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Introducgéo Geral

O presente trabalho tem como objetivo investigar os efeitos dos metais
presentes na dgua na fisiologia de invertebrados de interesse econdmico. Nesse
sentido, utilizamos como modelos o camarao Litopenaeus vannamei, 0 camarao
mais cultivado no mundo, e ostras Crassostrea brasiliana. Esses animais
habitam principalmente regides marinhas e costeiras e estdo suscetiveis a ter

contato direto com os impactos antrépicos.

Grande parte da poluicio dos oceanos é causada por atividades
antropicas, como o lancamento de esgoto, agrotoxicos e descarte incorreto de
residuos solidos e industriais (Gerlin et al., 2016). Nos ambientes aquaticos os
poluentes podem atingir a 4gua, o sedimento e o animais. Os compostos
geralmente sdo modificados por processos quimicos, fisicos e bioldgicos,
causando deposicado, liberacdo e transporte dessas particulas, gerando
poluentes para esse ambiente. Dentre 0s principais contaminantes, estdo os
metais, residuos farmacéuticos, fertilizantes agricolas, derivados do petréleo,

plasticos e microplasticos (Gimiliani et al, 2020)

Os metais sdo poluentes comumente gerados por acdées humanas. Eles
sdo constituidos por elementos com pesos atdbmicos entre 63,5 e 200,6 e
gravidade especifica maior que 5,0 (Srivastava & Majumder, 2008). Alguns
metais sdo essenciais para a vida da biota como por exemplo o Zinco (Zn), Cobre
(Cu), Selénio (Se), Ferro (Fe) e Manganés (Mg) mas outros como Cadmio (Cad),
Mercurio (Hg) e Chumbo (Ch) ndo tém func¢des biologicas (Turoczy et al, 2001,

Kubrak et al., 2013). As fontes dos metais podem ser diversas como aguas de



mineragdo, processamento de metais, produtos farmacéuticos, produtos
quimicos organicos e plasticos (Bailey, 1999). Ao contrario dos contaminantes
organicos, 0s metais ndo sdo biodegradaveis sendo retidos em redes tréficas,
principalmente nas aquaticas (Fu & Wang, 2001; Kubrak et al, 2013). A
bioacumulacdo nos animais pode ocorrer por meio da respiragéo, ingestao de
alimentos ou via dérmica (Cesar, 2003; Shi et al, 2018) e gerar problemas como
estresse oxidativo, alteracées no metabolismo (Adeogun, 2020; Defo, 2014), na
diversidade genética (Banci, 2009), alteragcbes hormonais, crescimento e nas
atividades enzimaticas (Naimo, 1995). O nivel téxico dos metais é diretamente
relacionado a sua concentracdo e seu tempo de exposicdo aos organismos.
Temperatura, disponibilidade de oxigénio, salinidade, composi¢cdo quimica
também sédo fatores que influenciam a sua toxicidade (Merfa, 2010). Grandes
concentracbes de metais possuem efeito prejudicial aos organismos em um
curto espaco de tempo, porém pequenas concentracfes podem ocasionar

efeitos letais e sub-letais durante longos periodos de exposic¢do (Cesar, 2003).

Poluentes como os metais se acumulam em todos os seres vivos do
ambiente em que estdo presentes, porém, alguns organismos podem ser
utilizados como modelos de bioindicadores. As caracteristicas que definem um
animal como bom bioindicador séo informacdes biolégicas bem definidas, alta
sensibilidade a fatores estressantes, ampla distribuicdo ecoldgica e geogréfica,
facilidade de captura e capacidade preditiva (Tidon, 2006). De maneira geral, os
animais mais utilizados para avaliagcdo de impactos ambientais e estudos
ecotoxicolégicos em ambientes aquaticos sdo os invertebrados benténicos,
devido entre outros fatores ao seu ciclo de vida curto (Callisto et al, 2001), habito

sedentario que trazem informacdes representativas da area em que foram



coletados (Merfa, 2010), vivem e se alimentam préximo aos sedimentos onde ha
grande acumulo de toxinas, alta diversidade biol6gica, além de serem
responsaveis por grande parte da ciclagem de nutrientes e processamento da

matéria organica do ambiente (Callisto et al, 2001).

Com o aumento da populacdo mundial em 8 milhdes de habitantes, gerou-
se um grande desafio para suprir a demanda por alimentos (Taagepera, 2014;
Godoy et al.,, 2021). Com isso, a pesca e a aquicultura sdo extremamente
importantes como fontes de proteinas de qualidade. Nesse cenario, a aquicultura
tem se mostrado como uma alternativa eficiente para producéo de proteina de
alta qualidade. Em 2018, a producdo de organismos aquaticos atingiu
aproximadamente 114,5 milhdes de toneladas, totalizando cerca de US $263,6
bilhdes (FAO, 2020). Dentre os diversos setores da aquicultura, a carcinicultura
e a ostreicultura vem crescendo muito nos ultimos anos. Com isso, € de suma
importancia estudos que relacionem os contaminantes com a fisiologia desses

animais que possuem grande interesse econdmico.

O presente trabalho é dividido em dois capitulos. No primeiro nos
investigamos se a exposi¢cao crébnica do camardo Litopenaeus vannamei ao
cadmio afeta a ingestédo de energia e sua distribuicdo para as diferentes funcdes
fisiol6gicas como crescimento, metabolismo, muda, defecacédo e excrecao. No
segundo capitulo comparamos a fisiologia e a concentracdo de metais presentes
no corpo de ostras da espécie Crassostrea brasiliana cultivadas e selvagens.
Nossos resultados mostram que o metabolismo, a excregcdo de amodnia e a
osmorregulacdo dessa espécie € alterada de maneiras distintas dependendo do
local de origem das espécies, e que 0s metais se depositam de maneiras

diferentes em cada uma delas.
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Efeitos da exposicéo crénica a Cadmio no balanco energético do camaréo

branco do pacifico Litopenaeus vannamei.

RESUMO

O céadmio (Cd) € um metal ndo essencial para os organismos: Ele esta presente
em baterias e pilhas recarregaveis e o seu descarte inadequado tem aumentado
a concentracado deste poluente nos ambientes costeiros. Embora os metais
possam alterar a homeostase dos animais e causar uma redistribuicdo da
energia que seria canalizada para as diferentes fun¢des fisiol6gicas, pouco se
sabe sobre 0 balanco energético de espécies expostas a poluentes. Portanto,
nosso objetivo foi avaliar os efeitos do cadmio na fisiologia de Litopenaeus
vannamei, o camardo marinho mais cultivado no mundo. Os animais foram
expostos durante 30 dias a agua contendo 0,1mg/L de cadmio; os animais
controles foram mantidos em agua sem adicdo de cadmio. Foi escolhida uma
concentracdo de cadmio que realmente ocorre em aguas poluidas na natureza.
Quantificamos a energia ingerida diariamente e canalizada para crescimento e
metabolismo ou perdida na excrecéo nitrogenada, exuvia e fezes. Também foi
avaliado o tipo de substrato energético oxidado pelos animais, o indice
hepatossomatico e a osmolalidade da hemolinfa. O metabolismo foi avaliado por
meio do consumo de oxigénio de animais mantidos em camaras respirométricas
fechadas e a excre¢cdo de amonia por colorimetria. Os conteudos energéticos
foram detectados em bomba adiabética. Os efeitos do metal foram avaliados
pelo teste T seguido pelo SNK. Houve mortalidade (30%) apenas em L.
vannamei exposto ao cadmio. Animais expostos ao cadmio canalizaram mais
energia para o crescimento (33% da energia ingerida) do que o0s animais

controles (20%). A maior parte da energia ingerida foi canalizada para o



metabolismo (cerca de 40%) em ambos os tratamentos. Cerca de 30% da
energia ingerida foi canalizada para as demais funcdes como defecacéao,
excrecdo nitrogenada e muda. O tipo de substrato energético oxidado (uma
mistura de proteinas e lipideos), indice hepatossomatico (cerca de 6,6) e
osmolalidade da hemolinfa (cerca de 705 mOsm/Kg &gua) ndo sofreram
alteracdes em funcdo da exposicdo ao metal. Concluimos que a exposi¢ao
crbnica a cddmio causa hormese e altera aspectos da fisiologia de L. vannamei,
inclusive o balanco energético. Nesta espécie a hormese estéa relacionada ao
rapido crescimento, uma resposta adaptativa visto que animais maiores podem
ser mais eficientes na evitacao da predacéo e as fémeas podem acomodar um
maior niumero de ovos em seus pledpodos. No entanto, o crescimento dos
artropodes é dependente da troca do exoesqueleto e 0s animais apresentaram
uma alta taxa de mortalidade na pés muda. Além disso, ndo se sabe se 0s
animais que tiveram uma elevada taxa de crescimento durante os 30 dias de
exposicdo ao cadmio sofrerdo efeitos a longo prazo decorrentes de tal
exposi¢do. Visto que os animais foram expostos a uma concentracéo de cadmio
que realmente é encontrada no meio ambiente, o presente trabalho mostra que
este € um metal que pode afetar biologia da espécie e a aquicultura deste

importante camardo marinho.

Palavras-chave: Fisiologia, Crustaceos, Camarao, Poluicao.

1. INTRODUCAO

As zonas costeiras sao regides afetadas pelos impactos antropicos devido

a grande populacdo que a habita, sendo a poluicdo um dos principais fatores



desse impacto (Gerlin et al., 2016). Grande parte da poluicdo dos oceanos €&
causada por atividades antrépicas, como o lancamento de esgoto, materiais
agrotoxicos e descarte incorreto de residuos sélidos e industriais (Gerlin et al.,
2016). Nos ambientes aquéaticos os poluentes podem atingir trés locais
diferentes: 1) a 4gua, onde as particulas poluidoras podem estar dissolvidas e
disponiveis para os seres vivos; 2) o sedimento, onde armazenam e acumulam
varios compostos organicos e inorganicos (Power & Chapman, 1992). Tais
compostos geralmente sdo modificados por processos quimicos, fisicos e
biolégicos, causando deposicao, liberacdo e transporte dessas particulas; 3) os
organismos, podendo causar efeitos graves e letais, sendo o0 mais complexo dos

trés pela grande variedade de sistemas biolégicos existentes (Merfa, 2010).

Os metais sao poluentes comumente gerados por acées humanas. Eles
sdo constituidos por elementos com pesos atébmicos entre 63,5 e 200,6 e
gravidade especifica maior que 5,0 (Srivastava & Majumder, 2008). Alguns
metais sdo essenciais para a vida da biota como por exemplo o Zinco (Zn), Cobre
(Cu), Selénio (Se), Ferro (Fe) e Manganés (Mg) mas outros como cadmio (Cad),
mercurio (Hg) e chumbo (Ch) ndo tém funcdes bioldgicas (Turoczy et al, 2001;
Kubrak et al., 2013). As fontes dos metais podem ser diversas como aguas de
mineracdo, processamento de metais, produtos farmacéuticos, produtos
quimicos organicos e plasticos (Bailey, 1999). Ao contrario dos contaminantes
organicos, 0os metais ndo sédo biodegradaveis sendo retidos em redes tréficas,
principalmente nas aquaticas (Fu & Wang, 2001; Kubrak et al, 2013). A
bioacumulacdo nos animais pode ocorrer por meio da respiracao, ingestao de
alimentos ou via dérmica (Cesar, 2003; Shi et al, 2018) e gerar problemas como

estresse oxidativo, alteracées no metabolismo (Adeogun, 2020; Defo, 2014), na



diversidade genética (Banci, 2009), alteracdes hormonais, crescimento e nas
atividades enzimaticas (Naimo, 1995). O nivel toxico dos metais € diretamente
relacionado a sua concentracdo e seu tempo de exposicdo aos organismos.
Temperatura, disponibilidade de oxigénio, salinidade, composi¢cdo quimica
também sdo fatores que influenciam a sua toxicidade (Merfa, 2010). Grandes
concentracbes de metais possuem efeito prejudicial aos organismos em um
curto espaco de tempo, porém pequenas concentracbes podem ocasionar

efeitos letais e sub-letais durante longos periodos de exposi¢ao (Cesar, 2003).

O Cadmio (Cd) é um metal ndo essencial relativamente instavel e que
normalmente esta presente na natureza ligado a outros compostos, como
sulfetos de zinco (Zhang et al, 2019). Devido ao seu uso intenso na fabricacdo
de baterias, fertilizantes fosfatados, cimento e galvanoplastia os niveis de Cd no
ambiente aumentaram muito nos ultimos 50 anos, fazendo com que varias
espécies tenham contato com esse elemento. Aguiar et al, (2008) descreveu
concentracfes de até 6,1mg/L na regido de lguape, estado de S&do Paulo. Em
outras localizagbes, como no golfo do México, ja foram constatadas
concentracfes de até 0,26 mg/L (Arcega et al, 2021) e no Sri Lanka, onde os
sedimentos liberam na agua em média 40mg/L de ions de Cd (Bandara et al,
2010). Em Cubatao, litoral do estado de Sao Paulo, concentracdes de até
2,5mg/L j& foram detectadas em &gua (Ortega et al, 2022) Ha trabalhos
mostrando que a exposi¢cdo o Cd pode ser nociva a varios animais, inclusive os
crustaceos, por causar distlrbios respiratérios, alteragdes no ciclo de muda e no
crescimento (Felten et al, 2008), disrupcdo enddcrina (Byrne et al, 2009) além
de bioacumulacdo e biomagnificagdo na cadeia trofica (Zhang e Reynolds,

2019). Este metal é frequentemente encontrado em tecidos de crustadceos como



Carcinus maenas e Palaemon elegans (Butler e Zou, (2021). Portanto, além de
afetar todo o ecossistema, o Cd pode afetar a biologia das espécies, inclusive

aguelas de interesse econdmico.

Dentre os crustaceos que podem ter problemas devido a presenca do Cd
na agua e no sedimento estda o camardo branco do pacifico, Litopenaeus
vannamei visto que as aguas costeiras e marinhas estdo frequentemente
contaminadas por muitos tipos de poluentes oriundos de atividades humanas
(Paez-Osuna e Tron-Mayen, 1996). Litopenaeus vannamei € uma das espécies
de camardes mais cultivadas no mundo com uma producao anual de quase 5 mil
toneladas, o que representa 53% de todos os crustaceos cultivados (FAO, 2020).
Além disso, L. vannamei possui um papel importante na ecologia costeira por ser
uma espécie onivora, envolvida na ciclagem de matéria organica e de nutrientes
(Valdez et al., 2008). Ele é nativo da regido do Oceano Pacifico oriental, mas
amplamente cultivado na América Central e Sul e na Asia, principalmente na
China, Indonésia, Tailandia e Vietna (Zhang, 2019). O camardo L. vannamei
passa uma parte do seu ciclo de vida em areas costeiras, mas quanto atinge a
maturidade migra para areas oceanicas para reproducao. Além disso, essa é
uma espécie € um bom modelo para testes de toxicidade a poluentes, ja que
possuem ciclo de vida curto (comparado aos peixes), vivem e se alimentam
préximo aos sedimentos onde ha grande acumulacao de toxinas, além de serem
responsaveis por grande parte da ciclagem de nutrientes e processamento da

matéria organica do ambiente (Callisto et al, 2001)

De forma geral, as fazendas de cultivo de L. vannamei localizam-se em
areas costeiras e tém contato com a agua do mar que pode ser contaminada por

varios poluentes, incluindo metais como o Cd (Chua, 1992). Portanto, os



impactos dos metais devem ser levados em consideragdo tanto para a saude e
bem estar dos camardes cultivados, quanto para a saide humana, ja que € um
alimento muito consumido no mundo todo. Nesse sentido, 0os metais possuem
diversos efeitos negativos sobre a salde humana como lesdes prostéticas,
fraturas ésseas, disfuncdo renal, hipertensdo, anemia, colica gastrointestinal e

cancer de pulméo (Zhao et al, 2012).

Visto a importancia ecologica e econdmica do camardo marinho L
vannamei, o objetivo deste trabalho foi investigar os efeitos do metal Cd sobre a
fisiologia desta espécie. Os animais foram expostos durante 30 dias a
concentracdo de 0,1 mg/L de cadmio, um valor encontrado no ambiente aquatico
(Arcega, 2021). Véarios mecanismos fisioldgicos podem ser afetados pela
exposicdo aos metais e aqui ndés investigamos o balanco energético, um
parametro ainda pouco avaliado em trabalhos de ecotoxicologia. O balanco
energético indica como a energia ingerida diariamente é canalizada para as
diferentes funcdes fisiolégicas como crescimento, metabolismo, egestéo,
excrecdo nitrogenada e ecdise (Lawrence & Lane, 1982). Embora a
compreensao do balanco energético seja Util para aprimorar as técnicas de
cultivo otimizando as dietas, a taxa de alimentacdo e o manejo em condi¢cdes
adversas (Augusto et al, 2020; Duong et al, 2021) ela também pode gerar um
progndéstico de modelos de crescimento, estratégias reprodutivas, producdo de
residuos, mortalidade e dindmica populacional. No caso de animais expostos a
contaminantes, a distribuicdo da energia entre as diferentes funcdes pode ser
modificada a fim de que o animal seja desintoxicado. Esta mudanga no balanco

energeético pode ter como consequéncia uma redistribuicdo da energia ingerida

em detrimento de outras fungdes como reproducao e crescimento.



2. MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta dos Animais

Os camardes marinhos L. vannamei foram coletados em fazendas de
cultivo de camardes no estado de Santa Catarina. Os animais foram coletados
nos viveiros com o auxilio de redes de tarrafas. Os animais foram transportados
em caixas contendo agua do local de coleta sobre aeracdo constante para o
Laboratério de Aquicultura Sustentavel/UNESP em Sado Vicente e foram
mantidos na sala Uumida do Laboratorio de Aquicultura Sustentivel durante
quatro dias antes de comecar o0s experimentos. Foram aclimatados as condicées
laboratoriais em aquarios individuais contendo agua com salinidade (30S) e
temperatura (25°C +1) semelhantes a do local de. Durante esse periodo os
animais foram alimentados diariamente com cerca de 7% da sua biomassa com
racdo comercial para camardo marinho (Guabi, 40% de proteina). Todos os

camardes utilizados estavam na fase de inter-muda.

Os experimentos foram realizados com um total de 10 animais por

tratamento (N=10)

2.2 Exposicao dos Animais ao Cadmio em laboratério

De acordo com a legislacao brasileira a concentracdo de Cd ndao devem
ultrapassar 0,04mg/L em aguas marinhas, porém, Aguiar et al, 2008 descreveu
concentracbes de até 6,1mg/L na regido de Iguape, Sado Paulo. Em outras
localizagBes, como no golfo do México, ja foi constatado concentracdes de até
0,26 mg/L (Arcega et al, 2021). J& na regiao de Cubatéo, no Litoral do estado de

Séo Paulo, concentragdes de até 2,5mg/L ja foram detectadas em agua (Ortega



et al, 2022). Baseado nesses valores, os camardes deste trabalho foram
expostos a agua contendo 0,1mg/L de Cd. O grupo controle permaneceu em
agua sem adicao do metal. O cadmio foi diluido em &gua salobra 25S preparada
a partir da mistura de 4gua doce com sal marinho (Hiker Ocean Prosea Salt). Os
animais foram mantidos em aquarios individuais contendo 6L &gua sob aeracéo
constante. A cada trés dias, a agua dos aquéarios foi trocada a fim de evitar o
aumento da concentragcdo da amoOnia e manter o controle da concentracdo do
metal. Os animais foram mantidos durante 30 dias a tais condi¢cdes
experimentais para que fossem avaliados a mortalidade, o balanco energético e

a osmorregulacao da espécie.
2.2.1 Avaliagdo da Taxa de Mortalidade

A sobrevivéncia dos animais nos aquarios foi verificada durante os 30 dias
de experimentos trés vezes ao dia: as 8, 14 e 20 horas. Todo os animais que
morreram foram retirados dos aquarios. Visto que as datas das eventuais mudas
foram anotadas, foi possivel identificar se o animal morto estava na p6s muda

ou intermuda.
2.2.2 Avaliagao do Balanco Energético de L. vannamei
Taxa de Ingestao (C)

Foram oferecidos 7% da biomassa total de cada individuo como alimento
uma vez ao dia durante 30 dias. Os restos de alimento foram retirados dos
aguarios todos os dias no periodo da manha por sifonamento. As amostras foram
secas a 60°C (Estufa Nova Etica) por 48 h, pesadas (Metler Toledo Mod. UMX2,
precisdo de 1 pg) e guardadas em freezer para analise energética. Amostras

controles de alimento foram previamente pesadas e colocadas em aquarios



mantidos nas mesmas condi¢cdes experimentais, porém sem animais, para se
estimar a perda de massa do alimento por lixiviagdo. A taxa de ingestao foi
determinada pela diferenca entre a massa do alimento oferecido e aquele que
sobrou nos aquarios. O conteudo energético do alimento foi determinado em

bomba adiabética (IKA, C2000 Basic).
Egestédo (F)

As fezes foram quantificadas diariamente dos aquérios por meio da coleta
do material fecal com o auxilio de um sifdo. As amostras de fezes foram secas a
60°C (Estufa Nova Etica) por 48 horas e pesadas em balanca analitica (Metler
Toledo Mod. UMX2, precisdo de 1 ug). O conteudo energético das fezes foi

determinado em calorimetro (IKA, C2000 Basic).
Crescimento (P)

Os animais foram pesados no inicio e no ultimo dia do experimento (30°
dia), a fim de evitar o estresse por manipulacdo. No ultimo dia do experimento,
eles foram eutanasiados em gelo, secos em papel absorvente, colocados em
uma estufa (Estufa Nova Etica) a 60°C durante 48 horas e pesados em balanca
analitica (Metler Toledo Mod. UMX2, precisao de 1 ug). O contetdo energético
do corpo dos animais foi determinado em um calorimetro (IKA, C2000 Basic). O
ganho de massa dos animais foi obtido a partir da diferenca entre o peso umido

final e inicial das amostras.
Consumo de Oxigénio (R), Excrecao (U)

O consumo do oxigénio foi avaliado em uma camara respirométrica

fechada equipada com oximetro e monitor YSI modelos 53 e 5905,



respectivamente. Os animais ficaram aclimatados por 30 minutos as camaras,
com aeracdo constante, salinidade e temperatura da &gua iguais ao do
tratamento em que estavam. Essas camaras ficaram mantidas tampadas e no
escuro. Apés esse periodo, a aeracao foi retirada e realizada a medicao inicial
da concentracdo de oxigénio dentro das camaras. Apds 60 minutos, foi feita uma
nova medicdo. Camaras controles sem animais dentro foram mantidas nas
mesmas condi¢cdes experimentais. A determinacdo do consumo de oxigénio foi
feita pela diferenca entre a concentracdo de oxigénio dentro das camaras no

inicio e no final do experimento de acordo com a férmula abaixo:

TR = {[(Co — Cf). VIAT] - f}/MS

Onde,

TR: taxa respirométrica (ug O2/mg MS/h)

Co: concentracao inicial de oxigénio na camara (ml O2/l)

Cf: concentracéo final de oxigénio na camara (ml O2/l)

V: volume da camara respirométrica (L)

AT: duracao do experimento (h)

f: alteracdo na concentracao de oxigénio nas camaras controles

MS: massa seca do animal (mg)

A excrecao nitrogenada foi avaliada pela quantificagdo de amonia total,
que é o principal produto do catabolismo proteico dos crustaceos. A excrecéo foi
medida a partir de amostras de agua obtidas das camaras respirométricas no

final de cada experimento do consumo de oxigénio (Augusto & Masui, 2014;



Augusto & Valenti, 2016). As variagdes na concentracdo de amonia total foram
calculadas pela diferenca entre os valores obtidos nas amostras e na camara
controle (sem animal). A concentracdo de amonia foi determinada por

colorimetria (Koroleff, 1983).

O consumo de oxigénio e a excre¢ao de amoOnia total foram expressos
como taxas individuais (g ind* h') e massa seca especifica (mg g* peso seco h
1). O consumo de oxigénio foi convertido em energia como 14,06 J mg?! O2
(Gnaiger, 1983; Lemos et al., 2006). Os valores de excrecao de amonia foram
transformados em energia como 24,87 mg* NHz (Elliot & Davison, 1975; Lemos

et al., 2006).

Energia Perdida na Exavia

As exuvias foram retiradas dos aquarios e secas a 60°C (Estufa Nova
Etica) por 48 horas e pesadas em balanca analitica (Metler Toledo Mod. UMX2,
precisdao de 1 ug). O conteudo energético das exlvias foi determinado em

calorimetro (IKA, C2000 Basic).

2.3.1 Avaliacao do Substrato Energético Oxidado

O tipo de substrato energético oxidado foi calculado por meio da relacdo
atdmica O/N, dividindo-se a quantidade de oxigénio consumido pela excrecao de
nitrogénio (mol) (Mayzaud & Conover, 1988). De acordo com Mayzaud e
Conover (1988) , o catabolismo de proteinas puras produzira razdes O:N na faixa
de 3 a 16, enquanto quantidades iguais de catabolismo de lipidios e proteinas

produzirdo valores entre 50 e 60; acima de 60 ha predominancia de lipidios. O



consumo de energia foi convertido em energia como 14,06 J mg™ O, (Gnaiger,
1983) e os valores de excrecao foram transformados em energia como 24,87

mg* NHs (Lemos et al., 2006).

2.3.2 Avaliacéo do indice Hepatossomatico

O hepatopancreas de cada animal foi dissecado apos eles serem
eutanasiados, mantidos em estufa (Nova Etica) a 60°C durante 48 horas e
pesado. O restante do corpo de cada animal também foi seco e pesado. O indice
hepatossomatico foi calculado de acordo com a férmula a seguir: indice

Hepatossomatico = (Peso seco do 6rgao/ peso seco do animal) X 100.
2.3.3 Avaliacdo da Osmolalidade da Hemolinfa

Foram retiradas cerca de 30 pl de de hemolinfa da regido do cefalotérax
de L. vannamei, utilizando-se seringa de insulina e agulha #25-8 (Augusto et al,
2009; Ramaglia et al, 2018). As amostras foram guardadas em um freezer (-20
°C) para posterior analise da osmolalidade. A osmolalidade da hemolinfa foi
medida em amostras de 10 yl em um micro-osmometro de pressdo a vapor

(Wescor, Modelo 5500) e os resultados serdo apresentados em mOsm/Kg agua.

2.4 Quantificac&o dos Metais nas Aguas Utilizadas em Experimento

Para quantificacdo da concentracdo de Cadmio nas aguas utilizadas
durante o experimento, 6 amostras de agua cada grupo experimental foram

guardadas em freezer para posterior analise. As amostras foram transportadas



em caixas térmicas contendo gelo para a UNESP de Botucatu, no laboratério do
Prof. Dr. Pedro Padilha. As andlises foram realizadas por um espectrémetro de
absorcao atbmica Shimadzu, modelo AA-68 que determinou 0s metais presentes
nas amostras. Ele foi equipado com um corretor de absorc¢do de fundo com uma
lampada de deutério e com um sistema de reversdo automatica (SR), um tubo
de grafite pirolitico com uma plataforma integrada e um visor automético ASC-

6100 (Leite et al, 2019; Minelho et al, 2009).

2.5 Anélise Estatistica

O efeito do Cd na fisiologia dos animais foi avaliado por Teste T seguido
pelo teste de médias multiplas de Student Newman-Keuls (SNK) para localizar
as médias estatisticamente diferentes. Foi utilizado nivel minimo de significancia
de P = 0,05. As analises foram realizadas utilizando o programa Sigma Stat 3.5
e empregando-se um nivel minimo de significancia de P = 0,05. As figuras foram

apresentadas através dos dados inseridos no programa Graphpad.

3 RESULTADOS

3.1 Sobrevivéncia

Os animais controles nédo sofreram mortalidade durante os 30 dias de
experimento, mas aqueles expostos ao Cd tiveram uma taxa de mortalidade de

30%. Tais mortalidades ocorreram cerca de trés dias apds eles sofrerem a muda.



3.2 Energia do Corpo, Fezes e Racéo

O conteudo energético do corpo e fezes dos animais bem como da racao
ofertada é mostrado na Tabela 1. Ndo houve diferengas no valor energético do
corpo (cerca de 18 KJ/g) dos animais controles ou expostos ao Cd. A racao

comercial ofertada tinha um valor energético de 18,56 KJ/g.

Tabela 1. Conteddo energético do corpo, fezes e alimento dos camardes L.
vannamei (Kj/g), mantidos durante 30 dias em agua controle ou e com metal Cd

(0,1 mg/L). Os dados sao apresentados como Média e Erro Padrao.

Tabela energia corpo, fezes e racao

Controle Cadmio
Energia Corpo 18,102+0,116 18,432+0,168
Energia Fezes 8,565+0,235 8,149+0,162
Energia Racéao 18,56 18,56

*Valores com diferentes letras na mesma linha diferem estatisticamente (P<0,05).

3.3 Ingestédo, Crescimento, Egestdo, Metabolismo e Excrecdo de L.

vannamei.

As taxas diarias de ingestdo, egestdo, crescimento, metabolismo e
excrecao dos camardes L. vannamei sdo mostradas na Tabela 1. Embora a taxa
de ingestdo diaria (mg MS dia!) dos camardes expostos ao Cd tenha sido um

pouco maior que dos animais controles, ambos 0S grupos ingeriram a mesma



porcentagem de racdo em relacdo a sua biomassa, cerca de 3%. Animais
controles defecaram 62% da massa ingerida, mas 0s animais expostos ao Cd
esse valor foi reduzido a 57%. Os animais cresceram cerca de 80% mais quando
expostos ao cadmio. O consumo de oxigénio (-32%) e a excrecdo de amonia (-

55%) individuais foram menores nos animais expostos ao Cd.

Tabela 2. Taxas diarias de ingestdo (C), crescimento (P), respiracdo (R),
excrecao (u), fezes, (F) e relacéo fezes/ingestédo(F/C) de L. vannamei mantido
em agua controle ou exposto ao Cd (0,1 mg/L) durante 30 dias. Os dados sdo

apresentados como Média + Erro Padrao.

Controle Cadmio
C (mg MS dia?) 102,02 + 0,024 106,15 + 0,078
C (MUi(%) 2,97 + 0,22A 2,92 + 0,25
F (mg MS dia) 64,34 + 2,247 65,21 + 2,84A
P/MUi% 23,14 + 3,39% 43,57 £ 5,858
P (mg MS diat) 18,94 + 1,84A 33,94 + 4,298
FIC (%) 62,161+ 1,39~ 57,64 + 1,458
R (mg Ozind!dia?) 81,87 + 5,944 62,66 + 3,698
U (mg Ozind!dia?) 0,90 £ 0,094 0,60 + 0,078

*Valores com diferentes letras na mesma linha diferem estatisticamente (P<0,05).

3.4 Metabolismo e Excrecao Nitrogenada



O consumo de oxigénio e a excrecdo de amolOnia em massa seca
especifica (ug. mg MS™. h'l) sdo mostrados nas Figuras 1 e 2. Ambos os
parametros fisioldgicos sofreram reducao apos a exposi¢cdo dos animais ao Cd.
O consumo de oxigénio teve uma reducéo de 14% e a excrecao de amonia 55%,

aproximadamente.
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Figura 1. Consumo de oxigénio em massa seca especifica de L. vannamei
mantido em situacao controle (Omg/L) ou exposto ao Cd (0,1mg/L) durante 30

dias. Letras diferentes indicam diferenca estatistica.
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Figura 2. Excrecdo de amonia massa especifica (ug/mg MS/h) de camardes L.
vannamei em situacdo controle (Omg/L) e exposto ao Cadmio (0,1mg/L). Letras

diferentes indicam diferenca estatistica.

3.5 Balang¢o Energético

A energia ingerida e canalizada para as diferentes funcfes esta expressa
em kJ ind ! dia ! na Tabela 4 e em porcentagem na Figura 3. Os animais
expostos ao cadmio ingeriram cerca de 11% mais energia do que 0s animais
controles. Tal aumento ndo foi acompanhado por uma maior perda energética
pelas fezes (cerca de 0,5 KJ ind?! dia! em ambos os grupos). Os camardes
expostos ao cadmio também canalizaram mais energia para o crescimento (33%
da energia ingerida) em relacdo aos controles (20% da energia ingerida). A
energia canalizada para o metabolismo foi semelhante entre os tratamentos

(cerca de 0,7 KJ ind dial). Uma pequena porcéo da energia ingerida foi perdida



via excrecdo de amonia, sendo que 0s animais expostos ao Cd perderam menos

(0,9%) que os animais controles (1,3%).

Tabela 3. Energia ingerida diariamente (C) e canalizada para crescimento (P),
metabolismo (R), excrecéo (U) e fezes (F) em L. vannamei (kJ ind? dia). Os

valores sdo média * erro padrdo (N = 10).

Controle Cadmio
C 1,80 +£0,114 2,07 +£0,128
P 0,38 + 0,054 0,63 + 0,088
R 0,70 + 0,167 0,76 + 0,124
F 0,55 + 0,034 0,53 + 0,024
u 0,02+ 0,09° 0,01 +0,07°

*Valores com diferentes letras na mesma linha diferem estatisticamente (P<0,05).



BALANCO Crescimento (P) Exuvia (E)
ENERGETICO Controle = 20,33% (3,398)2  Controle =3%
Controle = 98 43% Cadmio = 32,58% (5,852)°  Cadmio=3%

Cadmio =101,72%

Ingestao (C)

4=mmmm Controle=100%

Cadmio = 100%

Fezes(F)
Controle = 30,29% (2,036)2 —
Cédmio = 26,75% (1,937)°

Metabolismo (R) Excregdo (U)
Controle = 43,53% (3,775)? Controle = 1,28%(0,214)°
Cadmio = 38,54% (3,927)% Cédmio = 0,85% (0,0719)°

Figura 3. Canalizacdo da energia ingerida (%) para crescimento (P),
metabolismo (R), excrecao (U), fezes (F) e exuvia (E) de L. vannamei mantido
em situacdo controle ou exposto ao cadmio durante 30 dias. Os dados séo
apresentados como Média e Erro Padrdo. Valores com letras diferentes diferem
estatisticamente pelo teste T. Desenho de camardo L. vannamei disponivel em

FAO, 2010.
3.6 Tipo de Substrato Energético Oxidado e indice Hepatossomatico

O tipo de substrato energético predominantemente oxidado por L.
vannamei ndo mudou devido a presenca do Cd e permaneceu uma mistura de
proteinas e lipideos (Tabela 3). O indice hepatossomatico também nao sofreu

alteracOes e teve valores por volta de 6,6 (Tabela 3).



Tabela 3. Razdo atbmica (O:N) e indice hepatossomatico (IHS) de L. vannamei
mantidos em agua controle ou com Cd durante 30 dias. Os dados sdo

apresentados como Média * Erro Padrao.

Controle Cadmio
O:N 51,87 + 19,77~ 33,23 + 7,248
HSI 6,73 + 2,314 6,49 + 0,944

*Valores com diferentes letras na mesma linha diferem estatisticamente (P<0,05).

3.7 Osmolalidade da Hemolinfa

A osmolalidade da hemolinfa de L. vannamei ndo mudou em fungéo da
presenca do metal e ambos 0s grupos apresentaram cerca de 705 mOsm/Kg

agua.
3.8 Resultado das Andlises de Agua

As concentracdes de Cadmio nas aguas analisadas sdo demonstradas na

tabela 4. Os valores sao expressos em meédias e erro padrdo de mg/L.

Amostras Concentracdo de Cadmio (mg/ L)

Controle L. Vannamei A n.d*

L. Vannamei 0,1mg/L 0,16 + 0,00018



*n.d = ndo detectado.

4. DISCUSSAO

Os organismos usam a energia oriunda da alimentacdo para o
crescimento, manutencdo e reproducao. Varios fatores bidticos e abibticos
podem romper esse processo, inclusive os poluentes presentes no ambiente
aquatico. Dependendo do ambiente as funcdes fisiologicas podem ser
modificadas, e a distribuicdo dessa energia alterada. O balanco energético do
camardo marinho L. vannamei exposto ao contaminante Cd foi determinado aqui
a partir da quantificacdo do alimento ingerido e distribuido para o crescimento,
metabolismo, excrecdo, fezes e exlUvia. Embora a exposicdo ao Cd tenha
causado elevada mortalidade (30%), animais expostos a este contaminante
ingeriram mais racdo, defecaram menos e também cresceram mais que 0sS
animais controles. Além disso consumiram menos oxigénio e excretaram menos
amoénia. O balanco energético foi modificado pelo maior investimento no
crescimento. Tal resultado € consistente com o fendbmeno denominado hormese.
E possivel que o metal seja um disruptor enddcrino dos horménios relacionados
ao crescimento e/ou tenha otimizado a digestédo e a absorcdo dos nutrientes no

intestino.
Relacdo Mortalidade e Ciclo de Muda

A elevada mortalidade observada em L. vannamei exposto ao Cd ocorreu
entre o terceiro e o quarto dia apds os animais sofrerem muda. O ciclo de muda
é regulado pelo sistema enddcrino dos crustaceos e estudos tém demonstrado
gue animais no estagio de pds muda podem ser mais suscetiveis a toxicidade

gerada por poluentes quimicos (Tumburu et al, 2012). Tal resposta pode ocorrer



devido a alteragbes na permeabilidade epitelial durante essa fase do ciclo de
muda. Alguns crustaceos que estdo na p6és muda, como a pulga d’agua Daphnia
pulex, tornam-se mais frageis quando expostos a agua com Cr (Lee et al, 1979).
O camardo Crangon crangon na pos muda torna-se enfraquecido quando é
exposto ao cobre e ao Zn (Price, et al, 1979). Além disso tornam-se vulneraveis

quando sdo expostos a contaminantes quimicos altamente toxicos como o Cd.

Durante a pés muda ocorre um aumento da permeabilidade do corpo dos
crustdceos que favorece as trocas ibnicas e o0 enrijecimento do novo
exoesqueleto. Essa permeabilidade aumentada dura em média cinco dias nos
crustaceos decapodas apos sofrerem a muda (Rasmussen et al, 1996). No
entanto, ha trabalhos que mostram que animais expostos a agua contendo
cations metalicos como o Cd a permeabilidade do corpo pode diminuir como uma
forma de evitar as trocas através das membranas em um ambiente desfavoravel.
E possivel que esse mecanismo tenha ocorrido em L. vannamei exposto ao Cd
visto a elevada mortalidade na p6s muda. Uma reducdo na permeabilidade
corporal devido a presenca do metal pode ter reduzido a captacdo dos ions e
minerais necessarios para enrijecer o seu novo exoesqueleto. Visto que a
osmolalidade da hemolinfa ndo foi alterada pela presenca dos metais, alteracdes
na pressao osmotica ou perturbacdes idnicas relacionadas ao sodio e cloreto

ndo devem ter ocorrido.
Crescimento, Ingestéo e Defecacao

O crescimento dos animais corresponde a energia adquirida por meio do
alimento e armazenada como reserva corporal. Os camardes L. vannamei
expostos ao Cd durante 30 dias cresceram cerca de 44%, enquanto 0s animais

controles cresceram apenas 23%. Os animais também canalizaram mais energia



para o crescimento quando expostos ao cadmio (cerca de 30% de toda energia
ingerida diariamente). E possivel elencar algumas hipoteses que expliquem tal
resposta. Embora a concentracdo do Cd utilizada no presente experimento
corresponda a um valor real encontrado em aguas contaminadas (Aguiar et al,
2008; Arcega et al, 2021), ela € cerca de dez vezes menor que a CL-50 de L.
vannamei (Wu et al, 2004), o que pode ter gerado a resposta biologica de
hormese (Calabrese, 2008). A hormese é uma resposta adaptativa consequente
do rompimento da homeostase e que é estimulada por baixas concentracoes,
mas inibida por elevadas concentracdes de contaminantes (Filho, 2002). De
forma gral, o efeito estimulatério da hormese pode ser 30% maior nos animais
expostos aos contaminantes que aqueles mantidos em situacdo controle
(Chapman, 2001). A resposta mais comum é uma elevacdo na taxa de
crescimento, mas também podem ocorrer aumentos na taxa reprodutiva,

longevidade e resisténcia a doencas (Kmecl & Jerman, 2000).

A hormese pode ser consequéncia de alteracdes na fisiologia, morfologia
e bioquimica dos animais. Nesse sentido, podemos inferir que o Cd possa ser
um disruptor enddécrino dos horménios relacionados ao crescimento de L.
vannamei. A disrupcdo enddcrina pode acontecer por alteracdes no estimulo ou
inibicdo da secrecdo de hormdnios ou por interferéncia da interacdo dos
horménios com os seus receptores (Rodriguez et al, 2007). Ortega et al, 2022 ja
destacou que o0s metais podem ser disruptores enddcrinos inclusive do
crescimento. O Cd também pode ter causado altera¢des no sistema digestorio
dos animais, provocando uma melhor absorcao intestinal dos nutrientes ou
aumentado a expressado de enzimas digestivas produzidas no hepatopancreas e

intestino. Finalmente, a energia ingerida por animais expostos ao Cd (2,1 KJ ind-



! dia?) foi sutiimente maior que aquela ingerida por animais controles (1,8 kJ ind-
! dial) (ver Figura 3) e tal acréscimo pode ter favorecido o crescimento.
Adicionalmente, tal aumento na ingestdo energética foi acompanhada por uma

menor perda por meio das fezes.

Embora o Cd possa causar uma maturacdo precoce em L. vannamei,
como forma de compensacédo para a sua sobrevivéncia em um ambiente toxico,
esta resposta foi acompanhada por uma elevada taxa de mortalidade. Portanto,
uma possivel canalizacdo de energia para o crescimento em detrimento da
sobrevivéncia também deve ser contemplada e melhor investigada em estudos

futuros.

Metabolismo e Excrecdo de Amoénia

Animais expostos ao Cd também apresentaram alteragcdes no consumo
de oxigénio e na excrecdo de ambnia. O metabolismo pode ser considerado a
soma de todas as reacdes quimicas que ocorrem em um organismo e é estimado
pelo consumo de oxigénio do animal. A maior parte da energia consumida pelos
crustaceos costuma ser canalizada para o metabolismo e ele pode variar em
funcdo de situacdes ambientais que imponham desafios a manutencdo da
homeostase (Mootz e Epifanio, 1974; Xue et al, 2021; Mantoan et al, 2021). O
consumo de oxigénio (massa seca especifica) de L. vannamei exposto ao Cd foi
14% menor que nos animais controles. Essa resposta observada no camarao
marinho L. vannamei ja foi observada em outros camardes de diversos habitats
como Farfantepenaeus paulensis, Xiphopenaues kroyeri, e Palaemon

macrodactylus (Tabela 5). De forma geral, acredita-se que o Cd possa provocar



alteracbes ou danos celulares e histolégicos nas branquias e,

consequentemente, uma redugdo na capacidade de captacdo de oxigénio
através do epitélio (Ortega et al., 2017; Zhang, 2021). Assim como outras
espécies de crustaceos como M. amazonicum e Callinects danae, L vannamei
canalizou a maior parte da energia ingerida para o metabolismo (uma média de

42%).

Tabela 5. Consumo de oxigénio de camarbes de diferentes habitats apos

exposicao aguda ou crénica ao cadmio.

Consumo Consumo
o Concentracao o o o Tempo de
Espécie Salinidade Oxigénio Oxigénio . Autor
de Cd exposicao
controle com Cd
Litopenaeus 1,532 (ng. mg 1,339 (ug. mg Presente
P _ 100ug/L 20 ( ( 30d
vannamei MSZ. h?) MSZ. h?) estudo
Litopenaeus 0,0068(mg 02 0,0053(mg O2 Wu and
. 300ug/L 15 _ _ 24h
vannamei g min?) g min?) Chen, 2004
Litopenaeus 0,0063 mL 0. 0,0031(mL O Barbieri,
o 200ug/L 36 _ _ 3h
schmitti g~' min™") g™' min™") 2007
Palaemonetes 8,2 (uL 6,1(uL Manyin and
. 7 ug/L 10 _ _ 14d
pugio Oz/min.g) Oz/min.qg) Rowe, 2009
Farfantepena 0,005(mL 02  0,003(mL O Barbieri,
_ 200 pg/L 36 _ _ 3h
eus paulensis g~' min™) g™' min™) 2009
Farfantepena 0,00490 (mL  0,00342 (mL Barbieri and
_ 200 pg/L 36 _ _ 3h
eus paulensis Oz2g97'min™)  O2g7" min™") Paes, 2011
Xiphopenaeus 0,043(ml 0,023(ml Barbieri et
_ 400ug/L 36 _ _ 3h
kroyeri O2/g/min) O2/g/min) al., 2013
Penaeus 1250 (uL O2/h)  1050(uL O2/h) Nadukooru
240 pg/L 20 30d
monodon and



Palaemon

0,77(mg/g.h 0,59(mg/g.h

macrodactylus 185ug/L 02) 02)

Yallapragada
, 2015
Zhang et al,
2021

A amonia € a principal excreta nitrogenada da maioria dos organismos
aguaticos. Ela é resultante do catabolismo dos aminoécidos livres e é toxica em
concentracdes elevadas devido principalmente ao seu efeito deletério sobre a
atividade enzimatica. Nosso trabalho demonstrou que os animais diminuem a
sua excrecdo de amébnia quando estdo em um ambiente com Cd. Tal resultado
pode estar relacionado ao uso dos aminodacidos livres decorrente da elevada
taxa de crescimento dos animais expostos ao cadmio. Além disso, metais podem
alterar os mecanismos fisiologicos relacionados ao transporte de compostos
nitrogenados através das membranas branquias, jA que € o primeiro 6rgao
atingido por poluentes, devido ao constante contato com o ambiente externo.

(Espiricueta et al, 2008).

Substrato Energético Oxidado, IHS

O hepatopancreas dos crustaceos tem funcgdes importantes, como a
secrecédo de enzimas digestivas, absorcdo de nutrientes, reserva e fornecimento
de energia essencial para o crescimento, reproducdo e metabolismo. Durante
exposicdo a agentes estressores, a energia estocada no hepatopancreas pode
ser utilizada para atender a demanda energética (James, 2013). Neste estudo,
ndo foram observadas alteracfes significativas no indice hepatossomatico de L.

vannamei, sugerindo que, embora parametros importantes como metabolismo e



excrec¢do nitrogenada tenham sido alterados, as reservas energéticas ndo foram
acessadas. Além disso, os animais continuaram oxidando principalmente
proteinas e lipideos, independentemente da presenca do Cd. Possiveis danos
fisicos ao sistema digestorio decorrentes da ingestdo do Cd também parecem
nao afetar estruturalmente o hepatopancreas de L. vannamei. Nossos resultados
diferem de outros trabalhos que submeteram crustdceos a poluentes, como
Zhang, 2021, que demonstrou um aumento no indice hepatossomatico em
fémeas dos camardes Macrobrachium nipponense expostos ao metal Zn, e
Martin-Diaz et al, 2005, que também constatou um aumento do indice
hepatossomatico nos lagotins Procambarus clarkii expostos a diferentes

concentracdes de Cd e Zn.

Balan¢o Energético

A hormese pode provocar alteracdes no balanco energético das espécies.
Por exemplo, ela pode reduzir a energia destinada a determinadas fungdes em
detrimento de mecanismos envolvidos com a eliminagdo do contaminante do
organismo (Calow & Sibly, 1990). Entretanto, o incremento de um parametro,
sem prejuizo de outro, também pode acontecer (Forbes, 2000). Isso ocorre
quando a redistribuicdo energética ndo é danosa as diferentes funcdes
fisiologicas. De forma geral, observamos no presente trabalho que a exposicao
de L. vannamei ao Cd causou alteracdes na energia que é canalizada para o
crescimento e também naquela que é perdida na excregcdo nitrogenada.
Portanto, embora o metal possa ter influenciado a permeabilidade do
exoesqueleto na fase de pos muda e causado elevada mortalidade, uma

diferenca na distribuicdo energética entre as funcdes fisioloégicas também



ocorreu. Além disso, uma parcela da energia poderia ter sido usada para a
desintoxicacdo do organismo. Embora a maior parte da energia ingerida seja
canalizada para o metabolismo, esse parametro ndo foi afetado pela presenca
do metal. Contaminantes como 0s metais podem ter efeito direto na distribuicéo
de energia dos organismos. A exposi¢cdo do isépoda Porcellio scaber ao Cd
resultou em reducédo da energia ingerida (Sures et al, 1995) e no cladécera Alona
guttata exposto ao chumbo ocorreu uma diminuicdo do estoque energético

destinado a reproducéo e sobrevivéncia (Olga et al, 2018).

5. Conclusao

No6s concluimos que a exposicdo cronica do camardo Litopenaeus
vannamei a baixas concentracfes do metal Cadmio causa hormese e altera
aspectos da sua fisiologia, incluindo o balanco energético. Em L. vannamei a
hormese esté relacionada ao rapido crescimento, uma resposta adaptativa visto
gue animais maiores podem ser mais eficientes na evitacdo da predacao e as
fémeas podem acomodar um maior nimero de ovos em seus pleépodos. No
entanto, o crescimento dos artrépodes € dependente da troca do exoesqueleto
e 0S animais apresentaram uma alta taxa de mortalidade na pés muda. A
hormese causou ainda uma maior canalizacdo da energia ingerida para o
crescimento. Portanto, visto que os animais foram expostos a uma concentracao
do cadmio que realmente € encontrada no meio ambiente, o presente trabalho
mostra que este é um metal que pode afetar a producéo do camardo marinho
mais cultivado no mundo. Além disso, ndo se sabe se os animais que tiveram
uma elevada taxa de crescimento durante os 30 dias de exposi¢cdo ao cadmio

sofrerdo efeitos a longo prazo decorrentes de tal exposicdo. Aspectos da



reproducao, imunidade, comportamento e bioacumulacdo devem ser avaliados

em estudos futuros.
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Comparacéo da Fisiologia de Ostras (Crassostrea brasiliana) Cultivadas e

Selvagens do Litoral de Sao Paulo

RESUMO

Os metais sdo exemplos desses contaminantes que existem em regides
costeiras e estuarinas. As fontes dos metais podem ser diversas, como aguas
de mineracdo, processamento de metais, produtos farmacéuticos, produtos
quimicos organicos e plasticos, e, ao contrario de contaminantes organicos,
essas substancias ndo sdo biodegradadas no ambiente. No litoral Centro-Sul do
estado de Sédo Paulo ostras da espécie Crassostrea brasiliana sdo as mais
abundantes e podem ser originarias da pesca ou aquicultura. Na regido da
Baixada Santista, a espécie é abundante nos estuarios e costdes rochosos,
sendo pescada ao longo de todo Sistema Estuarino de Santos. E uma regido
extremamente alterada por conta de atividades portuarias, descarte irregular de
residuos solidos e atividades industriais. Na regido de Cananéia existem
diversos produtores dessa espécie, e, por mais que seja uma regido menos
impactada, residuos de mineracdo que ocorriam ha 30 anos atras ainda
persistem no local. O objetivo do trabalho foi comparar a fisiologia de espécimes
provenientes da pesca (regido da Baixada Santista) ou aquicultura (Cananéia)
por meio do metabolismo, excrecdo de amobnia e osmorregulacdo e também
guantificar metais presentes no corpo e concha dos animais separadamente.
Nossos resultados mostram que, dependendo do local de origem das ostras,
elas respondem de maneiras diferentes. Ostras da Baixada Santista
apresentaram um elevado consumo de oxigénio pés coleta, diferentemente das
ostras de Cananéia. Além disso, a excre¢cdo de aménia das ostras da Baixada
Santista quando realocadas para agua controle também foram muito elevadas

guando comparada com as demais. Houve a presenca da osmorregulacdo em



C. brasiliana, o que é pouco comum em ostras desse género. Porém,
concentracbes de metais nas conchas de Cananéia foram acima das
encontradas nas conchas das ostras da Baixada Santista, o que pode indicar a
presenca de residuos de mineracao de décadas passadas. Concluimos que as
diferentes populacdes de C. brasiliana apresentam algumas caracteristicas

fisiologicas diferentes.

Palavras-chave: Fisiologia, Moluscos, Aquicultura, Metais, Poluigcao.

Introducao

A zona costeira costuma ser uma regido afetada pelos impactos
antropicos, por conta da grande populacdo que a habita, sendo a poluicdo um
dos principais fatores desse impacto (Gerlin et al., 2016). Poluicdo € definida
como qualquer alteracdo negativa capaz de gerar um desequilibrio no meio
ambiente. Grande parte da poluicdo dos oceanos é causada por lancamento de
esgoto, materiais agrotoxicos e descarte incorreto de residuos soélidos e

industriais na 4gua e sedimento (Gerlin et al., 2016).

Nos ambientes aquéaticos o0s poluentes podem atingir trés locais
diferentes: 1) a agua, onde as particulas poluidoras estdo dissolvidas e
disponiveis e em contato com 0s organismos aquaticos pelagicos, em forma de
ingestado ou associacéo; 2) o sedimento, onde armazenam e acumulam varios
compostos organicos e inorganicos (Power & Chapman, 1992), onde geralmente
sdo modificados por processos quimicos, fisicos e biologicos, causando

deposicéao, liberacéo e transporte dessas particulas e estando em contato com



0s organismos bentbnicos; 3) os organismos, que podem ter efeitos graves e
letais, sendo 0 mais complexo dos trés pela grande variedade de sistemas

biolégicos existentes (Merfa, 2010).

A contaminacdo desses ambientes acontece de forma acidental ou
intencional, devido as atividades antropicas. Os ambientes aquaticos
constituem-se de reservatorios de contaminantes e acumulam substancias
organicas e inorganicas, provenientes de efluentes industriais e domésticos. Os
ecossistemas costeiros, como estuarios e baias, recebem o maior volume de
contaminantes pela sua alta concentracdo de populagdo humana e, por serem
regiGes com alta producéo biolégica sdo os mais preocupantes (MORAES et al.,
2001). Um modo de analisar a poluicdo nos ambientes aquaticos é avaliar o
impacto bioldgico, estudando os efeitos dos poluentes em diferentes niveis
biolégicos. As interacdes entre poluentes e 0s organismos aquaticos podem
ocasionar mudancas estruturais e funcionais, resultando em disturbios danosos
de funcdes vitais, como o crescimento e reproducdo que podem afetar a

populacdo (MORAES et al., 2001).

Metais também sao poluentes comumente gerados por acdes humanas.
Eles séo constituidos por elementos com pesos atdmicos entre 63,5 e 200,6 e
gravidade especifica maior que 5,0 (Srivastava & Majumder, 2008). As fontes
dos metais podem ser diversas, como aguas de mineracdo, processamento de
metais, produtos farmacéuticos, produtos quimicos organicos e plasticos (Bailey,
1999). Portanto, s@o produtos que estdo presentes no cotidiano da populacao
humana. Ao contrario de contaminantes organicos, os metais nado sao
biodegradaveis) sendo retidos em redes troficas, principalmente nas aquaticas

(Kubrak et al, 2013; Sasireka, 2021). Esses metais podem ser despejados ou



seguir a corrente das aguas até estuarios, onde a agua do mar se mistura com
a adgua doce. Em decorréncia disso, ocorrem altera¢des fisico-quimicas nas
dguas estuarinas, o que pode facilitar a deposicdo de alguns materiais

particulados e seus contaminantes (Kim et al, 2016).

Os metais podem ocasionar bioacumulacdo e biomagnificagdo nos
organismos (Jingchun shi et al, 2018). A bioacumulacdo ocorre devido a
absorcdo dessas substancias pelos tecidos através da respiracdo, ingestao de
alimentos ou via dérmica (Madgett, As, 2021). Alguns metais sdo essenciais para
a vida da biota, como por exemplo, Zinco (Zn), Cobre (Cu), Selénio (Se), Ferro
(Fe) e Manganés (Mg) (Kubrak et al., 2013), mas outros como mercurio (Hg),
chumbo (Ch) e cddmio (Ca) ndo possuem func¢des bioldgicas nos organismos e
sdo intensamente deletérios (Turoczy et al, 2001). A biomagnificacdo ocorre
devido a ingestdo de alimentos jA contaminados, transferindo a concentracdo
desses metais para toda rede tréfica (Yang et al, 2022). Ecossistemas estuarinos
e marinhos possuem longas estruturas de teia alimentar, 0 que ocasiona uma
alta capacidade de bioacumulacdo dessas substancias. Trabalhos ja
demonstraram que peixes oceanicos possuem valores mais altos de
concentracfes de metais, como Chumbo (Pb), Cadmio (Cd) e Mercurio (Hg)

comparado a peixes de agua doce (Wang et al, 2019)

A presenca de altas concentracdes de metais podem gerar diversos
problemas aos animais aquaticos como estresse oxidativo, alteracdes no
metabolismo (Adeogun, 2020; Defo, 2014), na taxa reprodutiva (Mukherjee,
2022); na diversidade genética (Banci, 2009), osmorregulacdo e no trato
digestivo (Liu et al, 2019). O nivel téxico dos metais nos organismos é

diretamente relacionado com a sua concentragdo e o0 tempo de exposigao.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0025326X15302484#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1532045619303928?via%3Dihub#bb0135

Temperatura, disponibilidade de oxigénio, salinidade, composicdo quimica
também séo fatores que influenciam a sua toxicidade (Merfa, 2010). Grandes
concentracbes de metais possuem efeito prejudicial aos organismos em um
curto espaco de tempo, porém pequenas concentracbes podem ocasionar

efeitos letais e sub-letais durante longos periodos de exposicao (Liu et al, 2019).

Alguns organismos podem ser utilizados como modelos de bioindicadores
em ecotoxicologia. As caracteristicas que definem um animal como bom
bioindicador sédo: informacdes bioldgicas bem definidas, alta sensibilidade a
fatores estressantes, ampla distribuicdo ecoldgica e geografica, facilidade de
captura e capacidade preditiva (Ding et al, 2021). De maneira geral, 0s
invertebrados bentbnicos sao animais muito utilizados para avaliagcdo de
impactos ambientais e estudos ecotoxicol6gicos em ambientes aquaticos devido
principalmente ao seu ciclo de vida curto (comparado aos peixes, por exemplo)
(Callisto et al, 2001), habito sedentario, que trazem informacdes representativas
da &rea que foram coletados (Merfa, 2010), vivem e se alimentam préximo aos
sedimentos onde ha grande acumulacdo de toxinas, alta diversidade bioldgica,
além de serem responsaveis por grande parte da ciclagem de nutrientes e
processamento da matéria organica do ambiente (Callisto et al, 2001).
Considerando animais marinhos e estuarinos, os bivalves se destacam como
bons modelos por serem organismos filtradores e acumularem varios tipos de
poluentes em seus tecidos. Além disso, sdo relativamente faceis de serem
coletados, e, na maioria dos casos, sao sésseis ou sedentarios (Jesus et al,
2003). Tem sido relatado que os bivalves podem sofrer diversos efeitos na sua

biologia devido a exposicdo aos metais como sensibilidade embrionéria larval



(Markich, 2021) alteragbes em seu sistema imune (Tan et al, 2022) e maiores

taxas de consumo de oxigénio (Pessati et al, 2002).

Os moluscos bivalves sdo animais muito usados na aquicultura e geraram
um valor estimado em $23,9 bilhdes de dolares em sua carne, além de $5,2
bilhbes de ddlares em suas conchas, pérolas e cascas anualmente (Olivier et al,
2018). Segundo a FAO (2019), sao produzidas cerca de 16 milhdes toneladas
de bivalves anualmente no mundo. Além disso, varias outras espécies de
bivalves sdo obtidas por meio da pesca, como a ostra do pacifico (Crassostrea
gigas) e o mexilhdo azul (Mytilus edulis) (Oyarzun et al, 2021). Dentre as varias
espécies cultivadas, as ostras do género Crassostrea tém se destacado. No
Brasil, as espécies do género Crassostrea sdo popularmente conhecidas como
ostras do mangue e estdo distribuidas ao longo da costa, principalmente em
regibes estuarinas, ja que se associam a rizéforas de manguezais da espécie
Rhizophora mangle (Rios, 1994; Do Amaral, 2014; Galvao, 2012). Os individuos
desse género normalmente possuem a valvula direita plana e a valvula esquerda
mais larga e convexa aderida ao substrato. O género € didico e ndo possuli

dimorfismo sexual (Boss, 1982).

No litoral Centro-Sul do estado de Sdo Paulo ostras da espécie
Crassostrea brasiliana sdo as mais abundantes e podem ser originarias da pesca
ou aquicultura. Na regido da Baixada Santista, a espécie € abundante nos
estuérios e costdes rochosos (Catharino, MGM, et al., 2014), sendo pescada ao
longo de todo Sistema Estuarino de Santos. O sedimento, agua e biota dessa
regido possuem elevadas concentracdes de substancias quimicas (Oliveira et al,
2020) e de residuos solidos (Ribeiro et al, 2021) originarias de descargas de

esgoto doméstico, atividades portuéarias, efluentes industriais, descarte de



equipamentos de pesca deteriorados, descarte de lixo doméstico, entre outros
(Gimiliani et al, 2020). Por outro lado, na regido de Cananéia ha uma grande
concentragdo de produtores de ostras C. brasiliana h&a varias décadas. (Do
Amaral, V. S., & Simone, L. R. L., 2014). Cerca de 42 familias participam da
producdo das ostras e colhem cerca de 70 mil dazias dos animais por ano. A
engorda de ostras ocorre em viveiros do tipo tabuleiro e a extragdo é feita por
meio do manejo de bancos naturais (Campolim, M. B.; 1997). Os produtores de
ostras de Cananéia possuem parcerias com pesquisadores que coletam agua
periodicamente para garantir a qualidade do cultivo (Machado et al, 2002).
Embora a regido de Cananéia seja frequentemente considerada uma area
menos poluida que a Baixada Santista, no século XIX realizaram a abertura de
um canal artificial em Iguape, e fez com que cerca de 70% das aguas do Rio
Ribeira de Iguape fossem para dentro do estuéario (Azevedo e salgado, 2019), o
que gerou alteracbes na qualidade ambiental da regidao (Abessa, 2014). Até
meados de 1995 o rio abrigou muitas minas de chumbo (Pb), zinco (Zn), ouro
(Au), prata (A)g e platina (As) que descartavam rejeitos de fundicdo
indiscriminadamente, contaminando agua e sedimento ao longo de seu curso
(Castro, 2012). Apés o fechamento das minas, esses residuos se depositaram

ao longo do rio, estando suscetiveis a intemperismo e lixiviacdo (Sigolo, 2008)

Visto a importancia das ostras C. brasiliana para a alimenta¢cdo humana,
o objetivo do presente trabalho foi comparar a fisiologia de espécimes
provenientes da pesca (regido da Baixada Santista) ou aquicultura (Cananéia)
por meio do metabolismo, excre¢cdo de aménia e osmorregulacdo e também
guantificar metais presentes no corpo e concha dos animais separadamente. Os

experimentos foram realizados em ostras recém coletadas e em ostras mantidas



durante trés dias em laboratério com agua do local de coleta ou agua controle

(produzida a partir de sal marinho).

Material e Métodos

2.1 Coleta das Ostras e Manutencdo em Laboratério

As coletas foram realizadas nos meses de marco e maio do ano de 2021.
As ostras de cultivo foram coletadas no Mandira (-25.023547, -48.026705),
localizada no municipio de Cananéia, Litoral Sul do Estado de S&o Paulo (Fotos
1 e 2). Essas ostras foram retiradas manualmente de travesseiros de criagédo
localizados dentro do estuario de Cananéia. As ostras selvagens foram
coletadas no estuario de Sao Vicente (-23.977203, -.399801) e retiradas de
costdo rochoso manualmente (Fotos 3 e 4). As variaveis da agua do local de
coleta, como salinidade e temperatura, foram verificadas com refratbmetro e
termdmetro as ostras (cerca de 30 individuos) foram transportadas sob aeracao
constante e agua do local coleta até o Laboratério de Aquicultura Sustentavel,
campus da UNESP, em Sao Vicente, SP para avaliacdo da fisiologia e
concentracdo de metais nos tecidos. Alguns animais foram eutanasiados por
congelamento nos locais de coleta e transportados para o Laboratério de
Aquicultura Sustentavel, campus da UNESP, em S&o Vicente, SP, onde foram
mantidos em freezer para posterior andlise de quantificacdo de metais. Foram

utilizadas 10 ostras de cada espécie para cada tratamento (N = 10).



Fotos 1 e 2, respectivamente, no local de coleta de Ostras da espécie C. brasiliana coletadas em

Cananéia, Litoral Sul de Sdo Paulo.

Fotos 3 e 4, respectivamente, no local de coleta das Ostras da espécie C. brasiliana coletadas
no estuario Santos-S&o Vicente, Litoral Centro-Sul de S&o Paulo.

No laboratério, as ostras foram mantidas durante trés dias em grupos de
10 individuos em caixas contendo aproximadamente 50 litros de agua salobra
(25S), temperatura de 25°C, luz natural e aeragao constante. Foram alimentadas
diariamente com fitoplancton. Um grupo foi mantido em agua do local de coleta
e 0 outro grupo com agua produzida a partir de sal marinho (Hiker Ocean ProSea
Salt). As ostras que foram usadas para avaliar a fisiologia dos animais recém
coletados nao foram mantidas no laboratério e as avaliacdes dos parametros

fisiologicos foram realizados imediatamente apos a chegada no laboratério.

2.2 Avaliagdo do Consumo de Oxigénio e Excrecdo de Amoénia



Os animais foram separados em trés grupos: 1) Recém coletados:; 2)
Apéds 3 dias no laboratério e mantidos em agua do local de coleta e 3) apds 3
dias com agua produzida no laboratério a partir da mistura de agua doce filtrada

com sal marinho (Hiker Ocean Prosea Salt).

O consumo do oxigénio foi avaliado em uma camara respirométrica
fechada equipada com oximetro equipado com uma probe e monitor YSI
modelos 53 e 5905, respectivamente. Os animais ficaram aclimatados por 30
minutos as camaras, com aeracao constante, salinidade e temperatura da 4gua
iguais ao do tratamento em que estavam. Apds esse periodo, a aeracao foi
retirada e realizada a medicao inicial da concentracdo de oxigénio dentro das
camaras. As camaras ficaram mantidas tampadas e no escuro. Apds 60 minutos,
foi feita uma nova medi¢do do consumo de oxigénio. Camaras controles sem
animais dentro foram mantidas nas mesmas condi¢cdes experimentais. A
determinacdo do consumo de oxigénio foi feita pela diferenca entre a
concentracao de oxigénio dentro das camaras no inicio e no final do experimento

de acordo com a férmula abaixo:

TR = {[(Co — Cf). VIAT] - f}/MS

Onde,

TR: taxa respirométrica (ug O2/mg MS/h)

Co: concentracao inicial de oxigénio na camara (ml O2/l)

Cf: concentracao final de oxigénio na camara (ml O2/I)

V: volume da camara respirométrica (L)



AT: duracédo do experimento (h)
f: alteracdo na concentracao de oxigénio nas camaras controles
MS: massa seca do animal (mg)

A excrecao nitrogenada foi avaliada pela quantificacdo de amonia total,
que é o principal produto do catabolismo proteico dos crustaceos. A excrecéo foi
medida a partir de amostras de agua obtidas das camaras respirométricas no
final de cada experimento do consumo de oxigénio (Augusto & Masui, 2014;
Augusto & Valenti, 2016). As variagbes na concentracdo de amonia total foram
calculadas pela diferenca entre os valores obtidos nas amostras e na camara
controle (sem animal). A concentracdo de amonia foi determinada por

colorimetria (Koroleff, 1983).

O consumo de oxigénio e a excre¢ao de amoOnia total foram expressos

como taxas individuais (g ind*! h't) e massa seca especifica ( ug. mg MS™. h1)
2.3 Avaliacdo da Capacidade Osmorregulatéria

Ao final dos experimentos nas camaras respiromeétricas, cerca de 20 ul de
hemolinfa foram retirados do musculo adutor das ostras, utilizando-se seringa de
insulina e agulha #25-8 (Augusto et al, 2009; Ramaglia et al, 2018). As amostras
foram guardadas em freezer (-20°C) para posterior analise da osmolalidade. A
osmolalidade da hemolinfa foi medida em amostras de 10uL em um micro-
osmometro de pressao a vapor (Wescor, Modelo 5500) e os resultados estao

apresentados em mOsm/Kg agua.

2.4 Quantificacdo dos Metais em Ostras Selvagens e Cultivadas, Agua e

Sedimento



Para quantificagdo dos metais (Cadmio, Cobre, Crémio, Chumbo,
Mercurio, Ferro e Zinco) nas amostras de corpo mole, conchas, sedimento e
adgua estes foram transportados para o Instituto de Biociéncias de Botucatu,
Departamento de Quimica para serem analisados em colabora¢cdo com o Prof.
Dr. Pedro de Magalhdes Padilha. As amostras de conchas foram analisadas em
novembro de 2022 e as amostras restantes serdo analisadas em dezembro de
2022. As andlises foram realizadas por um espectrometro de absor¢édo atdbmica
Shimadzu, modelo AA-68 que determinou 0s metais presentes nas amostras.
Ele foi equipado com um corretor de absor¢cado de fundo com uma lampada de
deutério e com um sistema de reversdo automéatica (SR), um tubo de grafite
pirolitico com uma plataforma integrada e um visor automatico ASC-6100 (Leite

et al, 2019; Minelho et al, 2009).

2.5 Andlise Estatistica

As diferencas no metabolismo e excrecdo nitrogenada de ostras
cultivadas e selvagens foram avaliadas por Anova de 2 Fatores e a
osmorregulacao por Teste T, seguido pelo teste de médias multiplas de Student
Newman-Keuls (SNK) para localizar as médias estatisticamente diferentes. As
analises foram realizadas utilizando o programa Sigma Stat 3.5 e empregando-
se um nivel minimo de significancia de P = 0,05. As figuras foram feitas usando

0 programa Graphpad.

3. Resultados



Metabolismo e Excrecédo Nitrogenada

O consumo de oxigénio e a excrecdo de amoOnia em massa seca
especifica (ug. mg MS. h'l) sdo mostrados nas Figuras 5 e 6. As ostras recém
coletadas da Baixada Santista consomem cerca de 60% mais oxigénio que as
ostras mantidas no laboratorio por trés dias. Essas ostras recém coletadas
também consomem mais oxigénio que todas as ostras coletadas em Cananéia.
As ostras provenientes de Cananéia nao apresentaram diferencas estatisticas

entre recém coletadas e mantidas no laboratorio por trés dias.

A excrecdo nitrogenada de ostras provenientes da Baixada Santista
aumentou aproximadamente 220% quando os animais foram mantidos em agua
salobra produzida no laboratério com sal marinho. As ostras de Cananéia néo

apresentaram diferencas estatisticas.
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Figura 5. Consumo de oxigénio em massa seca especifica de C. brasiliana provenientes da
Baixada Santista e Cananéia. Letras mailsculas indicam diferencas estatisticas entre ostras
coletadas no mesmo local. Letras minlsculas indicam diferencas estatisticas entre ostras

coletadas em locais diferentes.
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Figura 6. Excrecdo de amdnia em massa seca especifica de C. brasiliana. provenientes da
Baixada Santista e Cananéia. Letras mailsculas indicam diferencas estatisticas dentro do

mesmo grupo. Letras mindsculas indicam diferencas estatisticas nos grupos diferentes.

Osmorregulacao

Os valores da osmolalidade da hemolinfa das ostras provenientes da
Baixada Santista e Cananéia sdo demonstrados nas Tabelas 1 e 2. As ostras da
Baixada Santista mantidas em &gua do local de coleta apresentaram
osmolalidade da hemolinfa préxima do ponto isosmético mas aquelas expostas
a agua produzida no laboratério hiporregularam a osmolalidade da hemolinfa.

Todas as ostras de Cananéia hiporregularam a osmolalidade da hemolinfa.



Tabela 1. Osmolalidade da hemolinfa das ostras selvagens coletadas na
Baixada Santista (Média = Erro Padrdo, N = 10). Letras indicam diferencas

estatisticas. Osmolalidade do meio externo: 750 mOsm/kg de agua.

Osmolalidade (mOsm/kg 4gua) Ostras — Baixada Santista

Recém coletado 722,500 + 10,973*
3 dias Laboratoério 719,857 + 10,1594
Agua Controle 665,857 + 10,159°

Tabela 2. Osmolalidade da hemolinfa das ostras cultivadas coletadas em
Cananéia (Média £ Erro Padréao, N = 10). Letras indicam diferencas estatisticas.

Osmolalidade do meio externo: 600 mOsm/kg de agua.

Osmolalidade (mOsm/kg 4gua) Ostras — Cananéia

Recém coletado 554,000 + 10,973"
3 dias Laboratério 530,00 + 10,973"
Agua feita 537,667 + 10,973"

Concentracdo de metais nas conchas de C. brasiliana

Dentre os metais quantificados, predominaram em C. brasiliana coletadas
em ambas as regides o Zinco. A concentragdo total de metais nas conchas das
ostras coletadas em Cananéia é aproximadamente 36% maior comparado com

as conchas das ostras da Baixada Santista. (Tabela 3).



Tabela 3. Concentragbes de Metais nas conchas de ostras C. brasiliana da
Baixada Santista e Cananéia. Os valores sdo expressos em médias com erro

padréo. Letras diferentes indicam diferencas estatisticas entre 0os grupos.

Concentracéo de Metais nas Conchas mg.kg™

Baixada Santista Cananéia
Cadmio (Cd) 0,0443+0,02914 0,0972+0,01508
Cobre (Cu) 11,854+2,096 16,618+3,4158
Crémio (Cr) 0,306+0,160% 0,672+0,06278
Chumbo (Pb) 0,0555+0,02914 0,131+0,01508
Mercurio (Hg) néo detectavel ndo detectavel
Ferro (Fe) 36,076+6,3644 49,365+10,461B
Zinco (Zn) 54,774+9,754" 73,464+15,6295

4. Discusséao

Nosso estudo demonstrou que a fisiologia das ostras pode ser diferente
dependendo do local de coleta. Observamos que as ostras oriundas da Baixada
Santista apresentaram maiores variacdes dos parametros fisiolégicos avaliados.
Por outro lado, as ostras coletadas em Cananéia apresentaram maior
concentragdo de metais em suas conchas, provavelmente devido a atividade
mineradora na regido que, embora encerrada a quase 30 anos, ainda parece

influenciar a biologia das espécies locais.

Metabolismo e Excrecdo Nitrogenada

No geral, 0os metais possuem efeitos que podem alterar a homeostase dos
moluscos, como por exemplo, alimentacdo, crescimento, locomocdo e
comportamento reprodutivo, metabolismo e excrecéo (Gendy et al, 2021). Nesse

sentido, a avaliacdo do metabolismo de espécies expostas a estressores



constitui um bom parametro para entender a biologia geral dos organismos. O
metabolismo pode ser avaliado de varias formas, mas principalmente por meio
do consumo de oxigénio. Diante de situagcbes estressantes o consumo de
oxigénio costuma aumentar como forma de elevar o fornecimento de energia
para os mecanismos fisioldgicos que gastam ATP. Nos animais aquaticos, como
0sS moluscos, as trocas gasosas entre 0 meio externo e o animal séo realizadas
através das branquias (Dame & Kenneth, 2011). De forma geral, nao
observamos diferencas entre o consumo de oxigénio entre as ostras da Baixada
Santista e de Cananéia. No entanto, nas ostras recém coletadas da Baixada
Santista 0 consumo de oxigénio foi 66% maior. Tal aumento pode ter ocorrido
devido a presenca de diversos poluentes na agua do local de coleta, como
metais, farmacos, drogas ilicitas, residuos industriais, domésticos e portuarias
(Gimiliani et al, 2020). Tal resposta também ocorre em ostras como Crassostrea
gasar (Laning et al, 2006) e Ostrea edulis (Fabra et al., 2021) expostas a
poluentes como o cadmio e microplasticos, respectivamente. No entanto, como
as ostras da Baixada Santista mantidas no laboratério com agua do local de
coleta ndo apresentaram esse elevado consumo oxigénio, duas hipoteses
podem ser elencadas. A primeira delas é que o efeito de algum contaminante ou
a sinergia de varios deles possa ter sido amenizada apés trés dias no laboratério.
A segunda hip6tese € que o elevado consumo de oxigénio nas ostras recém
coletadas da Baixada Santista se deva ao estresse provocado pela pesca,
manejo e transporte para o laboratorio. Estas ostras estavam fixadas em costao
rochoso e 0 manuseio para retirada € mais invasivo quando comparado ao das
ostras de Cananéia, que permanecem em travesseiros de cultivos e sao

facilmente coletadas. Este € um viés metodolégico da biologia experimental



pouco explorado na literatura. Se por um lado é importante que se avalie a
fisiologia de animais recém coletados a fim de que se determine as condi¢cfes
reais do ambiente de coleta, por outro lado tais respostas podem estar
associadas ao estresse oriundo da coleta e ndo do ambiente. S&o necessarios
experimentos futuros com diferentes grupos de animais a fim de que se
estabeleca em quais grupos o manejo afeta os parametros fisiolégicos avaliados.
Em épocas de elevada contaminacdo ambiental e mudancas climaticas globais,
estabelecer uma metodologia confidvel e que reflita os efeitos reais das

alteracbes ambientais € de suma importancia.

A amadnia é o principal produto excretado por animais aquéticos (Freire et al.,
2008) e a sua excrecdo esta diretamente relacionada ao catabolismo de
aminoacidos. Diversos fatores podem influenciar a taxa de excre¢ao, como por
exemplo, a salinidade, pH, qualidade da agua, dieta e a presenca de poluentes
(Zha et al, 2022). As ostras da Baixada Santista que foram expostas a agua
preparada com sal marinho em laborat6rio (controle) apresentaram um aumento
de 220% na excrecao de amdnia quando comparada aos demais animais. Tal
resposta pode indicar um aumento do catabolismo proteico (turnover proteico),
o0 uso de aminoacidos livres como fonte de energia (neoglicogénese) e/ou
aumento da ingestdo proteica na auséncia de contaminantes. Como essa
resposta foi observada apenas nas ostras da Baixada Santista, € possivel que a
dieta a base de fitoplancton possa ter sido um fator importante em tal resposta.
Portanto, alteragBes na dieta no que tangem a concentragcdo de proteina bruta,
valor energético e demais nutrientes podem ter influenciados desde a taxa de
ingestdo até a absorcdo de nutrientes. Ja foram observadas alteracdes na

excrecdo nitrogenada de outros moluscos quanto estavam em ambientes com



altos niveis de contaminantes, como a ostra Crassostrea gigas (Jiang, et al,

2021) e o mexilhdo azul Mytilus edulis (Xu et al, 2023).

Além disso, diferentes respostas fisiolégicas em animais da mesma espécie
que habitam diferentes ambientes podem ocorrer devido a plasticidade
morfoldgica, bioguimica genética e comportamental. Por exemplo, ostras
Crassostrea virginica coletadas em varios locais na Baia de Chesapeake séo
menos tolerantes a variagdes de salinidade que populac¢des coletadas na Costa
Atlantica. Tal diferenca no grau de eurialinidade parece estar associada a
diferengas no pool de aminoacidos dos musculos e branquiais das diferentes

populacdes (Pierce et al., 1992).

Osmorregulacao

De forma geral, é descrito que as ostras do género Crassostrea sdo
osmoconformadoras, ou seja, nao possuem capacidade de regular a
osmolalidade da sua hemolinfa (Deaton, 2008). Animais osmoconformadores
usam efetores osméticos como os amino&cidos livres para manter o seu volume
celular razoavelmente constante e em condicdes compativeis com a vida
(Capello et al, 2019). Ostras de ambiente evoluiram em um ambiente sujeito a
grandes variacao de salinidade, porém, poluentes como os metais podem afetar
a sua homeostase osmoética (Amado et al., 2012, Morabito et al., 2013, Torre et
al., 2013) Por exemplo, ostras C. rhizophorae podem perder sua capacidade de
regulacdo do volume celular quando expostas a ambientes contaminados
(Nobrega, 2018). Além disso, outros animais também alteraram sua capacidade
osmorregulatéria em funcéo de poluente no meio em que estavam, como o peixe

Mugil cephalus expostos ao niquel (Jasim et al, 2022) e o molusco Barbatia



decussate com presenca de metais ndo essenciais em seus tecidos (Khoei, A.,

2022).

No presente trabalho observamos que as ostras C. brasiliana sdo capazes
de osmorregular a osmolalidade da hemolinfa. As ostras coletadas na Baixada
Santista em agua salobra de 25S sao isosméticas ao meio externo mas aquelas
mantidas durante trés dias no laboratorio com agua produzida com sal marinho
e considerada livre de poluentes tornaram-se hipo-osmorreguladoras. As ostras
de cultivo de Cananéia mantidas em 20S hipososmorregularam a osmolalidade
da hemolinfa em todas as situacbes experimentais. Esses s&do dados
interessantes porque ostras sdo frequentemente caracterizadas como animais
osmoconformadores e C. brasiliana gasta energia oriunda da dieta para manter
a osmolalidade da hemolinfa inferior & do meio externo. No entanto, no presente
trabalho ndo conseguimos comparar a capacidade osmorregulatéria das duas
populacdes de C. brasiliana porque as ostras foram coletadas em salinidade

diferentes e isso deve afetar a osmolalidade da hemolinfa.

Concentracao de Metais nas conchas de C. brasiliana

Finalmente, observamos que a concentracdo de metais nas conchas das
duas populacdes de C. brasiliana séao diferentes, sendo que as ostras coletadas
em Cananéia possuem uma concentracdo de aproximadamente 36% maior.
Embora seja dificil discutir sobre tais diferengas sem termos os resultados do
corpo mole, sedimento e agua — 0s quais estdo em analise, algumas

observacdes podem ser consideradas.

Segundo Tramonte, 2014, a mineracdo que ocorria na regido até a década

de 90 ndo possuiam controle sobre os possiveis impactos que poderiam gerar



no ambiente. Por exemplo, a usina mineradora Plumbum, que existia na regiao,
lancou os residuos da sua mineracdo nas aguas do rio Ribeira durante
aproximadamente 40 anos. Com isso, 0 material se depositou nos sedimentos
da extensd@o no rio e estuario sem nenhum tipo de tratamento (Di Giulio et al,
2008). Desta forma, mesmo ap6s 30 anos o fechamento dessas mineradoras,
vestigios dos minérios que eram langados na regido ainda podem permanecer
nas aguas e sedimento e estando em contato com a biodiversidade, como as
ostras. E importante salientar que, como sdo dados preliminares, ndo € possivel
fazer muitas comparacoes, ja que, para a pesca e aquicultura sdo essenciais 0s
dados de concentracdes de metais presentes nos sedimentos, nas aguas e,
principalmente, nos tecidos dos animais, visto que € a parte utilizada na

alimentacdo de humanos.

No geral, a poluicdo por metais pode afetar diretamente a produtividade e a
maricultura em todo mundo, ja que, caso a agua utilizada no processo de
producdo esteja contaminada por esses metais, pode ocorrer perda da
biodiversidade e a transmisséo para 0s seres humanos através do consumo dos
animais contaminados. Os metais possuem muitos efeitos negativos a saude
humana, como lesdes prostéticas, fraturas ésseas, disfuncdo renal, hipertensao,

anemia, cOlica gastrointestinal e varios tipos de cancer (Zhao et al, 2012).

Conclusao

Concluimos que as diferentes populagdes de C. brasiliana apresentam
algumas caracteristicas fisioldégicas diferentes como consumo de oxigénio

imediatamente apos a coleta, excre¢do nitrogenada ap0s manutencdo em agua



controle, perfil osmorregulatério e concentragdo de metais nas conchas.
Destacamos que o elevado consumo de oxigénio em ostras recém coletadas da
Baixada Santista pode estar relacionado ao estresse provocado pela captura dos
animais. Isso indica que animais coletados em locais onde o manejo é menos
estressante possa servir como melhores modelos para estudo da fisiologia de
animais recém capturados. Também destacamos a presenca da osmorregulacéo
em C brasiliana, uma caracteristica pouco comum em ostras do género

Crassostrea.
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