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1. INTRODUCAO GERAL

O manguezal é um ecossistema estuarino onde ha o encontro de agua doce dos
rios com a 4gua do mar, havendo transporte de grande quantidade de nutrientes e matéria
dos rios para 0 mar, sendo um dos ecossistemas mais produtivos para o planeta
(Schaeffer-Novelli et al., 2000). Essa alta produtividade, favorece a alimentacdo e a
reproducdo de muitas espécies, levando este tipo de ecossistema a uma alta
biodiversidade (Schaeffer-Novelli, 1995).

Na regido amazonica, essas caracteristicas dos manguezais favorecem atividades
econbmicas, destacando-se a aquicultura, uma atividade que visa a producao sustentavel
de organismos aquaticos para o consumo humano (De Souza Sampaio et al., 2019).
Neste sentido, o cultivo da ostra-do-mangue Crassostrea gasar tem ganhado destaque.
As ostras-do-mangue Crassostrea gasar sdo moluscos bivalves, filtradores e
osmoconformadores (o liquido extracelular acompanha a variacdo da salinidade do
meio) que habitam as raizes de mangues nos estuarios da Regido Amazonica (De Melo
et al., 2010; David et al., 2018).

No estado do Par, a aquicultura de ostras é geralmente realizada por pequenas
comunidades locais em Reservas Extrativistas (RESEX’S) - categoria de Unidade de
Conservacdo que permite a exploracdo de recursos naturais de forma sustentavel
(IBAMA, 2006; Batista & Simonian, 2013). Por conta da esperada maior qualidade
ambiental desses locais em relacdo a areas que ndo sdo protegidas, atrelados ao baixo
custo dos materiais, o cultivo tem elevado a producédo de ostras no estado e contribuido
para a expansdo e manutencao da riqueza das espécies (Tendrio et al., 2014; De Souza
Sampaio et al., 2019).

A RESEX Mée Grande Curucd e a RESEX Maracana estdo localizadas no
Nordeste Paraense, nos municipios de Curuca e Maracand respectivamente, elas
possuem o sistema de cultivo em travesseiro, recomendado para areas de manguezal
com variacdo de marés (Silva, 1995). Esse sistema ocorre por meio de travesseiros de
telas sob mesas de madeira que ficam submersas e dispostas horizontalmente (Pereira,
etal., 2007), o que faz com que 0s organismos dos cultivos figuem totalmente expostos
as variagOes sazonais naturais. Relatos dos aquicultores que atuam nessas RESEX,
levantam a hipotese de que a variagdo sazonal da salinidade, temperatura e pH podem
estar interferindo no balanco oxidativo da glandula digestiva das ostras cultivadas nas

RESEX. Os trabalhadores observam que as sementes da RESEX Mae Grande Curuca,



comunidade Lauro Sodré (Curugd-PA) ndo chegam ao tamanho comercial, ao contrério
do que ocorre na RESEX Maracand, comunidade Nazaré do Seco (Maracana- PA).

As ostras sdo organismos adaptados a variacdo anual dos parametros fisico-
quimicos (Galvéo et al., 2013). Entretanto, intensas variagcdes nesses parametros, podem
causar distdrbios metabdlicos e consequentemente induzir o estresse oxidativo (Matoo
et al., 2013). O estresse oxidativo ocorre quando as defesas antioxidantes dos
organismos ndo conseguem combater a geracao de espécies quimicas reativas derivadas
do metabolismo energético, dentre outras fontes, causando o desbalanco entre a
producdo e a eliminacdo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROS), as quais sao
danosas as biomoléculas (Lushchak, 2010).

Salinidade, pH e temperatura sdo fatores fisico-quimicos que influenciam na
homeostase das ostras de cultivo. A salinidade é o principal parametro abiotico que afeta
0 metabolismo dos organismos, pois intensas variacdes na salinidade ambiental causam
a necessidade de ajustes na osmolaridade celular. Assim, as células demandam um alto
gasto energético para que a concentracdo de osmolitos se iguale ao ambiente, podendo
induzir a uma condicédo de estresse oxidativo (Carregosa et al., 2014; Pourmozaffar et
al., 2019).

A temperatura possui a capacidade de regular a fisiologia e 0 metabolismo dos
organismos, sendo vital aos processos bioldgicos. Nos bivalves, o nivel de varia¢do na
temperatura pode afetar negativamente a atividade enziméatica que mantém o sistema
antioxidante, pois tanto o aumento quanto a diminuicdo podem induzir ao estresse
oxidativo, refletindo na capacidade de detoxificagdo, crescimento, reproducgéo
(Lushchak, 2010). No meio, variacOes de temperatura tem o potencial de alterar a
disponibilidade de nutrientes no ambiente aquatico (Khan et al.,2021).

O pH (Potencial Hidrogénidnico) também é considerado um estressor ambiental
que possui uma ampla variagcdo nos ambientes estuarinos, na qual, tende a alterar a
estabilidade de proteinas, pois eleva o gasto energético para a manutencéo de proteinas
funcionais, comprometendo a homeostase energética (Yang et al., 2020, Bednarsek et
al., 2021). A variacdo de pH tem se intensificado devido ao aumento da acidificagdo dos
oceanos, podendo afetar o balan¢co osmotico da ostra do mangue, visto que, condicdes
estressantes necessitam de um alto custo metabdlico para manter a sua capacidade
antioxidante e evitar danos celulares (Hu et al., 2015; Sampaio et al., 2020; Khan et al.,
2021).



A geracdo excessiva de EROS diante de condicdes fisico-quimicas estressantes
tem o potencial de causar danos celulares. Dessa forma, os biomarcadores bioquimicos
sdo ferramentas importantes para 0 monitoramento da qualidade ambiental, pois podem
dar uma resposta preditiva sobre a condicdo ambiental do ponto de vista bioldgico,
permitindo observar o nivel de exposi¢do ao qual 0s organismos estdo submetidos e 0s
efeitos dessa exposicdo (Khan et al., 2021; Lomartire et al., 2021; Dos Santos et al.,
2022).

Para observar as respostas bioguimicas frente a variacdo dos parametros fisico-
quimicos, € necessario a utilizacdo de tecidos alvo. Nesse contexto, a glandula digestiva
possui significativa importancia, porque apresenta a capacidade de armazenar reservas
energéticas na forma de carboidratos e lipideos que sdo utilizadas na reproducao e em
situacOes de estresse (Gosling, 2003). Em condicdes de estresse, essas reservas tendem
a ser utilizadas devido ao alto gasto metabdlico para a manutencdo da homeostase (Khan
etal., 2021).

Este trabalho tem como objetivo avaliar a influéncia da variacdo sazonal da
salinidade, temperatura e pH sobre as respostas de estresse oxidativo na glandula
digestiva da ostra do mangue Crassostrea gasar em dois periodos climaticos (transicao
seco chuvoso e chuvoso) em duas RESEX Amazonicas por meio da capacidade
antioxidante total e danos oxidativos em lipideos de membrana.
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Resumo

Para observar se ostras Crassostrea gasar cultivadas em duas Reservas Extrativistas
Amazonicas sob distintas variagdes fisico-quimicas naturais sdo afetadas de forma diferenciada
em suas respostas antioxidantes e danos oxidativos, avaliou-se a Capacidade Antioxidante Total
(ACAP) e quantificou-se a geracdo de Peroxidos Lipidicos (LPO) nas glandulas digestivas,
além da biometria (peso, comprimento, largura e altura) dos animais de distintas RESEX. As
coletas foram realizadas nos periodos transi¢cdo seco-chuvoso e chuvoso em dois locais de
cultivo localizados em regibes estuarinas sob distintos niveis de variacdo de salinidade,
temperatura e pH (baixo estudrio-NS e alto estuario-LS). Na transi¢do seco-chuvoso,
observou-se uma baixa ACAP nos dois pontos em relacdo ao periodo chuvoso e niveis LPO
com diferenca significativa no periodo transicdo ao contrario do chuvoso. No chuvoso,
verificou-se um investimento rapido em crescimento em LS quando comparado com NS, sendo
0 inverso no periodo transicdo. A variacdo natural de parédmetros abioticos nos periodos
analisados influencia o sistema de defesa antioxidante (SDA) e a geragédo de dano oxidativo nas
populacbes de C. gasar amostradas. O periodo chuvoso demonstra ser 0 mais desafiador para
0s organismos de ambas as populacdes, pela necessidade de inducdo nas defesas antioxidantes

nestes animais.

Palavras chave: Crassostrea gasar, variacdo sazonal, Pardmetros fisico-quimicos, defesa

antioxidante, peroxidacéo lipidica.
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Abstract

To observe whether Crassostrea gasar oysters cultivated in Amazon Extractive Reserves under
different natural physicochemical variations are differently affected in their antioxidant
responses and oxidative damage, were evaluated Total Antioxidant Capacity (ACAP) and
quantified Lipid Peroxide generation (LPO) in the digestive glands, in addition to biometry
(weight, length, width and height) of animals from different RESEX. Samplings were carried
out in the dry-rainy and rainy transition periods in two cultivation sites located in estuarine
regions under different levels of variation in salinity, temperature and pH (low estuary—NS and
high estuary—LS) In the dry-rainy transition, there was a low ACAP in both points in relation
to the rainy season and LPO levels with significant differences at dry-rainy transition on the
contrary to rain period. In the rainy season, there was a fast-growing investment in LS when
compared to NS. The natural variation of abiotic parameters in the analyzed periods influences
the antioxidant defense system (ADS) and the generation of oxidative damage in the
populations of C. gasar. The rainy season proves to be the most challenging for both

populations, due to the need to induce antioxidant defenses in these animals.

Keywords: Crassostrea gasar, Seasonal Variation, Physical-chemical Parameters, Antioxidant

Defense, Lipid Peroxidation.

Introducéo

As ostras do género Crassostrea sdo organismos bivalves e filtradores, que sdo
cultivados nas regides estuarinas e de manguezais da Regido Amazénica. Os estuarios sdo locais
onde ha o encontro da &gua doce dos rios com a dgua salgada do mar, criando um ambiente de
agua salobra. Estes ambientes possuem uma alta quantidade de nutrientes, tornando-se

favoravel ao cultivo de ostras (Oliveira et al., 2018).

O cultivo da ostra-do-mangue em esturios, € uma atividade que gera renda, movimenta
a economia local, auxilia na manutencdo dos estoques naturais e na conservacao do ambiente
estuarino (Guimardes et al., 2008). Entretanto, este cultivo pode ser afetado por varios fatores

fisico-quimicos, como a salinidade, a temperatura e o pH.

A salinidade é um dos principais parametros abidticos que mais afeta o cultivo, pois 0

sodio tem um papel fundamental no balangco osmotico dos organismos em fungédo do carater



osmoconformador das ostras, onde o liquido extracelular acompanha a salinidade do meio, a

fim de garantir o equilibrio com o ambiente aquatico (Carregosa et al., 2014; David et al., 2018).

Dessa forma, alteracdes rapidas ou intensas nos niveis de salinidade, temperatura e pH
demandam um alto gasto energético para a manutencao da homeostase. Quando a resposta do
sistema de defesa antioxidante ndo é imediata ou na intensidade apropriada, 0s organismos
podem entrar em uma condigdo denominada de estresse oxidativo. Tal situagdo impacta
diretamente a regulacdo de processos fisioldgicos destes animais, podendo danificar proteinas,
lipideos e DNA, afetando negativamente a aquicultura de ostras. (Carregosa et al., 2014, Amaro
etal., 2019).

No Pard, a ostreicultura € uma atividade que tem mostrado constante crescimento nos
ultimos anos e costuma ser realizada em reservas extrativistas (RESEX) devido a qualidade
ambiental do local (de Souza Sampaio et al., 2017). As sementes (estagio do desenvolvimento
em que a ostra se fixa no substrato) podem ser obtidas de coletores instalados ao longo do
estuério e sua producdo tende a ser variavel de acordo com a localidade.

A RESEX Mae Grande Curucé (Curucd-PA) e a RESEX Maracand (Maracana-PA),
onde estdo localizadas a Comunidade Lauro Sodré e Nazaré do seco respectivamente, sao
Reservas Ambientais Extrativistas Marinhas que que foram criadas em 2002 e estdo situadas
nos estuarios do Nordeste paraense. Possuem o cultivo de ostra como uma das atividades
extrativistas realizada por associa¢0es de aquicultores locais, sendo uma atividade que tem se
expandido nos ultimos anos. (Trombeta & Sampaio, 2021)

Diante das observag6es dos aquicultores locais, percebe-se que as sementes mantidas na
RESEX Mée Grande Curucé nao chegam ao tamanho adequado para comercializacdo, enquanto
na RESEX Maracand alcangam o tamanho comercial.

Neste contexto, acredita-se que a variacdo dos parametros fisico-quimicos que ocorrem
na RESEX Mae Grande de Curuca, por ser uma area de variagbes mais intensas devido a
localizacdo geografica (mais afastada do oceano) poderia estar interferindo no balanco
oxidativo dos individuos. Isso acarretaria um gasto energético direcionado ao retorno a
homeostase em detrimento do crescimento.

Desta forma, o uso de biomarcadores bioquimicos torna-se uma importante ferramenta
para monitorar se o estresse oxidativo é um fator limitante no cultivo. O conjunto de respostas
bioldgicas analisadas no contexto dos biomarcadores, permite observar se o nivel de variacéo

dos fatores abidticos estad sendo negativo e quantificar os possiveis danos celulares, com o



objetivo de atuar na prevencdo de danos em niveis bioldgicos superiores (Zanette et al., 2006;
Sardi et al., 2020).

Portanto, este trabalho tem como objetivo avaliar a influéncia da variagdo sazonal da
salinidade, temperatura e pH sobre as respostas de estresse oxidativo na glandula digestiva da
ostra do mangue Crassostrea gasar em dois periodos climéticos (transi¢cdo seco-chuvoso e
chuvoso) em duas RESEX Amazonicas por meio da capacidade antioxidante total e danos

oxidativos em lipideos de membrana.
Material e Métodos
Amostragem

A éarea de estudo é caracterizada por ser rodeada por estuarios e baias, onde a descarga
dos rios e ocednica causada pela sazonalidade do ciclo de marés, influenciam diretamente na
salinidade, temperatura e o pH (Sousa et al., 2020). Dessa forma, foram selecionadas duas
Reservas Extrativistas (RESEX) da costa paraense para amostragem (Figura 1): RESEX Mae
Grande Curucd, localizada na comunidade Lauro Sodré (LS) no alto estuario do municipio de
Curuca e a RESEX Maracang, localizada na comunidade Nazaré do Seco (NS) no baixo estuario

do municipio de Maracana.
Coletas

Foram coletados 15 individuos, em cada ponto e periodo (priorizando-se 0s maiores de
cada ambiente, de acordo com a orientagdo dos produtores). Os animais foram capturados com
coletores artificiais em um banco de sementes e transportados até o laboratério em caixa térmica
com gelo para atenuar o estresse.

As coletas ocorreram durante o ano de 2019, nos periodos sazonais: transicdo seco-

chuvoso (Janeiro/19) e chuvoso (Abril/19).
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Figura 1: Locais de amostragem sdo marcados com um ponto, RESEX Mée Grande Curucé (LS) e RESEX
Maracana (NS). As areas de abrangéncia das RESEX estdo marcadas em hachurado.

Variaveis Ambientais

A temperatura, salinidade e pH da agua foram mensuradas no local, através de sonda
multiparametros, em um trecho de cada RESEX. Enquanto os dados da precipitacdo foram
retirados do site do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET) da estacdo Salindpolis, por
ser a mais proxima dos pontos de coleta, sendo utilizados 0os meses de Janeiro a Junho de 2019

para delimitar os meses de coleta, considerando a variagdo sazonal.
Preparacdo das amostras

No laboratério, foram mensurados os parametros biométricos: comprimento total,
largura e altura das valvas de cada individuo e posteriormente a concha juntamente com a parte
mole foram pesados em balanca analitica (peso total).

Em seguida, ocorreu a dissecacdo para retirada de glandulas digestivas, as quais foram

acondicionadas em tubos do tipo ependorff e armazenadas a -80 C° até as analises bioguimicas.

Analises dos biomarcadores
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Homogeneizagao e preparo das amostras

Para a dosagem dos biomarcadores, as amostras foram homogeneizadas tampao
resfriado (20 mM Tris-HCI, 1ImM EDTA, Sacarose 500 mM, KCI 150 mM, DTT 1 mM e
PMSF 0,1 mM) com pH 7.6 e na proporc¢éo 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 contetdo de proteinas foi medido com kit comercial (Doles LTDA, Brasil), baseado
no teste de Biureto (citratotrissddico 0,114M, carbonato de sodio 0,21M e sulfato de cobre
0,01M) para proteinas, as leituras foram realizadas em leitor de microplacas multimodal (Victor

X3, Perkin Elmer) a 550 nm. Os resultados foram expressos em miligramas de proteinas/mL.

Capacidade Antioxidante (ACAP)

Segundo a metodologia descrita por Amado et al. (2009), esta ferramenta avalia a
capacidade de interceptacdo de EROs das amostras. Desse modo, gera-se in vitro radical peroxil
pela termodegradagdo do 2°2’-azobis-2-metilpropiamidina dihidrocloreto (ABAP). O radical
peroxil gerado oxida o composto H.DCF-DA que se torna fluorescente na forma de DCF-.
Desta forma, quanto maior a capacidade antioxidante da amostra, menor sera a fluorescéncia

detectada.

O protocolo foi seguido conforme descrito por Amado et al. (2009), utilizando-se
0,75mg/mL de proteinas por amostra, conforme padronizacdes realizadas previamente. As
leituras foram realizadas em leitor de microplaca (Victor X3, Perkin Elmer) de fluorescéncia
(485nm e 530nm para excitacdo e emissao, respectivamente) durante trinta minutos a 37°C. Os
resultados foram expressos como inverso da area relativa em relacdo aos niveis de EROS sem

ABAP, que quantificam potenciais pro-oxidantes liberados nas amostras.
Peroxidacao lipidica (TBARS)

De acordo com Oakes & Van Der Kraak (2003), o ensaio de substancias reativas ao
acido tiobarbitdrico (TBARS) busca quantificar o malondialdeido (MDA), subproduto da
terceira fase da peroxidacdo lipidica. Dessa forma, a partir da padronizacdo, optou-se pela
utilizacdo de 30 microlitros de amostras de glandula digestiva. Seguiu-se o protocolo de Oakes
& Van Der Kraak (2003), onde as amostras foram centrifugadas a 300 rpm por 10 minutos a 15

°C e posteriormente retirado 150 pL do sobrenadante para montagem da placa. A leitura foi
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realizada no espectrofotémetro (Victor X3) a 515nm para emissdo e 553nm para excitacdo. Os
resultados foram expressos em nMol MDA/g de tecido umido.

Andlise estatistica

Os dados foram testados quanto a normalidade (teste Levene) e homoscedasticidade
(teste Shapiro Wilk). Com os pressupostos da analise paramétrica aceitos, foi realizado o teste
estatistico Anova two-way com 0 objetivo de fazer a comparacdo entre os dois pontos de
amostragem (duas RESEX) durante os 2 periodos sazonais (transi¢cdo seco-chuvoso e chuvoso),
seguido do teste post-hoc de Tukey.

As varidveis analisadas desta forma foram os biomarcadores ACAP e LPO e os

parametros biométricos ja descritos. O nivel de significancia aceito é de 5% (Zar, 1984).

Resultados

A partir dos dados da precipitacdo pluviométrica média, disponibilizados pelo Instituto
Nacional de Meteorologia (INMET), observou-se que houve uma variagdo aproximada de 330
mm entre 0s meses de Janeiro e Abril de 2019 (figura 2). Além disso a quantificacdo dos
parametros fisico-quimicos (tabela 1), revelou variacédo na salinidade de 8 a 0 ppm em Nazaré
do Seco (NS) e 9 a 0 em Lauro Sodré (LS), entre o periodo transicdo e chuvoso,

respectivamente.

Entre os periodos de coleta, o pH variou de 6.7-8.8 em NS e de 6.3-8.3 em LS, a
temperatura 22-29 °C em NS e 20-26.9 °C em LS. (tabela 1). Dessa forma, verifica-se 0s
parametros fisico-quimicos analisados demonstraram variagdes importantes entre os periodos

amostrados, porém de forma relativamente homogénea para ambos 0s ambientes.
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Figura 2: Precipitacdo registrada para Salindpolis, PA do periodo de jan/19 a jun/2019 (dados obtidos do site do
INMET) <https://portal.inmet.gov.br/. As setas e as barras destacadas indicam os meses de coleta dos organismos.

Tabela 1: Salinidade, pH e Temperatura (°C) dos periodos de transicéo (janeiro/2019) e chuvoso (abril/2019)
das comunidades de Nazaré do Seco (NS) e Lauro Sodré (LS).

PERIODO LOCAL | SALINIDADE pH Temperatura
_ (ppm) (°C)
TRANSICAO NS 8 8.8 22
LS 9 8.3 20
CHUVOSO NS 0 6.7 29.5
LS 0 6.3 26.9

Levando em consideracdo as comparacOes pré-estabelecidas entre periodos em um
mesmo ponto e mesmo periodo em pontos distintos, os dados biométricos (tabela 2) revelaram
que acerca do comprimento total e peso total, todas as comparacdes foram estatisticamente
significativas (p<0,05). Cabe ressaltar que ndo foi possivel a obtencdo dos pesos moles, o que

inviabiliza a efetiva comparagéo entre pesos.

As ostras coletadas em LS aumentaram de peso e cresceram no periodo chuvoso
(117.2+2.4g e 5.8+0.1cm, respectivamente) em relacdo ao periodo de transicdo (78.0 +3.3g e
4.5+0.8cm). O oposto foi observado para os animais de NS que aumentaram de peso e cresceram
no periodo transicdo (118.4+5.0g e 5.5+0.1cm) em relacdo ao periodo chuvoso (84.4+3.4g e
4.9+0.1cm). Quanto a largura, as analises estatisticas ndo mostraram diferencas significativas
nas comparacdes (transicdo NS: 3.7+0.1cm, LS: 3.2+0.1cm e chuvoso NS: 3.2+0.1cm, LS:
3.6+0.2cm). Em relacdo a altura, foi observado diferencas significativas entre periodos do ponto
NS (transicdo: 8.4+0.1cm e chuvoso: 6.9+0.1cm). No periodo chuvoso, as alturas
diferenciaram-se entre pontos com maiores valores verificados para os organismos de LS

(8.2+0.3cm) em relacdo aos organismos de NS (6.9+0.1cm).
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Tabela 2. Biometria de Crassostrea gasar para todos os locais de coleta ao longo de dois periodos sazonais, N=15.
NS= Nazaré do Seco e LS= Lauro Sodré. Os dados estdo expressos em médiatdesvio padrao. As letras minisculas
diferentes representam diferenca (p< 0,05) entre os pontos no mesmo periodo e letras mailsculas diferentes

representam diferenca (p<0,05) entre os periodos para um mesmo local.

PERIODO LOCAL COMPRIMENTO LARGURA ALTURA (cm) | PESO TOTAL (g)
TOTAL (cm) (cm)
TRANSICAO NS 55+0.1 Aa 3.7+0.1Aa 8.4+0.1Aa 118.4+5.0 Aa
LS 45+0.8Ab 3.2+0.1 Aa 8.1+0.1 Aa 78.0+3.3Ab
CHUVOSO NS 49+0.1Ba 3.2+0.1Aa 6.9+0.1Ba 84.4+3.4Ba
LS 5.8+0.1Bb 3.6+0.2 Aa 8.2+0.3 Ab 117.2+2.4Bb

Para observar se a variacdo dos parametros fisico-quimicos entre os periodos transicéo
e chuvoso esta influenciando no balangco oxidativo da ostra do mangue Crassostrea gasar,
realizou-se a avaliagdo da capacidade antioxidante e de perdxidos lipidicos (figuras 3 e 4).
Assim, a capacidade antioxidante mostrou uma baixa inducdo nos organismos coletados em
ambos 0s pontos no periodo transi¢do (NS: 0.76+0.00 e LS: 0.65+0.00) em relacéo ao periodo
chuvoso (NS: 0.18+0.02 e LS: 0.28+0.01) (p<0,05), ndo apresentando diferenca estatistica entre
0s pontos. J& no periodo chuvoso, a capacidade antioxidante sofreu uma inducdo nos
organismos dos dois pontos (NS: 0.18+0.02 e LS: 0.28+0.01) em relacdo ao periodo anterior
(NS: 0.76+0.00 e LS: 0.65+0.0), apresentando-se maior (p<0,05) nos individuos de LS do que
em NS.
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Figura 3: (a) Capacidade Antioxidante Total e (b) Quantificacdo de Perdxidos Lipidicos (MDA) na glandula
digestiva da ostra Crassostrea gasar (n= 15). Valores expressos em média * erro padrdo. Letras mailsculas
indicam diferencas significativas entre periodos do mesmo ponto (p < 0,05), enquanto as letras mindsculas indicam
diferencas significativas no mesmo periodo em pontos diferentes (p < 0,05).

No que se refere a quantificacao de peroxidos lipidicos, notou-se uma estabilidade no ponto NS
entre o periodo de transicdo (0.28+0.01 nMol MDA/g de tecido Umido) para o chuvoso
(0.28+0.01 nMol MDA/g de tecido umido) (p>0,05). Inversamente, o0 ponto LS apresentou um
aumento do LPO do chuvoso (0.31+0.02 nMol MDA/g de tecido tmido) em relacdo ao periodo
transicdo (0.21+0.01 nMol MDA/g de tecido imido) (p<0,05), no entanto, sem se diferenciar
do NS. No periodo transi¢do, observou-se diferencas significativas entre os pontos (p<0,05),
pois 0 ponto NS apresentou uma maior quantificacdo de LPO (0.28+0.01 nMol MDA/g de
tecido Umido) que o ponto LS (0.21+0.01 nMol MDA/g de tecido imido).

Discussao

O manguezal é um ecossistema estuarino com uma alta produtividade e os organismos
residentes nessas areas sao extremamente adaptadas as condi¢fes fisico quimicas do local,
como a variacao de pH, temperatura e a salinidade que é um dos principais fatores abioticos
gue controlam os processos fisiologicos desses organismos (Paixdo et al., 2013; Wing &
Leichter, 2011). Apesar dessa adaptacgéo, situacdes de alta variabilidade das condigdes abioticas
pode ser estressante metabolicamente, o que favorece a geracdo de espécies reativas de oxigénio
(Luschak, 2010), podendo gerar estresse oxidativo através do gasto energético voltado a

recuperacdo da homeostase

No periodo chuvoso, o aumento da capacidade antioxidante em relacdo ao periodo de
transicdo pode ter sido motivado pelo aumento do aporte de nutrientes, provocado pelo

incremento na precipitacdo. A alta precipitacéo, tende a amplificar a produtividade, levando ao
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aumento da disponibilidade de alimentos, o que propicia a elevacdo da geragéo de antioxidantes
ndo enzimaticos e consequentemente da capacidade antioxidante (Oliveira et al.,2018; Amaro
etal., 2019).

O aumento da capacidade antioxidante nos dois pontos do periodo chuvoso, tambeém
estaria relacionado a baixa salinidade. Visto que, o processo de adaptagéo dos invertebrados
nessa condi¢do hipossalina, incluem alteracdes na peroxidacdo lipidica e aumento da demanda
do sistema de defesa antioxidante, o que pode interferir na manutencao das funcdes fisioldgicas,
pois as células retém ions e transportam aminoacidos da célula para o sangue afim de garantir
0 equilibrio osmatico (Amaro et al., 2019; Zhang et al., 2020).

Os niveis de peroxidos lipidicos registrados nos dois periodos podem ter sido causados
pelo possivel estresse salino, pois a glandula digestiva possui a capacidade de armazenar
carboidratos e lipideos que podem ser utilizados em situacdes de estresse (Gosling, 2003; Alves
de Almeida et al., 2007; Verlecar et al., 2008). Assim, este contexto pode ter interferido no
crescimento final das ostras de ambos os locais em decorréncia do gasto energético para a
manutencdo da homeostase.

Os individuos de LS apresentaram um maior investimento no crescimento no periodo
chuvoso, algo que ndo é mantido a longo prazo, pois mostraram um menor crescimento no
periodo transicdo e sdo ostras que ndo chegam ao tamanho comercial. Considerando os
trabalhos de Ren & Ross (2005), Bayne (2017) e Hall et al. (2019), acredita-se que o
investimento rapido em crescimento ocorre pela eficiéncia na absorcdo de energia causada pela
abundancia de nutrientes neste periodo atrelada as condi¢6es da salinidade.

As ostras de NS sdo aquelas que alcancam o tamanho comercial. Entretanto, nao
investiram no crescimento durante o periodo chuvoso, pois apresentaram um menor tamanho
guando comparado ao periodo transicdo. Assim, os individuos podem ter alocado energia em
outras fungdes nesse periodo e investido no crescimento ao longo do ano (Ren & Ross, 2005;
Oliveira et al., 2018).

O registro pontual da temperatura no periodo chuvoso ndo permitiu avaliar a variacao
ao longo do dia, pois ela pode estar variando de forma diferente em cada local em um mesmo
dia. Assim, sdo necessarios outros estudos para se obter uma logistica de registros sequenciais
ao longo dos dias, afim de que seja possivel observar se a temperatura esta interferindo no
balango energético das ostras. Mesmo assim, a temperatura € um parametro abidtico que nao
tem grandes variacBes em regides tropicais, como a regido amazénica. Por esse motivo, ndo

deve ser o parametro que mais influencia nos resultados observados.
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Levando em consideracdo o experimento realizado por Velecar et al. (2016) na ostra
Ruditapes philippinarum, os resultados mostraram uma alta geragdo de EROS seguida de um
alto contetido de perdxidos lipidicos em condicdes de baixo pH. Assim o pH levemente acido
no periodo chuvoso também pode ter influenciado no aumento da peroxidacéo lipidica, visto
que, nesse periodo ha o aumento da descarga dos rios.

O trabalho de Khan et al. (2020), mostrou que a diminuigdo da atividade da enzima
digestiva lisozima do mexilhdo Mytilus coruscus em pH 7.7 e temperatura de 20°C, ocorreu
devido a exposicao prolongada a condigéo estressante. Corroborando com o comportamento da
capacidade antioxidante e dos niveis de perdxidos lipidicos encontrados neste estudo.
Observou-se uma estabilidade de perdxidos lipidicos nos dois periodos nos animais de NS, ao
contrario dos de LS, que ndo mantiveram os niveis de Perdxidos Lipidicos no periodo chuvoso
em relacdo ao periodo de transicéo, apesar do aumento da capacidade antioxidante na glandula
digestiva.

Acredita-se que a baixa salinidade registrada somada a precipitagdo pode ter levado as
ostras a um maior gasto energético para se adaptar e manter suas funcdes fisiologicas, refletindo
na capacidade antioxidante e peroxidacdo lipidica da glandula digestiva (Maar et al., 2015;
Rivera-Igraham& Lignot 2017; Bal et al., 2021). Dessa forma, evidenciou-se que as variacoes
sazonais das condicdes fisico-quimicas podem induzir danos oxidativos em C. gasar, como ja
identificado de varias espécies de bivalves (Carregosa et al., 2014) e que apesar da variacdo dos
parametros fisico-quimicos ter sido semelhante nos dois ambientes, influenciaram de forma
distinta os organismos nos pontos de coleta. E importante ressaltar que os registros dos
parametros abidticos foram pontuais e que LS possui um histérico de maior variacdo dos
mesmos. Assim, organismos informam o historico dessas variagcBes, como observado no

comportamento dos biomarcadores bioquimicos analisados.

Concluséao

Nos dois periodos climaticos analisados neste estudo, ndo se verificou diferengas nos
parametros fisico-quimicos registrados, comparando-se os dois pontos de estudo. No entanto,
de acordo com outros estudos em andamento no nosso laboratdrio, sabe-se que na regido de LS
as baixas salinidades persistem por mais tempo ao logo do ano e este fato explica as diferencas
encontradas nos biomarcadores analisados. Enquanto os animais de NS intensificam as defesas
antioxidantes do periodo de transicdo para o chuvoso (de maior gasto energético com a

homeostase) fazendo assim com que os niveis de LPO ndo se alterem entre estagdes do ano, 0s
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organismos de LS mesmo intensificando mais suas defesas antioxidantes em relagéo a NS do
periodo transi¢do para o chuvoso, ndo conseguem evitar o incremento de LPO na estagdo
chuvosa em relacéo a transicional. Isso pode ocorrer pela necessidade dos organismos de LS
em aproveitar o0 aporte de nutrientes do periodo chuvoso para investir em crescimento, 0 que
demanda mais gasto energético, somado as demandas metabdlicas voltadas & manutengdo da
homeostase. Dessa forma, este estudo aumentou a compreensdo sobre como 0s parametros
fisico quimicos influenciaram no balan¢o oxidativo dessa espécie tipica dos estuarios da regido
amazonica, servindo como subsidio aos aquicultores para observar qual o melhor periodo de
inicio dos cultivos e assim ter uma maior produtividade. Além disso, outros estudos precisam
ser feitos com outros tecidos, periodos e parametros fisico-quimicos, afim de ampliar o
conhecimento sobre o balanco oxidativo nessa espécie com o objetivo de melhorar a qualidade

do cultivo.
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ANEXO |

Environmental Monitoring and Assessment (Qualis B2)
https://www.springer.com/journal/10661/submission-guidelines

Estrutura do Manuscrito

Artigos de pesquisa originais
Abstrato

O Resumo deve conter de 150 a 250 palavras. Deve explicar claramente a novidade das
descobertas em comparacdo com o conhecimento atual. O Resumo néo deve conter abreviactes
indefinidas ou referéncias ndo especificadas.

Palavras-chave

Isso deve incluir de 4 a 6 palavras-chave que podem ser usadas para fins de indexacao.
Texto

O texto dos artigos originais de pesquisa deve ser dividido nas seguintes secdes:
Introducéo

A Introducdo deve indicar o objetivo da investigacdo e identificar claramente a lacuna de
conhecimento que sera preenchida neste estudo.

materiais e métodos

A secdo Materiais e Métodos deve fornecer informacdes suficientes para permitir a repeticdo
do trabalho experimental. Deve incluir descri¢bes e explicacOes claras dos procedimentos de
amostragem, desenho experimental, caracteristicas essenciais da amostra e estatisticas
descritivas, hipoGteses testadas, referéncias exatas a literatura que descrevem os testes usados
no manuscrito, nimero de dados envolvidos nos testes estatisticos, etc.

Resultados e discussao

A secdo Resultados deve descrever o resultado do estudo. Os dados devem ser apresentados o
mais concisamente possivel - se apropriado na forma de tabelas ou figuras, embora tabelas
muito grandes devam ser evitadas. A discussao deve ser uma interpretacao dos resultados e seu
significado com referéncia ao trabalho de outros autores.

Concluses
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Esta secdo deve destacar as principais descobertas firmes e indicar qual é o valor agregado da
descoberta principal, sem referéncias da literatura.

Referéncias
A revista usa o estilo de referéncia APA

Os autores sdo encorajados a seguir as diretrizes oficiais da APA versdo 7 sobre o nimero de
autores incluidos nas entradas da lista de referéncias (ou seja, incluir todos os autores até 20;
para grupos maiores, forneca os primeiros 19 nomes seguidos de reticéncias e o nome final do
autor). No entanto, se 0s autores encurtarem o grupo de autores usando et al., Isso sera mantido.

A lista de referéncias deve incluir apenas trabalhos citados no texto e que tenham sido
publicados ou aceitos para publicagdo. Comunicaces pessoais e trabalhos ndo publicados
devem ser mencionados apenas no texto.

Se disponivel, sempre inclua DOIs como links DOI completos em sua lista de referéncia (por
exemplo, “https://doi.org/abc”).

Folha de rosto

Certifique-se de que sua pagina de titulo contém as seguintes informacdes.
Titulo

O titulo deve ser conciso e informativo.

Informacéao sobre o autor

e O (s) nome (s) do (s) autor (es)

e A (s) afiliacdo (Oes) do (s) autor (es), ou seja, instituicdo, (departamento), cidade,
(estado), pais

e Uma indicacdo clara e um endereco de e-mail ativo do autor para correspondéncia

o Sedisponivel, o ORCID de 16 digitos do (s) autor (es)

Se as informacdes de endereco forem fornecidas com a (s) afiliacdo (Ges), elas também serdo
publicadas.

Para autores que ndo sdo (temporariamente) afiliados, iremos apenas capturar sua cidade e pais
de residéncia, ndo seu endereco de e-mail, a menos que especificamente solicitado.

Declarac6es

Todos os manuscritos devem conter as seguintes se¢des sob o titulo '‘Declaracées’.
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Se alguma das sec¢des ndo for relevante para o seu manuscrito, inclua o titulo e escreva 'Nao se
aplica’ para essa secéao.

Para ser usado para todos os artigos, incluindo artigos com aplicacdes bioldgicas
Financiamento (informacdes que explicam se e por quem a pesquisa foi apoiada)

Conflitos de interesse / interesses concorrentes (inclua divulgac6es apropriadas)
Disponibilidade de dados e materiais (transparéncia de dados)

Disponibilidade de codigo (aplicativo de software ou cédigo personalizado)

Contribuicdes dos autores (opcional: reveja as diretrizes de submissdo do periddico se as
declaracGes sao obrigatdrias)

Declaracdes adicionais para artigos em revistas de ciéncias da vida que relatam os resultados
de estudos envolvendo seres humanos e / ou animais

Aprovacao de ética (inclua aprovacdes ou dispensas apropriadas)
Consentimento para participar (incluir declaracdes apropriadas)
Consentimento para publicacéo (inclua declaracdes apropriadas)

Consulte as secdes relevantes nas diretrizes de envio para obter mais informag6es, bem como
varios exemplos de redacdo. Reveja / personalize os exemplos de declaracdes de acordo com
as suas necessidades.

Texto
Formatacdo de Texto

Os manuscritos devem ser submetidos em Word.

o Use uma fonte normal e simples (por exemplo, Times Roman de 10 pontos) para o texto.

o Use italico para dar énfase.

e Use a funcdo de numeragdo automatica de paginas para numerar as paginas.

o Na&o use fungdes de campo.

o Use paradas de tabulagdo ou outros comandos para recuos, ndo a barra de espaco.

o Use a funcao de tabela, ndo planilhas, para fazer tabelas.

e Use o editor de equacdo ou MathType para equacoes.

e Salve seu arquivo em formato docx (Word 2007 ou superior) ou formato doc (versdes
anteriores do Word).

Texto de solicita¢éo adicional
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* Todos os arquivos manuscritos devem ser formatados para conter niameros de linha.

* As citagdes com mais de 40 palavras devem ser marcadas com clareza, recuando a margem
esquerda ou usando uma fonte menor. Use aspas duplas para aspas diretas e aspas simples para
aspas entre aspas e para palavras ou frases usadas em um sentido especial.

Instrucdes adicionais Titulos

Cabecalhos de nivel um: digitados em negrito, minasculas, exceto para a primeira letra da
primeira palavra, justificado a esquerda, seguido por uma linha em branco

Cabecalhos de nivel dois: digitados em fonte normal, minudsculas exceto para a primeira letra
da primeira palavra, justificado a esquerda, seguido por uma linha em branco

NAO numere titulos e subtitulos.

Tabelas

e Todas as tabelas devem ser numeradas em algarismos arabicos.

o As tabelas devem ser sempre citadas em texto em ordem numérica consecutiva.

« Para cada tabela, forneca uma legenda (titulo) explicando os componentes da tabela.

« Identifique qualquer material publicado anteriormente, fornecendo a fonte original na
forma de uma referéncia no final da legenda da tabela.

« As notas de rodapé das tabelas devem ser indicadas por letras mindsculas sobrescritas
(ou asteriscos para valores de significancia e outros dados estatisticos) e incluidas
abaixo do corpo da tabela.

Envio de Figura Eletronica

o Forneca todas as figuras eletronicamente.

 Indique qual programa grafico foi usado para criar a arte.

o Para gréficos vetoriais, o formato preferido é EPS; para meios-tons, use o formato
TIFF. Arquivos MSOffice também séo aceitéveis.

o Os gréaficos vetoriais que contém fontes devem ter as fontes incorporadas aos arquivos.

« Nomeie seus arquivos de figura com "Fig" e o nimero da figura, por exemplo, Figl.eps.

Arte de Linha
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Definicdo: Grafico em preto e branco sem sombreamento.

N&o use linhas e / ou letras esmaecidas e verifique se todas as linhas e letras nas figuras
estdo legiveis no tamanho final.

Todas as linhas devem ter pelo menos 0,1 mm (0,3 pt) de largura.

Desenhos de linhas digitalizados e desenhos de linhas em formato bitmap devem ter
uma resolucdo minima de 1200 dpi.

Os graficos vetoriais que contém fontes devem ter as fontes incorporadas aos arquivos.

Numeracao de figuras

Todas as figuras devem ser numeradas em algarismos arabicos.

As figuras devem ser sempre citadas no texto em ordem numeérica consecutiva.

As partes da figura devem ser denotadas por letras mindsculas (a, b, c, etc.).

Se um apéndice aparecer em seu artigo e contiver uma ou mais figuras, continue a
numeracdo consecutiva do texto principal. Ndo numere as figuras do apéndice, "Al, A2,
A3, etc." As figuras nos apéndices online [Informagdes Suplementares (SI)] devem, no
entanto, ser numeradas separadamente.

Legendas de figuras

Cada figura deve ter uma legenda concisa descrevendo com precisdo o que a figura
representa. Inclua as legendas no arquivo de texto do manuscrito, ndo no arquivo de
figura.

As legendas das figuras comecam com o termo Fig. Em negrito, seguido do nimero da
figura, também em negrito.

Nenhuma pontuagéo deve ser incluida apds o numero, nem qualquer pontuacgéo deve ser
colocada no final da legenda.

Identifique todos os elementos encontrados na figura na legenda da figura; e usar caixas,
circulos, etc., como pontos de coordenadas em gréaficos.
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« Identifique o material publicado anteriormente, fornecendo a fonte original na forma de
uma citacao de referéncia no final da legenda da figura.

Posicionamento e tamanho da figura

o As figuras devem ser enviadas separadamente do texto, se possivel.

o Ao preparar suas figuras, dimensione as figuras para caber na largura da coluna.

« Pararevistas de grande porte, as figuras devem ter 84 mm (para reas de texto de coluna
dupla) ou 174 mm (para areas de texto de coluna unica) de largura e ndo mais que 234
mm.

o Para revistas de pequeno porte, 0os nimeros devem ter 119 mm de largura e ndo mais
que 195 mm.



