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RESUMO

Eurialinidade ¢ uma caracteristica necessaria aos habitantes estua-
rinos. Este estudo avaliou os efeitos das variagdes de salinidade na
capacidade regulatoria do bivalve estuarino tropical Anomalocar-
dia brasiliana. Para estimar as potencialidades osmorregulatorias,
espécimes foram coletados vivos no estuario do rio Curu, Ceara, e
transportados para o laboratdrio, em recipientes com dgua do estuario.
A habilidade osmorregulatoria da Anomalocardia brasiliana foi deter-
minada através de dois procedimentos. Inicialmente, a osmolaridade
da hemolinfa foi medida em varias concentragdes de salinidade (0,9;
2,0;3,5;4,9; 5,1° BRIX) e em diferentes escalas de tempo (30, 60, 90,
120 e 300 minutos). Em seguida, foi realizada a comparagéo da osmo-
laridade da hemolinfa com a do meio e aplicados modelos estatisticos
para testar a hipotese de osmorregulacdo. Os resultados mostraram
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que os espécimes foram capazes de regular a osmolaridade da hemo-
linfa em todas as diferentes concentra¢des de salinidade e escalas de
tempo. Portanto, este trabalho reuniu informagdes importantes sobre
a fisiologia do bivalve estuarino tropical A. brasiliana, devido a capa-
cidade de regulagio osmotica que a espécie apresenta.

Palavras-chave: estuario, bivalve, Anomalocardia brasiliana, osmor-
regulacdo.

ABSTRACT

Euryhalinity is a necessary characteristic in estuarine inhabitants.
This study evaluated the osmoregulatory effects of salinity variations
in the tropical estuarine bivalve Anomalocardia brasiliana. To esti-
mate the osmoregulatory capabilities specimens were collected alive
in estuary of Curu river, Ceard, and carried to the laboratory in con-
tainers with some water of the estuary. The osmoregulatory ability of
Anomalocardia brasiliana was determined by following two proce-
dures. Firstly, by measuring the hemolymph osmolality in various sa-
linity concentrations (0,9; 2,0; 3.5; 4,9; 5,1° BRIX) and different time
scales (30, 60, 90, 120 e 300 minutes). Secondly, by comparing the
hemolymph osmorality with the medium’s osmorality and by testing
the hypothesis of osmoregulation using estatistic models. The results
showed the specimens could regulate their hemolymph osmorality in
all the different salinity concentrations and time scales. Therefore,
this research added important information about the physiology of
the estuarine tropical bivalve A. brasiliana due to the capability of
osmotic regulation that the species possess.

Keywords: estuary, bivalve, Anomalocardia brasiliana, osmoregula-
tion.

1. INTRODUCAO

O estudrio representa uma transicdo entre o ambiente
marinho e o limnico, sendo caracterizado pela presenca de
sedimentos finos de origem marinha, fluvial ou terrestre, os
quais se acumulam, formando planicies de barro ricas em ali-
mento, embora escassas em oxigénio [1]. A agdo das variagdes
de marés provoca alteragdes nesse ambiente, onde se alternam
periodos de total cobertura do meio pelas dguas e de exposi¢do
do substrato, consequentemente, dos organismos que ali vi-
vem.

Fatores abidticos como temperatura, teor de oxigénio e sa-
linidade sdo variaveis importantes que podem provocar mu-
dangas bruscas, tanto em escala temporal como espacial. Os
organismos habitantes de ambientes de estudrio utilizam estra-
tégias comportamentais e fisioldgicas que os capacitam a toler-
ar tais oscilagdes [2,3]. Dessa forma, os organismos estuarinos
possuem caracteristicas proprias que permitem a manutengdo
das concentragdes osmdticas dos seus fluidos corporais em
niveis aceitaveis para um bom desenvolvimento fisioldgico.

Considerando-se as variagdes nas concentragdes osmoticas
dos fluidos corporais dos organismos aquaticos em resposta
aos niveis de salinidade do meio, distinguem-se duas formas
de ajuste osmotico: osmoconformagdo e osmorregulagdo. Nas
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espécies osmoconformadoras, a pressdo osmdtica intracelu-
lar pode variar de acordo com a varia¢do da osmolaridade do
meio, ou seja, esses animais mantém a osmolaridade dos seus
fluidos corporais semelhante aquela do meio em que se en-
contram. As espécies osmorreguladoras sdo capazes de tolerar
variagdes na salinidade do meio com minimas alteracdes da
concentragdo osmotica da hemolinfa [4,5].

Eurialinidade €, portanto, uma caracteristica necessaria aos habi-
tantes estuarinos [4]. O estudo da osmorregulacdo deu origem a uma
multiplicidade de analises em varios niveis de organizagio bioldgica,
tais com organismos, células e até moléculas [6]. Especialmente em
invertebrados marinhos costeiros, isso ocorre devido a sua constate
exposi¢ao as flutuagdes de salinidade em seu habitat natural. Esses
organismos, portanto, constituem bons exemplos de sistemas-mode-
lo para o estudo dos efeitos das mudangas de osmolaridade. J& foram
tema de estudos, pelo caminho da regulagdo osmdtica, diversos gru-
pos de animais, v. g., poriferas, cnidarios, moluscos e crusticeos.

Ressalte-se que os organismos que vivem em habitat onde esses
fatores sdo um problema importante submetem-se a algumas adapta-
¢des como forma de sobrevivéncia nesses ambientes. Por exemplo,
acumulam solutos organicos como polidlcoois, aminoacidos livres,
quaternarios ou terciarios de aménio e compostos sulfonicos, em
resposta ao estresse osmotico, o que se constitui, na verdade, uma
adaptagdo metabdlica encontrada em invertebrados e vertebrados,
que sugere uma evolugio convergente para essa caracteristica [7].

A constante manutengdo das condigdes osmoticas e idnicas in-
tracelulares e extracelulares é fundamental para o funcionamento nor-
mal das células. Em ambientes de agua doce, invertebrados devem
absorver os sais ativamente; ja, em se tratando da salgada, o excesso
deve ser secretado. Por outro lado, em ambientes terrestres, os inver-
tebrados precisam economizar agua. As exigéncias para transporte de
ions e agua podem variar muito, dependendo de fatores tanto internos
como externos, tais como a salinidade da 4gua ou a taxa metabolica.
A compreensdo das grandes tendéncias evolutivas (por exemplo, a
evolugdo dos animais terrestres) e da adaptagdo das novas espécies
de moluscos a ambientes extremos pressupde conhecimentos sobre
0s mecanismos de controle para a regulagdo da agua e do sal [8].

Anomalocardia brasiliana (Gmelin, 1791) (Mollusca: Bivalvia)
¢ um molusco bivalve, amplamente distribuido ao longo da costa
brasileira, principalmente em enseadas, baias e estuarios. Sua faixa
de ocorréncia abrange as Indias Ocidentais (nas Antilhas), o Brasil
¢ 0 Uruguai [9]. Esse molusco habita areas protegidas da agio de
ondas e de correntes, tanto na faixa entremarés como no infralito-
ral raso, onde se enterra superficialmente no substrato lodoso ou
areno-lodoso [10]. Utilizado na alimentacdo humana, tem potencial
para o cultivo e, no litoral brasileiro, ¢ conhecido por varios nomes
populares, dentre os quais estdo “berbigdo”, “vongole”, “magunim”
¢ “chumbinho”. O Anomalocardia brasiliana tem importancia socio-
econdmica, sendo comercializado em diferentes escalas ao longo da
costa brasileira, principalmente pelas comunidades litoraneas que o
utilizam como alimento [11].

Atualmente, nfo ha informagdes publicadas sobre a tolerdncia a
salinidade e niveis de salinidade 6tima para o molusco Anomalocardia
brasiliana (Gmelin, 1791), embora a sua distribui¢do natural pareca
ser dependente desse fator. Este estudo investigou a capacidade os-
morregulatoria desse molusco em estudrios tropicais. Assim, as hipo-
teses aqui estabelecidas foram: a variag8o da salinidade do meio afeta
a osmolaridade dos fluidos corporais do molusco Anomalocardia
brasiliana? O molusco é considerado um animal osmorregulador?

2. MATERIAL E METODOS
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2.1. ANIMAIS

O Anomalocardia brasiliana foi escolhido como objeto de-
sta pesquisa porque, nos complexos estuarinos da regido do
Nordeste brasileiro, é o segundo molusco mais importante,
tanto economicamente quanto no volume de coleta [12].

2.2. EXPERIMENTOS

Para estimar a capacidade osmorregulatdria do molusco estu-
dado, foram coletados espécimes no estudrio, de forma aleatoria,
em maio de 2005. A coleta foi realizada no estuario do rio Curu
(03°23°33”L, 39°00°38.8”0), estado do Ceara, Nordeste do Bra-
sil. Apos rapida selegdo determinada pela homogeneidade de ta-
manho e grau de deteriorizagdo das conchas, os animais foram
levados vivos ao laboratoério, na 4gua em que se encontravam
quando capturados, cuja salinidade media 3,5 BRIX. O local de
coleta é um estudrio misto verticalmente, mas com uma gradual
mudanga horizontal na salinidade, exceto nos periodos em que ha
um consideravel aumento na pluviosidade, quando a agua doce
atinge a maior vazao no estuario [13].

Em laboratorio, os animais foram mantidos em aquarios
aerados, cuja agua continha salinidade igual a do local de co-
leta. Apos 24h de aclimatagdo, os animais foram transferidos
do nivel de salinidade original para outros de 0,9; 2,0; 3,5; 4.9;
5,1 BRIX. Para a obtencdo das diferentes salinidades, a agua
do mar foi diluida com agua destilada até atingir a concentra-
¢do desejada, sendo as medigdes realizadas por meio de um
refratdmetro (ATAGON — 1E BRIX 0-32%).

A habilidade osmorregulatoria dos animais foi determinada
segundo a teoria de Romano & Zeng [14], ou seja, medindo-
se com refratometro a osmoralidade da hemolinfa nas varias
condi¢des de salinidade comparada com a do meio. A concent-
ra¢do osmotica da hemolinfa foi acompanhada apds 30, 60, 90
e 120 e 300 minutos. Em cada tempo de coleta, uma amostra
da hemolinfa foi extraida em duplicata. Para tanto, abriu-se a
concha com auxilio de uma pinga cirtrgica e, posteriormente,
puncionou-se a cavidade pericardica do animal com uma se-
ringa de 500 ul. Em seguida, foi efetuada a leitura.

2.3. ANALISES ESTATISTICAS

Todas as analises estatisticas basearam-se no pacote estatistico
GraphPad Instat 3.01 e GraphPad Prism 4.0. Os dados foram apre-
sentados por média e desvio padrdo, sendo a normalidade analisada
pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Cada grupo amostral (0,9 — 5,1
BRIX) foi comparado por meio do teste nao-paramétrico de Krus-
kal-Wallis, sendo o nivel de significancia avaliado com a de 0,05.
Realizou-se a andlise de regressao linear para verificar a relagdo
entre a osmolaridade da hemolinfa e da dgua do meio. Esse teste
foi realizado conforme recomendagdes de Zar [15], em cuja teoria
esta dito que a relago entre duas varidveis pode apresentar uma
dependéncia funcional de uma pela outra, isto €, a magnitude de
uma das variaveis (a dependente) é determinada pela magnitude da
segunda variavel (a independente), sendo que o inverso ndo ¢ ver-
dadeiro. No teste, a variavel dependente ¢ a salinidade da hemolinfa
e a independente, a salinidade da 4gua do meio.

3. RESULTADOS



OSMORREGULACAO EM MOLUSCOS: O CASO DO BIVALVE ESTUARINO TROPICAL ANOMALOCARDIA BRASILIANA
(MOLLUSCA: BIVALVIA)

A populacdo de Anomalocardia brasiliana estudada demon-
strou uma forte capacidade osmorregulatoria. Ficou também
definido que a concentragdo da hemolinfa desse animal prati-
camente independe de alteragdes na salinidade do meio, man-
tendo-se constante em meios com salinidade variando entre
0,9 ¢ 5,1 BRIX (Tabela 1 e Figura 1).

Quando mantida por 30 minutos em cada salinidade avali-
ada, a salinidade do fluido visceral do bivalve Anomalocardia
brasiliana variou de 3,88 + 0,39 BRIX nas maiores salinidades,
e de 4,2 +0,45 BRIX nas menores salinidades dos meios anali-
sados. Isso nos levou a acreditar que ndo existia relagdo entre
o aumento da salinidade do meio e o da salinidade do fluido
visceral (Figura 2). Em um intervalo de tempo de 60 minutos
em cada salinidade analisada do meio, a salinidade do fluido
visceral variou de 3,04+ 0,71 BRIX e de 4,26 + 0,37 BRIX nas
salinidades de 3,5 e 2,0 BRIX, respectivamente.

4.75+
4.50+
4.25+
4.00+
3.754
3.504
3.254
3.004
2.75

Salinidade da
hemolinfa (BRIX)

Salinidade da
hemolinfa (BRIX)

T T T T
2,0 3,5 4,9 51
Salinidade do meio (BRIX)

T
0,9

Figura 1. Salinidade da hemolinfa em diferentes condi¢des de salinidade do
meio durante todo o experimento. Box-whisker demonstra média, amplitude
e desvio padrdo.

Tabela 1. Média e desvio padrio das variagdes de salinidade do meio e do fluido visceral do Anomalocardia brasiliana em dife-

rentes tempos de exposigao.

[l Brix do
[Mdia] meio fora do Salinidade da Hemolimfa (IJ Brix)
(%) animal
30 min 60 min 90 min 120 min 300 min
4 5,1 3,88+0,39 3,66+0,65 3,96+0, 64 3,24+0,85 4,52+0,39
3,5 4,9 3,61+0,52 3,74+0,88 4,2+0,80 4,04+0,66 4,16+0,49
2,5 3,5 4,16+0,32 3,04+0,71 3,5+0,50 4,27+40,58 -
1,5 2,0 4,14+ 0,064 4,26+0,37 3,4+0,47 4,12+40,46 -
0,5 0,9 4,2+ 0,45 3,26+0,79 3,5+0,9 4,06+0,51 3,540,098

5 -
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4 4
35 4
3
25 4
2
15 1
1
05 4

(BRIX)

Lot

inidade da hemolinfa

Sali

09 35 49 51

Salinidade do meio (BRIX)
Figura 2. Variagdes da salinidade da hemolinfa do Anomalocardia

brasiliana nas diferentes condi¢des do meio, apds 30 minutos de ex-
perimento.
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A salinidade do fluido dorpdreo foi de 3.26 + 0,79 BRIX,  na

salinidade minima do meio, e de 3,66 + 0,65 BRIX na salini-
dade maxima (Fig.30.

LR
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4
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05+
0 T T T T
03 2 35 49

51

Figura 3. Variagdes da salinidade da hemolinfa do Anomalocardia brasiliana
nas diferentes condig¢des do meio, apos 60 minutos de experimento.
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Quando submetidos a 90 minutos em cada salinidade dos
meios analisados, o fluido visceral dos animais apresentou
o minimo de 3,4 + 0,47 BRIX, quando a salinidade do meio
foi de 2 BRIX, e o maximo de 4,2 + 0,80 BRIX, quando a
salinidade do meio foi 4,9 BRIX (Fig.4).
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Figura 4. Variagdes na salinidade da hemolinfa de Anomalocardia brasili-
ana nas diferentes condi¢des do meio, apds 90 minutos de experimento.

Considerando o tempo de 120 minutos, a salini-
dade do fluido visceral dos animais apresentou um
minimo de 4,04 + 0,66 BRIX, quando a salinidade
do meio foi 4,9 BRIX, e um maximo de 4,27 + 0,58
BRIX, quando a salinidade do meio foi 3,5 BRIX
(Fig.5). Nao existiu diferenca significativa na salini-
dade do fluido visceral entre todos os intervalos de
tempo, em todos os meios a que os animais foram
submetidos (Kruskal-Wallis test, P = 0,2065).

A diferen¢a entre as salinidades em Anomalocar-
dia brasiliana durante todo o experimento ndo foi
significativa (Kruskal-Wallis test, P= 0,8676), dadas
as diferentes salinidades avaliadas, o que corrobora
a hipotese de que esta espécie mostra um comporta-
mento osmorregulatério.
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Salinidade do meio (BRIX)

Figura 5. Variagdes na salinidade da hemolinfa de Anomalocardia brasili-
ana nas diferentes condig¢des do meio, apds 120 minutos de experimento.

Quando a capacidade osmorregulatoria for expressa
como a mudan¢a na osmolaridade na hemolinfa em
funcdo da osmolaridade da agua, a espécie estuarina
Anomalocardia brasiliana demonstrou ser um regulador
osmatico muito forte (Figura 6).
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Figura 6. Relacdo entre a salinidade da hemolinfa (variavel dependente) e
salinidade da agua (variavel independente).

A variagdo da salinidade da 4dgua (variavel independente)
ndo explica a variagdo da salinidade da hemolinfa (coefici-
ente de determinagdo igual a 0,021). A hipotese nula (p=0)
¢é aceita pela analise de variancia (F = 0,4525, P = 0,50). A
hipdtese de osmorregulagdo no molusco estuarino Anoma-
locardia brasiliana ¢, portanto, confirmada pelos modelos
estatisticos.

4. DISCUSSAO

Sob condigdes extremas de salinidade existentes nos ecos-
sistemas estuarinos, ligeiras diferencas na capacidade osmor-
regulatoria das espécies podem ter uma grande influéncia nas
adaptagdes fisiologicas. A salinidade ¢ um dos principais fa-
tores ambientais que ordena a distribui¢do horizontal de inver-
tebrados marinhos, dulcicolas e de 4gua mixohalina que vivem
em estuarios tropicais [16].

A resposta de aclimatag@o é similar ou idéntica a plasticid-
ade fenotipica, cuja presenca ou auséncia, geralmente, deter-
mina a capacidade de um animal para viver em certos habitats
e, desse modo, pode determinar os limites ecoldgicos de distri-
buigao da espécie [17] ).

Por outro lado, Aratjo & Barreira [18] explicam que a
tolerancia relativamente limitada do molusco Anomalocardia
brasiliana a salinidades mais baixas ¢ responsavel por um fend-
meno bastante comum, relatado pelos “catadores de buzios” da
regido do litoral cearense, segundo os quais, durante o periodo
chuvoso, esses organismos aparecem moribundos devido ao
excesso de d4gua doce no estuario, tornando-os imprdprios para
o consumo humano. Niveis mais baixos de salinidade podem,
entdo, afetar mais esses animais nessas condi¢des.

A presenca de moluscos com osmorregulagdo é bem doc-
umentada em bivalves. Em resposta ao inchamento celular
induzido por estresse hipo-osmotico, uma liberagdo de ami-
noacidos e outras moléculas organicas foi registrada, princi-
palmente, em mexilhdes e ostras [19, 20, 21, 22, 23].

Segundo Boehs & Magalhdes [10], o fato de habitar em
areas protegidas da acdo de ondas e de correntes e de enterrar-
se superficialmente no substrato auxilia o berbigdo Anomalo-
cardia brasiliana a diminuir o impacto das oscilagdes de salini-
dade ocorrentes na coluna d’agua do ambiente estuarino.

Moluscos estuarinos sdo geralmente confrontados com
mudangas na salinidade devido a influéncia da agua marinha.
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Muitas espécies eurihalinas, como o molusco em estudo, sdo
habeis para enfrentar o estresse a que sdo submetidos através
de regulacdo osmdtica e idnica. A aclimatagdo de moluscos
eurihalinos a agua marinha diluida é acompanhada por mu-
dangas morfologicas, etoldgicas e fisioldgicas. O efluxo de
aminoacidos ¢ um mecanismo primario para regulacdo do
volume celular em muitos moluscos expostos a estresse hipo-
osmotico. Desse modo, a permeabilidade de ions em moluscos
pode ser sinergeticamente potencializada quando os niveis de
Ca2+ e Mg2+ sdo reduzidos [24].

Barreira & Aragjo [25] afirmam que a salinidade ¢ um dos
principais fatores reguladores do ciclo reprodutivo de molus-
cos nos estuarios. Neste estudo, foi observado que a diminu-
icdo da salinidade, em razdo do aumento da precipita¢do plu-
viométrica no periodo chuvoso, pode influenciar a reprodugao
dos animais, uma vez que induz as células do animal a realiza-
¢do de ajustes da osmolaridade.

Boehs et.al. [11] cogitam que mecanismos fisiologicos e
comportamentais provavelmente auxiliam o molusco Anoma-
locardia brasiliana na reducdo de estresses ambientais, pos-
siveis de ocorrer, tanto durante as baixa marés, quanto nas pre-
amarés (e.g., em funcdo de choque osmoético). Com relagdo a
salinidade, a espécie ¢ classificada como eurialina, com grande
tolerancia aos meios hiperosmoticos, o que provavelmente
favorece a sua sobrevivéncia durante periodos de entrada da
agua ocednica, ou seja, nas marés altas.

De acordo com Péqueux [4], existem duas grandes catego-
rias de invertebrados eurialinos, em se tratando de regulag@o
hiperosmotica: os “strong regulators”, que sdo capazes de
manter a osmolaridade de sua hemolinfa quase constante sob
variagdes significativas de salinidade do exterior; e os “weak
regulators”, que somente alcancam a osmorregulacdo dentro
de uma mudanga estreita dos valores da salinidade do ambi-
ente, tendo ainda a seguinte peculiaridade: a osmolaridade
da hemolinfa cai mais ou menos em paralelo com a linha is-
osmotica, quando a salinidade do meio cai abaixo de limite
fisiologico.

A investigagdo do estresse osmotico tem sido o objetivo de
analises de varios organismos como bactérias, plantas, inver-
tebrados e mamiferos. Pesquisas realizadas com invertebrados
foram realizadas principalmente em crusticeos e moluscos
[26, 23, 27]. Neste experimento, demonstra-se a importancia
da regula¢do osmotica no molusco estuarino Anomalocardia
brasiliana. Novos estudos poderdo ser desenvolvidos sobre o
tema em apreg¢o, assim como a avaliagdo de moléculas organi-
cas envolvidas no processo osmorregulatorio, a fim de apro-
fundar o conhecimento sobre os efeitos osmoticos da salini-
dade em moluscos estuarinos tropicais.
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