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RESUMO

Nassarius vibex é uma espécie de molusco caenogastropode que pode ser encontrado na
costa atlantica americana. Seu ciclo reprodutivo é relativamente pouco estudado, sendo os
estudos mais focados na ocorréncia do imposex, fazendo com que a espécie possa ser usada
como bioindicador de poluicdo por tributilestanho (TBT). Com o objetivo de estudar o ciclo
reprodutivo de Nassarius vibex no estuario do Rio Cear4, regido afetada pela poluicéo, e fazer
uma relagcdo com as variaveis ambientais locais, foram realizadas coletas durante dezessete
meses entre os anos de 2007 e 2008, com quarenta animais coletados em cada més, além de
medicdes das varidveis ambientais como temperatura, salinidade e pluviosidade. Estudos
histoldgicos foram realizados para a determinacdo dos estagios de desenvolvimento gonadal
dos machos e fémeas coletados, sendo definidos 5 estigios: Imaturos, Maturacdo Inicial,
Maturacdo Avancada, Eliminacdo e Regeneracdo, além de individuos considerados
Indiferenciados, cujo sexo ndo foi identificado. Observou-se que animais Imaturos sdo
encontrados em maior quantidade nos periodos com maior precipitacdo e que os estagios de
Maturacdo Inicial e Avangada sdao mais encontrados nos periodos secos. A reproducdo se
mostrou continua e o0s estagios reprodutivos de ambos 0s sexos aparentam sincronia, além de
cada estagio estar relacionado a uma coloracdo diferente de gbnada. A auséncia de alteracdes
histoldgicas na gbnada das fémeas indica que o imposex nao afeta o ciclo reprodutivo da
populagéo, entretanto, a predominancia de imposex em fémeas imaturas e em regeneracéo
sugerem ainda que algum efeito no ciclo gametogénico deve ocorrer, retardando o

amadurecimento gonadal na populagéo estudada.

Palavras-chave: gametogénese, imposex, pluviosidade.



ABSTRACT

Nassarius vibex is a species of caenogastropod mollusc that can be found on the
American atlantic coast. Their reproductive cycle is relatively little studied, being the studies
more focused on the occurrence of the imposex, making the species can be used as a tributyltin
(TBT) pollution bio indicator. In order to study the reproductive cycle of Nassarius vibex on
the estuary of the Cearad River, environment affected by pollution, samples were collected
during seventeen months between the years of 2007 and 2008. Forty animals were collected in
each month, and environmental variables such as temperature, salinity and rainfall were
measured. Histological studies were performed to determine the reproductive stage of males
and females collected. Five reproductive stages were found in both sexes: Immature, Early
Maturation, Advanced Maturation, Elimination and Regeneration, besides individuals
considered Undifferentiated, that is, animals that could not have their gender identified. It was
observed that Immature animals are found in greater quantity in the periods with higher
precipitation and that the stages of Early and Advanced Maturation are more found in the dry
periods. Reproduction has been continuous and the reproductive stages of both sexes showed
synchrony, in addition to each stage being related to a different gonad color. Histological
changes absence in the females’ gonad indicates that the imposex does not affect the
reproductive cycle of this population. However, the predominance of imposex in immature and
in regeneration females also suggests that some effect on the gametogenic cycle should occur,

delaying gonadal maturation in the population studied.

Key-words: gametogenesis, imposex, rainfall.
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1.INTRODUCAO

Estuarios sdo ambientes de transicdo entre o continente € 0 oceano e possuem aguas
biologicamente mais produtivas do que as dos rios, ja que apresentam altas concentracGes de
nutrientes que estimulam a producgdo priméaria (MIRANDA et al, 2012). A &rea de estuério é
um ambiente de muita fragilidade e vulnerabilidade devido a pressdo antropica, causando
diversos desequilibrios na sua dindmica natural (ARAUJO & FREIRE, 2007).

Moluscos incluem alguns dos mais conhecidos invertebrados. O filo contém,
aproximadamente, 80.000 espécies descritas, além de outras que ainda esperam nomes e
descricdes (BRUSCA, 2016).

A espécie Nassarius vibex € um molusco caenogastrépode que pode ser usado como
bioindicador de poluicdo por tributilestanho (TBT), substancia causadora de imposex. Costuma
ser achado em substratos lamosos e arenosos, aguas salobras com salinidade variando de 15 a
25 e se alimenta de animais mortos. Esta disperso de Cape Cod a Flérida, nos Estados Unidos,

indias ocidentais, Venezuela e Brasil (Para a Santa Catarina) (R10S, 1994).

Reproducdo é o fenbmeno que da continuidade a espécie, originando novos individuos
e promovendo a estabilidade de um grupo de organismos em determinado ambiente. Quando
essa atividade é impedida ou retardada, a espécie corre risco de extingdo, uma vez que nao
podera originar novos organismos. Varios aspectos podem afetar a reproducéo dos organismos,

entre eles, estad a poluicdo quimica do ambiente.

Alguns estudos ja foram realizados com a intencdo de relacionar alteracdes na
morfologia e reproducdo de Nassarius vibex com a polui¢do por TBT, como DEMAINTENON
(2001b), CARDOSO (2009), CARDOSO (2010), LIMA-VERDE et al. (2010) e CABRINI
(2012), entretanto, tais estudos abordaram apenas as alteracbes morfoldgicas causadas pelo
contaminante, fazendo-se necessario ainda um estudo sobre os efeitos no ciclo reprodutivo das
populagdes de Nassarius vibex afetadas. Dos trabalhos realizados nesse contexto, podem-se
destacar o de LIMA-VERDE (2007; 2009), onde a autora buscou analisar as caracteristicas
reprodutivas da especie e relaciona-las com contaminacao e parasitismo nos estuarios dos rios
Cearé e Pacoti, localizados na regido metropolitana de Fortaleza — Ceara. O presente estudo foi
realizado utilizando-se dados e amostras dos organismos coletados pela autora LIMA-VERDE
(2009).
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A motivacdo deste trabalho foi a caracterizacdo do ciclo reprodutivo de uma espécie de
gastrépode bentbnico que pode ser utilizada como bioindicadora de poluicdo e observar, através
do uso da histologia, se ocorrem alteracbes na sua gametogénese provocadas pelo
desenvolvimento do imposex, uma vez que seus efeitos a nivel histologico ainda sao

desconhecidos.

Estando fortemente presente no estuario do Rio Ceara, a espécie Nassarius vibex sofre
com as perturbacGes antropicas da regido e pode ter sua reproducdo afetada, o que, a longo
prazo, teria um impacto negativo na producao de descendentes e na biota local. Assim, observar
variaveis ambientais juntamente com esses fatores, pode dar indicativos de como o habitat

influencia na reproducédo da espécie.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Reproducdo e ciclo reprodutivo

A reproducdo, o desenvolvimento embrionario e o ciclo de desenvolvimento gonadal
sdo aspectos importantes para o entendimento da biologia de qualquer organismo, uma vez que
sem indicacgdes seguras sobre o ritmo e o ciclo reprodutivo, outros aspectos bioldgicos seriam
dificeis de ser compreendidos (NARCHI, 1976).

A gbnada dos animais marinhos sofre periodicamente uma renovacao parcial dos seus
principais elementos tissulares, passando por transformacdes celulares, visando produzir
gametas viaveis a fertilizacdo. Esta dinamica celular pode ser, em geral, sincrdnica em um
mesmo individuo ou entre individuos de uma mesma populagdo (ROCHA-BARREIRA, 2002).

O ciclo de vida é um processo fisioldgico ciclico que pode ser dividido em trés fases:
desenvolvimento gonadal, liberacdo de gametas e fertilizacdo, e desenvolvimento e
crescimento. Geralmente, os ciclos reprodutivos consistem de um estagio vegetativo ou de
descanso com pouca atividade gonadal, e um estagio reprodutivo iniciado pela gametogénese e
seguido pela liberacdo dos gametas. Os padrdes de periodicidade reprodutiva podem ser anuais,
semi-anuais ou continuos durante todo o0 ano (VERNBERG, 1992). No inicio da gametogénese,
todas as partes da gbnada estdo em estagio similar de desenvolvimento. Com a continuidade da

gametogénese, nem todas as células gonadais estdo em sincronia. Geralmente, com o
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prosseguimento da maturagdo da génada, ovocitos e espermatozoides maduros tornam-se o
estagio dominante (WEBBER, 1977).

Na maioria dos caenogastropodes, a atividade gametogénica durante o ciclo reprodutivo
é sincronica em uma populacéo e pode ser dividida em estagios de maturacao distintos, sendo
geralmente, trés estagios: um estagio de descanso, um periodo de ativa gametogénese, e um
periodo no qual a gbnada contém gametas fertilizaveis ou aparentemente maduros (WEBBER,
1977).

Considera-se que fatores ambientais tém um papel “chave” para sincronizar o ciclo
gametogénico dos organismos. Temperatura da agua, fotoperiodo, disponibilidade de alimentos
e ritmos lunares tém sido freqlientemente sugeridos como fatores exdgenos que afetam a
reproducdo destas espécies (LESSIOS, 1984; PEARSE & CAMERON, 1991; FREIRE et al.
1992; CHEN & CHEN, 1993 e BENTLEY, 1998). A presenca de ritmos reprodutivos
independentes das condicdes locais pode indicar a manifestacdo de um controle enddgeno.
Fisiologicamente, de acordo com GROTTA & LUNETA (1980), admite-se que a reproducéo
seja comandada por fatores intrinsecos, como a interacdo hormonal entre o0s centros
controladores da reproducdo, o ciclo gametogénico e as reservas nutricionais, sendo esta

interacdo sincronizada pelos fatores ambientais.

2.2 TBT e imposex

As tintas anti-incrustantes a base de TBT (Tributilestanho) eram, até pouco tempo, as
mais usadas no mundo (FENT, 1996; CHOI, 2008). Até a década de 90, estimava-se que 70%
dos navios comerciais eram protegidos por tintas a base de TBT, pois estas apresentavam maior
eficiéncia e maior durabilidade em cascos de navios (EVANS, 2000; ALMEIDA, 2004). Até
2003, a producdo mundial de TBT chegava a 35.000 toneladas por ano (GODOI, 2003).

A Convencdo Internacional sobre Controle de Sistemas Anti-incrustantes da
Organizacdo Maritima Internacional (IMO) proibiu a utilizacdo de compostos organoestanicos
nocivos em navios e estabeleceu diversas metas para o banimento mundial do uso do TBT em
2001, tendo em vista os efeitos toxicoldgicos causados (SONAK, 2009). Entretanto, somente
em 2008, a proibicdo do uso de compostos organoestanicos em tintas anti-incrustantes entrou
em vigor internacionalmente (IMO, 2008; SONAK, 2009) No Brasil, em 2007, uma Normativa
de Autoridade Maritima (NORMAN) baniu a utilizagdo de sistema anti-incrustantes a base de
compostos organicos de estanho, bem como determinou medidas de aplicacéo e fiscalizacao
em portos brasileiros (NORMAN-23/DPC).
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O Imposex € provavelmente o mais estudado efeito biologico da poluicdo por compostos
organoestanicos (CASTRO et al., 2012a). Inimeras investigacOes evidenciaram a relagdo entre
0 desenvolvimento de imposex em moluscos caenogastropodes e a concentracdo de TBT em
seus tecidos ou no ambiente marinho (sedimentos e corpos d’agua) (CASTRO et al., 2012b).
Este compostos causam uma disrup¢do enddcrina que promove a masculinizagdo de fémeas de
moluscos caenogastropodes, que desenvolvem pénis e vaso deferente ndo funcionais, podendo
levar a esterilizacdo (BETTIN et al, 1996; MARSHALL & RAJKUMAR, 2003), o fendmeno
também pode ser conhecido como pseudohermafroditismo (DEMAINTENON, 2001b).

Vaérias espécies de organoestanicos podem acumular nos tecidos de invertebrados
marinhos, sendo o TBT o que mostra maior acumulacdo. Esses componentes hoje séo
conhecidos por produzir uma variedade de condi¢des patoldgicas em organismos marinhos em
concentracgdes relativamente baixas mas, em termos de sensibilidade, o imposex mostrou-se a
alteracdo mais significativa, sendo uma resposta dos moluscos gastrépodes a poluicdo. A
apari¢cdo anormal de pénis em fémeas tem sido registrada em cerca de 200 espécies pelo mundo
(CASTRO et al., 2012a). Em todos os casos que foram extensamente investigados, 0 imposex
foi relacionado com a atividade maritima e consequente exposicao a polui¢cdo por TBT advinda
de tintas antiincrustantes (MARSHALL & RAJKUMAR, 2003).

O efeito geral do imposex varia em diferentes gastropodes. Em espécies como 0s
nassarideos llyanassa obsoleta (Say, 1822) e Hinia reticulata (Linnaeus, 1758), o aparecimento
de pénis e espermoduto aparentam causar pouca interferéncia na atividade reprodutiva das
fémeas afetadas. Mas em outros, especialmente muricideos Nucella lapillus (Linnaeus, 1758)
e Ocenebra erinacea (Linnaeus, 1758), a estrutura do oviduto pode ser tdo modificada que a
procriacdo é inibida, resultando em declinio populacional e eventual extincdo (MARSHALL &
RAJKUMAR, 2003). A ocorréncia de bifalia (pénis duplo) é uma anormalidade adicional no
sistema reprodutivo das fémeas (CARDOSO et al, 2009).

O grau de formacédo do espermoduto e também o tamanho do pénis na fémea dependem
da concentracdo de TBT no ambiente. Em concentragcdes maiores que 2 ng Sn/L, a formacao
do espermoduto avanca ainda mais, crescendo demais a papila genital (portanto bloqueando a
vulva) e invadindo o oviduto para formar tecido da prostata que substitui a bursa copulatéria e
desloca a glandula da capsula. Fémas nessas condicdes sdo efetivamente esterelizadas, uma vez
que as capsulas ovigeras ndo podem ser expelidas. A producao dessas capsulas, no entanto, néo

¢ impedida por essa deformacdo e acumulam no oviduto para formar uma massa que
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frequentemente distende a parede do oviduto, as vezes chegando a rompé-la (MARSHALL &
RAJKUMAR, 2003).

2.3 Género Nassarius

A familia Nassariidae esta amplamente distribuida em todo mundo, sendo de grande
destaque pela sua dominancia na macrofauna béntica e por desempenhar um papel importante
como incorporadores da matéria organica na cadeia tréfica (CABRINI, 2012). A ciclagem
magrofagica é o principal hébito alimentar e os nassarideos possuem alguns dos mais
conhecidos macrofagos, se alimentando de carniga, fragmentos de poliquetas e crustaceos,
sedimentos, detritos, esqueletos de invertebrados e vertebrados e algas que estdo grudadas as
conchas dos animais consumidos ((BRITTON & MORTON, 1994). Sdo moluscos que se
encontram usualmente em grandes densidades, sdo carnivoros e/ou detritivoros, habitam em
susbtratos normalmente do tipo ndo consolidados e as suas conchas séo, em geral, de pequenas
dimensGes (AFONSO, 2003). Possuem sifdo e tentaculos longos (RIOS, 2009). Algumas
espécies sdo infralitoraneas, mas a maioria habita a zona entremarés, emergindo do substrato
ou se tornando ativos quando a comida estd em seu limte de deteccdo. Sdo extremamente
sensiveis a estimulos fisicos e quimicos (BRITTON & MORTON, 1994; RIOS, 2009).

Em regides tropicais, dada a pequena varia¢do nas temperaturas da agua, as espécies de
Nassarideos apresentam alta atividade e crescimento para atingir a maturidade sexual.
Entretanto, o ciclo de vida torna-se mais curto e a longevidade € menor. As taxas de crescimento
tendem a diminuir com o aumento da latitude, uma vez que a sazonalidade da temperatura da
agua forca individuos a dedicarem um periodo do ano ao crescimento somatico e 0 outro ao
desenvolvimento gonadal. Espécies de regides subtropicais e tropicais podem, por
consequéncia, alcancar altas longevidades e formar populagdes com grandes sobreposicoes de
geragdes (YOKOYAMA, 2010). As fémeas costumam depositar suas capsulas ovigeras em

algas, cada capsula com cinquenta ovos (RIOS, 1994).

O género Nassarius pode ser encontrado na Africa (MARSHALL, 2003), China
(CHEUNG & LAM, 1995), Brasil (LIMA-VERDE, 2009), Estados Unidos (DEMAINTENON,
2001a), Franca, Alemanha (WIRZINGER et al, 2007), Portugal (GENIO et al, 2008), Austrélia
(BRITTON & MORTON, 1994) e também na Suécia (TALLMARK, 1980). No Brasil, existem
6 espécies: Nassarius albus (Say, 1826), Nassarius capillaries (Watson, 1882), Nassarius
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karinae (Usticke, 1971), Nassarius pernitidus (Dall, 1889), Nassarius scissuratus (Dall, 1889)
e Nassarius vibex (Say, 1822) (RIOS, 2009).

2.4 Nassarius vibex

Nassarius vibex (Figura 1) é um caenogastropode que habita a zona intertidal de fundos
duros (CARDOSO & CAETANO, 2010) e lamosos, em aguas salobras com salinidade variando
de 15 a 25, e com ampla distribui¢do geografica, de Cape Cod a Fldrida, nos Estados Unidos;
indias ocidentais; Venezuela e Brasil (Para a Santa Catarina) (R10S, 2009). Quando adulto
atinge cerca de 15 mm de comprimento de concha. Esta espécie apresenta-se geralmente em
populacdes abundantes e desempenha um importante papel na teia trdfica, jA& que este
gastropode é detritivoro e atua como um elo de ligacdo entre a matéria organica nao-viva e 0s

consumidores dos niveis tréficos superiores (CABRINI, 2012).

Figura 1: Vista ventral da concha de Nassarius vibex.

Fonte: The World Register of Marine Species (WORMS)
(http://www.marinespecies.org) Acesso em: 30/11/2017)

Existem poucos estudos sobre esta espécie e as informacdes disponiveis referem-se ao
comportamento alimentar (GIRAO, 2006; LUCENA et al., 2012), resposta de escape (GORE,
1966), ontogénese do sistema reprodutivo (DEMAINTENON, 2001a; 2001b), biologia
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reprodutiva e populacional (LIMA-VERDE, 2009; YOKOYAMA, 2010; CABRINI &
CARDOSO, 2012) e desenvolvimento larval (YOKOYAMA & AMARAL, 2011,
MATTHEWS-CASCON et al., 2011).

Nassarius vibex tem sido também considerado um bom bioindicador de poluicéo
ambiental ou estresse, ja que o desenvolvimento do imposex na especie reflete o grau de
poluicdo (CARDOSO & CAETANO, 2010). O imposex em Nassarius vibex foi primeiramente
registrado por Demaintenon (2001a,b) nos Estados Unidos. No Brasil, 0 imposex nessa espécie
foi registrado por Lima-Verde et al. (2010) para o estuério do Rio Ceara, em Fortaleza, CE e
por Cardoso et al. (2009) no Rio de Janeiro, RJ. Em N. vibex, foram registrados ainda casos de
bifalia (ocorréncia de dois pénis em um mesmo animal) em fémeas da praia de Flexeira, no Rio
de Janeiro (CARDOSO et al., 2009).

A anatomia do sistema reprodutor de Nassarius vibex foi descrita por Demaintenon
(2001a) por Lima-Verde (2009). Nos machos, os testiculos localizam-se nas porcdes apical e
dorsal das primeiras trés espirais; a porcdo posterior do espermoduto passa dentro do tecido
conjuntivo, abaixo do meio da parede columelar, sendo, geralmente, composto por uma porgéo
gonadal e uma porcdo renal, com o limite entre essas regides ndo aparente; o final do
espermoduto posterior é reto por uma pequena distancia apos sair dos testiculos e entéo se torna
enrolado, formando uma vesicula seminal. O epitélio dos testiculos e espemoduto gonadal
consiste em uma camada de células cuboidais em uma membrana basal, com particulas de
material amarelado nas células e no limen. Nas fémeas, 0s ovarios ocupam as espirais apicais,
na mesma posicao que os testiculos nos machos; o oviduto posterior corresponde a porcao entre
0 ovario e o ducto gonopericardial, sendo largo, com paredes finas e irregularmente dobradas.
O epitélio consiste em uma Unica camada de células irregularmente organizadas, ocupando o
tecido conectivo entre a parede columelar e a glandula digestiva e se prolonga a um ponto
préximo ao rim. A massa glandular é uma unidade anatdmica Gnica em adultos, com as
glandulas do albumen e a da capsula amplamente unidas. A glandula do albdmen se curva da
parede columelar, ao lado da porcéo posterior da cavidade do manto; o epitélio da sua parede
esquerda é composto por células secretoras ciliares, enquanto a parede direita possui um epitélio
mais baixo e mais denso. A glandula digestiva é dorsalmente embutida a massa glandular,
possui um ducto enrolado, ciliado e muscular que provavelmente age como um receptaculo

seminal e é usada para digerir esperma.

A maior parte dos caenogastropodes deposita seus ovos em alguma forma de céapsula

ovigera bentdnica. As capsulas ovigeras de Nassarius vibex sdo lisas, possuem abas laterais
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com suturas, sem ornamentacGes e com abertura terminal e possuem trés estdgios de
desenvolvimento: ovos fertilizados, com formato arredondado; desenvolvimento inicial de

larvas véliger; larva com protoconcha formada, velério e trato digestivo (YOKOYAMA, 2010;
MATTHEWS-CASCON et al., 2011).
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3. Objetivos

e Caracterizar o ciclo reprodutivo da espécie Nassarius vibex no estuéario do Rio Ceara
através de estudos histoldgicos.

e Relacionar os estagios da reproducao da espécie estudada com dados de pluviosidade,
salinidade e temperatura locais.

e Avaliar os efeitos do imposex no desenvolvimento gonadal de Nassarius vibex.
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4. Materiais e métodos

4.1 Area de estudo

O rio Ceara possui cerca de 60 km de extensdo, nasce na serra de Maranguape e
desemboca no Oceano Atlantico (LIMAVERDE, 2009) e forma-se da juncéo do riacho Bom
Principio com o Jandaira (MORAES, 2015). O Estuério do rio Ceard esta localizado entre o0s
municipios de Fortaleza e Caucaia e, de acordo com a COGERH, 2010, ele drena uma area de
555,9 km? e forma, junto com o Rio Maranguapinho o sistema Ceard/Maranguape. Possui
fluviometria semi-perene e sofre penetracdo das mares, formando um estuario composto por
640 ha de vegetacdo de mangue. A APA do Estuario do Rio Cearda é uma Unidade de
Conservacdo de Uso Sustentavel administrada por um 6rgdo publico estadual e os maiores
problemas encontrados no local sdo aqueles decorrentes da acdo antropica degradadora,
ocasionada pela ocupacédo desordenada e irregular as margens do Rio Ceard, desflorestamento
da mata ciliar, degradacdo do manguezal, a pesca predatoria e o assoreamento do rio
(MORAES, 2015).

Foi selecionado um banco areno-lamoso no qual foram coletados espécimes de
Nassarius vibex e medidas de variaveis ambientais. A localizagdo do banco areno-lamoso foi
relizada com um GPS 72 da marca Garmin. A localizagdo georeferenciada do banco areno-
lamoso no estuario do Rio Ceard foi 03°42°02.0°S/38°35°35.3”W (Figura 2).

Figura 2: (A) Porgdo costeira do rio Ceara, destacando a regido estuarina, onde foram realizadas as coletas dos

exemplares de Nassarius vibex. (B) Banco areno-lamoso onde as coletas foram realizadas.

Fonte: Lima-Verde (2009)
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4.2 Procedimentos em campo

As coletas foram realizadas entre abril de 2007 e agosto de 2008. Mensalmente, foram
coletados 40 individuos do gastrépode Nassarius vibex, durante a maré baixa, com auxilio de
iscas que consistiram em pedacos de peixe fixadas ao substrato por meio de palitos de madeira
(Figura 3).

As variaveis ambientais analisadas consistiram na salinidade da agua do leito dos
estuarios durante a maré baixa e na temperatura do ar, da agua e do sedimento do estuério
durante a coleta. A variaveis abioticas de salinidade foram medidas com refratdbmetro manual
portatil modelo RTS-101 ATC — marca Instrutherm, resolucdo 1% e a temperatura foi medida
com termdmetro digital com precisdo de 0,5°C. Os dados foram obtidos no momento da coleta,

mensalmente, em triplicata para posteriores analises estatisticas.

Os indices pluviométricos mensais utilizados obtidos na péagina virtual da Fundacéo
Cearense de Metereologia e Recursos Hidricos (FUNCEME). Os indices mensais de
pluviosidade foram obtidos no posto Pici.

Os dados referentes as coletas dos individuos, temperatura e salinidade foram obtidos a

partir dos dados coletados por Lima-Verde (2009).

Figura 3: Isca utilizada para captura dos exemplares de Nassarius vibex no estudrio do Rio Ceara
durante o periodo de estudo.

Fonte: LIMA-VERDE (2009)
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4.3 Procedimentos de laboratério

Os animais coletados foram mantidos em aquarios de 1000ml contendo agua trazida dos
pontos de coleta, com aeracdo constante, até o processamento no Laboratdrio de Zoobentos do
Instituto de Ciéncias do Mar (Labomar) da Universidade Federal do Ceara. Os animais foram
anestesiados com MgCl. (cloreto de magnésio) salino 7% por duas horas. Foram realizadas
medicdes de altura e largura de concha com paquimetro com precisdo de 0,05 mm. As conchas
foram removidas com torno mecéanico para analise da morfologia das partes moles dos animais.
Foi utilizado microscopio estereoscopico para facilitar a visualizagdo das estruturas corporais.
Essas andlises consistiram em observacfes do sistema reprodutivo como grau de

desenvolvimento ao longo do periodo estudado e alteracGes nos érgaos.

Os 6rgéos femininos analisados macroscopicamente foram: as glandulas da cépsula e
de albumen, bursa copulatoria, vestibulo e oviduto. Os 6rgdos masculinos analisados foram: a

vesicula seminal, o vaso deferente e o pénis.

A proporcdo sexual de Nassarius vibex no estuario do Rio Ceara foi calculada
mensalmente pela relacdo r = nimero de machos/nimero de fémeas e analisada estatisticamente
pelo teste do “Qui-quadrado” (y2) (onde, Ho: r é igual a 1: r é diferente de 1), assumindo um

nivel de significncia de 95%.

Apds analise do sexo, uma média de 20 animais por més foi preparada para o
processamento histoldgico, sendo fixados em Bouin salino por 12 horas e conservados em
alcool etilico a 70%. O protocolo histoldgico realizado consistiu em desidratagdo em
concentracdes crescentes, diafanizacdo em xilol e inclusdo em parafina. Foram realizadas
seccOes transversais das gonadas dos animais com espessura de 5-7 um e as pecas foram
coradas com Hematoxilina — Eosina (adaptado de JUNQUEIRA & JUNQUEIRA, 1983).
Foram realizados estudos histologicos das gbnadas de machos e fémeas para caracterizar as
linhagens de células germinativas e para determinacdo do estagio de maturacdo no ciclo
reprodutivo. Os procedimentos realizados em laboratério foram realizados por Lima-Verde
(2009).

A caracterizacdo das células germinativas foi realizada de acordo com as descri¢Ges de

Limaverde (2009) e os estagios de desenvolvimento gonadal adaptados de Aradjo et al. (2007).



22

4.4 Andlise do ciclo reprodutivo

Mensalmente, cada animal foi analisado histologicamente observando a proporc¢éo de
ocorréncia das células germinativas para a defini¢do do estagio de amadurecimento gonadal. O
namero de organismos nos diferentes estagios foi analisado e correlacionado com os valores de

precipitagdo pluviométrica observados no periodo de estudo.

4.5 Analise do imposex

A determinacdo do imposex nos exemplares coletados foi realizada por Lima-Verde
(2009), considerando a ocorréncia de caracteres masculinos como pénis ou papilas, vaso
deferente proximal e convolucdo do oviduto. Nestes estudo, a gdbnadas foram analisadas a fim
de verificar a ocorréncias de alteracdes histoldgicas e possiveis interferéncias no

desenvolvimento gametogénico.

O comprimento médio da concha de Nassarius vibex foi comparado entre fémeas com
e sem imposex utilizando- se o teste de Mann-Whitney. A incidéncia do imposex foi avaliada

considerando os meses de coleta, pelo teste de Kruskal-Wallis.

4.6 Analises estatisticas.

Para analise do ciclo reprodutivo, utilizou-se o teste de correlacdo ndo paramétrica de
Spearman. Ja para a analise do imposex, uma analise de correlacdo ndo paramétrica de
Spearman foi realizada entre a incidéncia de imposex e 0s estagios de desenvolvimento gonadal.

Para todos estes testes foi utilizado o programa Statistica® versao 7.0.
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5. RESULTADOS

5.1 Variaveis ambientais nas areas de estudo

Os registros da temperatura média do ar, da &gua e do sedimento medidos no momento
da coleta estdo representados na figura 4. A temperatura do ar minima registrada para o estuario
do Rio Ceara foi 22,6°C em maio de 2008 e a maxima foi 33,6°C em julho de 2008. A maior
temperatura da agua foi observada em abril de 2007 (31°C) e a menor nos meses de marco e
abril de 2008 (23,3°C). A temperatura do sedimento variou de 23,6°C em abril de 2008 a 33,3°C
em junho de 2008. A média das temperaturas pode ser vista na figura 4.

Figura 4: Temperatura média do ar, da 4gua e do sedimento do estuario do rio Ceara, no periodo de abril de 2007
a agosto de 2008.
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A salinidade média da agua do estuario variou significativamente ao longo dos
meses de estudo (Teste Kruskal-Wallist: H ( 17, N= 54) =52,23331 p <0,05), apresentando
minima de 2,6, registrada no més de abril de 2008, e méxima de 39, em agosto de 2008, com
um minimo observado também em maio de 2007, quando a salinidade foi de 9. Ja a salinidade
média do sedimento variou de 33, em maio de 2008, a 44,6, em outubro de 2007, ndo variando

estatisticamente ao longo do estudo [Teste Kruskal-Wallis: H (17, N= 48) =0,000 p>0,05]
(Figura5).

A precipitacdo pluviométrica acumulada durante os meses de abril de 2007 a agosto de
2008 foi de 1978.2 mm, ressaltando que os dados referentes aos meses de agosto a outubro de
2007 néo foram disponibilizados pela FUNCEME. A precipitacdo mensal maxima ocorreu no
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meés de abril de 2008, com 490, 4 mm, € a minima de 5mm no més de novembro de 2007. Em

fevereiro de 2008, a precipitacdo registrada foi de 1,8 mm, mas ndo ha registro para todo 0 més
(Figura 5).

Considerando a distribuicéo das chuvas ao longo do periodo de estudo e a salinidade da
agua observada no momento da coleta, verificou-se que 0s menores valores de salinidade,

medidos em maio de 2007 e em abril e maio de 2008, ocorreram quando os valores de

precipitacdo acumulada apresentaram os maiores valores (Figura 5).

Figura 5: Relacéo entre a precipitacdo pluviométrica e as salinidades da agua e do sedimento no estuario do Rio
Ceara, no periodo de abril de 2007 a agosto de 2008.
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De acordo com a anélise de Spearman, a precipitacdo correlacionou-se negativamente
com a salinidade da agua (r = -0,29, p<0,05) e com a salinidade do sedimento (r =-0,48, p<0,05)
(Tabela 1, Figura 6). As demais variaveis observadas ndo apresentaram correlagdes
significativas entre si. Este resultado evidencia que os periodos de menor precipitacdo existe
uma reducdo na salinidade, principalmente no sedimento.
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Tabela 1: Correlagdo de Spearman entre as variaveis ambientais medidas em campo (salinidade da agua e do
sedimento e temperatura do ar, da 4gua e do sedimento) e a precipitacdo acumulada mensal observada na regido
do estuario do rio Ceara, no periodo de abril de 2007 e agosto de 2008 (* p<0,05).

Variaveis Salinidade Temperatura Precipitacdo
coletadas _ i

Agua Sedimento | Ar Agua Sedimento
Salinidade da &gua - 0,58 0,21 0,12 0,18 -0,29*
Salinidade do sedimento 0,58 - 0,56 0,024 0,18 -0,48*
Temperatura do ar 0,21 0,56 - 0,33 0,58 -0,12
Temperatura da dgua 0,12 0,02 0,33 - 0,60 0,16
Temperatura do sedimento 0,18 0,18 0,58 0,60 - -0,14
Precipitacdo -0,29 0,48 -0,12 0,16 -0,14 -

Figura 6: Correlacdo de Spearman entre a precipitagdo acumulada mensal e (a) salinidade da &gua e (b) salinidade
do sedimento no estudrio do rio Ceard, no periodo de abril de 2007 e agosto de 2008 (* p<0,05).
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5.2 Proporcao sexual

Foram coletados 665 espécimes de Nassarius vibex durante os 17 meses analisados. As
fémeas representaram 54,73% (N = 364) dos animais amostrados, enquanto 0s machos
representaram 39,70% (N = 264), resultando em uma proporc¢éo sexual de 0,72: 1. Animais de
sexo indeterminado representaram 5,56% (N = 37). O teste qui-quadrado (X?) mostrou um

desvio significativo da proporgéo 1:1 entra machos e fémeas na populagdo (x? = 14,32, df = 1,
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p =0,0002). As frequéncias e propor¢des sexuais observadas no periodo estdo representadas na
Tabela 2. Do total de individuos coletados, 311 tiveram a determinacéo sexual realizada pela
histologia, sendo confirmados 148 machos (47,59%), 148 fémeas (47,59%) e 15
indiferenciados (4,82%).

Tabela 2: Dados de proporcao sexual entre machos e fémeas para os meses de abril de 2007 a agosto de 2008 no
estuario do Rio Ceara.

Més Machos Fémeas Indeterminados  Total Proporgéo
abr/07 9 20 11 40 0,45:1
mai/07 18 19 3 40 0,95:1
jun/07 13 24 3 40 0,64:1
jul/o7 17 22 1 40 0,77:1
ago/07 16 23 1 40 0,69:1
set/07 18 22 0 40 0,82:1
out/07 14 26 0 40 0,54:1
nov/07 19 21 0 40 0,90:1
dez/07 16 24 0 40 0,66:1
jan/08 20 20 0 40 1:1
fev/08 16 24 0 40 0,66:1
mar/08 15 22 3 40 0,68:1
abr/08 9 11 5 25 0,82:1
mai/08 17 19 4 40 0,89:1
jun/08 13 24 3 40 0,54:1
jul/o8 16 21 3 40 0,76:1
ago/08 18 22 0 40 0,82:1

Fonte: Lima-Verde (2009)

Dentre as 148 fémeas analisadas histologicamente, 46 (31,08%) apresentaram algum
nivel de imposex. Ao longo dos meses de estudo, a abundéncia de fémeas com imposex também
ndo variou significativamente (Teste de Kruskal-Wallist: H ( 16, N= 149) =22,90, p =0,12).
N&o foram observadas diferencas significativas no comprimento médio da concha das fémeas
com (14,08 mm) e sem imposex (14,07 mm) (Teste de Mann-Whitney: U= 2311,5, p=0,81).

O comprimento médio das conchas das fémeas foi de 14,07 mm (£0,79mm), sendo o
més com maior média dezembro de 2007, com 16,3 mm, e 0 més de outubro de 2007 com
menor média 12,0 mm. Nos machos, o comprimento médio de concha foi de 13,62 mm
(£0,84mm), sendo 0 més de outubro de 2007 o de maior média, com 15,5 mm e agosto de 2008

0 més com menor média, com 12, 2mm. Os animais indiferenciados observados apresentaram
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comprimento da concha até 13,5mm, com média de 12,2 mm (+0,83mm). Estes resultados

levaram em consideracdo somente 0s organismos que tiveram o sexo confirmado pela

histologia, ndo tendo sido analisados exemplares menores que 10,0 mm de comprimento.

Considerando a frequéncia de tamanho dos organismos, verificou-se que os machos tendem a

ser mais abundantes nas menores classes e as fémeas atingem tamanhos maiores. Os

indiferenciados ocorreram nas classes de 11-11,6 mm a 13,1-13,7mm, o que pode indicar que

esta faixa de tamanho seja aquela em que os organismos diferenciam-se sexualmente (Figura

8).

Figura 7: Comprimento médio das conchas de indiferenciados, machos e fémeas de Nassarius vibex observados
no estuério do Rio Ceara de abril de 2007 a agosto de 2008.
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Figura 8: Frequéncias das classes de comprimento das conchas de indiferenciados, machos e fémeas de Nassarius

vibex observados no estuério do Rio Ceara de abril de 2007 a agosto de 2008.
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5.3 Linhagens de células germinativas

Os primeiros estagios da gametogénese ocorrem proximos as paredes dos foliculos.
Durante os estagios iniciais, o tecido conjuntivo ocupa grande parte da gbnada sendo substituido
progressivamente por foliculos maiores a medida que ocorre o processo maturativo. As gdnadas
maduras apresentam aumento de tamanho devido ao acimulo de gametas.

Na génada feminina foram reconhecidos as seguintes células: ovogonias, ovocitos pré-
vitelogénicos, ovocitos vitelogénicos e ovécitos maduros (Figura 9). Nos machos, foram

visualizadas espermatogénias, espermatocitos, espermatides e espermatozoides (Figura 10).

Figura 9: Fotomicrografia das células germinativas femininas de Nassarius vibex. A: ovogonia (OVG). B: ovdcito
pré-vitelogénico (OVP). C: ovocito vitelogénico (OVV). D: ovécito maduro (OVM).
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Figura 10: Fotomicrografia das células germinativas masculinas de Nassarius vibex. A: espermatogonia (EPG). B:
espermatide (EPT). C: espermatide (EPA). D: espermatozoides (EPZ).

5.4 Estagios de desenvolvimento gonadal

Através da analise macroscopica das partes moles e da histologia da gonada, a condicao
reprodutiva dos organismos foi determinada. Foram considerados indiferenciados, o0s
individuos com comprimento da concha até 14 mm, sem estruturas sexuais externas e gbnada
translicida de cor verde. Histologicamente, a gbnada dos indiferenciados € preenchida por

células primordiais.

Os organismos com sexo definido foram classificados quanto aos estagios de
desenvolvimento gonadal, considerando os 4 estagios propostos por Araujo et al. (2007), e 1
estagio adicional observado para Nassarius vibex neste estudo: Imaturo (1), Maturagdo Inicial
(MI), Maturagdo Avancada (MA), Eliminacéo (E) e Regeneracéo (R).
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Imaturo (1)

Macroscopicamente, as fémeas imaturas apresentaram sistema reprodutor néo
desenvolvido, sem estruturas evidentes e gdnada com coloracdo verde, ndo tendo sido
evidenciadas cépsulas ovigeras incubadas. Nos machos, os 6rgdos reprodutores também se
encontravam nao desenvolvidos, com o pénis presente, pouco desenvolvido e translucido e
gbnada com coloracdo verde. Histologicamente, tanto em machos quanto em fémeas, nota-se a
presenca de células iniciais ligadas a parede do foliculo/tubulo gonadal bastante espessa e

fortemente corada por eosina (Figura 11).

Figura 11: Fotomicrografia da massa visceral de individuos Imaturos de Nassarius vibex. (G =g6nada)
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Maturacéo Inicial (MI)

Neste estagio, 0os machos apresentaram gonada variando de cor verde a verde escuro,
com vesicula seminal esbranquicada e vaso deferente sem pigmentacdo. As fémeas
apresentaram gonadas variando de cor creme a amarela. Algumas fémeas neste estagio
apresentaram cépsulas incubadas contendo embrifes. Histologicamente, nos machos foi
observada a presenca de espermatogénias e espermatocitos, os tubulos estdo cheios e com
paredes mais grossas, porém apresentando espaco interfolicular (Figura 12A). Ja nas fémeas,
as gonadas possuem muitas ovogdnias e ovocitos pré-vitelogénicos, além de uma grande
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quantidade de grénulos de vitelo; o espaco interfolicular € razoavel e as paredes dos foliculos
estdo também espessas (Figuras 13A).

Maturacédo Avancada (MA)

Na maturagdo avancada, os machos apresentam génadas com coloracdo verde escura e
as fémeas cor amarelo forte, além de massa glandular (glandulas do albume e da capsula)
variando de amarelo a laranja. A maioria das fémeas com capsulas incubadas, apresentaram
larva véliger. Histologicamente, nos machos, 0s espermatozoides predominam no interior dos
tibulos, sendo observado também espermaétides e espermatdcitos proximos a parede dos
tlbulos, os quais estdo mais cheios e com paredes mais finas (Figura 12B). Nas fémeas, ha uma
grande quantidade de granulos de vitelo dispersos, sendo predominantes ovécitos vitelogénicos

e maduros, que estdo mais proximos das paredes dos foliculos (Figura 13B).

Eliminacao (E)

Nesta fase, todas as fémeas apresentaram capsulas incubadas, em diferentes estagios de
desenvolvimento (embrides, pré-véliger e véliger), além de génada com coloracdo amarela
escura. J& nos machos, a génada apresentou coloracdo esverdeada a marrom escuro, com
vesicula seminal branca. Histologicamente, nos machos, 0s espermatozoides ainda estdo
presentes, porém em menor quantidade e aspecto de esvaziamento dos tdbulos, estes com um
aumento do espaco intrafolicular (Figura 12C). Nas fémeas, ainda ha presenca de ovocitos
maduros, porém em menor quantidade; os foliculos estdo esvaziados e suas paredes mais finas;

granulos de vitelo ainda presentes (Figura 13C).

Regeneracao (R)

Neste estagio, as fémeas apresentaram sinais de desova, contendo “bursa” esvaziada ou
resquicios da “bursa”, sendo a estrutura pouco evidente podendo conter véligers e embrides; a
gbnada apresenta coloracdo amarela escura. Os machos apresentaram gbénada com coloracao
marrom clara a escura. Histologicamente, os tdbulos possuem um grande espago vazio,
resultado da eliminag&o dos espermatozdides, restando alguns ainda espalhados ao longo da luz

dos tabulos; as células iniciais ja estdo presentes proximas a parede dos tubulos, porém em
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pequena quantidade (Figura 12D). Nas fémeas, as células iniciais também em pequenas
quantidades foram observadas, estando os foliculos completamente vazios (Figura 13D).

Figura 12: Estagios de desenvolvimento gonadal de machos de Nassarius vibex. A: maturacdo inicial. B:
maturacdo avangada. C: eliminagéo. D: regeneracéo.
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Figura 13: Estagios de desenvolvimento gonadal de fémeas de Nassarius vibex. A: maturacéo inicial. B: maturacao
avancada. C: eliminagdo. D: regeneracéo.

5.5 Ciclo reprodutivo

A frequéncia mensal da ocorréncia dos estadgios do desenvolvimento gonadal de
Nassarius vibex foi observada (Tabelas 3 e 4). Para ambos os sexos, foi observada uma
alternancia dos estagios do desenvolvimento ao longo dos meses de estudo (Figuras 14 e 15).
Este fato indica que a populacdo de Nassarius vibex, no estuario do rio Ceara, tem ciclo
reprodutivo continuo, porém, os individuos parecem ndo reproduzir continuamente, uma vez
que um estéagio de regeneracao bem evidente foi verificado em ambos 0s sexos.
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Tabela 3: Frequéncia de ocorréncia dos estagios de desenvolvimento gonadal de fémeas Nassarius vibex
observados entre abril de 2007 e agosto de 2008 no estuario do rio Ceara (I = Imaturo; MI = Maturacdo Inicial;
MA = Maturacdo Avancada; E = Eliminacdo; R = Regeneracdo; N = NiUmero total de individuos; % = Porcentagem

do total de individuos).

Mggfstge Frequéncia | Ml MA E R Total
abr/07 N 50 1,0 2,0 8
% 55,6 11,1 22,2 100

mai/07 N 3,0 1,0 1,0 5
% 60,0 20,0 20,0 100

jun/07 N 1,0 7,0 1,0 1,0 3,0 13
% 17,7 53,8 17,7 17,7 23,1 100

jul/o7 N 4,0 4,0 2,0 1,0 11
% 36,4 36,4 18,2 91 100

ago/07 N 7,0 2,0 1,0 10
% 70,0 20,0 10,0 100

set/07 N 4,0 6,0 10
% 40,0 60,0 100

out/07 N 1,0 50 3,0 9
% 11,1 55,6 33,3 100

nov/07 N 1,0 4,0 4,0 1,0 10
% 10,0 40,0 40,0 10,0 100

dez/07 N 7,0 1,0 8
% 87,5 12,5 100

jan/08 N 6,0 1,0 7
% 85,7 14,3 100

fev/08 N 6,0 2,0 1,0 9
% 66,7 22,2 11,1 100

mar/08 N 5,0 1,0 6
% 83,3 16,7 100

abr/08 N 3,0 2,0 5
% 60,0 40,0 100

mai/08 N 1,0 7,0 8
% 12,5 87,5 100

jun/08 N 4,0 4,0 2,0 10
% 40,0 40,0 20,0 100

jul/os N 6,0 2,0 1,0 9
% 66,7 22,2 11,1 100

ago/08 N 8,0 1,0 9

% 88,9 111 100
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Tabela 4: Frequéncia de ocorréncia dos estagios de desenvolvimento gonadal de machos Nassarius vibex

observados entre abril de 2007 e agosto de 2008 no estuario do rio Ceara (I = Imaturo; MI = Maturacdo Inicial;

MA = Maturacdo Avancada; E = Eliminacdo; R = Regeneracdo; N = Nimero total de individuos; % = Porcentagem

do total de individuos).

Mesesde . uéncia | M MA E R Total
coleta
N 8.0 1.0 9
7 ] 1
abr/0 % 88,9 11 100
N 7.0 2.0 1,0 10
- 7 1 i 1
mai/0 % 70,0 20,0 10,0 100
. N 1,0 2.0 5.0 8
Jun/o7 % 12,5 25,0 62,5 100
. N 1,0 3,0 5.0 9
julior % 111 33,3 55,6 100
N 1,0 4.0 4.0 9
ago/07 % 111 44.4 44.4 100
N 2.0 4.0 3.0 9
7
set/0 % 22,2 44.4 33,3 100
N 1,0 5.0 4.0 10
,
out/0 % 10,0 50,0 40,0 100
N 2.0 7.0 9
7
nov/o % 22.2 77.8 100
N 1,0 6,0 3.0 10
dez/07 % 10,0 60,0 30,0 100
. N 20 2.0 4.0 8
jan/08 % 25,0 25,0 50,0 100
N 1,0 1,0 3,0 5
fev/08 % 20,0 20,0 60,0 100
o8 N 2.0 2.0 1,0 3.0 1,0 8
% 25,0 25.0 125 375 125 100,0
N 1,0 3.0 4
abr/08 % 25.0 75.0 100
. N 1,0 3,0 2.0 1,0 6
% 167 50,0 33,3 167 100,0
_ N 3,0 7.0 1,0 11
Jun/o8 % 27.3 63,6 9.1 100
_ N 3,0 3.0 5.0 11
jul/o8 % 27.3 27.3 455 100
200108 N 1,0 2.0 5.0 2.0 10
% 10,0 20,0 50,0 20,0 100
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Figura 14: Estéagios de desenvolvimento gonadal de fémeas de Nassarius vibex observados de abril de 2007 a

agosto de 2008 no estuario do Rio Ceara.
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Figura 15: Estagios de desenvolvimento gonadal de machos de Nassarius vibex observados de abril de 2007 a
agosto de 2008 no estuario do Rio Ceara.
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Fémeas imaturas foram observadas entre os meses de abril a junho de 2007 e maio de
2008. J& os machos imaturos estiveram presentes em abril, maio e dezembro de 2007 e marco,
maio e agosto de 2008. Para ambos 0s sexos, abril e maio de 2007 foram 0s meses em que 0s
imaturos foram mais frequentes (superior a 50%) (Figuras 14 e 15).

Individuos em Maturacdo Inicial foram observados em todos os meses de estudo,

entretanto, as maiores frequéncias foram observadas nas fémeas entre junho a setembro de 2007
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e de dezembro de 2007 e agosto 2008. Machos em Maturacéo Inicial foram poucos evidentes
ao longo dos meses, com excecao de dezembro de 2007.

Fémeas em Maturacdo Avancada estiveram presentes de julho a novembro de 2007 e de
julho a agosto de 2008, com a ocorréncia em pequenos percentuais de fevereiro a abril de 2008.
Ja os machos em Maturagdo Avancgada foram mais frequentes ao longo dos meses de estudo,

apresentando os maiores percentuais de junho a novembro de 2007 e junho a agosto de 2008.

Fémeas com sinais de Eliminacéo de gametas foram pouco frequentes e ocorreram nos
meses de junho a agosto e outubro e novembro de 2007 e em fevereiro de 2008. Observou-se
que as fémeas em Eliminacdo ocorreram nos meses em que o percentual de fémeas em
Maturacao Avancada foi elevado. Os machos eliminaram gametas em quase todos 0os meses de
estudo com excecdo de abril e maio de 2007 e abril de 2008. A maior ocorréncia de machos
neste estagio foi verificada de junho a novembro de 2007.

Os maiores percentuais de fémeas em Regeneracdo foram observadas de abril a junho
de 2007. Machos em regeneracdo foram pouco frequentes, tendo sido observados, em

percentuais pequenos, somente em marco e maio de 2008.

Figura 16: Estagios de desenvolvimento gonadal de Nassarius vibex observados nos meses de abril de 2007 a

agosto de 2008 no estuario do Rio Ceara.
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Analisando os estagios do desenvolvimento gonadal de ambos 0s sexos conjuntamente,
observou-se uma progressao dos estagios ao longo dos meses de estudo (Figura 16). Os maiores

percentuais de organismos Imaturos e em regeneracdo foram observados nos meses de abril e
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maio de 2007 e de 2008. O estdgio de Maturacéo Inicial ocorreu ao longo do estudo, porém foi
predominante entre os meses de junho e setembro de 2007 e de dezembro de 2007 a agosto de
2008. A Maturacdo Avancada teve uma frequéncia de ocorréncia semelhante a Maturacéo
Inicial nos dois anos de estudo. Individuos em Eliminacdo de gametas foram observados ao
longo de todo o estudo, exceto em abril e maio de 2007. Organismos com gbnadas em
regeneracdo foram observados de abril a junho de 2007, em novembro de 2007 e em janeiro,

marco, abril, junho e julho de 2008.

A precipitacdo, a salinidade do sedimento e a temperatura do ar apresentaram
correlagbes significativas com a frequéncia de ocorréncia dos estagios de desenvolvimento
gonadal de Nassarius vibex (Tabela 5). A precipitacdo correlacionou-se positivamente com a
ocorréncia de Imaturos (r = 0.45, p<0,05) e negativamente com a Matura¢do Avancada (r = -
0,62, p<0,05) e a Eliminacéo (r = -0,43, p>0,05). A salinidade do sedimento correlacionou-se
negativamente com a frequéncia de individuos em Maturacdo Inicial (r = -0,40, p<0,05) e a
temperatura do ar correlacionou-se positivamente com a ocorréncia dos individuos em

Regeneracéo (r = 0,35, p<0,05).

Tabela 5: Correlagdo de Spearman entre os estagios de desenvolvimento gonadal de Nassarius vibex e as varidveis
ambientais medidas em campo (salinidade da 4gua e do sedimento e temperatura do ar, da agua e do sedimento) e
a precipitacdo acumulada mensal observada na regido do estuario do rio Ceard, no periodo de abril de 2007 e
agosto de 2008 (* p<0,05).

. . L o Salinidade Temperatura
Estagio de desenvolvimento  Precipitagdo Salinidade Temperatura Tempeartura )
. 0 ) sedimento
gonadal (mm) da agua ) doar (°C) daéagua (°C)

sedimento (°C)
Regeneracéo (R) 0,24 -0,23 -0,06 0,35* 0,26 0,26
Imaturo (1) 0,45* -0,28 -0,04 0,25 0,30 0,17
Maturagdo Inicial (MI) 0,07 0,03 -0,40* -0,10 0,08 -0,07
Maturacdo avancada (MA) -0,62* 0,03 0,09 0,04 -0,25 0,11
Eliminacéo (E) -0,43* 0,07 0,26 -0,03 -0,22 0,23

Desta forma, verificou-se que nos meses mais chuvosos, a maior parte dos individuos
estava Imatura, principalmente em abril e maio de 2007, ou em Maturagéo Inicial, como foi
observado nos meses de dezembro a maio de 2008. Nos meses mais secos, 0s individuos
encontrados estavam nos estagios de Maturacdo Avangada e Regeneragéo (Figura 17).

As fémeas afetadas pelo imposex ndo apresentaram alteracGes histoldgicas em suas

gbnadas, apresentando caracteristicas semelhantes as gonadas das fémeas sem imposex. As
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fémeas imposexadas apresentaram todos os estagios de desenvolvimento da gbnada, entretanto,
foram verificadas correlagdes positivas significativas do imposex com fémeas imaturas (r =
0,37, p<0,05) e em regeneragéo (r = 0,38, p<0,05) (Figura 18).

Figura 17: Estagios de desenvolvimento gonadal de Nassarius vibex e a precipitacdo acumulada mensal observados

nos meses de abril de 2008 a agosto de 2008 no estuario do Rio Ceara.
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Figura 18: Correlacdo de Spearman entre os estagios Imaturo e Regeneracdo e a ocorréncia do imposex em fémeas
de Nassarius vibex observadas na regido do estudrio do rio Ceard, no periodo de abril de 2007 e agosto de 2008
(*p<0,05).
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6. DISCUSSAO

O ciclo reprodutivo de Nassarius vibex foi descrito por Yokoyama (2010) para o litoral
de Séo Paulo, tendo sido caracterizadas 6 fases - Regeneracdo, Crescimento, Pré-maduro,
Maduro, Liberacéo e Vazio (este ultimo somente em machos). Este autor baseou-se em estudos
anteriores com Nassarius festivus em Hong Kong (CHAN & MORTON, 2005) e Nassarius
reticulatus em Portugal (BARROSO & MOREIRA, 1998). Devido ao carater subjetivo da
denominacdo das fases de desenvolvimento gonadal, que, geralmente, segue o critério
estabelecido por cada pesquisador, buscou-se neste estudo uma classificagdo mais objetiva e
simplificada, porém que representasse as principais transformacdes ocorridas durante o ciclo
reprodutivo no tecido gonadal da espécie analisada. Desta forma, este estudo baseou-se na
classificacdo proposta por Araujo et al (2007) para o gastrépode tropical Olivella minuta, tendo
sido definidos 5 estagios de desenvolvimento gonadal (Regeneracdo, Imaturo, Maturacdo
Inicial, Maturacdo Avancada e Eliminacdo). O estagio Vazio, observado por Yokoyama (2010),

nao foi verificado neste estudo.

O ciclo reprodutivo da populacdo de Nassarius vibex do estuério do rio Ceara é
continuo, com os estagios de devenvolvimento gonadal alternando-se e sobrepondo-se ao longo
do ano. Os estagios de Maturacdo Inicial, Maturacdo Avancada e Eliminacdo ocorreram em
todos os meses de estudo, porém com uma reducdo em abril e maio, quando foi observado um
pico de ocorréncia de imaturos e em regeneracdo. Yokoyama (2010) observou um ciclo
gametogénico bimodal para Nassarius vibex do litoral do Sdo Paulo, com dois periodos de
amadurecimento e liberacdo de gametas ao longo do ano. Assim como observado no presente
estudo, este autor observou discrepancias no desenvolvimento gonadal de machos e fémeas,
estando os machos em constante liberacdo de gametas, enquanto as fémeas na maior parte do
ano encontravam-se em maturacdo inicial e avancada. Provavelmente, o custo energético para
produzir espermatozodides € menor que o da fémea, que despende maior energia na sintese do
vitelo e também gasta mais tempo na producdo dos ovocitos e da capsula para a deposi¢do no
substrato. De acordo com Boehs (2000), embora existam evidéncias do desenvolvimento da
gbnada primaria ser mais precoce em fémeas, a progressdao das fases proliferativa
(multiplicacdo das ovogonias) e vegetativa (crescimento dos ovocitos) € mais lenta do que nas

fases correspondentes nos machos.
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A estabilidade dos fatores ambientais caracteriza regides onde 0s animais marinhos
tendem a apresentar seu ciclo sexual continuo ao longo do ano nao havendo a influéncia de um
unico fator exdgeno regulando a reproducédo (GIESE & PEARSE, 1974) mas sim um conjunto
de fatores. Desta forma, a fim de avaliar o ciclo reprodutivo da presente populacdo de Nassarius
vibex, observar o comportamento das principais variaveis que atuam na zona estuarina do rio
Ceard é de extrema relevancia, uma vez que o comportamento reprodutivo observado pode ser

uma resposta a um efeito conjunto destas variaveis (CHEUNG, 1995).

VariagOes observadas no ciclo gametogénico sdo determinadas pela influéncia de
condigdes ambientais diferentes, fazendo com que certas fases se prolonguem e outras se
reduzam (ASSIS, 1985). Varios autores tém ressaltado a importancia da temperatura da agua
em distintas latitudes com o ciclo sexual de invertebrados marinhos (ARAUJO, 2004).
Entretanto, principalmente em &reas tropicais, onde as amplitudes de variacdo da temperatura
sdo0 muito pequenas, outros fatores ambientais, e até mesmo fatores enddgenos, podem
influenciar de forma mais significativa a reproducédo dos organismos. No presentes estudo, as
temperaturas também ndo foram correlacionadas com os estagios do desenvolvimento gonadal
de Nassarius vibex, indicando, tal como ja observados em outras espécies tropicais, que a baixa
amplitude de variagcdo da temperatura ndo atua como fator sincronizador da reproducao
(ROCHA-BARREIRA, 2002; ARAUJO et al., 2007; YOKOYAMA (2010). Yokoyama (2010)
observou um ciclo bianual em populacdes de Nassarius vibex no litoral de Sdo Paulo (sudeste
do Brasil), porém também nédo observou correlacdo com a temperatura. Outras espécies de
Nassarius entretanto, mostraram correlagdo significativa entre os estagios de maturacdo e
eliminacdo e a temperatura, como em Nassarius festivus em Hong Kong (CHAN & MORTON,
2005) e Nassarius reticulatus em Portugal (BARROSO & MOREIRA, 1998).

A salinidade e a composicdo qualitativa e quantitativa do alimento, especialmente no
ambiente estuarino tropical, onde existem variacGes importantes, também podem contribuir na
regulacéo dos processos reprodutivos (CHRISTO, 2006). Assim, a maior quantidade de animais
imaturos no periodo chuvoso pode estar relacionada com a maior disponibilidade de alimento,
em virtude do incremento da produtividade estuarina neste periodo, ja no periodo seco, a
elevacdo da salinidade favorece a sobrevivéncia dos recrutas no ambiente. Lima Verde (2009)
observou que o periodo de deposigdo de capsulas por Nassarius vibex no estuario do Rio Ceara
estd inversamente relacionado ao periodo chuvoso da regido, o que confirma estas afirmacdes.
Yokoyama (2010) verificou que deposicao de capsulas ovigeras de Nassarius vibex, em S&o

Paulo, esta relacionado com desenvolvimento da alga Ulva lactuca (Linnaeus, 1753), utilizada
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como substrato de fixacdo, sendo compativel com ciclo reprodutivo e recrutamento da

populagéo.

O Estado do Ceara apresenta um clima semiarido que é caracterizado por um periodo
chuvoso concentrado em um curto periodo do ano (fevereiro - maio) e muitas vezes,
concentrado espacialmente, principalmente, nas regides litoraneas (FECHINE, 2015). No
presente estudo, a pluviosidade apresentou maiores picos em abril e maio de 2007 e nos meses
de janeiro a abril de 2008, ou seja, meses do primeiro semestre dos anos, coincidindo com o

periodo previsto de chuvas para a regido.

Dentre os fatores ambientais observados neste estudo, a precipitacdo pluviométrica e a
salinidade foram as que apresentaram as maiores amplitudes de variacdo durante o periodo de
estudo e que apresentaram correlacdes significativas com os estagios de desenvolvimento
gonadal. Desta forma, verificou-se que nos meses mais chuvosos, a maior parte dos individuos
estava Imatura, principalmente em abril e maio de 2007, ou em Maturacgéo Inicial, como foi
observado nos meses de dezembro a maio de 2008. Nos meses mais secos, 0s individuos
encontrados estavam nos estagios de Maturacdo Avancada e Regeneracdo. Lima Verde (2009)
afirmou que no estuério do Rio Ceara, durante os meses do primeiro semestre do ano, N. vibex
aloca recursos no crescimento e nao ocorre um investimento acentuado na reproducdo, ja no
segundo semestre, 0s animais reduzem o crescimento e investem recursos na reproducao.
Segundo Cabrini (2012), o ciclo gonadal de Nassarius vibex no litoral de S&o Paulo tem um
amadurecimento progressivo no outono e com a maturidade alcangada no inverno. Ja
Yokoyama (2010) observou que a maturidade gametogénica é atingida no verao e inverno com

a liberacdo concentrada no outono e primavera.

De acordo com Molisani et al. (2006), o fluxo fluvial estimado, considerando o
escoamento superficial relativo, da area da bacia do rio Ceara é de 5 m®/s durante o periodo de
chuvas e de < 1 m®s no periodo de estiagem, tornando-se intermitente em alguns pontos. Esta
variacdo no volume de agua na zona estuarina provavelmente foi responsavel pelas variagoes
significativas de salinidade da agua observadas durante o periodo de estudo. A salinidade da
agua apresentou indices altos na maioria dos meses analisados, tendo apenas 0s meses de margo
de 2007 e abril e maio de 2008 indices baixos, coincidindo com os meses de maiores chuvas no
estuario, ou seja, periodos onde as aguas do estuario sofrem diluicdo pela agua da chuva e ficam
menos salinas. A salinidade do sedimento nao apresentou picos significativos de reducdo como
a da agua, mantendo-se acima de 30 em todos 0s meses, porem apresentou uma correlacéo

maior com a pluviosidade do que a salinidade da agua. O fato da salinidade do sedimento ndo
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ter variado significativamente juntamente com a salinidade da agua, deve-se provavelmente ao
carater pontual da medicéo, realizada na maré baixa no momento da coleta, o que reflete uma
situacdo momentanea de baixo volume de agua sobre o substrato e alta insolacdo, que eleva
evaporacdo, mantendo a salinidade no sedimento elevada. As temperaturas do ar, da 4gua e do
sedimento mostraram uma constancia ao longo dos meses de estudo e ndo mostraram correlacao

significativa com a pluviosidade.

No presente estudo, a proporcao sexual de Nassarius vibex no estuario do rio Ceara
apresentou um desvio levemente significativo de 1:1, sendo as fémeas em maior quantidade
que os machos. Lima Verde (2006) registrou para esta mesma populagdo proporgao sexual em
favor dos machos. Cabrini & Cardoso (2012) e Cardoso et al. (2009) também registraram
populacdes com mais machos que fémeas no litoral de Sdo Paulo. Resultados semelhantes ao
do presente estudo, no entanto, foram observados por Yokoyama (2010) também no estado de
Sao Paulo. Populagcdes em que sexos tem 0 mesmo custo energético na reproducdo (CHAN &
MORTON, 2005) ou com condi¢Ges ambientais favoraveis (TORRES & DRUMOND, 1999)
tendem a apresentar a razdo sexual de 1:1. Esta condicdo, entretanto, nem sempre é observada.
De acordo com Chan & Morton (2005), o hidrodinamismo e a quantidade de matéria organica
no sedimento favoreceram a maior abundancia de fémeas em populac6es de Nassarius festivus.
A incidéncia de imposex (CARDOSO et al., 2011) e o parasitismo (LIMA VERDE, 2009)
também podem promover desvios significativos na proporcdo sexual de populacbes de
Nassarius vibex. Na populacédo estudada, apesar de apresentar imposex, esta condi¢do parece
ndo estar afetando a sobrevivéncia das fémeas e, provavelmente, as variagcdes na proporcéo
sexual podem estar relacionadas as flutuacbes ambientais ou, ainda, a estratégia amostral

utilizada neste estudo.

Lima Verde (2009) registrou um comprimento médio da concha de 13,60 mm para a
populacdo de Nassarius vibex do estuario do rio Ceard. No presente estudo, considerando 0s
organismos cuja condicdo sexual foi determinada histologicamente, observaram-se
comprimentos médios de fémeas (14,07 +0,79mm) e de machos (13,62 £0,84mm) superiores.
Esta diferenca dentro das mesmas amostras observadas, pode ser atribuida a presenca de
individuos determinados macroscopicamente como fémeas, pela auséncia de estruturas
reprodutivas desenvolvidas, e que, no entanto, tratavam-se de organismos indiferenciados
sexualmente, sendo ainda os machos mais abundantes nas menores classes e as fémeas nas
classes de tamanho maiores. Yokoyama (2010) e Cabrini & Cardoso (2012) tambem

verificaram fémeas maiores que machos em populaces de Nassarius vibex de Sdo Paulo.
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Yokoyama (2010) atribuiu este dimorfismo sexual ao maior investimento somético e gonadal
das fémeas levando a um aumento no tamanho da concha.

Ainda considerando a confirmacédo histoldgica, em que somente animais maiores que
11mm de comprimento da concha foram analisados, individuos indiferenciados ocorreram nas
classes de 11-11,6 mm a 13,1-13,7mm, o que pode indicar que esta faixa maxima de tamanho
em que os organismos diferenciam-se sexualmente. Cabrini (2012) observou animais
deferenciados sexualmente com 5,33mm para machos e 4,28mm para fémeas e atribuiu este
fato devido as fémeas possuirem poucas reservas de energia no periodo de maturacao, sendo a
maior parte da energia adquirida canalizada para a reproducdo e nao para o crescimento.

A ocorréncia do imposex na populagdo de Nassarius vibex do estuario do Rio Cearé foi
registrada por Lima-Verde et al (2010), onde a provavel fonte de organoestanicos sdo dois
estaleiros proximos a foz do estuario. Cardoso et al. (2009) encontraram 100% de fémeas com
imposex na praia de Flexeiras, no Rio de Janeiro. No presente estudo, 0 imposex correspondeu
a 31,08% das fémeas analisadas histologicamente, o que pode ser considerado um impacto
moderado da contaminacédo por TBT.

A presenca do imposex parece ndo ter afetado no tamanho das fémeas, uma vez que nédo
foram observadas diferencas significativas entre fémeas com e sem imposex. Entretanto, a
presenca de individuos imaturos com comprimento da concha maior que 10,0 mm pode ser um
efeito da contaminacgdo por TBT. Cabrini (2012) afirma que a contaminacdo por TBT afeta a
atividade gonadal, sendo a energia que antes era voltada para a reproducéo, agora é voltada para
o0 crescimento e aliando isso ao periodo chuvoso, faz com que apareca uma grande quantidade
de animais imaturos. Demaintenon (2001a) fala que a maturagdo sexual de Nassarius vibex
ocorre em machos com 11,5 mm de concha e em fémeas com 15,15 mm, que sdo comprimentos
bem maiores do que o encontrado para Nassarius festivus por Chan & Morton (2005), que fala
em 5 mm de comprimento de concha. Cardoso (2010) sugere que animais com maiores
comprimentos de concha em juvenis sao esperados em praias com niveis mais altos de imposex,
como uma resposta da reducdo da reproducdo. Durante as coletas realizadas para o presente
estudo, foram encontrados machos imaturos de até 14,25 mm e fémeas imaturas de até 15,5
mm. Aliando essas informag6es de Demaintenon (2001a), Cardoso (2010) e os dados obtidos
no presente estudo, pode-se sugerir que o estudrio do Rio Ceard possui um nivel de

contaminacéo relativamente elevado e que afeta principalmente a maturagdo dos machos.

A auséncia de alteracdes histologicas na gonada das fémeas indica que o imposex nao

afeta o ciclo reprodutivo da populacdo, sendo este observado em todos os estagios de
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desenvolvimento gonadal. As alteragdes morfoldgicas macroscopicas nas estruturas
reprodutivas, entretanto, sugerem a ocorréncia de rotas alternativas de imposex em Nassarius
vibex visto que foram encontradas fémeas sem pénis ou vaso deferente, mas com inicio de
convolucdo do oviduto, além de fémeas com alteracdes na massa glandular que indicam
esterilidade parcial (LIMA-VERDE, 2009). A predominancia de imposex em fémeas imaturas
e em regeneracdo sugerem ainda que algum efeito no ciclo gametogénico deve ocorrer. Cabrini
(2012) afirma que a contaminacéo por TBT afeta a atividade gonadal, sendo a energia que antes
era voltada para a reproducdo, agora voltada para o crescimento. Demaintenon (2001a)
observou que a maturacdo sexual de Nassarius vibex ocorre em machos com 11,5 mm de concha
e em fémeas com 15,15 mm, que sdo comprimentos bem maiores do que o encontrado para
Nassarius festivus por Chan & Morton (2005), em torno de 5 mm de comprimento de concha.
Cardoso (2010) sugere que animais com maiores comprimentos de concha em juvenis sao
esperados em praias com niveis mais altos de de imposex, como uma resposta da redugdo da
reproducdo. Assim, o registro de fémeas imaturas com comprimento da concha até 15,5mm
pode indicar que o imposex esteja retardando o amadurecimento gonadal na populacédo

estudada.

O uso da histologia pode ser extremamente Util para enriquecer estudos relacionados a
imposex e reproducdo de gastropodes, ja que, muitas vezes, so é possivel a identificacdo dos
animais a nivel histolégico, uma vez que as caracteristicas morfologicas dos animais altamente
afetados pelo TBT tendem a se tornar bastante parecidas. Entender os niveis de maturacéo,
como eles acontecem e o desenvolvimento das células enriquece os estudos sobre como o
processo do imposex ocorre e qudo longe ele pode chegar nessa relacdo

contaminacdo/reproducdo, além da sua contribuicdo a longo prazo na dindmica populacional
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7. CONCLUSOES

- O ciclo reprodutivo de Nassarius vibex no estuario do Rio Ceara € continuo, com 0s estagios

de desenvolvimenot gonadal alternando-se e sobrepondo-se ao longo do ano;

- A precipitacdo pluviométrica e a salinidade exercem efeitos significativos no desenvolvimento
gonadal, sendo os individuos imaturos e em maturacéo inicial predominantes nos meses mais

chuvosos e, nos meses mais secos, 0s individuos em Maturacdo Avancada e Regeneracao.

- A auséncia de alteracdes histologicas na gonada das fémeas indica que o imposex nédo afeta
ciclo reprodutivo da populagéo, entretanto o imposex pode afetar as génadas de animais

imaturos ou regeneracéo retardando seu desenvolvimento.
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