7,0 contendo 50 mM
CDNB. Como substrato iniciador foi utilizada GSH 10 mM. Desta atividade é descontada a
reacao basal obtida pela leitura da reacdo entre a GSH do ensaio e 0 CDNB, sem a presenca da
amostra. A absorbancia basal foi descontada a partir da leitura da reacdo do ensaio na auséncia
da amostra. Os resultados sdo expressos em unidade de GST, uma unidade definida como a
guantidade necessaria de enzima para conjugar 1umol de CDNB com GSH em 1 min por mg
de proteina, a 25°C em pH 7,00.

A lipoperoxidacdo (LPO) foi determinada pela quantificagdo do produto formado pela
reacdo de malondialdeido (MDA) e o &cido tiobarbitarico (TBA), de acordo com Oakes eVan
Der Kraak (2003). Resumidamente, 0 homogeneizado foi misturado com acido tiobarbitdrico a
0,8% (TBA), solugdo de &cido acetico a 20%, 8,1 %) de decilsulfato de sodio (SDS), agua

destilada e 7,6% de hidroxitolueno butilado (BHT). A mistura foi aquecida em banho-maria em
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95°C durante 30 min e o derivado colorimétrico é extraido com n-butanol. Depois disso, as
amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 10 min e a absorbancia do sobrenadante 515 nm
(emissdo) apos excitacdo 553 nm foi medida e calibrada através da curva padrdo MDA. Os

resultados foram expressos em nmol/g de tecido umido.
2.5 Anélise estatistica

Foram testados os pressupostos de normalidade (teste de Shapiro-Wilk) e
homocedasticidade (teste de Levene) nos dados dos biomarcadores para posterior aplicacéo da
andlise de variancia (ANOVA-two way) com teste post-hoc de Tukey. Quando 0s pressupostos
da analise paramétrica ndo foram alcancados, o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis foi
aplicado para comparacdo de biomarcadores entre os locais de coleta e entre periodos sazonais
com o teste subsequente de comparacdo multipla de classificacbes médias. Para comparagao
entre os periodos climéaticos, locais e dados biométricos, também foram testados o0s
pressupostos de normalidade (teste de Shapiro-Wilk) e homocedasticidade (teste de Levene).
Logo em seguida, foi realizada uma analise de variancia (ANOVA- two way) com teste de

Tukey a posteriori. O nivel de significancia adotado foi de 5% (Zar 1984).

3. Resultados

3.1 Parametros fisico-quimicos da agua

No periodo chuvoso (abril/2019), ocorreu o maior valor de precipitacdo com 586 mm
enguanto que o periodo seco (outubro/2020) ndo choveu. Nos periodos de transicdo os valores
foram de: transicdo | (janeiro/ 2019): 221; transi¢cdo Il (julho/2019): 197 e transigdo IlI
(janeiro/2020): 270 mm (Tabela 1). A temperatura manteve-se constante em todos 0s periodos
amostrados, mantendo-se em torno de 26,2 a 27 °C (Tabela 1). Ambos 0s pontos apresentaram
0s maiores valores de pH no periodo de transicdo | e menores valores no periodo de transicdo
I11. Observou-se diminuicdo do pH do periodo de transicdo Il para o chuvoso e do periodo seco
para transicdo 111 (Tabela 1). No periodo seco o pH manteve-se levemente alcalino (NS: 7,8 e
LS: 7,3).

A salinidade (Tabela 1) apresentou variacgao tanto entre os locais como entre os periodos
sazonais amostrados. Ambas as areas apresentaram valores de salinidade 0 no periodo chuvoso.
No periodo de transicdo Il a regido de Lauro Sodré (LS: regido mais afastada do oceano)
permaneceu com valores minimos de salinidade 0 e Nazaré do Seco (NS: regido mais préxima
do oceano) apresentou incremento de salinidade para 10. Resultado oposto foi encontrado
durante o periodo de transicéo 11, onde a salinidade de NS foi de 4,9 e LS foi de 8. Os maiores
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valores de salinidade foram registrados durante o periodo seco, para ambas as areas. Observa-
se assim uma relacdo inversa entre os valores de salinidade e precipitacdo pluviométrica, na
qual os periodos de maior precipitacdo apresentaram menores valores de salinidade, enquanto

o0s periodos de baixa pluviosidade apresentaram aumento nos valores de salinidade.

Tabela 1: Parametros fisico-quimicos da agua. Os locais de coleta Nazaré do Seco e Lauro Sodré sdo definidos
pela sigla NS (NS) e LS (LS) respectivamente. A pluviosidade como a média de chuvas em milimetro. A

temperatura na sigla TEMP é expressa em °C e salinidade expressa na sigla SAL.

PLUVIOSIDADE TEMP

PERIODO (mm) LOCAL °C) pH SAL.
TRANSICAO | 221 t': 26,2 :2 g
CHUVOSO 586,2 s 26,7 2; °
TRANSICAO I 197,6 t'g 27,2 7é4 100

- . & . p g
TRANSICAO Il 270 Tg’ 26.3 gg gg

3.3 Biometria

Os organismos de Nazaré do Seco (NS: regido mais proxima do oceano) e Lauro Sodré
(LS: regido mais afastada do oceano) diferenciaram-se em relacdo ao comprimento total (CT)
em todos os periodos amostrados, com excecdo do periodo seco (Tabela 2). As ostras de NS
apresentaram maior CT em comparacao as de LS nos periodos de transicdo | (NS: 5.9+ 0.1; LS:
5.0£0.1 cm), e transicdo Il (NS: 8.04£0.2; LS: 7.5+0.1 cm). No periodo chuvoso (NS: 4.9+0.1;
LS: 5.94£0.2 cm) e transicdo 11 (NS: 7.8+0.2; LS: 9.2+0.1 cm) o resultado foi inverso, onde os
organismos de LS foram estatisticamente maiores (Tabela 2). Observou-se um padrdo de
diferenca do CT nas ostras de ambas as regides de cultivo na qual, os animais do periodo de

transicao | e do periodo chuvoso apresentaram menores valores do CT.

Ostras de NS coletadas no periodo de transicdo Il (8.0+0.2 cm), ndo apresentaram
diferengas no comprimento total entre os individuos do periodo seco (8.3+0.2 cm) e transicao
111 (7.84£0.2 cm) (Tabela 2). J& em LS os organismos do periodo de transi¢do 11 (8.0£0.2 cm)
apresentaram diferenca em relacdo as ostras do periodo seco (8.5t1.1 cm) e do periodo de
transicdo 111 (9.2+0.1 cm), sendo os dois ultimos com maiores valores de CT (Tabela 2).
Animais do periodo seco ndo apresentaram diferenga estatistica com os organismos do periodo

de transicédo 111 (p>0,05). Ostras de ambas as areas diferiram na largura das conchas (LC), nos
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periodos de transi¢do Il (NS: 3.3+0.1; LS: 2.6£0.1 cm) e no periodo seco (NS: 6.3+0.2; LS:
2.8+0.1 cm) (Tabela 2) onde as ostras da regido de Nazaré do Seco apresentaram 0s maiores

valores.

Organismos obtidos em NS no periodo seco (6.1+0.2 cm) foram estatisticamente
maiores em relacdo aos demais periodos sazonais na LC. Individuos dos demais periodos
sazonais transicdo I (3.7£0.1 cm), chuvoso (3.2+0.1 cm), transigéo 1l (3.4£0.1 cm) e transigédo
111 (3.2+0.1 cm) se assemelharam em relacdo a LC (Tabela 2). Para LS, os individuos obtidos
no periodo de transicdo I (3.3+0.1 cm) foram significativamente maiores na LC em comparacao
aos individuos obtidos no periodo de transicao Il (2.6+0.1 cm) e periodo seco (2.8+0.1 cm), no
entanto 0s mesmos ndo apresentaram diferenca de valores da LC em relacdo as ostras obtidas
no periodo chuvoso (3.4+0.1 cm) e transicdo 111 (3.2+0.1 cm) (Tabela 2). Organismos obtidos
no periodo de transicdo Il (2.6+0.1 cm) apresentaram semelhanca nos valores de LC com 0s
individuos do periodo seco (2.8+0.1 cm) do mesmo modo que, 0s organismos do periodo seco
se assemelharam com os do periodo de transigdo 111 (3.2+0.1 cm) (Tabela 2).

Para altura da concha (AC) observou-se diferenca entre as areas nos organismos do
periodo chuvoso (NS: 6.9+0.2; LS: 8.0+0.2 cm), seco (NS: 4.6+0.2; area: 6.1+0.1 cm), nas
quais os organismos de LS foram significativamente maiores e no periodo de transicéo Il (NS:
5.9+0.2; LS: 4.7+0.3 cm) as ostras de NS apresentaram maiores valores de AC (Tabela 2). Na
regido de Nazaré do Seco os individuos obtidos no periodo de transi¢do | (8.5£0.2 cm)
obtiveram maiores valores de AC em comparagdo aos animais dos demais periodos sazonais
(p<0,05), ja as ostras do periodo seco da mesma area apresentaram menores valores de AC em
relacdo aos demais periodos (p>0,05).Ostras obtidas no periodo chuvoso (6.9+0.2 cm) também
se diferenciaram dos animais do periodo de transi¢do Il (5.9+0.2 cm) e Ill (5.6+0.1 cm),

apresentado valores estatisticamente maiores (Tabela 2).

No gue concerne os valores da AC para os animais da regido de Lauro Sodré, observou-
se que as ostras do periodo de transicdo | (8.6+£0.2 cm) foram significativamente maiores em
comparacao aos individuos do periodo de transicdo Il (4.7£0.3 cm), seco (5.9+0.1 cm) e
transicéo 111 (5.8+0.1 cm) contudo, os mesmos apresentaram semelhanca nos valore de AC com
os animais do periodo chuvoso (8.0£0.2 cm) (Tabela 2). Ostras do periodo de transicéo Il
apresentaram menores valores de AC em comparacgdo aos demais periodos sazonais (p>0,05).
Ja os animais do periodo seco (5.9+0.1 cm) apresentaram semelhanca na altura com o0s

individuos obtidos do periodo de transicdo 111 (Tabela 2).
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O peso total (PT) das ostras foi diferente entre as areas, exceto no periodo de transicao
I11. Os animais obtidos em NS foram significativamente maiores em relacdo aos animais de LS
nos periodos de transicdo | (NS: 118.5+106.0; LS: 89.9+72.6 g) e 1l (NS: 86.9+£79.9; LS:
53.41£48.0 g), e no periodo seco (NS: 91.0+69.4; LS: 71.6£62.2 g). Resultado inverso foi
encontrado nos animais coletados no periodo chuvoso (NS: 80.0+72.0; LS: 110.9+101.1 g)
onde as ostras obtidas em LS foram mais pesadas em relagdo a NS (Tabela 2). Ostras de NS
obtidas no periodo de transicdo | (118.5£106.0 g), foram mais pesadas em comparacdo aos
organismos do periodo chuvoso (80.0+72.0 g), transicdo Il (86.9+£79.9 g) e transicdo Ill
(88.3£84.5 g) (Tabela 2). Contudo, as do periodo de transi¢do I, apresentaram semelhanga no
PT com os animais do periodo seco (p>0,05). A mesma semelhanga de PT foi encontrada entre

os individuos do periodo chuvoso, transicao Il e 11l (Tabela 2).

Organismos obtidos em LS, no periodo de transicdo | (89.9£72.6 g) foram
significativamente mais pesados, que os individuos do periodo de transicao Il (53.4+48.0 g)
(Tabela 2). Todavia, os animais do periodo de transicdo | apresentaram semelhanca nos valores
de PT com os individuos do periodo de seco e transi¢do 111 (p>0,05) (Tabela 2). Organismos do
periodo chuvoso (110.9£101.1 g) foram mais pesados do que os individuos do periodo de
transicdo Il (53.4+48.0 g), seco (71.6x£62.2 g) e transicdo Ill (82.6x 76.7 g). Observou-se
semelhanca nos valores do PT entre os organismos do periodo de transi¢do I, seco e transicdo
I (p>0,05).

Tabela 2: Biometria de Crassostrea gasar para todos os locais amostrados ao longo do ciclo hidroldgico anual,
(n= 15). NS=Nazaré do Seco (NS), LS=Lauro Sodré (LS). O comprimento total (CT), largura da concha (LC) e
altura da concha (AC) estdo expressas em (cm), com médiaterro padrdo. Os pesos totais (PT) dos animais estéo
expressos em (g), com medianatquartil. As letras mindsculas diferentes representam diferenga (p<0,05) entre os

pontos por periodo e letras mailsculas diferentes representam diferenca (p<0,05) entre os periodos para um mesmo
local.

PERIODO LOCAL CT (cm) LC (cm) AC (cm) PT (9)
~ NS 59+ 0.1 Aa 3.7+0.1 Aa 85+0.2 Aa 118.5+106.0 Aa
TRANSIGAQ | LS 50+0.1 Ab 3.3+0.1 Aa 8.6+0.2Aa 89.9+72.6 ACh
NS 49+0.1Ba 3.240.1 Aa  6.9+0.2 Ba 80.0+72.0 Ba
CHUVOSO LS 59+0.2Bb  3.4+0.1 Aa 8.0+0.2 Ab  110.9+101.1Cb
~ NS 8.0+0.2Ca 3.4+0.1Aa 5.9+0.2Ca 86.9+79.9 Ba
TRANSICAOTI LS 75+0.1Ch 2.7+0.1Bb  4.7+0.3Bb 53.4+48.0 Bb
SECO NS 8.3+0.2Ca 6.1+0.2Ba  4.6+0.2 Da 91.0+69.4 Aa
LS 85+1.1Da 2.8+0.1Bb 59+0.1Cb 71.6+62.2 ABb
. NS 78+0.2Ca 3.2+0.1Aa 5.6+0.1Ca 88.3+84.5 Ba
TRANSICAC T LS 0.2+0.1 Db 3.240.1 ABa 5.8+0.1Ca 82.6+ 76.7 ABa
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3.4 Biomarcadores
3.4.1 Branquias

A capacidade antioxidante total (ACAP) nas branquias dos organismos das duas areas
diferenciaram-se no periodo chuvoso (NS: 0,16+0,02; LS: 0,09+0,02) e transicdo Il (NS:
0,13+0,006; LS: 0,08+0,006), onde as ostras de NS mantiveram maiores valores de
competéncia antioxidante em comparagdo aos organismos de LS (Fig. 3 a). J& nos periodos de
transicdo | (NS: 0,08+0,008; LS: 0,06+0,005), seco (NS: 0,11 +0,006; LS: 0,08+0,007) e
transicao 111 (NS: 0,05+0,005; :0,04+0,005) (p>0,005) os organismos coletados nas duas areas
ndo se diferenciaram em termos de competéncia antioxidante no tecido branquial (Fig. 3 a).
Observou-se um padrdo de aumento da competéncia antioxidante nas branquias dos organismos
de ambas as areas no periodo de transicéo | para o chuvoso, e manutencéo ao longo de transicdo
Il e seco, ja no periodo de transicdo |11 ambas as regides apresentaram diminui¢do da ACAP no

tecido branquial em comparacdo aos demais periodos sazonais (Fig. 3 a).

A atividade da glutationa-S-transferase (GST) nas branquias das ostras foi semelhante
entre os organismos de NS e LS em todos os periodos sazonais (Fig. 3 b). Observou-se um
padrdo de menor atividade da GST nas branquias dos organismos das duas areas no periodo de
transicao | (NS: 4,28+0,46; LS: 2,61+0,32 UGST/mg de proteina) em comparacao aos demais
periodos. Resultado oposto foi encontrado em ambas as areas onde as branquias dos animais
do periodo de transicdo |1, apresentaram aumento da atividade da enzima em comparagao as
branquias dos individuos de transicdo | e Il (Fig. 3 b). Todavia, as branquias das ostras
amostradas no periodo de transicdo Il (13,04 +1,68 UGST/mg de proteina) apresentaram
semelhanca da GST com as do periodo de periodo seco (9,66+0,60 UGST/mg de proteina) para
NS e apresentaram aumento da enzima em relacdo as brénquias organismos do periodo seco
(9,42+0,76 UGST/mg de proteina) para LS (Fig. 3 b).

A lipoperoxidagédo (LPO) em branquias ndo apresentou diferencas significativas entre
0s organismos coletados nas distintas areas para nenhum dos periodos sazonais (Fig. 3c).
Quando comparamos as varia¢fes sazonais do LPO entre periodos para um mesmo ponto,
verificamos algumas diferencas. Branquias das ostras obtidas em NS no periodo de transicao |
(0,08+0,07 nMol MDA/g de tecido imido) apresentaram semelhanca no contetdo dos lipideos
peroxidados com as branquias dos animais do periodo chuvoso (0,08+0,06 nMol MDA/g de
tecido umido), transicdo Il (0,10£0,06 nMol MDA/g de tecido umido) e periodo seco
(0,16+0,14 nMol MDA/g de tecido imido) (Fig. 3c). No entanto, as branquias das ostras do
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periodo de transico | apresentaram diferenca no LPO com os animais do periodo de transi¢do
111 (0,29+0,20 nMol MDA/g de tecido imido) no mesmo ponto de amostragem, sendo o Gltimo
periodo com maior teor de lipideos peroxidados. Por outro lado, ostras do periodo chuvoso
apresentaram menor contetdo de lipideos no tecido branquial em comparacdo ao LPO das

branquias dos organismos do periodo seco e transicdo I11 (p>0,005) (Fig. 3 c).

Para LS as branquias dos animais obtidos no periodo de transi¢do I (0,11 £0,06 nMol
MDA/g de tecido imido) apresentaram semelhanca nos contetdos de lipideos com as branquias
das ostras amostradas no periodo 1 (0,05+0,02 nMol MDA/g de tecido imido), 11 (0,13+0,06
nMol MDA/g de tecido imido) e transigdo 11 (0,16+0,11 nMol MDA/g de tecido imido) (Fig.
3c). No entanto, observou-se que as branguias das ostras obtidas no periodo seco (p<0,005)
apresentaram maior lipideos peroxidados em relacdo aos dos organismos do periodo de

transicdo | e chuvoso.
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Figura 3: Biomarcadores em branquias (n=15) de Crassostrea gasar de duas Resex. Nazaré do Seco (NS) e Lauro
Sodré (LS) em cinco periodos sazonais. (a) Capacidade antioxidante total, (b) Glutationa-S-transferase ambas
expressas em médiaterro padrdo e (c) lipoperoxidacdo expresso em medianatquartil. As letras mindsculas
diferentes representam diferenga (p< 0,05) entre os pontos por periodo e letras mailsculas diferentes representam
diferenca (p<0,05) entre os periodos para um mesmo local.
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3.4.2 Gbnada

A ACAP nas gbnadas das ostras oriundas das duas regides diferenciou-se no periodo de
transicdo | (NS: 0,16+0,01; LS: 0,100+0,01) e no periodo de transicdo Il (NS: 0,09+0,02; LS:
0,05+0,01), onde as ostras provenientes de LS obtiveram menores valores de competéncia
antioxidante em relacdo a NS (Fig. 4 a). Observou-se um padrdo de aumento da ACAP nas
gbnadas das ostras das duas areas durante o periodo chuvoso (NS: 0,71+0,04; LS: 0,56+0,05)
em relacdo a competéncia antioxidante das gbnadas dos demais periodos sazonais. Um padrédo
de queda da ACAP também foi observado em ambas as regides de cultivo no periodo de
transicao | e seco (p>0,05) em relacdo ao periodo chuvoso. Organismos do periodo de transigdo
I11 de ambas as regides (NS: 0,04+0,003; LS: 0,05+0,006) apresentaram diminuicdo da ACAP,
assim como ocorreu queda da ACAP na gbnada dos organismos do periodo de transicdo Il para
LS (Fig. 4 a).

Porém, a ACAP nas gdnadas dos organismos de ambas as areas apresentou semelhancas
durante o periodo de transicdo | e seco (p>0,05) (Fig. 4 a), com um padrédo de queda na ACAP
nesses periodos em relagdo ao chuvoso. A mesma semelhanca da capacidade antioxidante foi
encontrada nas gonadas dos organismos do periodo de transicdo Il e seco. A capacidade
antioxidante total nas gbnadas das ostras da NS do periodo de transicéo I11 (0,04+0,003, p<0,05)
foi menor em comparacdo aos organismos dos demais periodos sazonais. Em LS os animais
provenientes do periodo de transicdo Il e 111 apresentaram diminuicdo capacidade antioxidante
gonadal, quando comparado aos demais periodos (Fig. 4 a).

A atividade da GST nas gdnadas dos organismos de ambas as areas foi semelhante em
todos os periodos sazonais (Fig. 4 b). Em NS observou-se aumento da GST nos organismos do
periodo de transi¢do Il em relacdo aos demais periodos sazonais (Fig. 4 b). Ostras do periodo
de transicdo I (5,25+0,41 UGST/mg de proteina) ndo apresentou diferenca entre os organismos
obtidos no periodo chuvoso 7,55 £0,60 UGST/mg de proteina) e transicao Il (5,43+0,93
UGST/mg de proteina) do mesmo modo em que, se observou semelhan¢a na atividade da
enzima nas génadas das ostras do periodo chuvoso com as do periodo seco (p>0,005).

Em LS a GST nas gdnadas dos organismos obtidos no periodo de transic¢éo I (4,31+0,49
UGST/mg de proteina) foram semelhantes com as ostras do periodo de transigéo I11 (7,01+0,58
UGST/mg de proteina) (Fig. 4 b). Da mesma forma em que, ndo se observou variacdo da
atividade da enzima nas ostras do periodo chuvoso (9,31+£1,06 UGST/mg de proteina) com 0s

organismos do periodo seco (15,09+1,73 UGST/mg de proteina) e de transigéo Il (7,01+0,58
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UGST/mg de proteina) (Fig. 4 b). Organismos do periodo seco apresentaram maior atividade
da GST em relagdo as ostras do periodo de transicdo I, Il e Ill, ndo apresentando com 0s

individuos do periodo chuvoso) (Fig. 4 b).

A lipoperoxidagdo nas gbnadas ndo apresentou diferencas significativas entre as areas
de coleta para nenhum dos periodos sazonais (Fig. 4c). Organismos de NS obtidos no periodo
de transicao 111 (0,32+0,27 nMol MDA/g de tecido umido), apresentaram maior contetdo de
lipideos peroxidados nas génadas em comparacdo com as ostras do periodo de transicéo I
(0,11£0,11 nMol MDA/g de tecido imido) e transi¢do 11 (0,13+0,09 nMol MDA/g de tecido
umido) (Fig. 4 c) no entanto, os mesmos apresentaram semelhanga no contetdo de LPO com
0s organismos do periodo chuvoso (0,19+0,11 nMol MDA/g de tecido Umido) e seco
(0,25+0,21 nMol MDA/g de tecido umido) Fig. 4 c¢). Ainda na regido de Nazaré do Seco,
organismos do periodo seco também apresentaram semelhanca no LPO com os individuos doo
periodo chuvoso e transicdo Il (p>0,005). Em LS as ostras obtidas no periodo de transi¢éo |
(0,08+0,04 nMol MDA/g de tecido Umido) apresentaram menor contetdo de lipideos
peroxidados em comparacgdo aos do periodo seco (0,35+0,31 nMol MDA/g de tecido umido) e
transicao 111 (0,08+0,04 nMol MDA/g de tecido imido). J& as ostras do periodo de transi¢éo Il
apresentaram semelhanga no LPO com os organismos do periodo seco e transi¢éo 111 (p>0,05).
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Figura 4: Biomarcadores em gonada (n=15) de Crassostrea gasar de duas Resex. Nazaré do Seco (NS) e Lauro
Sodré (LS) em cinco periodos sazonais. (a) Capacidade antioxidante total, (b) Glutationa-S-transferase ambas
expressas em médiaterro padrdo e (c) lipoperoxidagdo expresso em medianatquartil. As letras mindsculas
diferentes representam diferenca (p< 0,05) entre os pontos por periodo e letras mailsculas diferentes representam
diferenca (p<0,05) entre os periodos para um mesmo local.

3.4.3 Glandula digestiva

A capacidade antioxidante (ACAP) nas glandulas digestivas dos organismos das duas
areas ndo apresentou diferenca nos valores de competéncia antioxidante para nenhum dos
periodos sazonais estudados (Fig. 5a). Ostras obtidas na regido de Nazaré do Seco (NS) durante
o periodo de transicéo | (0,08+0,07) apresentaram menores valores de competéncia antioxidante
em comparacao aos organismos dos demais periodos sazonais (Chuvoso: 0,37+0,31; transicdo
I1: 0,92+0,66; seco: 0,57+0,41 e transicdo Il1: 0,55+0,0,33) sendo que esses periodos sazonais
com semelhanca nos valores da ACAP (Fig. 5 a). Organismos da regido de Lauro Sodré (LS)
obtidos durante o periodo de transi¢do | (0,06+0,05) apresentaram semelhanga na ACAP com
os individuos do periodo chuvoso (0,23+0,16) no entanto, 0S mesmos apresentaram menores

valores da ACAP em comparacao aos demais periodos estudados. O valor de ACAP também
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foi semelhante entre os organismos do periodo chuvoso com os demais periodos sazonais
(transicéo I1: 0,44+0,08; seco: 0,44+0,33 e transicdo I11: 0,21+0,10) (Fig. 5 a).

A atividade da glutationa-S-transferase (GST) nas glandulas digestivas das ostras das
duas areas apresentaram diferenca na GST no periodo de transicdo | (NS:5,81+0,67; LS
:3,3040,27 UGST/mg de proteina) onde os organismos da NS apresentaram maior atividade da
enzima em comparacdo a LS (Fig. 5 b). Ostras de NS obtidas no periodo de transicdo I
apresentaram semelhanca na GST com os organismos do periodo de transicdo Il11, no entanto
0S mesmos apresentaram baixa atividade da enzima em comparagdo aos demais periodos
sazonais. Organismos do periodo chuvoso (9,53+0,71 UGST/mg de proteina) de NS também
diferiram dos individuos do periodo de transicédo 11 (14,83+£0,80 UGST/mg de proteina) e seco
(15,38+0,67 UGST/mg de proteina) obtendo menores valores da enzima (Fig. 5 b), ja as ostras
do periodo de transicdo Il e seco apresentaram semelhanca na atividade da glutationa-S-

transferase.

Em LS organismos do periodo de transicdo | apresentaram diminuicdo da GST em
comparacao aos demais periodos (p>0,005). A glandula digestiva das ostras obtidas no periodo
chuvoso (13,42+1,02 UGST/mg de proteina) apresentaram semelhanca na atividade da enzima
GST com os organismos do periodo seco (14,27+0,77 UGST/mg de proteina), ja os individuos
do periodo de transicao Il apresentaram aumento da atividade da glutationa-S-transferase em
relacdo aos demais periodos analisados (p<0,005). Continuando na regido de Lauro Sodré
observou-se que a atividade da GST das ostras do periodo de transicdo Il diminuiram em
relacdo aos do periodo chuvoso, transicdo e seco e aumentou em relacdo aos organismos do

periodo de transicao | (Fig. 5b).

A lipoperoxidagdo (LPO) na glandula digestiva ndo apresentou diferengas significativas
entre as areas de estudos para nenhum dos periodos analisados (Fig. 5 ¢). Ambas as areas
apresentaram aumento do contetdo de lipideos peroxidados no periodo de transicdo Il (NS:
0,47+0,86 e LS: 0,56+0,53 nMol MDA/g de tecido imido) em relacdo ao periodo de transicdo
I (NS: 0,26£0,23 e LS: 0,22+0,25 nMol MDA/g de tecido imido), chuvoso (NS: 0,28+0,23 e
LS: 0,33+0,25 nMol MDA/g de tecido Umido) e transicdo Il (NS: 0,28+0,21 e LS: 0,30+0,25
nMol MDA/g de tecido umido), ndo apresentando diferenca com os organismos do periodo
seco (Fig. 5 ¢). Uma semelhanca no conteudo de lipideos peroxidados foi encontrada no periodo
de transicdo | com os organismos do periodo chuvoso, transicao Il e seco para ambas as areas,
sendo que em LS os mesmos apresentaram menores valores em comparagdo ao periodo seco
(Fig. 5¢).
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Figura 5: Biomarcadores em glandula digestiva (n=15) de Crassostrea gasar de duas Resex. Nazaré do Seco (NS)
e Lauro Sodré (LS) em cinco periodos sazonais. (a) Capacidade antioxidante total expressa em medianazquartil,
(b) Glutationa-S-transferase expressa em médiaterro padrao e (c) lipoperoxidagdo expresso em medianatquartil.
As letras minusculas diferentes representam diferenga (p< 0,05) entre os pontos por periodo e letras maidsculas
diferentes representam diferenca (p<0,05) entre os periodos para um mesmo local.

3.4.4 Musculo

A capacidade antioxidante total (ACAP) no musculo dos organismos das duas areas
diferenciaram-se no periodo de transic¢éo I (NS: 0,08+0,03; LS: 0,04+0,003), na qual as ostras
da NS apresentaram maiores valores de competéncia antioxidante em comparacdo aos
organismos da LS (Fig. 6 a). Na regido de Nazaré do Seco (NS) os organismos obtidos durante
o0 periodo de transicdo apresentaram semelhanca na ACAP com os demais periodos sazonais.
Em forma similar, os organismos do periodo chuvoso apresentaram semelhanca com 0s

individuos do periodo de transicdo Il e 11 (Fig. 3 a). Organismos do periodo seco apresentaram
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diferenca da ACAP com os individuos do periodo chuvoso obtendo menor competéncia
antioxidante muscular. Ja em Lauro Sodré (LS) as ostras do periodo de transicdo | apresentaram
menor ACAP nos musculos em comparacéo aos individuos do periodo chuvoso, transicdo 11 e
seco (p<0,05), ndo diferindo dos organismos do periodo de transicdo Il (Fig. 6 a). J& os
musculos dos organismos obtidos no periodo chuvoso foram semelhantes na competéncia

antioxidante com as ostras do periodo de transicdo Il e seco.

A atividade da glutationa-S-transferase (GST) nos musculos das ostras foi semelhante
entre os organismos da NS e LS em todos os periodos sazonais (Fig. 6 b). Organismos de NS
do periodo de transicao I (5,06 £0,47 UGST/mg de proteina) apresentaram diminui¢do da GST
em relacdo aos musculos das ostras do periodo chuvoso (7,34 £0,35UGST/mg de proteina),
transicdo Il (22,27 £2,15 UGST/mg de proteina) e seco (8,09 £0,51 UGST/mg de proteina), no
entanto os mesmos apresentaram semelhanca da GST com os individuos do periodo de
transicdo 111 (Fig. 6b). Ostras do periodo chuvoso apresentaram semelhanca da enzima com 0s
organismos do periodo seco e transicao Il (p>0,05). Ostras obtidas no periodo de transicao Il
apresentaram aumento da atividade da enzima em relacdo aos demais periodos sazonais. Em
LS ostras obtidas no periodo de transicéo | (4,74 0,42 UGST/mg de proteina) apresentaram
semelhanca na atividade da enzima com o0s organismos coletados no periodo chuvoso (6,48
10,31 UGST/mg de proteina) e transicdo Il (4,78 0,43 UGST/mg de proteina), todavia 0s
mesmos apresentaram menor atividade da GST em comparac¢do aos individuos do periodo de
transicao Il (25,04 +0,186 UGST/mg de proteina) e seco (8,45 +0,63 UGST/mg de proteina).
A mesma semelhanca da atividade da enzima GST nos musculos foram encontradas entre 0s
organismos do periodo chuvoso e seco. Musculo das ostras obtidas no periodo de transicao Il
(p<0,05) apresentaram aumento da enzima em comparacdo aos demais periodos sazonais

estudados (Fig. 6 b).
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Figura 6: Biomarcadores no musculo (n=15) de Crassostrea gasar de duas Resex. Nazaré do Seco (NS) e Lauro
Sodré (LS) em cinco periodos sazonais. (a) Capacidade antioxidante total, (b) Glutationa-S-transferase ambas
expressas em médiaterro padrdo. As letras mindsculas diferentes representam diferenga (p< 0,05) entre os pontos
por periodo e letras mailsculas diferentes representam diferenca (p<0,05) entre os periodos para um mesmo local.

4. Discussao
4.1 Parametros fisico-quimicos da agua

O clima da regido amazobnica € influenciado sobretudo pela descarga fluvial, pela
decorréncia da precipitacdo, do vento, da maré e das correntes de maré (Elliott e McLusky
2002). De acordo com os dados pluviométricos, verificamos a intensa influéncia tanto espacial
como temporal do periodo chuvoso sobre os parametros fisico-quimicos analisados. Essas
marcadas variacGes sazonais relacionadas aos indices de pluviosidade fazem com que as
estacOes possam ser categorizadas em transicdo seco-chuvoso, chuvoso, transi¢do-chuvoso-
Seco e seco, justificando a nomenclatura adotada na maioria dos estudos sazonais na regiao
(Paix&o et al., 2013). E sabido que a flutuacio de variaveis ambientais como temperatura e
salinidade pode gerar diferentes niveis de estresse em organismos residentes (Gongalves et al.
2017). Contudo, os parametros da agua estudados apresentaram elevada estabilidade térmica

temporal, tipico das dguas estuarinas tropicais, na qual depende de periodo, do grau de insolacéo
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e das variagbes meteoroldgicas (Monteiro et al. 2015). Isso explica a homogeneidade da
temperatura encontrada, que variou de 26° a 27, 2 °C.

Os maiores valores de pH encontrados no periodo de transicdo | podem estar
relacionados a entrada de &guas ocednicas, que possuem pH alcalino em torno de 8,1 (De
Oliveira et al. 2011), estando também dentro do estabelecido para &guas de cultivo (Resolucéao
CONAMA n° 357/2005). Sendo assim, os valores de pH encontrados em ambas as regides
demonstram estar em uma faixa de pH alcalino resultante da contribuicdo marinha. Os
resultados indicaram uma diminuicédo dos valores de pH do periodo de transi¢do I para o periodo
chuvoso e do periodo seco para transicdo Ill. Essas mudancas sazonais do pH sao resultantes
da reducdo do efeito acidificante do gas carboénico livre e dissolvido, que em grande parte da
existéncia de acidos organicos sdo transportados para o estuario principalmente nos periodos
mais chuvosos explicando, assim o baixo valor de pH durante esses periodos (Carvalho et al.
2000).

Os valores de salinidade encontrados refletem, sazonalmente, a influéncia das aguas
continentais, menos salinas, durante o periodo chuvoso e de transicdo seco-chuvoso, periodos
de maiores valores de precipitacdo. Estudos demonstram que valores elevados de precipitagéo
resultam no aumento da descarga fluvial de agua doce, o que causara diminuicao da salinidade
dos estuarios, além do aumento de matéria organica particulada (Dittmar e Lara, 2001) e da
produtividade do meio, refletindo em maior disponibilidade de nutrientes (Da Costa et al. 2011,
Ramos et al. 2013). Durante o periodo de transi¢do Il, o valor diferenciado de baixissima
concentracdo de sais encontrado na LS, pode ser explicado pela distancia da area com o oceano,
além disso a regido é fortemente influenciada pela 4gua doce drenada pelos rios préximos a
regido (Pantoja et al., 2020), sendo também uma regido caracterizada por intensas chuvas
(Lameira Silva et al., 2020b). Ambas as areas apresentaram maiores valores de salinidade no
periodo seco, podendo ser explicado pela baixa pluviosidade do periodo, além do aumento de
concentracgdes de sais dissolvidos na agua por meio de correntes de maré (Krumme et al. 2012).
Em outros estuérios paraenses, com a frequente entrada das dguas costeiras, a salinidade atinge
indices mais elevados (21 a 36) no final do periodo menos chuvoso como encontrado no
trabalho de dos Santos et al. (2019).

4.2 Biometria
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A maioria das varidveis ambientais nas areas estudadas apresentou-se de forma
homogénea, exceto a salinidade que é o fator que, comprovadamente, apresenta consideravel
impacto no desenvolvimento das ostras (Legat et al. 2017; Pantoja et al. 2020). O maior valor
do comprimento e peso total, encontrado nos organismos de Nazaré do Seco durante o periodo
de transicdo | e Il em comparacdo a Lauro Sodré, demonstra que as ostras daquela regido
possuem uma maior estabilidade energética e metabolica frente a variacéo da salinidade, pois
nestes periodos a salinidade variou de 8 a 10. Estudo demostra que a ostra nativa Crassostrea
gasar tolera bem condi¢Ges de salinidade compreendidas entre 8 e 34, porém desenvolvem-se

melhor em salinidades entre 15 e 25 (Funo et al. 2015).

Em NS os maiores valores de altura e peso foram encontrados no periodo chuvoso, em
comparagdo aos demais periodos. No periodo chuvoso a salinidade foi 0 para ambas as regides.
Sabe-se que periodo de maior chuva, ocorre a diluicdo das &guas, consequentemente maior
disponibilidade de alimento, além disso ocorre 0 acimulo de energia para serem investidos na
reproducdo (Pantoja et al. 2020). Resultado oposto foi encontrado entre as regides no periodo
de transicdo Il, onde LS apresentaram queda nos valores de largura, altura e peso, em
comparacao a NS e os demais periodos sazonais. 1sso representa uma resposta dos organismos
a estresse prolongado causado pelas baixas salinidades. As ostras quando sdo expostas a
salinidades proximas ao seu limite de tolerancia ocorre alteracdo na alocacdo de energia e
substratos que estariam disponiveis para o crescimento, devido ao aumento do custo metabdlico
para sobrevivéncia (Funo et al. 2015). Nestas condi¢Ges também pode haver reducdo da taxa de
ingestdo e até mesmo suspender a alimentacdo, o que acarreta na diminuicdo do crescimento e
até mortalidade (Solan, 2016; Bertrand et al. 2017). E sabido que as ostras s&o
osmoconformadoras e que em baixas salinidades, elas tendem a fechar as valvulas para reter
agua salgada como forma de combate ao estresse osmético (Sokolov e Sokolova 2019), o que
culmina na reducéo de investimento de energia para crescimento, de modo a reservar demandas
energéticas para sobrevivéncia e reproducdo (Lenz e Boehs 2011), com isso ocorre um efeito
negativo no crescimento das ostras o que coincide com o0s nossos resultados, com a salinidade
encontrada no periodo de transicéo Il em LS. Além do mais, se a variacao de salinidade durante
as chuvas ocorrer em curtos periodos de exposi¢éo, as ostras podem sobreviver, pois continuam

a se alimentar, mas em um ritmo mais lento (Lavaud et al. 2017).

Em ambas as regides de estudos ocorrem o cultivo de ostras, no entanto, a regido de
Lauro Sodre é responsavel pelo fornecimento da maior parte das sementes cultivadas nos

demais pontos de cultivo da regido como Nazaré do Seco (de Souza Sampaio et al. 2019). Dados
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ndo publicados da dissertacdo de Hoshino, (2009), revelaram que o indice de perda de sementes
era elevado como ocorreram nos anos 2007 e 2008, em 2008 grande parte das ostras em fase de
engorda foram perdidas durante o periodo mais chuvoso do ano, periodos onde a salinidade
chega a zero ocorre morte das ostras. A area de cultivo de Nazaré do Seco esta
aproximadamente a 15 km de distancia do oceano, recebendo maior aporte de agua salgada, ja
o cultivo das ostras da regido de Lauro Sodré em relagdo ao mar é de aproximadamente 25 km
de distancia da costa, além do mais essa regido é fortemente influenciada pela agua doce
drenada pelos rios proximos a regido (Pantoja et al. 2020). Essas caracteristicas ambientais
demonstram ter grande influéncia no desenvolvimento das ostras produzidas, sendo as da regiéo

de maior proximidade do oceano (NS) maiores e mais pesadas.

Em estudo desenvolvido por Oliveira et al. (2018) sobre a influéncia da sazonalidade no
desempenho de crescimento de C. gasar na regido amazonica em trés regides de cultivo, sendo
umas das suas areas de estudo a regido de Lauro Sodré, os mesmos verificaram que organismos
de areas com baixa salinidade apresentaram crescimento e ganho de peso limitados e também
concluiram que o desempenho de crescimento estd altamente relacionado a proximidade da
fazenda de ostras para 0 oceano. Ja no estudo desenvolvido por (Guzman-Aguero et al. 2013)
sobre o efeitos de diferentes salinidades (20, 30, 40 e 50 ppt) no crescimento e desempenho e
consumo de oxigénio de Crassostrea corteziensis apos 2 semanas, concluiram que a taxa de
crescimento e o consumo de oxigénio das ostras diminuiram com o aumento de salinidade.
Diante isso, percebe-se que os bivalves marinhos geralmente exibem taxa de crescimento

reduzido devido as mudancas de salinidade (Pourmozaffar et al. 2020).

4.3 Biomarcadores
4.3.1 Branquias

As branquias sdo as primeiras barreiras de defesa dos organismos, estando em contato
direto com a agua, sendo responsavel pela troca gasosa, filtracdo, alimentacdo e captacdo de
materiais (Belli et al. 2009). Entender a funcéo de cada 6rgdo nos ajuda a interpretar as repostas
dos biomarcadores bioquimicos frente a variacéo dos fatores fisico-quimicos principalmente a
salinidade. Estudos indicam que o estresse induzido pela salinidade geralmente afeta as
branquias, o que leva a producédo de espécies reativas de oxigénio (Freitas et al. 2020) levando
a oxidacdo das membranas lipidicas (Carregosa et al. 2014). Observou-se diminui¢do da ACAP
e da GST nos periodos de transicdo | e 11l para ambas as areas de cultivo. Isso sugere maior
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demanda do sistema de defesa antioxidante provavelmente frente a um aumento na producgéo
de ERO relacionada ao incremento na produgéo de a fim da manutencdo da homeostase (dos
Santos et al. 2021). Ambos os periodos de transicao | e Il iniciam o aumento da incidéncia

pluviométrica e hidrodinamica na qual ocorre oscilacdes dos parametros fisico-quimicos.

A diminuicdo da GST indica a resposta dos organismos frente ao estresse oxidativo
causado pela mudanca de salinidade (Freitas et al. 2015). Neste mesmo periodo observou-se
aumento do LPO principalmente para os organismos da NS demostrando que a diminuicao das
defesas antioxidantes levou ao aparecimento de dano oxidativo. Além disso, a demanda
metabdlica aumenta nos periodos de reproducdo (seco e seco-chuvoso). Por outro lado, o
aumento de lipidios peroxidados e manutencdo metabolica expde o 6rgdo a formacdo de

radicais livres, induzindo um possivel dano oxidativo (Goncalves et al. 2017).

Organismos de ambas as &reas apresentaram uma tendéncia de aumento da GST no
periodo de transicdo Il em comparacdo ao periodo de transicdo | e I1l. Esse resultado é mais
expressivo no periodo de transicdo Il, o que pode ser reflexo do efeito da continua descarga
fluvial nesse periodo principalmente em LS. E possivel observar, em conjunto com essa
resposta enzimética, que o peso total dos animais da LS diminui. A intensa chuva da regiéo
torna as aguas superficiais menos salinas, o que reflete os baixos valores de salinidade
encontrado em LS, além disso periodo de chuva tornam as dguas mais ricas em nutrientes (Da
Costa et al. 2011; Ramos et al. 2013). Neste periodo h& maior disponibilidade de alimentos para
os organismos advindo da decomposicdo da matéria organica, isso implica no aumento do
metabolismo acompanhado do gasto energético e consequentemente producdo de espécies
reativas de oxigénio que resultam na ativacdo das enzimas antioxidantes e de detoxificacdo
como a GST (Freitas et al. 2020). Estudos ainda indicam que a salinidade é um fator importante
que afeta a taxa de filtracdo em bivalves (Maoxiao et al. 2019). Para sua sobrevivéncia em
condi¢cdes de baixa salinidade, os bivalves consomem mais energia para prevenir suas
mudancas fisiologicas que ocasiona na diminuicdo da energia disponivel para crescimento
(Maar et al. 2015).

4.3.2 Gbnada

A gbnada ¢é o 6rgéo responsavel pela maturacdo dos gametas, e que durante 0 processo
de desenvolvimento dos gametas, requer muita energia e de muitos nutrientes para seu

complemento (Nahrgang et al. 2013; Balbi et al. 2017). Em bivalves, existe uma pequena
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relacdo funcional entre o sistema digestivo e o desenvolvimento das gbnadas. Logo, os periodos
de abundancia alimentar e desenvolvimento das gonadas sempre coincidem (Popovic¢ et al.
2021) . Na costa da Amazonia, as variacGes sazonais controlam os niveis de salinidade e a
disponibilidade de alimentos, o que controla o desenvolvimento das génadas e a desova de
C.gasar. (Dittmar e Lara 2001; Lenz e Boehs 2011). A maturacdo dos gametas ocorre durante
o0 periodo chuvoso e chuvoso-seco (baixa salinidades e alta precipitagdo) e desova no periodo
seco e seco-chuvoso (salinidade alta e baixa precipitacdo) (Paixdo et al. 2013). Isso explica 0s
nossos achados, onde observou-se alta ACAP no periodo chuvoso e alta atividade da GST no
periodo de transicéo Il para NS e também no periodo seco para LS. Estudos ainda indicam que
as alteracdes fisiologicas induzidas pelo ciclo reprodutivo aumentam a producdo de ERO, o que
também promoveria 0 aumento da atividade das enzimas como a da GST (Uluturhan et al.
2019).

Evidéncias prévias mostram que o crescimento somatico dos organismos diminui
durante o processo de reproducdo quando a energia esta dirigida a formacdo do tecido
reprodutivo, sendo a gametogénese considerada um fator endogeno que afeta o
desenvolvimento (Weng e Wang 2019). Este fato corrobora com 0s nossos dados, ja que 0s
pesos maximos foram observados nas ostras de LS no periodo chuvoso, coincidindo com o pico
da ACAP, seguidos por uma diminuicdo no periodo de transicao I, pico da GST. Mecanismos
que requerem niveis elevados de energia como a reproducdo podem aumentar a fonte de estresse
oxidativo, sobrecarregando os bivalves. Deste modo 0s mesmos néo conseguem lidar de forma
eficaz, ocorrendo assim a diminuicdo das defesas antioxidantes, com ou sem aumento da
geracdo de ERO (Storhaug et al. 2019).

Os resultados do LPO nas ostras do presente estudo também acompanham a variagédo
do estado reprodutivo, dado que, o estado hormonal, esta entre os fatores endégenos que induz
a danos oxidativos (Popovic et al. 2020). Por isso, a indugdo dos picos sazonais de LPO no
periodo seco e no periodo de transicdo I11 podem estar relacionados a desova. Estudos mostram
que o ovario em fase reprodutiva contétm uma alta concentracdo de &cidos graxos
poliinsaturados tornando-os suscetiveis a danos oxidativos (Popovic et al. 2021). A peroxidacao
lipidica induzida por variagdo sazonal foi relatada em diversos modelos bioldgicos, incluindo
o trabalho de (Schmidt et al. 2012) na costa alta em comparagéo com a costa baixa, (Popovic et
al. 2021) no trabalho sobre propriedades bioquimicas e de defesa antioxidante em diferentes

estacoOes.

4.3.3 Glandula digestiva



36

A glandula digestiva consiste em muitos tabulos com terminacdes cegas que s&o
revestidos por um epitélio digestivo constituido de células digestivas e basofilicas (Aarab et al.
2011). Ela esta envolvida na maior parte da biotransformacao de processos e ciclos redox
(Koehlé-Divo et al. 2019). No nosso trabalho observamos diferencas na competéncia
antioxidante na glandula digestiva. Atividades antioxidantes mais elevadas foram geralmente
observadas na glandula digestiva em relacdo aos outros 6rgdos analisados, como Shenai-
Tirodkar et al., (2017) reporta no seu trabalho. De acordo com Blasco e colaboradores (2016),
a GST esta principalmente localizada na fracdo citosolica da glandula digestiva, o que explica

0s maiores valores identificados neste 6rgéo.

Observou-se aumento da GST no periodo de transicao Il para ambas as areas e também
no periodo seco para 0s organismos de Nazaré do Seco. Esse resultado pode estar relacionando
ao aumento da atividade metabdlica relacionada as elevagdes sazonais da temperatura, e da
salinidade, bem como a intensa atividade reprodutiva que ocorre em ambos os periodos , sendo
a glandula digestiva um dos 6rgédos responsaveis pelo armazenamento de nutrientes e energia
para 0 processo da gametogénese (Popovi¢ et al. 2020). Sari e colaboradores (2020) nos seus
estudos com a espécie Anomalocardia flexuosa também observaram valores elevados da
enzima GST na glandula digestiva associando também os seus resultados com a aumento da

taxa metabdlica dos organismos.

Observou-se também, que o pico da GST encontrado nesses periodos coincidem com os
resultados observados na gbnada como relatado anteriormente. Nesse periodo de transigéo Il
ocorre a maturacdo e no periodo seco ocorre a desova dos gametas (Paixdo et al. 2013),
demostrando que a enzima antioxidante da glandula digestiva é afetada por fatores internos
como nutrigéo e a desova (Borkovi¢-Miti¢ et al. 2013) e que a variacdo da atividade da GST
depende do estado fisioldgico dos organismos. Por outro lado, observou-se diminuicdo da
ACAP nos organismos do periodo de transicdo | e da enzima GST nos organismos do periodo
de transicdo | e Il com um aumento do conteudo de lipideos peroxidados no periodo de
transicdo |1l em comparacdo aos do periodo de transicdo I, Il, chuvoso e seco, para ambas as
areas. E sabido que além da longa maturacio a disponibilidade de alimentos influencia na
bioquimica dos bivalves (Schmidt et al. 2013) isso explica o alto valor encontrado na

peroxidacdo lipidica encontrada no periodo de menos chuva como no periodo de transicéo I11.

4.3.4 Musculo
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O isolamento dos organismos frente a variagdo do meio foi descrito como uma resposta
contra o estresse salino (Borkovi¢-Miti¢ et al. 2013). Para escapar das condigdes estressantes
os bivalves fecham suas valvulas sendo os musculos adutores responsaveis por esta funcao
(Claros et al., 2021). Observou-se inducéo da atividade da GST durante o periodo de transicéo
I, do mesmo modo que foi observado na gbnada e na glandula digestiva. Além da funcéo de
abrir e fechar as conchas, os musculos auxiliam na quebra de glicogénio para fornecer energia
para o desenvolvimento das gbnadas (Popovic et al. 2020). Como dito no item 4.3.3, no periodo
de transicdo Il ocorre a maturagcdo dos gametas, presumindo que esse aumento da GST tenha
ocorrido pelo aumento de producdo de energia e consequentemente aumento da producédo de
espécie reativa de oxigénio. Além do mais, neste periodo ocorreu baixa salinidade,
especificamente nos animais da regido de LS, que culminou com baixos valores do peso total
apresentados pelos organismos. Os bivalves reduzem a quantidade de tempo que abrem suas
valvulas para reduzir sua exposicdo ao estressor, que deve afetar o seu metabolismo e o
potencial de crescimento devido ao seu alto custo energético, além disso 0s organismos
passaram por um metabolismo anaerobico que diminuira a producao de energia que certamente

afetara no crescimento dos organismos (Bal et al. 2021).

Um aumento da competéncia antioxidante (ACAP) foi encontrado durante o periodo
chuvoso (baixa salinidade) em relacdo ao periodo seco (alta salinidade) nas ostras da NS.
Presume-se que a demanda de regulacdo osmotica ocasionada pela diminuicdo da salinidade
tenha gerado aumento da necessidade de exercicio nos organismos através do fechamento das
conchas como forma de protecdo contra o estresse osmotico (causado pela diminui¢do ou pelo
aumento da salinidade, fora dos limites de tolerancia da espécie) (McFarland et al. 2013) sendo
tal comportamento chamado de pseudo-osmorregulacao facultativa (Berger e Kharazova 1997).
Além disso, a energia que estaria disponivel para o consumo diminuiu em consequéncia do
efeito da baixa salinidade, ocasionando gasto energético, o que resulta na diminui¢do da energia
disponivel para respostas fisioldgicas, como o crescimento (Pourmozaffar et al. 2020), o que

explica assim, 0s nossos achados no valor do peso total que foi menor no periodo chuvoso.

Pelo fato dos musculos serem o0s Orgdos menos responsivos nas analises dos
biomarcadores, ndo foi possivel detectar a peroxidacao lipidica pelo método TBARS, foram
feitos testes usando 30, 60, 80 e 100 ul de amostra, no entanto os resultados mantiveram

negativos, por isso, foi possivel determinar se ocorreu ou ndo dano oxidativo nesse orgao.
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5. Concluséao

O presente estudo avaliou os niveis basais do sistema de defesa antioxidante em ostras-do-
mangue C. gasar em sistemas de cultivo, ao longo de um ano, em quatro diferentes tecidos e a

partir disso concluimos que:

e Asvariagdes fisico-quimicas da agua, principalmente a salinidade, junto a sazonalidade

da regido sdo fatores que afetam o crescimento e processos bioquimicos das ostras.

e Paraequilibrar as condi¢des de extrema variacdo do meio ou pelo menos condigdes que
estejam longe do 6timo, os bivalves desenvolveram mecanismos de estratégias e
adaptativos para compensar suas condicdes. Todavia, observou-se ocorréncia de
alteracdes dos biomarcadores analisados.

e A capacidade antioxidante total (ACAP), a atividade da enzima glutationa-S-
transferase (GST) e a peroxidacdo lipidica (LPO) nos tecidos analisados sao

influenciados pela sazonalidade independentemente do local.

e Os resultados reforcam a importancia do conhecimento da sazonalidade do estado
oxidativo dos bivalves em relacdo ao manejo e cultivo dos bivalves na regido

amazonica, em particular a ostra-do-mangue C. gasar.
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CAPITULO 2

Respostas cardiacas em Crassostrea gasar sob imersdo e emersdo: uma investigacéo
experimental de como o ciclo de maré influencia o funcionamento do coracéo da ostra-do-

mangue
PERGUNTA

Como responde a atividade cardiaca de ostras C. gasar durante imersdo em agua salina
e emersao (exposicao atmosférica), simulando-se o que ocorre em um ciclo de maré?

HIPOTESE

Ostras sob imersdo aquatica mantém sua atividade cardiaca, enquanto que as ostras
emersas modulam sua atividade cardiaca, reduzindo-a, como estratégia de sobrevivéncia.

OBJETIVOS

Obijetivo geral

Caracterizar os registros basais do eletrocardiograma da ostra-do-mangue Crassostrea
gasar e o funcionamento cardiaco durante a imersao na agua salina e emersao com exposi¢do
ao ar.

Obijetivos especificos

e Caracterizar os registros eletrocardiograficos basais da espécie Crassostrea gasar;
e Investigar os efeitos da exposicdo aérea sobre a atividade cardiaca nas ostras;

e Avaliar o eletrocardiograma (ECG) das ostras de forma qualitativa por meio do tracado

cardiaco e de forma quantitativa por meio dos parametros cardiacos.
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Destaques

Foram desenvolvidas técnicas de registros eletrocardiograficos (ECG) na Crassostrea
gasar;

Exposicao aérea afetou a funcéo cardiaca de C. gasar;

O ECG de ostras emersas apresentou duas fases;

As ostras apresentaram arritmia na fase | e bradicardia na fase II;

A bradicardia indica diminui¢do do metabolismo como estratégia de sobrevivéncia



49

Resumo

Caracterizamos 0s registros basais do ECG de Crassostrea gasar sob imersao e avaliamos 0s
efeitos da exposicdo aérea sobre a atividade cardiaca das ostras por meio dos de parametros
cardiacos. Foram analisadas a poténcia espectral da frequéncia cardiaca (mV%/Hz x 10 %),
amplitude (mV), frequéncia cardiaca em batimentos por minuto (BPM), duracdo do complexo
QRS (s) e os intervalos P-Q (s) e R-R (s) nas ostras imersas e emersas durante 30 min. As ostras
imersas na agua apresentaram o tracado do ECG normal e regular com ritmo sinusal sem
alteracdes com todas as ondas e intervalos. Ja as ostras do grupo emerso, o tracado do ECG
manteve o ritmo sinusal, mas com modificacfes nos padrdes do tragado como periodo
isoelétrico prolongado e apresentou duas fases. Na fase I, a frequéncia cardiaca e a poténcia
espectral aumentaram e consequentemente o intervalo R-R diminuiu. Na fase |1, a frequéncia
cardiaca e a poténcia espectral diminuiram e, consequentemente o intervalo R-R aumentou. O
complexo QRS das ostras emersas diminuiu em ambas as fases em comparagdo ao grupo
imerso. O intervalo P-Q foi semelhante em ambos 0s grupos experimentais indicando que apds
atividade atrial o tempo para ativacdo ventricular foi mantido nas ostras. Concluimos que a
exposicdo aérea afetou a funcéo cardiaca de C. gasar, a arritmia nas ostras em resposta ao inicio
da exposicdo aérea foi para manter o suprimento de oxigénio e a bradicardia ocorreu para

diminuir o metabolismo como estratégia de sobrevivéncia.

Palavras-chave: Eletrocardiograma; estuario; exposicao aérea; bivalve
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1. Introdugéo

Muitos bivalves séo espécies de aquicultura economicamente importante ao redor do
mundo, representando 22,8% de produtos aquaticos no mercado (Moffitt e Cajas-Cano, 2014).
Os bivalves sdo organismos que vivem em zona interdital marinha, area da costa marcada pela
maré alta e baixa (Varela et al., 2007), estando tanto em ambiente aquatico como terrestre
(Connor e Gracey, 2012). Muitos bivalves marinhos possuem mecanismos para garantir a sua
sobrevivéncia sob essas constantes mudancas do meio (Borkovi¢-Miti¢ et al., 2013). Um desses
mecanismos € a capacidade de abrir e fechar as suas valvulas, de modo a se adequar ao meio
frente as suas constantes variagdes (Sokolov e Sokolova, 2019). Esse comportamento fornece
protecdo de curto prazo contra estresse osmatico, separando o fluido interno do ambiente
externo (Pourmozaffar et al., 2020). Mas sabe-se que, essa habilidade compromete o
desenvolvimento dos bivalves, uma vez que a alimentagdo ndo ocorre durante esse tempo, além
da diminuicdo da sua taxa de respiracdo (Solanc, 2016). Além disso, com o retorno dos
batimentos cardiacos a normalidade, quanto ha nova imersdo, é possivel que 0s organismos
desenvolvam um processo conhecido como sindrome da isquemia-reperfusdo (Barzegar et al.,
2019). Essa sindrome caracteriza-se gerar estresse oxidativo, uma vez que ocorre uma
oxigenacdo intensa da hemolinfa no retorno da reperfusdo somada ao acimulo, durante a
isquemia, de xantina e hipoxantina (subprodutos da degradacdo anaerébica do ATP), que
guando oxidados geram uma grande concentracdo de espécies reativas de oxigénio (Eltzschig
e Eckle, 2011). Essa condicdo também tem o potencial de afetar o desenvolvimento dos

animais, o que € particularmente importante para ambientes de cultivo.

Organismos de zona entremarés expostos ao ar por até 50% do tempo em niveis mais
baixos da costa (periodo de privacdo da agua), a exposicdo aérea aumenta a intensidade do
estresse (Moyen et al., 2019). O estresse pode desencadear uma reducdo da taxa metabdlica,
bem como ocasionar uma rapida diminuigdo da atividade cardiaca (Gracey e Connor, 2016).
Estudos ainda tem revelado que invertebrados que sofrem qualquer tipo de estresse ambiental
atingiram o pico de frequéncia cardiaca (FC) seguido por uma queda repentina (Dong e
Williams, 2011). Nesse contexto, € necessario 0 uso de ferramentas para avaliar os efeitos
causados durante o tempo em que 0S organismos se encontram em imersdo aquatica e emerséo,
sob exposicdo aerea. Uma ferramenta valiosa nesse sentido € o eletrocardiograma, que avalia a
atividade cardiaca e auxilia no melhor entendimento do estado fisiolégico dos organismos
(Xing et al., 2019).
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O eletrocardiograma (ECG) consiste na gravacao dos impulsos elétricos que sdo gerados
enquanto o coracdo estad em contragdo, representando a soma dos potenciais de a¢cdo do coracao
que provém da superficie do corpo (Goldberger et al., 2017). No ECG, além da FC que fornece
informacdes valiosas sobre a atividade cardiaca, também é possivel analisar as ondas P, Q, R,
S e T do ritmo sinusal e os seus intervalos R-R, P-Q, QRS, ST e QT que determinam
informagdes sobre o musculo cardiaco dos organismos (Sheffield et al., 1969). Avaliar esses
parametros em bivalves sob as variagdes naturais nos auxilia no entendimento das respostas
fisioldgicas dos organismos frente a essas constantes variacdes naturais de marés (Logan et al.,
2012). O coragdo dos bivalves é semelhante aos vertebrados, cada compartimento cardiaco é
constituido de midcitos que se contraem simultaneamente, resultando assim em batimentos

cardiacos de bombeamento da hemolinfa funcional (Kodirov, 2011).

Nesse estudo usamos como organismo modelo a ostra-do-mangue Crassostrea gasar
para medir as respostas cardiacas. A ostra-do-mangue C. gasar é naturalmente encontrada em
ambientes estuarinos, tendo como seu habitat natural regides de manguezais, onde vive fixa em
raizes do mangue ou em rochas, locais que sofrem influéncias das variages de marés (Varela
et al., 2007). As ostras sdo importantes fontes de renda para a populagdo costeira, sendo
extraidas de seu ambiente natural para venda e consumo local (Ramos et al., 2014). O cultivo
de ostra na regido amazonica € uma atividade aquicola que gera renda, que contribui para
conservacao dos estuarios, diminuindo a pressdo sobre 0s estoques naturais e assim permitindo
uma exploracdo mais sustentavel (Guimaraes et al., 2010). Estudos tém evidenciado que
varia¢Bes das condi¢Ges ambientais como variagdes de maré afetam diretamente o cultivo de
ostras (Letendre et al., 2008). Logo o uso do ECG em ostras de cultivo transmitird informacdes
sobre a sobrevivéncia desses organismos e de que modo se adaptam frente as mudancas da maré
no ambiente ( Cajaraville et al., 2013; Chapperon et al., 2016). Esse estudo é o primeiro que

avalia o funcionamento cardiaco in vivo em C. gasar.

Levantamos a hipdtese de que as ostras sob imersdo aquatica mantém sua atividade
cardiaca e que ostras sob exposicdo aérea modulam sua atividade cardiaca como estratégia de
sobrevivéncia. Diante disso, caracterizamos os registros basais do ECG de C. gasar sob imerséo
e avaliamos os efeitos da exposicdo aérea sobre a atividade cardiaca das ostras por meio dos
seguintes parametros cardiacos: poténcia espectral da frequéncia cardiaca (mV?/Hz x 107%),
amplitude (mV), frequéncia cardiaca em batimentos por minuto (BPM), duracéo do complexo
QRS (s) e intervalos P-Q (s) e R-R (s).
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2. Material e métodos
2.1. Coleta e aclimatacao das ostras

Ostras adultas da espécie C. gasar foram adquiridas de um banco sementeiro na Reserva
extrativista Marinha Mae Grande de Curucd, Para, Brasil (licenca do governo federal SISBIO-
ICMBIO n° 71444-1). Os animais (n=6; comprimento 8,5+4,1 cm; largura 2,8+0,1 cm; altura
6,1+0,1 cm e peso 71,6+62,2 g) foram aclimatados durante 7 dias em aquério de vidro (35 x 30
x 35 cm; 36 L) com filtro bioldgico e aeracdo constante, no Biotério de experimentacdo do
Laboratorio de Farmacologia e Toxicologia de Produtos Naturais da Universidade Federal do
Pard (UFPA). A aclimatacgdo inicialmente ocorreu em agua do estuério (salinidade 10 ppm) e
gradativamente foi trocada por 4gua salgada sintética com salinidade 20 ppm — valor ideal para
sobrevivéncia e crescimento de C. gasar (Funo et al., 2015). Os parametros da qualidade da
agua foram mantidos e monitorados por meio de sonda multiparamétrica (HORIBA®) —
temperatura (25 ° C), oxigénio dissolvido (5,0 mg/L); pH (7,5) e salinidade (20).

2.2 Confeccédo e coordenadas para implementacéo do eletrodo

Para captacdo da atividade elétrica cardiaca das ostras foram confeccionados eletrodos
contendo duas hastes de aco inoxidavel, fixadas com solda a um conector e conjugadas a uma
distancia de 2,5 mm, com as dimensdes em comprimento de 17 mm e com a ponta em esfera
medindo 1mm de didmetro. As hastes foram fixadas em uma base com pinos conectores

representando o polo positivo e negativo para conexdo ao amplificador (Fig.1 A).

Para o implante dos eletrodos as ostras foram colocadas em um plano cartesiano com a
ordenada tangenciando para o bordo anterior do ligamento, tragcando uma reta do ponto A para
o0 ponto B (Fig. 1B). Como foi observado um padrdo para todos os animais em relacéo a posicédo
do coracao, foi obtido um indice de proporcionalidade o indice 0,6315, no qual foi multiplicado
pelo comprimento total das ostras na direcdo A para B, indicando o ponto que deveria ser

inserido o eletrodo (Fig. 1 B, seta).

Apbs a identificacdo do local, as ostras foram perfuradas com uma broca odontoldgica
para a instalacdo do implante, com posterior fixagao do eletrodo com acrilico autopolimerizavel
(Fig. 2 A e B). Em seguida, as ostras permaneceram com o0 eletrodo por 24 h para posterior
aquisicao dos registros eletrocardiogréaficos.
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Figura 1. Confec¢do e coordenadas para implementacdo do eletrodo em Crassostrea gasar. A) Modelo
esquematico das dimensdes dos eletrodos; B) Coordenada para implantacdo do eletrodo. A seta em vermelho

mostra o local onde foi feita a perfuracéo.

External part

Inside part

Figura 2. Implementacéo do eletrodo em Crassostrea gasar. A) Fixa¢do com o acrilico autopolimerizével na parte

externa. A linha tracejada mostra a coordenada e aplicacdo do indice; B) Posicionamento interno do eletrodo em

relagdo ao musculo adutor. As setas em vermelho mostram os eletrodos (polos positivo e negativo) e a seta preta

mostra a posi¢do do musculo adutor.

2.3 Analise dos registros eletrocardiograficos

Os registros eletrocardiograficos foram analisados inicialmente nas ostras imersas na

agua durante 30 min para avaliar os registros basais (Grupo imerso). Em seguida, 0s animais

foram retirados da dgua (Grupo emerso) e o eletrocardiograma foi analisado por mais 30 min

para avaliar a atividade cardiaca sob exposicao aérea. Todo o experimento foi realizado em uma

gaiola metalica de Faraday (TMC).
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Os eletrodos foram ligados a um sistema de aquisicéo de dados digital por meio de um
amplificador diferencial de alta impedéncia de entrada (Grass Technologies, Modelo P511),
ajustado com filtragem de 0,3 e 300 Hz, com uma amplificacdo de 2000X e monitorados com
um osciloscopio (ProteK, Modelo 6510). Os registros foram monitorados continuamente com
uma faixa de 1 KHz (National Instruments, Austin, TX), armazenados em um disco rigido e
posteriormente processados através de um software especializado (LabVIEW express) (Fig. 3).

Os sinais elétricos dos registros foram observados em 1000 amostras por segundo. As
analises dos sinais adquiridos foram possiveis com auxilio de uma ferramenta de linguagem de
programacédo versdo 2. As bibliotecas Numpy e Scipy foram usadas para 0 processamento
matematico e a biblioteca Matplolib foi utilizada para elaboracdo dos graficos. A interface
gréfica foi desenvolvida utilizando a biblioteca PyQt4 de acordo com Cantanhéde et al. ( 2020).
Os seguintes parametros cardiacos foram analisados: poténcia espectral da frequéncia cardiaca
em mV?/Hz x 10 3, frequéncia cardiaca em batimentos por minuto (BPM), amplitude dos
tracados (mV), duracdo do complexo QRS (s) e dos intervalos P-Q (s) e R-R (s).
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Figura 3. Aquisicdo do sinal cardiaco de Crassostrea gasar mostrando os eletrodos ligados ao amplificador. Os

registros tém duracdo de 900 segundos e a amplificacdo de 60 segundos.

2.5. Analise estatistica

Apds verificar os pressupostos de normalidade e homogeneidade de variancias, por

meio dos testes de Kolmogorov-Sminov e Levene respectivamente, a comparacao das médias
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dos registros foram feitas através de ANOVA um critério, seguida do teste de Tukey. O
software GraphPad Prism® 8 foi utilizado para as analises e o valor de p < 0,01 foi considerado

estatisticamente significativo em todos os casos.

3. Resultados
3.1 Eletrocardiograma de ostra-do-mangue Crassostrea gasar

O tracado do eletrocardiograma basal (ECG) dos espécimes imersos de C. gasar
apresentou ritmo sinusal sem alteracdes com todas as ondas e intervalos (Fig. 4 A e B): a onda
P (atividade atrial), o complexo QRS (despolariza¢do ventricular), a onda T (repolarizacéo
ventricular) e os intervalos RR (tempo entre dois complexos QRS sucessivos) e PQ (medida e
tempo para atividade atrial e inicio da atividade ventricular). O ritmo sinusal das ostras imersas
apresentou médias de amplitude do tracado de 1,299+0,1060 mV e frequéncia cardiaca de 6,33
+0,5164 BPM (Fig. 6 A e B).
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Figura 4: Eletrocardiograma (ECG) normal de Crassostrea gasar (n=6) do grupo imerso. A) ECG basal durante
30 minutos; B) ECG ampliado em 60s mostrando a Frequéncia cardiaca (BPM), Amplitude (mV), Intervalos R-R
(s) e P-Q, Duracéo e amplitude do complexo QRS (5).

Durante a exposicdo aerea de C. gasar, o tracado do ECG manteve o ritmo sinusal, mas
com modificagdes nos padroes do tracado apresentando duas fases (Fig. 5 C). Na primeira fase

a amplitude do tragado (1,141 £ 0,2095 mV) foi semelhante ao do grupo imerso, mas ocorreu
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aumento da frequéncia cardiaca (9,833 0,9832 BPM) durante 12 minutos (Fig. 6 A e B). Na
segunda fase, a amplitude (0,8622 + 0,07710 mV) e a frequéncia cardiaca (3,667 + 0,8165
BPM) diminuiram comparado ao grupo imerso e a fase | (Fig. 6 A e B), com periodo de
funcionamento da atividade cardiaca seguido de um periodo isoelétrico prolongado no tracado
(Fig. 5 E, seta) [Frequéncia: F (2, 15) = 90,61; P< 0,01; amplitude: F (2, 15) = 14,42; P< 0,01].
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Figura 5. Eletrocardiograma (ECG) de Crassostrea gasar (n=6) do grupo emerso. A) ECG durante 30 minutos
com duas fases: Fase | (linha em vermelho) e Fase Il (linha em azul); B) ECG do grupo emerso ampliado em 60 s
da Fase | com identificagdo das ondas cardiacas (linha tracejada em vermelho); C) ECG do grupo emerso ampliado

em 60 s da Fase Il (linha tracejada em azul) mostrando o periodo isoelétrico (seta em vermelho).
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Figura 6: Batimento cardiaco de Crassostrea gasar dos grupos imerso e emerso. A) Média da amplitude do
complexo QRS; B) Média da frequéncia cardiaca em batimentos por minuto. (***) indica diferenca estatistica para

0 grupo imerso; (###) indica diferenca estatistica para a fase | do grupo emerso (p<0,01, n=6).

Na avaliacdo da poténcia espectral da funcao cardiaca das ostras foi observado aumento
da intensidade e energia nas frequéncias abaixo de 10 Hz nas ostras do grupo imerso, com
média 60,48 + 4,190 mV? Hz x 103 (Fig. 7 A e C). Nas ostras emersas da primeira fase a
intensidade e energia permaneceu alta (57,51 + 8,732 mV? Hz x 10°) em consequéncia da alta
frequéncia cardiaca encontrada nessa fase. Ja as ostras emersas da segunda fase esse parametro
diminuiu (21,26 + 5,438 mV?/ Hz x 10%®) [F (2, 15) = 69,57; P< 0,01] (Fig. 7 B e C), indicando
uma baixa atividade cardiaca em decorréncia das alteracGes observadas no ECG dessa fase,

como a baixa frequéncia cardiaca e os periodos isoelétricos no tragado.
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Figura 7. Espectrograma da frequéncia cardiaca em 30 minutos de Crassostrea gasar dos grupos imerso e emerso
mostrando a intensidade do sinal (escala colorimétrica) ao longo do tempo em frequéncias de até 10 Hz. A)
Espectrograma das ostras imersas; B) Espectrograma das ostras emersas mostrando as fases | e Il separadas por
linha tracejada em vermelho; C) Amplitude media de poténcia em escala linear (***) indica diferenca estatistica
para o grupo imerso (###) indica diferenca estatistica para a fase | do grupo emerso (p<0,01, n=6).

Em relacdo aos intervalos médios das ondas do ECG, os intervalos P-Q e R-R das ostras
imersas se mantiveram regulares com médias de 2,096 + 0,06216 e 11,03 + 0,6297 segundos,
respectivamente (Fig. 8 A e C). Na avaliacdo do ECG das ostras do grupo emerso, o intervalo
P-Q de ambas as fases (Fig. 8 A) ndo apresentou diferenca significativa em relagdo ao grupo
imerso (Fase I: 1,908 + 0,1279 s, Fase 1l 2,448 + 0,6495 s) [F (2, 15) = 3,058; P=0,0769]. O
intervalo R-R (Fig. 8C) das ostras emersas da fase | (5,863 + 2,007 s) diminuiu em relacdo as
ostras do grupo imerso, em consequéncia da alta frequéncia cardiaca dos animais nessa fase.
Na fase Il, observou-se 0 oposto, com aumento desse parametro (14,83 = 2,927 s) em

consequéncia da baixa frequéncia cardiaca nessa fase [F (2, 15) = 28,08; P< 0,01].

A média do complexo QRS das ostras emersas diminuiu em ambas as fases (Fase I:
0,5687 + 0,1264 s; Fase 1l: 0,6238 £ 0,05539 s) em comparacdo ao grupo imerso (0,7862 +
0,09169 s) [F (2, 15) = 8,382; P= 0,0036], mostrando que a exposicdo aérea afetou o

funcionamento cardiaco em ambas as fases (Fig. 8 B).
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Figura 8. Intervalos das ondas do eletrocardiograma de Crassostrea gasar dos grupos imerso e emerso. A) Média
do intervalo P-Q; B) Média da duracdo do complexo QRS; C) Média do intervalo R-R. (***) indica diferenca
estatistica para o grupo imerso; (###) indica diferenca estatistica para a fase | do grupo emerso (p<0,01, n=6).

4. Discussao

A partir do eletrocardiograma (ECG) é possivel capturar o registro continuo da atividade
cardiaca dos bivalves que sdo expostos ao ar nas zonas entremarés, tanto em habitat natural
quanto em laboratorio (Gurr et al., 2018). No entanto, a maioria dos estudos abordam apenas a
frequéncia cardiaca (FC), pois é considerado um bom indicador do estado fisiolégico em varios
animais e é relativamente estavel e facil de calcular (Xing et al., 2019). Em nosso estudo, além
da FC usamos outros parametros do ECG (as ondas e seus intervalos) que contribuira para uma
compreensdo mais abrangente da atividade cardiaca de ostras. C. gasar sob condicGes
experimentais de imersdo e emersdo mostraram diferenca nas respostas eletrocardiograficas. A
atividade cardiaca das ostras imersas foi normal e regular no tempo experimental, mas as ostras
sob exposicdo aérea apresentaram alteracBes no ritmo sinusal e no tragcado, afetando o

funcionamento cardiaco.

Nas ostras da primeira fase do grupo emerso ocorreu o aumento da frequéncia cardiaca (FC) e
consequentemente a diminui¢do do intervalo R-R no ritmo sinusal, o que caracteriza uma
arritmia nesses animais. Mas, esse quadro de arritmia permaneceu por um curto periodo. Como
essa fase inicia a transicdo de ambientes, o batimento cardiaco das ostras acelerou
provavelmente como resposta para uma maior circulagéo de hemolinfa no corpo das ostras para
aumentar o transporte de oxigénio para os tecidos, pois, 0 oxigénio dissolvido na agua retida
dentro das valvulas se esgota em minutos e a hipoxia se inicia (Bayne, 1976). Além disso, as

ostras permanecem com as valvulas fechadas, o que impede 0 acesso ao oxigénio ambiental.
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No ambiente natural como nos estuarios amazonicos ocorre as grandes marés semidiurnas com
periodo de aproximadamente 12 h, apresentando duas preamares e duas baixa-mares ao longo
de um dia lunar com amplitudes de maré de mais de 3 m (Miranda et al., 2002). Durante ciclos
de maré, os bivalves sésseis utilizam o oxigénio atmosférico que se difunde no fluido da
cavidade do manto, de onde é removido pelas branquias para a respiragdo (Connor e Gracey,
2012). Mas em laboratorio, essa eficiéncia diminui, como observado no estudo de Willson e
Burnett (2000) em que a captacdo de oxigénio pela ostra Crassostrea virginica sob condigdes

aéreas foi inferior a 0,1% de sua absor¢édo de oxigénio.

O inicio da hipoxia desencadeia uma redugdo na taxa metabdlica (de Zwaan, 1996), o
que foi observado nas ostras sob emersdo aérea a partir de 12 min de exposicao, pois as ostras
apresentaram frequéncia cardiaca reduzida e consequentemente um aumento do intervalo R-R
no ritmo sinusal, o que caracteriza bradicardia nesses animais. Como a frequéncia cardiaca pode
ser usada como uma medida da funcdo metabdlica e fisioldgica de bivalves (Campbell et al.,
2007), sugerimos que o batimento cardiaco desacelerou nos animais para diminuir o
metabolismo em exposicdo aérea. O mesmo acontece no ambiente natural, uma estratégia
comumente usada por bivalves entre marés durante a exposicdo aérea € uma reducdo no
consumo de oxigénio, diminuindo o metabolismo, pois em condi¢fes naturais as ostras
experimentam mudancas nos niveis de oxigénio disponivel associados ao ciclo das marés
(Connor e Gracey, 2011).

Resultados semelhantes foram encontrados por Gurr et al.(2018) em um estudo
bexperimental de laboratorio, onde mediram a atividade cardiaca da ostra Argopecten irradians
em resposta a hipdxia in-situ de ciclo diario durante periodos de um més e observaram um
aumento na frequéncia cardiaca em resposta a quedas iniciais de oxigénio abaixo de 5 mg.L.
Em concentragdes ainda mais baixas (2 mg O2.,L), as taxas de batimento cardiaco diminuiram,

atingindo um estado de bradicardia durante a anoxia.

Associado a isso, na fase Il as ostras também apresentaram periodo isoelétrico
prolongado no tracado cardiaco, ou seja, a exposi¢do aerea causou uma supressao da atividade
cardiaca por alguns periodos. O tragado do coracdo variou consideravelmente nessa fase, com
evidéncia de batimento continuo do coracdo seguido de uma cessagdo gradual da atividade
cardiaca. Provavelmente essa alteracdo ocorreu para diminuir o ritmo cardiaco, como uma
estratégia de sobrevivéncia em condicOGes aéreas. Uma outra alteracdo observada no ritmo
sinusal das ostras emersas foi a diminui¢do do complexo QRS em ambas as fases, mostrando

que a exposicdo aérea afetou a contragcdo ventricular. Mas, o intervalo P-Q se manteve, tanto
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no ECG das ostras emersas quanto das imersas, mostrando que apds a atividade atrial o tempo
para ativacdo ventricular foi mantido nas ostras de ambos os grupos experimentais. Logo,
sugerimos que as alteracGes observadas no ECG de C. gasar podem ser revertidas em caso de
reimersdo e a atividade cardiaca normal pode ser retomada. Por outro lado, essa retomada da
atividade cardiaca promoveria a volta da circulacdo de hemolinfa no coracéo necesséria para
recuperacao da funcdo celular, promovendo eventos de isquemia-reperfusdo o que desencadeia
uma resposta inflamatoria sistémica que pode levar as lesdes celulares e até faléncia no coracao
(Kalogeris et al., 2012). Além disso, ocorrera a reintroducdo do oxigénio molecular (O2) no
coracdo, produzindo espécie reativas de oxigénio, altamente lesivos as células e que podem

iniciar uma reacdo inflamatdria sistémica grave (Dhalla et al., 2000).

Concluimos que a exposicdo aérea afetou a funcédo cardiaca de C. gasar, a arritmia nas
ostras em resposta ao inicio da exposicao aérea foi para manter o suprimento de oxigénio e a
bradicardia ocorreu para diminuir o metabolismo como estratégia de sobrevivéncia. A partir
dos nossos resultados, é necessario estudos futuros para avaliar o funcionamento cardiaco de
C. gasar sob reimersdo e avaliar as respostas cardiacas por um maior tempo experimental. Além
disso, esses resultados direcionam a necessidade de avaliarmos como funciona a sindrome de
isquemia e reperfusdo nesta espécie, uma vez que, caso ocorra pode afetar o desenvolvimento
dos organismos de cultivo e poderia ser util para definir areas de cultivo de ostras com menor

tempo de exposicao aérea.
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CONCLUSOES GERAIS

O crescente desenvolvimento da aquicultura mundial deve obrigatoriamente estar
vinculada a constante preocupacao sobre as mudancas dos fatores ambientais, a base para o
desenvolvimento dos organismos cultivados. No caso do cultivo de moluscos bivalves, existe
uma preocupacdo adicional, devido ao fato dos organismos sofrerem com as mudangas
ambientais, que afetam sua fisiologia podendo impactar seu desenvolvimento e seu

crescimento, o0 que vai na contramao do sucesso das atividades de cultivo.

Considerando a regido amazoénica, com a sazonalidade Unica e as marcantes variagoes
de marés modificam os padrdes ambientais e fisiol6gicos dos organismos residentes, sendo este
fato claramente descrito na literatura como caracteristicas que alteram o comportamento e
adaptacédo e da biota, tornando-se cada vez mais relevantes estudos que visem determinar as
respostas bioguimicas e eletrofisiologicas que possam expressar o estado fisiologicos dos

organismos de regides de cultivo.

As éreas de cultivos em estudo possuem caracteristicas ambientais que possibilitam a
criacdo de ostras C. gasar. A regido de Lauro Sodré, area mais afastada do oceano, com grandes
variacdes de salinidade por conta das intensas chuvas, ocorre o cultivo de ostra em travesseiros,
onde os organismos ficam menos expostos ao ar durante a maré baixa devido a posi¢édo mais a
dentro do estuario. J& a regido de Nazaré do Seco, area mais proxima do oceano, com menos
variacBes de salinidade, no entanto o travesseiro onde as ostras se encontram ficam mais a

margem da costa, expondo as ostras por mais tempo no ar, durante a vazante da maré.

Todas essas peculiaridades das areas de estudos, influenciam no metabolismo oxidativo
das ostras em cultivo como mostram 0s nossos resultados, em que mudancas nos parametros
ambientais e exposicdo ao ar alteraram a demanda metabodlica da ostra-do-mangue C. gasar.
Por outro lado, os nossos resultados demostraram ainda que as ostras apresentam mecanismos

adaptativos para lidar com essa alteragéo.

Assim, o uso integrado de biomarcadores de estresse oxidativo e eletrofisiologicos,
constitui uma metodologia apropriada para o diagnostico e monitoramento de areas de cultivo,
servindo também como um alerta no sentido de orientar os ostreicultores sobre a area a ser
selecionada para cultivo de ostras. Ademais, 0s nossos resultados demonstram a viabilidade de
uso da ostra-do-mangue Crassostrea gasar para programas de biomonitoramento

especialmente em areas de cultivo.
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ANEXO 1

Normas para estrutura do artigo da revista Aquaculture (Capitulo 1)
Subdivis&o: divida seu artigo em secGes claramente definidas e numeradas.

Introducdo: indique os objetivos do trabalho e forneca uma fundamentagéo adequada, evitando
o levantamento detalhado da literatura ou a sintese dos resultados.

Material e métodos: fornecga detalhes suficientes para permitir que o trabalho seja reproduzido
por um pesquisador independente. Os métodos ja publicados devem ser resumidos e indicados
por uma referéncia.

Resultados: os resultados devem ser claros e concisos.

Discusséo: deve explorar o significado dos resultados do trabalho, ndo repeti-los. Evite citagdes
extensas e discussao da literatura publicada.

Conclusbes: as principais conclusdes do estudo podem ser apresentadas em uma breve secdo
de Conclus6es, que pode ser isolada ou formar uma subsecdo de uma secdo de Discussao ou
Resultados e Discusséo.

Informacdes essenciais da pagina de titulo:
« Titulo: Conciso e informativo. Evite abreviacfes e formulas sempre que possivel.

» Nomes e afiliagdes dos autores: Indique claramente o (s) nome (s) e sobrenome (s) de cada
autor e verifique se todos os nomes foram digitados corretamente. Forneca o enderego postal
completo de cada afiliacdo, incluindo o nome do pais e, se disponivel, o endereco de e-mail de
cada autor.

« Autor para correspondéncia: Indique claramente quem iré lidar com a correspondéncia em
todas as fases de avaliacdo e publicacdo, também apds a publicacéo.

Destaques: sdo opcionais, mas altamente encorajados para este periddico. Inclua de 3 a 5
marcadores (maximo de 85 caracteres, incluindo espacos, por marcador).

Resumo: Um resumo conciso e factual é exigido de no maximo 400 palavras.
Palavras-chave: Imediatamente apds o resumo, forneca no maximo 6 palavras-chave.

Agradecimentos: Relna os agradecimentos em uma sec¢do separada no final do artigo antes
das referéncias.

Formatagéo de fontes de financiamento: Liste as fontes de financiamento desta forma padréo
para facilitar a conformidade com os requisitos do financiador.

Legendas das figuras: Certifique-se de que cada ilustragdo tenha uma legenda. A legenda
deve conter um breve titulo (ndo na prépria figura) e uma descri¢do da ilustracdo. Reduza o
texto nas proprias ilustragbes, mas explique todos os simbolos e abrevia¢des usados.

Tabelas: Envie as tabelas como texto editdvel e ndo como imagens. As tabelas podem ser
colocadas ao lado do texto relevante no artigo ou em pagina (s) separada (s) no final. Numere
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as tabelas consecutivamente de acordo com sua aparéncia no texto e coloque as notas da tabela
abaixo do corpo da tabela. Seja cauteloso no uso de tabelas e assegure-se de que os dados nelas
apresentados ndo dupliquem os resultados descritos em outra parte do artigo. Evite usar réguas
verticais e sombreamento nas células da tabela.

Formatacdo de referéncia: ndo ha requisitos rigidos sobre a formatacdo de referéncia no
momento do envio. As referéncias podem estar em qualquer estilo ou formato, desde que o
estilo seja consistente. O uso do DOI é altamente encorajado

Citagdes no texto: Autor unico: o nome do autor (sem iniciais, a menos que haja ambiguidade)
e 0 ano de publicagéo; Dois autores: nome de ambos 0s autores e ano de publicacdo; Trés ou
mais autores: o nome do primeiro autor seguido de 'et al.' e 0 ano de publicagéo.
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ANEXO 2

Normas para estrutura do artigo da revista Comparative Biochemistry and Physiology -
Part A: Molecular & Integrative Physiology (Capitulo 2)

Subdivis&o: divida seu artigo em sec6es claramente definidas e numeradas.

Introducdo: indique os objetivos do trabalho e forneca uma fundamentagéo adequada, evitando
o levantamento detalhado da literatura ou um resumo dos resultados.

Material e métodos: forneca detalhes suficientes para permitir que o trabalho seja reproduzido
por um pesquisador independente. Os métodos ja publicados devem ser resumidos e indicados
por uma referéncia.

Resultados: os resultados devem ser claros e concisos.

Discussao: deve explorar o significado dos resultados do trabalho, ndo repeti-los. Evite citagcdes
extensas e discussao da literatura publicada.

Conclusoes: as principais conclusdes do estudo podem ser apresentadas em uma breve secéo
de Conclus6es, que pode ser isolada ou formar uma subsecdo de uma secdo de Discussao ou
Resultados e Discusséo.

InformacGes essenciais da pagina de titulo:
« Titulo: Conciso e informativo. Evite abreviacfes e formulas sempre que possivel.

» Nomes e afiliagdes dos autores: Indique claramente o (S) nome (s) e sobrenome (s) de cada
autor e verifique se todos os nomes foram digitados corretamente. Forneca o enderego postal
completo de cada afiliacdo, incluindo o nome do pais e, se disponivel, o endereco de e-mail de
cada autor.

«Autor para correspondéncia: Indique claramente quem ira lidar com a correspondéncia em
todas as fases de avaliacdo e publicacdo, também apds a publicacéo.

Destaques: obrigatérios, eles consistem em uma pequena colecdo de pontos que capturam 0s
novos resultados de sua pesquisa, bem como novos métodos que foram usados durante o estudo
(se houver). Inclua de 3 a 5 marcadores (maximo de 85 caracteres, incluindo espacos, por
marcador).

Resumo: Um resumo conciso e factual é exigido de no maximo 250 palavras.
Palavras-chave: Imediatamente ap6s o resumo, forneca no maximo 5 palavras-chave.

Agradecimentos: Relna os agradecimentos em uma secdo separada no final do artigo antes
das referéncias.

Formatagéo de fontes de financiamento: Liste as fontes de financiamento desta forma padréo
para facilitar a conformidade com os requisitos do financiador.

Legendas das figuras: Certifique-se de que cada ilustragcdo tenha uma legenda. A legenda
deve conter um breve titulo (ndo na prépria figura) e uma descri¢do da ilustracdo. Reduza o
texto nas proprias ilustragbes, mas explique todos os simbolos e abrevia¢des usados.
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Tabelas: Envie as tabelas como texto editdvel e ndo como imagens. As tabelas podem ser
colocadas ao lado do texto relevante no artigo ou em pégina (s) separada (s) no final. Numere
as tabelas consecutivamente de acordo com sua aparéncia no texto e coloque as notas da tabela
abaixo do corpo da tabela. Seja cauteloso no uso de tabelas e assegure-se de que os dados nelas
apresentados ndo dupliquem os resultados descritos em outra parte do artigo. Evite usar réguas
verticais e sombreamento nas células da tabela.

Formatacdo de referéncia: Todas as publicacdes citadas no texto devem ser apresentadas em
ordem alfabética em uma lista seguindo o texto do manuscrito. As referéncias podem estar em
qualquer estilo ou formato, desde que o estilo seja consistente. O uso do DOI é altamente
encorajado.

Citagdes no texto: Autor unico: o nome do autor (sem iniciais, a menos que haja ambiguidade)
e 0 ano de publicagéo; Dois autores: nome de ambos 0s autores e ano de publicacdo; Trés ou
mais autores: o nome do primeiro autor seguido de ‘et al.," e 0 ano de publicagao.



