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RESUMO

A vieira Nodipecten nodosus um organismo nativo do Brasil, de vida
livre, com capacidade de propulséo por jato de ggegoermite natacao
e fuga em resposta a ameacas de predadores ogdEmdimbientais
desfavordveis e busca de alimento. Na malacoculagavieiras
apresentam um grande potencial de comercializag@ado ao seu
valor e receptividade do produto. O cultivo Me nodosusno Brasil,
entretanto, encontra entraves, entre eles o aktocem parte pela
necessidade do manejo dos animais ser imerso emragtinha para
evitar a mortalidade por dessecacéo. A fim de serabua reacdo em
diferentes periodos de exposicdo ao ar, vieirasnjgve adultas foram
expostas ao ar durante 2, 4, 8 e 12 horas e posterite regressadas a
imersdo em condicbes controladas de salinidade, (@Byperatura
(21,5°C) e oxigénio (6 mgl). Foram analisadas as atividades das
enzimas arginina quinase (AK), piruvato quinase )(RK octopina
desidrogenase (ODH) e quantificado bioquimicamergeniveis de
glicogénio do musculo adutor dos animais expostoarae regressos a
agua durante 1, 2 e 7 dias. A sobrevivéncia faifigada diariamente
até 14 dias apds a exposicao. Juveniddaodosusapresentaram um
aumento das atividades da AK (15,61 U xmgroteina) e ODH
(539,34 U x mg proteina) e diminuicdo da concentracéo de glicogén
apés 12h (2,56 mg U glicosil x'decido timido) de exposicdo ao ar. No
entanto, os adultos n&o apresentaram alteracdoomeerdracdo de
glicogénio, a atividade da PK diminuiu em 8h (3024 x mg'
proteina) de exposi¢cdo ao ar e uma mortalidadeOée f6i observada
nos animais expostos ao ar por 12h. Os juvenisstap@o ar por 12
horas apresentaram uma reagdo para manutencdo iddacdat
anaerobica, enquanto os adultos ndo apresentaenacab significativa
na atividade das enzimas analisadas, sugerinda quertalidade possa
estar relacionada a caracteristicas morfofisioligjidestes animais no
retorno ao ambiente controlado.

Palavras-chave Exposicdo ao ar, Mduasculo adutor, Metabolismo
anaerobicoNodipecten nodosus






ABSTRACT

Nodipecten nodosuscallops, a native and free-livind organism in
Brazil, have propulsion waterjet performance thigiws swimming and
escape in response to threats from predators omvaorsble
environmental conditions and search for food. Inlacaculture,
scallops represent a large potential for commerzeigbn because of
their value and acceptability of the product. Amahg many factors
that hinder the cultivation of scallopé nodosusn Brazil is the need
for handling the organisms immersed in seawatguréwvent death by
desiccation. In order to analyze the reaction dllsps in different
periods of exposure to air, juvenile and adultlspal were exposed to
air for 2, 4, 8 and 12 hours and subsequently ssgekto immersion in
controlled laboratory conditions. We evaluated éheyme activities of
arginine kinase (AK), pyruvate kinase (PK) and pirte dehydrogenase
(ODH), the biochemical concentration of glycogen tbe scallop
adductor muscle exposed to air and subsequentescat 1, 2 and 7
days. Survival was assessed daily up to 14 daysr a&kposure.
Juveniles ofN. nodosusshowed an increase in AK (15,61 U x Tng
protein) and ODH (539,34 U x rigprotein) activity and decreased
glycogen concentration after 12 hours (2,56 mg utagyl x g* wet
mass) of exposure to air. However, adults showedchange in
glycogen concentration, PK activity decreased &fte(302,41 U x mg
protein) in animals exposed to air and mortalityswaserved in 60% of
these animals subjected to exposure to air for I@beniles exposed to
air for 12 hours, showed a reaction to maintainahaerobic activity,
while adults showed no significant change in thavilg of enzymes
analyzed, suggesting that mortality may be asstitd morphological
and physiological characteristics of the animalsremrn to controlled
environment.

Keywords: Air exposure, Aductor muscle, Anaerobic metabolism
Nodipecten nodosus
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1. INTRODUCAO
1.1 Cultivo deNodipecten nodosus

Os pectinideos sdo moluscos bivalves comumentbecaios
como vieiras, "ostiones" ou "scallops". Espéciedatailia Pectinidae
sdo encontradas em todos 0s oceanos, sendo quamascialmente
importantes ocorrem em aguas costeiras da platafaromtinental
(BRAND, 1991).

As vieiras sdo organismos de grande interesse mara
desenvolvimento da aquicultura mundial. Na malatou elas
apresentam maior valor agregado e potencial parne@roializacdo, com
boa receptividade do produto. Na Ultima décadasparéacdo mundial
de vieiras passou de 438.779t para 721.714t, mqmeexdo 1,3% do
total das exportagfes dentre os moluscos cultiviie®®, 2010).

No Brasil sdo encontrados 5 géneros e 15 espdaidamilia
Pectinidae (RIOS, 2009). A auséncia de estoquesaissignificativos
e a escassa populacdo natural, entretanto, difioula exploracéo
pesqueira dessas espécies. A vibiogipecten nodosygigura 1) é um
exemplar, dentre os pectinideos, que ocorre nataraé desde a
América Central, Coldbmbia e Venezuela, até o suRdo de Janeiro
(SMITH, 1991) e aguas subtropicais de Santa Cata(RUPP;
PARSONS, 2006).

A vieiraN. nodosuse destaca pelo potencial para cultivo, devido
a alta taxa de crescimento, podendo ser exploradartha sustentavel
através da aquicultura. E uma espécie moderadaneemi&rmica e
estenoalina, no entanto, as condi¢cdes 6timas decidéuo ocorrem
entre 20 e 24°C (LAGREZE-SQUELLA, 2008) com saladd superior
ao limite sub-letal de 29 (RUPP; PARSONS, 2004).

Em Santa Catarina, o cultivo de moluscos marinboama
atividade econdmica bem desenvolvida e de grandgortdncia
socioeconémica (MANZONI, 2005). A producao -catanse de
moluscos confere ao estado, 0 segundo maior pnodi#oAmeérica
Latina. Com base nesse potencial, o Laboratériblalescos Marinhos
(LMM) da Universidade Federal de Santa CatarinaSOJiniciou em
1990 estudos para producdo de sementes da Memadosusa fim de
fornecer subsidios para ampliar a atividade acaidal regido (RUPP;
BEM, 2004). Em 2006 o cultivo da espécie foi foragiat pelo Centro
de Desenvolvimento em Aquicultura e Pesca (CEDAR(EHRI).

Além dos estudos catarinenses, o Rio de Janeimbé&a
desenvolve pesquisas e a producdo de sementegideN:i nodosus
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através do Instituto de Eco-desenvolvimento da Biaidlha Grande
(IED-BIG), criado em 1994 em Angra dos Reis. Dea0i@0 o nivel de
producdo de sementes foi crescente, possibilitandonsolidacdo da
Pectinicultura na regido sudeste brasileira.

Em Santa Catarina, a producdo de vieibis nodosusesta
localizada em Florianépolis e no municipio de Perthee liderou a
comercializacdo em 2011 com 3,1t, representandd?®5la producéo
estadual. A comercializacdo, entretanto, sofreu tedacdo de 26,9%
em 2011 em relacdo a 2010 (Figura 2). Segundo griE2912), essa
queda ocorreu devido a indisponibilidade de aregsicalas em
condicbes ambientais adequadas para o cultivopiies

As fazendas marinhas de cultivo e engorda deagigibastecem
0s restaurantes das principais capitais do Brasibrne destes bivalves
possui alto valor nutritivo e sua composi¢ao quénmatricional varia de
acordo com as caracteristicas ambientais e insrehteespécie
(LOURENCO, 2010). O musculo adutor das vieirasrdador tecido e
principal produto comercializado, seguido da gbradas conchas para
ornamentacao (Figura 3).

O transporte de vieiras, seja para comercializagédestinado a
outras etapas do cultivo, € um limitante na peatitira (MINCHIN et
al., 2000). Por serem organismos de sub-litorahramente sofrerem
exposicdo aérea, como ostras ou mexilhdes duranpemodos entre-
marés, por exemplo, as vieiras requerem manejouadegpara evitar
mortalidade por andxia.

O transporte € comumente realizado em caixas rdoteacos
plasticos com 4gua do mar por periodos de até tH5 EMAGUIRE et
al., 1999). No entanto, estudos tém sido realizaulgscando novos
métodos de transporte a fim de diminuir a mortaiida manter a
qualidade do produto. Segundo Ocafo-Higuera et (2009), o
inadequado manejo pds-captura diminui a qualidadendsculo, pois
induz atividades enziméticas, ocasionando a deswdin de proteinas e
diminuicdo do pH, relacionado principalmente comawmento no
conteldo de octopinas e em menor quantidade de Ilatico.
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2006 2007 2008 2009 2010 20M

Figura 2: Evolugdo da producéo de vieiras comereidhs em Santa Catarina
entre os anos de 2006 e 2011 Epnte: EPAGRI, 2012. Sintese Informativa da
Maricultura.

Musculo adutor

Figura 3: Aspecto interno da vieiNodipecten nodosusestacando o musculo
adutor e gbnada da vieira. (barra=1,3 cm).
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1.2 O masculo adutor da vieitdodipecten nodosus

Moluscos da classe Bivalve sdo organismos com mmeo
limitado no espaco, geralmente de vida sedentériaéssil. A grande
maioria dos pectinideos, entretanto, possuem filoasbisso para
fixagdo somente durante parte de seu ciclo de Wdaapacidade
natatdria é uma caracteristica dessa familia qoueficea 0s movimentos
e migracdes com fins alimentares, de reproduc&agai(FELIX-PICO
et al., 1999).

A natacdo das vieiras € realizada pela contragéandsculo
adutor, dividido por fibras lisas, responsavel pé&chamento das
valvas, e a maior parte por fibras estriadas, respe®is pelos
movimentos rapidos durante a natacao e fuga. (ZWAANEI., 1980),
permitindo a propulsdo na agua. Essa aptiddo immim um maior
gasto de energia do que 0s organismos totalmesgeisgpor exemplo.
Para suprir a contracdo do mudsculo adutor, o ATBv&mn
primariamente a partir da fosfoarginina e o ADPapaiginina quinase
(GRIESHABER; GADE, 1977).

O mdsculo adutor das vieiras também €& responspetl
mobilizacdo de macromoléculas como glicogénio ¢éefmas. Os niveis
de reservas energéticas, enzimas e proteinas teistidorém, podem
ser afetados quando outros tecidos exigem a matéle dessas
macromoléculas (MARTINEZ et al., 2000).

Comely (1974); Epp et al. (1988) e Boadas et &897),
demonstraram uma variacdo sazonal no conteudo ideg@hio e
metabolismo energético do musculo das vieiras,casdms com o ciclo
reprodutivo e a disponibilidade de alimento. Embasaconcentracdes
de proteinas alterem pouco, o investimento repiamltem um impacto
importante sobre a capacidade metabdlica do musadator
(GUDERLEY, 2004).

O glicogénio é armazenado e posteriormente oxigadoeio de
reacbes enzimaticas, produzindo ££@gua e ATP. A producédo de
energia é realizada pelas vias aerobica e anaardbigura 4). Em
condicbes aerdbicas o ATP é produzido nas mitocdsmghror meio da
cadeia respiratéria e fosforilacdo oxidativa (LENKHER, 2002).

1.3 Metabolismo anaerdbico de pectinideos
A hipoxia representa um estado de baixa dispdadtoie de

oxigénio. Quando submetidos a hipdxia, os inveatdds passam pelo
processo de anaerobiose ambiental, devido ao semionimitado de
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oxigénio no ambiente. O ganho de energia a patirvihs metabdlicas
anaerobicas é reduzido quando comparado com aslefEndentes do
oxigénio para fornecimento de energia (GRIESHABER.€1994).

A anaerobiose em invertebrados também pode seogada por
atividades fisiologicas, ou de natacdo como no cheo pectinideos.
Isso requer maior provimento de ATP que pode stdmlpela sintese
aerdbica de ATP. Neste caso a anaerobiose é destemianaerobiose
funcional". Ao contrario da anaerobiose ambientd, tecidos nao
precisam estar submetidos a hipdxia, uma vez quéczodndria ainda
tem oxigénio para gerar ATP, porém a uma taxa mpam satisfazer
0s requisitos das proteinas contrateis (GRIESHABER., 1994).

Em condi¢bes anaerdbicas, a producéo de enengializada a
partir da transfosforilacdo da fosfoarginina pard&@P pela arginina
quinase, formando L-arginina e ATP (Figura 4). B&scao promove
um acumulo de arginina que pode ser combinadarawgid (formado
na glicdlise) para produzir octopina (GRIESHABERARE, 1977;
HUSS, 1995).

A atividade do mdsculo adutor da vieira, alimentagor
processos anaerdbicos, pode ser seguida por exaustiacimulo de
octopina (GADE et al., 1978, ZWAAN et al., 1980)mEPecten
jacobaeuso acumulo de octopina no musculo é maior quando os
movimentos de saltos sdo realizados no ar que uss églicando que a
exposicao ao ar pode influenciar o nivel de exausta capacidade dos
movimentos musculares (GRIESHABER; GADE, 1977).

As espécies intertidais possuem uma elevada halieré andxia,
porém em praticamente todos os invertebrados @&gsai estresse da
dessecacdo quando exposto ao ar pode ser tdo ,seuEromuitas
espécies se isolam dentro das conchas fechadamaka baixa, os
facultativos anaerdbicoMlytilus, cessam a irrigacdo das branquias e
permanecem com as valvas fechadas, alterando datistao para
anaerobico (BAYNE, 1976).

O metabolismo anaerébico nas vieiras é predonenaite
realizado para a producdo de energia durante atiggl como natacéo
ou resposta a fuga para satisfazer a demanda @oargénergencial
(ZWAAN et al.,, 1980; THOMPSON et al., 1980). A vimaerdbica
mais conhecida e pesquisada é a via do lactatacteaszada por um
Unico produto final, o lactato, a partir da viecglitica.

A via das opinas € semelhante a via do lactats, difare na
reacdo terminal em que a reducdo do piruvato étislta pela
condensacdo redutiva com um aminoacido para forasaropinas
(GRIESHABER et al., 1994).
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Diferentes produtos finais surgem a partir da ¢jsedanaerdbica na
mesma espécie, durante a hipoxia ambiental e foaci¢GADE;
GRIESHABER, 1986). As vias sao identificadas der@dmocom o
aminodcido (e enzima) utilizado e o produto formados moluscos
marinhos sdo encontrados cinco tipos de opinasgme, alanopina,
strombina, tauropinagalanopina) (Figura 5).

Neste trabalho foram analisadas a sobrevivéncaiv@ade das
enzimas arginina quinase, piruvato quinase e awogéesidrogenase e
os niveis de glicogénio no musculo adutor da vidiraodosuspos ser
submetido a exposi¢do ao ar por até 12 horas. Tanibiéavaliada a
recuperacao destes animais em até 7 dias apdsaetagigua, a fim de
conhecer a reacdo da espécie apds diferentes geréod anaerobiose
ambiental.

O presente estudo sera submetido para a revistacAljure,
Qualis A2 na area de Zootecnia/Recursos Pesqueiros.

CITOPLASMA MITOCONDRIA
METABOLISMO ANAEROBICO METABOLISMO AEROBICO
Fosfoarginina Glicogénio

|
| ,,ADP
AK Koy ¥
l ATP Glicose
L”'i
Arginina v nEe
ey Piruvato * Piruvato
\l’" l\t coy
‘ Acetil-CoA
Octopina
/ Ciclo de |
\ Kreb's

Figura 4: Degradagdo aerdbica e anaerébica dogélidco em invertebrados.
Fonte: Adaptado de Huss (1995).
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Figura 5: Via Glicolitica e os diferentes produfasis a partir da glicélise

anaeroébica.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Contribuir para o conhecimento dos efeitos da sixfo ao ar na
sobrevivéncia e nas respostas bioquimicas da viNiedipecten
nodosus

2.2 Objetivos Especificos

. Analisar a atividade das enzimas Arginina quingBeuvato
quinase e Octopina desidrogenase do mdusculo adigtojuvenis e
adultos deN. nodosusexpostos ao ar e apds recuperagcdo em meio
normoxico por até 7 dias.

. Quantificar bioquimicamente os niveis de glicogétsomusculo
adutor de juvenis e adultos 8k nodosusubmetidos expostos ao ar e
posteriormente mantidos em normoxia por até 7 dias.

. Avaliar a sobrevivéncia de juvenis e adultodNdenodosusapds
diferentes periodos de exposicdo ao ar e recumeragd meio
normoxico por 14 dias.
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3. RESPOSTAS BIOQUIMICAS DO MUSCULO
ADUTOR DE JUVENIS E ADULTOS DE
VIEIRAS Nodipecten nodosus EXPOSTOS AO AR

Moraes, R.R.M; Mattos, J.J; Ferreira, J.E; Bainy, A.C.D"

YLaboratério de Biomarcadores de Contaminacdo Acmate
Imunoquimica, Departamento de Bioquimica, Centro Qiéncias
Bioldgicas, Universidade Federal de Santa Cataktmjanopolis, SC,
88034-257

%L aboratério de Moluscos Marinhos, Universidade Faldee Santa
Catarina, Florian6polis, SC, 88061-600

"Autor para correspondéncia: A.C.D Bainy (e-maihy@mbox1.ufsc.br)

RESUMO

Adultos e juvenis de vieirblodipecten nodosuram expostos ao ar
por 2, 4, 8 e 12h retornando ao ambiente contradmeldaboratério para
avaliacdo da recuperagdo ao tratamento por até id4 d&oram
analisadas a atividade das enzimas arginina qui(ak® piruvato
quinase (PK) e octopina desidrogenase (ODH) e @etnwracdo de
glicogénio no musculo adutor dos animais expostcar & apés 1,2 e 7
dias de recuperacgédo no retorno ao ambiente cotrofasobrevivéncia
foi verificada até 14 dias apds a exposicdo. Adutie N. nodosus
apresentaram uma diminuicdo na atividade da PK 8lp@® exposicao
ao ar (302,41 U x my proteina) e ndo sofreram alteracdo na
concentracdo de glicogénio durante a exposicdocepeeacdo dos
tratamentos. Em contrapartida, apresentaram menbrevéncia
(40%) em relacdo aos juvenis. As atividades da AXD& aumentaram
no muasculo adutor dos juvenis expostos ao ar poi(12,61 e 539,34 U
x mg' proteina, respectivamente), enquanto a concentraigi
glicogénio diminuiu (2,56 mg U glicosil x 'gtecido Gmido). As
alteracbes bioquimicas observadas em juvenil.deodosusxpostos
ao ar por até 12 horas sugerem que 0S mesmos tanfreim estresse
metabdlico. Os adultos, entretanto, ndo apresentagdteracéo
significativa no metabolismo anaerébico quando flmos a
anaerobiose ambiental em condi¢des controladaga B@sna, sugere-
se que a maior mortalidade dos adultos poderia estsociada as
diferencas morfofisioldgicas destes animais.

Palavras-chave Exposi¢cdo ao ar, Mduasculo adutor, Metabolismo
anaerobicoNodipecten nodosus
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3.1 Introducgéo

A vieira Nodipecten nodosuscomo os demais pectinideos,
possuem a capacidade natatéria utilizada princgaienem resposta a
fuga. Essa atividade é realizada pelos movimerdtpglas provocados
pela contragdo do musculo adutor estriado (ZWAAMI.etL980). Além
da funcédo contratil, o0 musculo adutor mobiliza rawrléculas como
proteinas e glicogénio para atender sua demandagética
(MARTINEZ et al., 2000).

As reservas de glicogénio e o controle da ativedadzimatica
séo essenciais para a sobrevivéncia de moluscashosre terrestres a
anoOxia (BROOKS; STOREY, 1997). A mobilizacdo dec@djénio no
musculo adutor de vieiras € acompanhada pela regimedo exaustivo
exercicio de abertura e fechamento das valvas esegubnte
recuperacdo aerdbica. Durante a gametogénese gadesdividuos
adultos deChlamys islandicasofrem uma reducdo do glicogénio
muscular, que pode influenciar na recuperacdo @merébevido a
diminuicdo da capacidade metabdlica do musculooadimtplicando na
reducdo da capacidade de locomogdo e fuga dos doreda
(BROKORDT et al., 2000).

As reservas bioquimicas também podem ser afet@@asordo
com o periodo de desenvolvimento gonadal em relagdo
disponibilidade de alimento. E@hlamys varia durante a reproducgéo
na Primavera, quando o alimento € abundante, apexs@svas de
carboidratos sdo usados para o desenvolvimentadghrenquanto no
Outono, todas as reservas diminuem (proteinadjdgpg glicogénio) na
mesma fase de desenvolvimento (SHAFEE, 1981).

Os niveis das enzimas glicoliticas que particig@mecuperacéo
do musculo adutor entChlamys islandicae Euvola ziczac como
piruvato quinase e octopina desidrogenase apresesgas niveis mais
altos em individuos imaturos em relacdo ao periddomaturacéo
gonadal e desova. Em contrapartida, a argininaagainque gera a
maior parte do ATP requerido para a resposta da, faymenta
gradualmente sua atividade durante as fases deragatue desova
(BROKORDT et al., 2000).

A limitagdo de oxigénio pode ocorrer de diferentesneiras,
como a exposicdo aérea de espécies intertidais ar@ Ivaixa, a
exposicdo a condigbes ambientais nocivas, ou rdedss de
prolongados periodos de fechamento das valvasaayidor exemplo,
niveis elevados de toxinas, poluentes e ataque melagores
(GREENWAY; STOREY, 1999).
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O metabolismo anaerdbico dos invertebrados podalsado
dependendo das condicdes em que sofrem anaerobipsando
submetidos a hipéxia, o suprimento limitado de éxig no ambiente
caracteriza a anaerobiose ambiental. Enquantoexaase provocada
por atividades fisiolégicas ou natacdo, como nostideos, €
denominada anaerobiose funcional (GRIESHABER g1884).

De acordo com o aminoicido e enzima utilizada wias
anaerdbicas para sintese de ATP, diferentes pmdintais podem ser
formados. Enomoto et al. (2000) analisaram as asd®atinopecten
yessoensidurante aclimatagdo para anaerobiose e constataram
rapido aumento da taxa glicolitica associado a oma@r formacdo de
opinas, sendo a octopina o principal produto fiadieshaber; Gade
(1977) verificaram enPecten jacobaeusgjue o acimulo de octopina no
musculo é maior quando os movimentos de saltosesiizados no ar
do que na agua, indicando que a exposicdo ao aripfhdenciar o nivel
de exaustdo e a capacidade dos movimentos musculare

A andxia induzida por modificacdo covalente al@rfuncéo da
glicogénio fosforilase, fosfofrutoquinase e pirwaiuinase, sendo um
fator importante no controle da taxa de glicéliseraoluscos tolerantes
a andxia (GREENWAY; STOREY, 1999). A fosforilacda giruvato
quinase na anoOxia € um importante mecanismo quearegutilizacao
do fosfoenolpiruvato. Dessa forma controla a mudatig aerobiose,
pela piruvato quinase, para anaerobiose, via fosfpguvato
carboxiquinase, vias do catabolismo fosfoenolpitt(&REENWAY;
STOREY, 1999).

Outra via de producéo de energia em condicbes@riaas € a
partir da transfosforilacdo da fosfoarginina e APa arginina quinase,
formando L-arginina e ATP (ZWAAN et al., 1980). Ap® intenso
movimento das valvas, durante a natacdo, parteedaperacdo da
arginina fosfato ocorre durante o fechamento dasasacom acumulo
de octopina (BROKORDT et al., 2000).

Diferente de outros bivalves cultivados, comoasst mexilhdes,
as vieiras sdo organismos de sublitoral e ndo pasgmande tolerancia
a anoxia, porém inexistem dados cientificos a reEspesta capacidade
adaptativa enlN. nodosusEssas caracteristicas implicam limitacdes no
manejo e transporte do produto, restringindo ageattura no Brasil.

O objetivo geral deste trabalho foi o de contribpara o
conhecimento dos efeitos da exposicdo ao ar nawWebncia e nas
respostas bioquimicas do musculo adutor de juseadultos de vieira
Nodipecten nodosusexpostas ao ar, visando colaborar para o
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desenvolvimento de tecnologias que maximizem degzglo do manejo
desta espécie e a aquicultura.

3.2 Materiais e Métodos

Em maio/2012, juvenis (comprimento de concha =n88) e
adultos (comprimento de concha = 60 mm) da viéiranodosus
(LINNAEUS, 1758), cultivados e fornecidos por prazhes do
municipio de Penha (SC), foram aclimatados no latbdo de
Moluscos Marinhos (LMM) da Universidade FederalS#mta Catarina
(UFSC) durante oito dias até o inicio do tratamentecuperacéo. Os
animais foram mantidos em calhas, separados ppogme tratamento,
em condi¢Bes controladas de temperatura (21,5°@idade 33,
oxigénio (6 mg/L), alimentacdo com misturas de odtgas
(300mL/min) e fluxo de agua continuo (1,6 L/min).d8lineamento
experimental foi realizado no LMM e o material d¢atio foi
armazenado no Laboratério de Biomarcadores de @amagao
Aquatica e Imunoquimica (LABCAI) do Nucleo de Estadem
Patologia Aquicola (NEPAQ/UFSC), onde também foram
desenvolvidas as andlises bioquimicas.

3.2.1 Delineamento Experimental

Juvenis e adultos de vieifd. nodosusforam expostos ao ar
durante 2, 4, 8 e 12h (entre 8 e 20h do mesmo (@iad),T4, T8 e T12,
respectivamente). Os individuos controle foram rdastnas condi¢des
controladas de temperatura, salinidade, oxigétimneatacdo e fluxo de
agua continuo, respectivamente nos mesmos peridtlogés cada
periodo de exposi¢do, juvenis e adultos (n=7) & seatroles foram
dissecados. Enquanto um grupo era dissecado p@t co tecido
(musculo adutor), o restante retornou para o artéieontrolado para
recuperacao. Apos 1 dia (1d), 2 dias (2d) e 7 (#d}, nos mesmos
horarios do tratamento (T2, T4, T8 e T12), foramesdtados grupos
juvenis e adultos (n=7) e seus controles paraavalirecuperacdo do
tratamentoAs amostras foram imediatamente congeladas engéitio
liguido sendo posteriormente armazenadas em free2@iC, no
(LABCAI). A mortalidade foi avaliada diariamenteéat4 dias apés a
exposicdo através da verificacdo da reacdo daaviedr estimulo
muscular e de abertura e fechamento das valvas.
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3.2.2 Ensaios Enzimaticos

Amostras do musculo adutor foram homogenizadasuera
solucdo de 10 vol de 50 mM Imidazol-HCI, 2 mM EDN&, 5 mM
EGTA, 1 mM DTT, 0,1% Triton X-100, pH 6,6, utilizda
homogenizador Tissue Teafate acordo com Brokordt et al. (2000). O
homogenizado foi centrifugado a 9.0 4°C por 20 min. A fracéo
sobrenadante (Fracdo S9) foi utilizada para andéiseenzimas arginina
quinase (AK), piruvato quinase (PK) e octopina diegienase (ODH).
A atividade enzimética foi quantificada utilizanelspectrofotémetro em
microplaca (SPECTRAMAX MB), verificando a oxidacdo de NADH a
340 nm. O coeficiente de extingdo molar utilizadiosf22 mmof. cmi’,

A atividade enzimatica foi expressa na unidaderniakgonal (umol de
substrato convertido em produto Mjnx mg* proteina. Os ensaios
enzimaticos foram adaptados das condicdes utikzada Brokordt et
al. (2000) par&hlamys islandica

3.2.2.1 Arginina quinase (AK) (EC 2.7.3.3)

O ensaio enzimético da AK foi realizado em tampéis 130
mM, KCI 76 mM, acetato Mg 26 mM, pH 8.0; fosfoenalpato (PEP)
1,25 mM, ATP 5 mM e PK/LDH 5U diluidos em imidazél 100
mM, pH 7.0; arginina 10 mM, NADH 0,25 mM diluidosneTris 130
mM, pH 8.0 (FUJIMOTO, 2005).

3.2.2.2 Octopina desidrogenase (ODH) (EC 1.5.1.11)

O ensaio enzimatico da ODH foi realizado em tamp@tendo
imidazol-HCI 50 mM, EDTA-Na2 mM, EGTA 5 mM, KCN 1 mM,
Piruvato Sédico 5 mM (omitido para controle), AigerHCI 6 mM,
NADH 0.2 mM, pH 6.6 (BROKORDT et al., 2000).

3.2.2.3 Piruvato quinase (PK) (EC 2.7.1.40)

O ensaio enzimético da PK foi realizado em tampdatendo
imidazol-HCI 50 mM, MgS® 13 Mm, KCI| 100 mM, pH 7.0, PEP 5
mM (omitido para controle), ADP 5 mM, NADH 0.2 mMactato
desidrogenase (LDH) 5U, pH 6.6 (BROKORDT et alQ@0
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3.2.3 Anadlise de Proteinas

A concentracdo de proteinas na fracdo S9 das m@wmode
musculo adutor foi quantificada utilizando-se o odét de Peterson
(2977) (Lowry modificado) e solugdo de albuminaibavsérica como
padréo.

3.2.4 Glicogénio

A determinacdo de glicogénio foi realizada segufafio-
Higuera et al. (2009). O musculo adutor foi homazgmio em TCA
10%, centrifugado a 3.0 -5°C por 15 min, purificado em etanol e
submetido & reacdo com Antrona 0,1%. A absorb&nciegistrada a
620 nm utilizando o espectrofotdmetro em micropl8BECTRAMAX
M5®. A quantificagéo foi expressa em mg de unidadégylidosil x g™*
tecido Umido, utilizando glicose como padréo.

3.2.5 Analises Estatisticas

Os dados das atividades enziméticas e da quaxfic de
glicogénio foram analisados seguindo os pressupagtaormalidade e
homocedasticidade através do teste de shapiroavikkste-f. O teste
whelch's foi utilizado quando rejeitado a homoctdiasade. Com os
resultados obtidos foi realizado o teste parantétéste t de Student,
comparando os individuos expostos ao ar e aqueleg®iperacdo do
tratamento, com seus respectivos controles.

O programa estatistico utilizado foi o GraphPadRrversao
5.01.

3.3 Resultados

As atividades AK e ODH (Figura 6-A e B) apreseatarum
aumento significativo (p < 0,05), enquanto o gli&oig (Figura 6-D)
diminuiu significativamente em juvenis de viedMa nodosusapés 12h
de exposicdo ao ar. Durante a recuperacdo apOop&idi esses
individuos apresentaram uma queda da atividade AKL& 7 dias de
recuperacao (Figura 7-D). Juvenis lenodosugjue ficaram expostos
ao ar por 2h apresentaram uma diminuicdo da atigidek em 2 dias
de recuperacdo (Figura 7-A), entretanto, ndo havapresentado
diferenca significativa durante a exposi¢cdo ad\dultos deN. nodosus
gue ficaram expostos ao ar por 4 e 8h sofreramaghie da atividade
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AK durante a recuperacdo em 2 e 7 dias (Figura &-BC),
respectivamente, porém, ndo haviam apresentadenlfe significativa
da atividade quando expostos ao ar.

A atividade ODH nos juvenis dBl. nodosusapresentou um
aumento significativo em 7 dias de recuperacdo appssicéo por 8 e
12h (Figura 8-C e D), no entanto, durante os pesal exposicdo ao ar
somente os individuos de 12h haviam apresentagi@edto na atividade
ODH. Adultos deN. nodosusapresentaram uma queda significativa da
atividade durante a recuperacao de 7 dias (Figéa 8

A atividade PK em juvenis deN. nodosus diminuiu
significativamente em 7 dias de recuperacdo a &@gmso0 ar por 4h
(Figura 9-B). Por outro lado, nos individuos adsiéxpostos por 8h ao
ar, a atividade AK diminuiu, tornando a aumentgngicativamente
durante a recuperacéo em 7 dias (Figura 9-C). GitoadleN. nodosus
em 1 dia de recuperacdo apos 2h de exposi¢édo aprasentaram uma
queda da atividade da PK (Figura 9-A), enquanteleguexpostos por
12h mostraram um aumento da atividade em 2 diasng gueda
significativa em 7 dias de recuperacéao (Figura 9-D)

A concentracdo do glicogénio no musculo adutoriddviduos
adultos deN. nodosusédo apresentou diferenca significativa durante a
exposi¢ao ao ar e posterior recuperacao. Os jyvygmigutro lado, além
da concentracdo de glicogénio no musculo adutotindimapds 12
horas de exposicdo ao ar, também diminuiu duraréewperacao em 7
e 2 dias apO6s a exposicdo por 2 e 8 horas (Fighra & C),
respectivamente.

Adultos deN. nododusexpostos ao ar por 12h apresentaram uma
mortalidade de 60% apds o retorno a normdxia, shdernos 14 dias
subsequentes ao tratamento (Figura 11-A). Entrguesnis, 10%
daqueles submetidos a hipéxia por 8h morreramregolalo periodo de
recuperacao (Figura 11-B).
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padrdo e as diferencas significativas (p < 0,0Brfoidentificadas por asterisco
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e 12h (D) e recuperagdo em 1, 2 e 7 dias. Os walrstéo como médiadesvio
padrdo e as diferencas significativas (p < 0,0Brfoidentificadas por asterisco

*)-

Adulto Juvenil

ave}

Adulto Juvenil

oY
5 K

o N B @ ®

Glicogénio
(mg U glicosil.g " tecido Gmido)

Adulto Juvenil

ik

CE2 CRld CRZd CR7d CE2 CRld CR2d CR7d

Glicogénio
(mg U glicosil . g L tecido Gmido)

o
]

s
=]

e

CE4 CRl1d CR2d CR7d CE4 CRI1d CR2d CR7d

o N B O ®

Juvenil

A
N

Glicogénio
A
R "’

b

Gl hcogemo

Ltecido tmido)
i
o

i

%MMM

CE8 CRld CR2d CR7d CE8 CRld CR2d CR7d

(mg U glicosil . g < tecido Gmido)

(mg U glicosil . g
o N &

o

CE12 CR1d CR2d C R7d CE12 CR1ld CR2d C R7d

Figura 10: Concentragéo de glicogénio (mg U glicegj-1 tecido Umido) do
musculo adutor de adultos e juvenis de viéloalipecten nodosusxpostos ao

ar por 2h (A), 4h (B), 8h (C) e 12h (D) e recupémem 1, 2 e 7 dias Os
valores estdo como médiadesvio padrdo e as diferengas significativas (p <
0,05) foram identificadas por asterisco (*).

A
1007 -8
+ T2
8 +
= N =
= 60 M=
< <
& &
0 T T T T 1 0 T T T T 1
0 3 6 9 12 15 0 3 6 9 12 15
Tempo (dias) Tempo (dias)

Figura 11: Sobrevivéncia (%) de adultos (A) e juse(B) de Nodipecten
nodosusem recuperacao (14 dias) apés exposi¢édo ao affTa.8, T12).



37

3.4 Discusséo

A pectinicultura é uma atividade recente na malaltora
brasileira. Entre algumas limitacbes para estabelam cultivo, séo
observadas irregularidades na producéo e fornetinum sementes, a
indisponibilidade do produto no mercado, a deteagéio de areas de
cultivo e dificuldades de manejo devido a mortalelaobservada
durante a exposicao ao ar (EPAGRI, 2010).

Outros bivalves cultivaveis, como os mexilhdes s&ras, que
vivem na zona intermareal em regulares estados igéxia e
dessecacéo, possuem estratégias de diminuicéo tdbatiemo nestas
condicbes (BROOKS; STOREY, 1997). Entretanto, agipieleos nado
sdo adaptados a situagbes extremas de hipoxian Aastompreenséo
dos mecanismos bioquimicos durante as fases midiihipoxia em
vieiras N. nodosugorna-se uma etapa importante e necessaria para o
desenvolvimento de novas estratégias de manejdenaéma qualidade
do produto e minimizando a mortalidade durante gsteesso.

Segundo Brooks; Storey (1997) o metabolismo abémréem
moluscos marinhos é alimentado principalmente pgplasdes reservas
de glicogénio, presentes em tecidos especificoxy eontrole da
atividade de enzimas da glicogendlise e glicolisseadbica é
fundamental para sua sobrevivéncia em condi¢coagpdgia e anoxia.

A maior atividade AK no musculo adutor de juvedésvieiraN.
nodosusem 12 horas de exposicdo ao ar, sugere um aunmento
producdo de ATP a partir da reserva de fosfoargiGfWANN et al.,
1980). Contudo, a reagéo desta enzima exige a genemantinua de L-
arginina para dar seguimento a formacdo de ATP, dpwe ocorrer
principalmente pela reag¢do catalisada pela ODH AHMROBIN,
1959). De acordo com 0 aumento da atividade da @@dHjuvenis que
ficaram expostos 12 horas ao ar, pdde-se verificananutencao do
metabolismo anaerbbico, durante esse periodo atdevdormacédo de
octopina e reoxidagdo do NADH em NADnantendo a atividade
glicolitica. A resposta desses animais em 1 e §, digja atividade AK
diminuiu significativamente em relagdo ao controlgpde estar
refletindo a lenta recuperacdo dos niveis de fogloima durante o
retorno ao processo aeréhico, semelhante a req@djgerkenta da
oxigenacdo da hemolinfa do musculo adutor (GRIESHRB1978).

Em 2008, Pérez et al. avaliaram a resposta denigivde
Placopecten magellanicusibmetidas ao estresse do manejo no cultivo
e a recuperacdo em 3 horas. Foi verificada a reddgaddesempenho
contratil, dos niveis de fosfoarginina, porém caouperacdo em 3h.
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Assim como observado nas vieirBls nodosus Pérez et al. (2008)
também concluiram que a exposi¢do ao ar tornavetrsfechamento
das valvas en®. magellanicusno entanto, o retorno para a normoéxia
permite a recuperacéo do desempenho da natacgéo.

A queda da atividade da PK em adultos (T8) comptendo a
formacédo de octopina e a diminuicdo da atividad®Dal (T12), ainda
gue nao significativa, poderia estar indicando uasivel exaustao
metabdlica devido a diminuicdo do nivel das enziques participam da
recuperacao do musculo em resposta a fuga (BROKO&RRT, 2000).
Brokordt; Guderley (2004) ndo observaram associagfe a atividade
da PK e o estado reprodutivo @hlamys islandicaPor outro lado,
Greenway; Storey (1999) observaram uma diferengaifiiativa na
atividade das enzimas envolvidas no metabolismglidogénio onde a
resposta a anotxia foi a supressao da atividade rRKCEssostrea
virginica.

Apds a gametogénese e desovanislandica a atividade da
ODH diminui, reduzindo a recuperacao glicoliticaashie a restauracao
de ATP e arginina fosfato quando os suprimento®xigénio estido
esgotados ou ausentes (BROKORDT et al., 2000).edl@umesmo que
nao significativa, da atividade da ODH em adult@es Nl nodosus
submetidos a hipdxia por 12h pode estar associadaestadgio
reprodutivo desses animais. Segundo Guderley (2@0#)vestimento
reprodutivo em vieiras tem um forte impacto sobse capacidades
metabolicas do musculo adutor, embora as concéesage proteina
alterem pouco. Simidu (1961); Hiltz; Dyer (1971)std&am os altos
niveis de octopinas observados no musculo aduspédctinideos apds
sua morte. A impossibilidade de manter a reoxidad@dNADH em
NAD", reciclando octopina, pode estar associada a umdigéio de
exaustdo energética refletida na mortalidade de 6€886es animais no
retorno ao meio normaxico.

Os animais utilizados no estudo foram coletadosnatade da
estacdo de Outono que pode ser relacionada ao meafeito da
hipdoxia sobre as enzimas glicoliticas analisadase@vay, Storey
(1999) verificaram a interagdo entre as varidveibiantais (estacdo do
ano e anoxia) er@rassostrea virginicaobservando os efeitos da andxia
sobre as enzimas do metabolismo intermediario, rsuge a
importancia da estacdo como um fator modificadaedposta a andxia.
Minchin et al. (2000) também verificaram a relagétre a exposicéo ao
ar e a época do ano sugerindo a temperatura comoipait fator
responsavel na diferenca da atividade do musculwadeés alteracbes
na reserva de glicogénio.
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Os niveis de glicogénio quantificados mostraramseEnores no
musculo adutor dos individuos juvenis expostosradueante 12 horas.
Esta diminuicdo possivelmente esta associada &stesp habilidade
dos pectinideos em aumentar a glicélise para fdimage ATP
(BROOKS; STOREY, 1997; ENOMOTO et al., 2000), coptale ser
verificada com o aumento da atividade da AK. Brdkat al. (2000)
verificaram que a diminuicdo do glicogénio no miscadutor afeta
negativamente a fisiologia muscular e essas magidies das
capacidades metabdlicas musculares que coincidemodavestimento
reprodutivo, no caso dos individuos adultos, s@mpanhadas por uma
reducdo na capacidade das vieiras se recuperarenexdcicio
extenuante.

Segundo Livingstone et al. (1990), o0 metabolismeeadbico que
segue as vias do lactato e opinas, produzem altagédias taxas de
energia utilizadas para a manutencéo da atividalelrolica. Além das
vias metabolicas analisadas, foram realizados stgstea verificar a
presenca da via Lactato desidrogenase (LDH) qgense® ENOMOTO
et al. (2000), serve também no processo fermentatgenerando
NAD" para producdo energética por periodos prolongddogempo.
Storey; Dando (1982), também verificaram que ddsle da ODH em
Mytilus edulisé 15 vezes maior que a LDH, evidenciando que a ODH
substitui funcionalmente a LDH no metabolismo aébieo. No
entanto, ndo foi observada atividade da LDH no midsadutor de
adultos e juvenis d&l. nodosusexpostos ao ar, corroborando com
Wongso et al. (1999) e Enomoto et al. (2000) gqueelaram que a
atividade da ODH é maior que a LDH em pectinidedsmetidos a
anaerobiose.

Strahl et al. (2011) detectaram a atividade LDH
significativamente elevada nos hemdécitosAdaslandicasubmetida a
hipdxia e andxia. No entanto, somente no musculdoadoi detectado
octopina, sendo que o metabdlito ndo aumentou dedaccom o
estresse induzido. Os autores sugerem funcesifispeae ODH e
LDH como lactato ou octopina oxidases ou, altevaatiente, como
piruvato redutases devido a atividade enzimaticaewibica estar
desigualmente distribuida nos tecidos dos bivalResiclar octopina e
lactato, ao invés de excretar seria uma suposetéggn daA. islandica
conter o metabolismo quando exposta a anoxia.

O tratamento ao qual a vieidh nodosudgoi submetida, estando
sujeita ndo apenas a hipdxia, mas também a deésec iguala as
condicbes de manejo simulando situacdes de baisio ce transporte
conforme apresentado por Maeda-Martinez et al.QR@® avaliarem o
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transporte de sementes dggopecten ventricosusverificaram que
fatores como dessecacdo e exposicdo ao ar atngosBarmentam a
mortalidade em relacdo aquelas que perderam aguadumoestarem
fechadas e com suporte de oxigénio puro (MAEDA-MAREZ et al.,
2000). Dessa forma, a mortalidade dos adultos dieavN. nodosus
pode estar associada a morfologia que ndo permitarautencdo de
suas valvas fechadas como acontece com o0s juvewigndo a
dessecacdo. Maguire et al. (1999) também registraaa alta
mortalidade enfP. maximug64 mm comprimento de concha) apds 15h
de exposi¢cdo ao ar, enquanto Minchin et al. (20@0%eu estudo com
vieiras (40 — 55 mm comprimento de concha) regimtna2% de
mortalidade em 10 dias de recuperagéo apos 15istasp@o ar.

A resposta ao estresse hipéxico em bivalves giwodaui muitas
questbes em aberto. Em 2005, David et al., utilimaa técnica de
hibridizacdo subtrativa supressiva em ostras ddfiBacCrassostrea
gigas mantidas em estresse hipdéxico, identificaram geysgeecificos
relacionados a hipéxia em branquias, manto e glandigestiva de
animais apo6s 7-10 dias de exposi¢do. Nesta situa¢eama de hipdxia
foram identificadas 616 sequéncias correspondend® grincipais
fungbes fisiol6gicas. Oito destes genes, perteasemt diferentes
funcdes fisioldgicas foram validados por reacad®@®R quantitativo, a
saber, respiracdo (anidrase carbbnica), metabolidenaarboidratos
(glicogénio fosforilase), metabolismo lipidico (@eP desaturase),
metabolismo oxidativo e sistema antioxidante (gloite peroxidase),
regulacdo protéica (BTF3, fator de transcricdoyjulazdo de &cidos
nucléicos (homélogo ao myc), sequestro de metagtajotioneina) e
resposta ao estresse (proteinas de choque térfij)icstudos deste tipo
necessitam ser realizados com a espBcimodosusuma vez que o
presente estudo se constitui no primeiro trabakwaizado visando
elucidar algumas respostas a hipdxia com esta iesti#x importante
economicamente para o desenvolvimento da pectiniauho litoral
brasileiro.

3.5 Conclusbes

Os resultados deste trabalho em um estudo realizad
condicbes controladas de temperatura, salinidadeigémio e
alimentacdo, mostram que juvenislenodosussuportam a exposicao
ao ar em ambiente controlado por até 8 horas sejuipv significativo
para a manutencdo do metabolismo anaerdbico. wsdentretanto,
ndo apresentaram o mesmo desempenho. A maior itadal
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observada nos adultos pode estar relacionada aacterdsticas

morfofisiolégicas que influenciam a fisiologia mukar, capacidade
metabdlica e recuperagéo ao estresse energétmodaws animais sdo
submetidos a exposi¢do ao ar. No retorno ao anebienobico estas
condicbes podem causar uma diminuicdo na sobresiav@&nqualidade

do produto. No entanto, foi observado que juvepigsentaram, além
da alta sobrevivéncia, uma rapida recuperacdo dieaho retorno as
condi¢cbes controladas do trabalho. Com base nesssltados

propomos que estas andlises sejam realizadas go ttmum ciclo de

cultivo, observando os resultados para serem gplgcaa pectinicultura
brasileira.
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