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Resposta metabolica da ostra Crassostrea gigas na presenca do parasita
Amyloodinium ocellatum

Resumo

O dinoflagelado Amyloodinium ocellatum é um ectoparasita que tem causado
sérios problemas na aquacultura ao redor do mundo. Varios métodos tém sido
testados para tentar eliminar o parasita mas nenhum se mostrou totalmente
eficiente. Os bivalves séo filtradores e tem a capacidade de reter e eliminar
organismos do meio ambiente deixando estes de estar disponiveis para infectar
a ictiofauna presente. Ostras da espécie Crassostea gigas foram expostas a A.
ocellatum avaliada a sua resposta metabdlica. Foi analisada a taxa de
respiracado e filtracdo das ostras a diferentes temperaturas e na presenca do
parasita e feita a analise histolégica do trato digestivo e branquias no tempo 0,
2, 4, 8, 24 e 48 h apbs exposicdo ao parasita. Os resultados mostraram que
houve um aumento da taxa de respiracdo entre as temperaturas 17.7 e 27.9
°C de 0.20 para 0.30 mg | h g * e a temperatura de 20 °C, o consumo de
oxigénio na presenca do parasita diminuiu em 40%, em 1 h. A taxa de filtracédo
das ostras aumentou entre as temperaturas 16 e 20 °C para 2.60 + 1.70 pg | h
gte3.72+2.23 uglhg?, tendo-se mantida a 24 °C para 3.78 + 1.47 enquanto
decresceu na temperatura 28 °C para 1.42 + 0.45 ug | h g™*. Em 48 h, as ostras
filtraram todo o parasita da 4gua a uma taxa de remoc&o de 0.08 cel. ml h g™.
Os resultados histolégicos mostraram que as branquias e o trato digestivo
foram gravemente afectados pela presenca do A. ocellatum. Este estudo
demostrou que a ostra Crassostrea gigas é afectada a nivel fisiologico e
histoldgico pela presenca e/ou ingestdo do parasita A. ocellatum e, com isto,
este parasita continua sendo uma preocupacdo devido aos seus efeitos
deletérios nos organismos e, assim, a continua necessidade de investigacéo
para tentar inibir ou controlar o seu desenvolvimento nos tanques de
aguacultura.

Palavras-chave: Amyloodinium ocellatum; Crassostrea gigas; Histologia;
Respirometria



Metabolic response of the oyster Crassostrea gigas in the presence of the
parasite Amyloodinium ocellatum

Abstract

The dinoflagellate Amyloodinium ocellatum is an ectoparasite which has caused
serious problems in aquaculture around the world. Various methods have been
tried to eliminate the parasite but none has proved completely effective.
Bivalves are biological filters and have the ability to retain and remove
organisms from the environment avoiding these organisms to be available to
infect the fish fauna. Oyster Crassostea gigas were exposed to A. ocellatum to
assess their metabolic response. We analyzed the oxygen consumption and
filtering rates in the oysters at different temperatures, in the presence of the
parasite we also proceeded to the histological examination of the digestive tract
and gills at time 0, 2, 4, 8, 24 and 48 h of exposure to the parasite. The results
showed that there was an increase in the rate of respiration in temperatures
between 17.7 and 27.9 ° C from 0.20 to 0.30 mg | h g™* while in the temperature
at 20 ° C, the oxygen consumption in the presence of the parasite decreased by
40%, in 1 h. Oyster filtration rate increased between temperatures 16 and 20 °
C from 2.60 + 1.70 ug | h g* t0 3.72 + 2.23 ug | h g*, having been maintained
at 24 ° C for 3.78 + 1.47 ug | h g* and decreased in temperature while 28 ° C
for 1.42 + 0.45 ug | h g. After 48 h, oysters filtered the whole parasite at the
removal rate of 0.08 cel. ml h g*. The histological results showed that the gills
and the digestive tract have been severely affected by the presence of A.
ocellatum. This study demonstrated that the oyster Crassostrea gigas is
affected at physiological and histological level by the presence and / or
ingestion of the parasite A. ocellatum and this parasite remains a concern due
to their deleterious effects on organisms and thus continued need for research
to try to inhibit or control their development in aquaculture tanks

Keywords:  Amyloodinium  ocellatum; Crassostrea gigas; Histology;
Respirometry
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1. INTRODUCAO

A aquacultura tem crescido rapidamente nos ultimos anos e tem sido
responsavel pelo aumento da oferta de pescado quando comparada com a
captura do meio natural, a pesca (FAO, 2014). De acordo com a mesma fonte,
a aquacultura contribuiu com um aumento de 16.7 milhdes de toneladas no
fornecimento global de peixes, crustaceos e moluscos entre os anos de 2007 a
2012, enquanto neste mesmo periodo, a pesca cresceu apenas 0.5 milhdes de
toneladas. Estes dados revelam o rapido desenvolvimento da aquacultura a
nivel mundial como uma actividade de producédo alimentar, com potencial

técnico-econdmico e social.

Com o réapido crescimento da aquacultura alguns problemas também tém
ocorrido nesta actividade, principalmente os relacionados com patologias nos
organismos aquaticos. As espécies produzidas em aquacultura sdo mais
susceptiveis de serem infectadas devido as altas densidades de cultivo e por
produzir maiores pressdes postas aos peixes. Consequentemente, 0S riscos
com as patologias sdo maiores. As principais classes de organismos
patogénicos identificados em animais marinhos sao as bactérias, os virus, 0s

fungos e os parasitas (Hawke, 2003).

A patologia constitui um factor limitante ao desenvolvimento do cultivo de
algumas espécies e € responsavel por grandes perdas na producdo na
aquacultura, sendo até dificil de avaliar economicamente o que essas perdas
podem representar nesta actividade. Segundo Toranzo et al. (2005) o
surgimento de uma doenca nos peixes € o resultado da interaccdo entre
organismos patogénicos, hospedeiro e 0 meio ambiente. Entre os ectoparasitas
protozoarios de peixes que vivem em aguas quentes eurialinas ou marinhas, o
mais importante é o dinoflagelado Amyloodnium ocellatum (Brown, 1931).
Actualmente, este parasita tem causado sérios danos na aquacultura semi-
intensiva em tanques de terra no sul da Europa onde a agua tende a aquecer
mais durante o Verdo. Este parasita apresenta uma distribuicdo mundial

infectando mais de 100 espécies diferentes em aguas salgadas e salobras



Kuperman & Matey, 1999). Na Europa, ja infectou varias espécies de peixes
em locais como o Mediterraneo (Alvarez-Pellitero et al., 1993), incluindo Eilat,
Itdlia (Fioravanti et al., 2006) e ainda no mar Vermelho (Paperna, 1980). Em
Portugal, foi primeiro diagnosticado em 1994 em douradas (Sparus aurata)
cultivadas em aquacultura (Menezes, 1994) e mais tarde em populacéo natural
de robalos (Dicentrarchus labrax) na Lagoa de Obidos e no estuario do Sado
(Menezes, 2000). Desde o comec¢o de 2000, tem sido detectado anualmente
em aquaculturas portuguesas causando altas mortalidades em dourada, robalo,
pregado (Psetta maxima) (Saraiva et al., 2011) e mais recentemente em
corvina (Argyrosomus regius) (Soares et al., 2012). No Algarve, em patrticular,
este dinoflagelado foi responsavel por elevadas perdas de peixes em

aguaculturas (Moita et al., 2005).
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Amyloodinium ocellatum € um ectoparasita obrigatério, microscopico,
unicelular, termofilico, eurialino que apresenta uma distribuicdo cosmopolita
(Lom & Dykova, 1992). E o agente etiolégico da amiloodiniose, também
designada como “velvet disease”. Este organismo, tem um complicado ciclo de
vida que apresenta trés estagios de desenvolvimento. A fase parasitaria ou
trofonte, que constitui o estado vegetativo de alimentacdo imovel, apresenta
forma esférica, ovdide ou eliptica, cuja dimensdo chega a atingir 264 um
(média aprox. 100 ym) de comprimento, e 176 ym (média aprox. 61 ym) de
largura. Apresenta uma coloragdo esbranquicada ou dourada. Externamente
possui uma capsula pseudoquitinosa; no citoplasma é possivel observar um
nacleo esférico e grande, numa posicdo central, apresenta numerosos
cromatéforos, granulos de amido e vacuolos digestivos. Na zona polar existe
uma estrutura de fixacdo composta por um peddnculo curto com numerosos
rizéides que permite penetrar e fixar-se ao hospedeiro e um estomatépodio,
estrutura especializada na absorcdo de nutrientes; possui um flagelo curto na
base da abertura da capsula e um estigma como 6rgado sensitivo. Nesta fase
nao apresenta cloroplastos. No final do processo de absorcdo dos nutrientes os
rizéides e o estomatdpodio sdo absorvidos através da abertura da capsula em
aproximadamente 20 minutos, resultando no fecho total da capsula. Assim
inicia-se a etapa seguinte: tomonte, forma reprodutiva ou encapsulada. Durante

esta fase ocorrem numerosas e sucessivas divisdes celulares, Unico modo de



reproducao do parasita. Segundo Paperna (1984) o numero de divisbes antes
da esporulacéo depende do tamanho e da idade do trofonte. Finalizado o
processo de divisdo € alcancada a fase dispersiva ou de dindsporo, que
constitui o estado activo do parasita e apresenta uma morfologia tipica de
dinoflagelado nadando em busca de um hospedeiro (Fig.1). Segundo Brown &
Hovasse (1946), cada tomonte pode-se reproduzir em 256 dindsporos e cada
um com capacidade para infectar um novo hospedeiro. Este parasita pode
completar seu ciclo de vida em 3 a 6 dias a temperatura de 20 °C (Paperna,
1984).

Fig.1. llustragdo das diferentes fases do ciclo de vida do parasita Amyloodinium
ocallatum (Francis-Floyd & Floyd, 2011).

Na aquacultura, a mortalidade dos peixes pelo A. ocellatum pode atingir
taxas muito elevadas e a dificuldade de tratamento fazem com que esta
espécie constitua uma séria preocupacdo para 0s piscicultores, por ser um
parasita com graves efeitos deletérios (Eiras, 1994; Levy & Noga, 2005),
levando a destruicdo da totalidade de tanques de cultivo, em poucos dias. Os
peixes infectados com o parasita apresentam um quadro clinico caracterizado
pela alteracdo do comportamento, como: cocgar-se no fundo ou em objectos
gue possam existir no tanque; constante abertura da boca devido a dificuldades
respiratérias; falta de apetite; natacéo erratica; ocorréncia de manchas brancas
na pele e nas barbatanas; e, no caso de infestacbes mais avancadas, olhos
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opacos (Almeida, 2005; Junior, 2009). As lesbes histopatolégicas ocorrem nas
branquias como hiperplasia das células do epitélio respiratério com fusdo das
lamelas, descoloracdo das células do epitélio respiratorio, alteracdes
degenerativas, inflamacfes, hiperplasia acompanhada de hemorragia,
deplecdo das células mucosas e necrose. A morte do animal surge de
perturbacdes graves respiratorias e de osmorregulagéo, agravadas geralmente
por infec¢Bes bacterianas secundarias nas branquias e na pele, ocasionadas

pela infestacdo e desenvolvimento dos trofontes (Mehlhorn, 2008).

Diferentes métodos para eliminar e controlar o A. ocellatum nas
aguaculturas tém sido testados (Levy & Noga, 2005). A manipulacdo dos
parametros quimicos e fisicos € muito dificil de ser efectiva porque o parasita
tolera altas faixas de temperatura e salinidade. O estado de vida livre
(dinGdsporo) é susceptivel a terapia (Lawler, 1980; Paperna, 1984) mas o estado
de parasita (trofonte) e encapsulado (tomonte) sdo mais dificeis de tratar. Os
anicos produtos comprovadamente eficazes contra este parasita sdo o cobre e
a cloroquina difosfato (Almeida, 2005). O tratamento quimico com cloroquina
difosfato, um medicamento anti-malaria, é eficaz em matar os dinésporos, nao
sendo toxico para 0s peixes mas sendo para algas e invertebrados (Levy &
Noga, 2005). O uso de sulfato de cobre também tem mostrado bastante
eficacia no tratamento do A. ocellatum, porém o sulfato de cobre tem um efeito
altamente adstringente no epitélio branquial e toxico para o figado (Ramos,
2011). Outros produtos tém sido testados, como o peréxido de hidrogénio que
se revelou eficaz, no entanto obriga a tratamentos de dosagens a niveis entre
75 e 100 ppm, sendo prejudiciais aos peixes (Montgomery-Brock et al., 2000;
Montgomery et al., 1998) e técnicas como a aplicacdo de antigénios na
tentativa de imunizar o peixe contra os dinésporos ou ainda utilizando soro anti
- A. ocellatum (Noga et al., 2002; Cobb et al., 1998; Smith et al., 1994).
Técnicas de biorremediacédo como a utilizagcdo de nauplios de Artemia salina,
predadoras de dindsporos, também foram testadas (Oestmann et al., 1995).
Abreu et al. (2005) testou a utilizacdo de radiacao ultravioleta cujos resultados
nao demonstraram grande sucesso, assim como banhos de agua doce para
eliminar a fase de dindésporos, no entanto, dadas as caracteristicas eurialinas

da espécie a técnica nao eficaz. Segundo Noga et al. (2001) e Oestmann &
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Lewis (1996b) a utilizacdo de antibioticos podera ser utilizada na prevencéo e
tratamento do parasita nas pisciculturas. Considerando os diferentes
tratamentos possiveis, sdo factores a ter em conta a sua viabilidade para
aplicacdo nas empresas e 0 impacto que os mesmos terdo tanto a nivel de
bioacumulacdo de metais pesados e consequente degradacdo do meio assim
como a possibilidade de criagao de estirpes multirresistentes pela aplicagéo de
antibioticos.

A utilizacao de filtros biolégicos mostra-se como uma alternativa bastante
promissora para reduzir o parasita do ambiente. Na natureza existem varios
organismos com a capacidade de filtrar a agua. As ostras sdo um exemplo
disso, sdo organismos que se alimentam da matéria organica em suspensao e
sdo também espécies exploradas na aquacultura. As ostras tém a capacidade
de reter e eliminar organismos do meio ambiente deixando estes de estar
disponiveis para infectar a ictiofauna presente. Um trabalho realizado por
Severino (2008), com a utilizacdo de ostras como filtro bioldégico na remocgéao
dos dinésporos da agua apresentou resultados bastante satisfatérios em que
esta espécie promoveu a reducdo entre 94 e 98.6% do parasita do meio. No
entanto, € necessario estudos para verificar possiveis alteracbes do efeito da
presenca do parasita na capacidade fisiolégica e histolégica das ostras,
verificando assim o que poderia ocorrer num ambiente natural ou num tanque

de aquacultura.



2. OBJETIVOS

Este estudo teve como objectivo geral contribuir com informacédo que possa
permitir utilizar as ostras da espécie Crassostrea gigas no controlo da
proliferacdo do parasita Amyloodinium ocellatum nos tanques de cultura de
peixes. Neste estudo pretendeu-se avaliar o potencial efeito da presenca de
Crassostrea gigas no controlo da abundancia de dinésporos na &gua e
determinar possiveis alteracdes fisioloégicas e histologicas nestes bivalves

provocados pela presenga do parasita.

Assim, foram definidos os seguintes objectivos especificos: 1) Determinar o
efeito da presenca de ostras na concentracdo de dindésporos na agua; 2)
Avaliar o efeito da presenca do parasita nas taxas de filtracao e respiracéo das
ostras a diferentes temperaturas; 3) Determinar alteracdes nas branquias e

trato digestivo das ostras na presenca do parasita.



3. MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi desenvolvido na Estacdo Piloto de Piscicultura de
Olhdo (EPPO) do Instituto Portugués do Mar e da Atmosfera (IPMA) (Fig.2),
durante os anos de 2013 e 2014. A estagdo esté localizada no sul de Portugal
a uma latitude de 37° 03'N e longitude de 07° 40°'W. Em 2013, a temperatura
da agua nesta estacao teve um valor minimo de 11.0 °C e maxima de 29.9 °C
enquanto em 2014, a temperatura minima foi de 10.7 °C e maxima de 26.7 °C
(Registros da EPPO). As ostras da espécie Crassostra gigas foram recolhidas
em tanque de cultivo da EPPO, em diferentes meses do ano, para a realizacao
dos ensaios. Consequentemente, as ostras utilizadas tinham diferentes
tamanhos e condi¢des fisiologicas o que poderia afectar e/ou influenciar nos
resultados. Dessa forma, houve a preocupacdo de dar a informacao sobre as

caracteristicas morfométricas da populacao usadas nos diferentes ensaios.

* ¥ ——IPMA

Instituto Portugués do Mar e da Atmosfera

Fig. 2. Imagem da EPPO - Estacao Piloto de Piscicultura de Olhdo e mapa da localizagéo do
IPMA- Instituto Portugués do Mar e da Atmosfera, em Olhdo — PT.



3.1. Aclimatacao das ostras

Antes dos ensaios, as ostras foram limpas de organismos incrustantes,
aclimatadas durante 5 dias, num tanque de 150 L, de &gua salgada com
salinidade 30+1, em sistema fechado com agua filtrada e mantida a
temperatura controlada com a ajuda de uma resisténcia com termostato (Fig.3).
O arejamento foi constante e diariamente as ostras foram alimentadas com 2 L
de microalga Isochrysis galbana a uma concentracédo média de 1x10* cel. mI™.

A alimentacéo das ostras foi suspensa 24 h antes dos ensaios.

Fig.3. Tanque de 150 L utilizado na aclimatacao das ostras Crassostrea gigas



3.2. Parametros morfométricos analisados

As ostras foram medidas e pesadas antes do inicio dos ensaios de acordo
com Galtsoff (1964). No final do ensaio, a carne das ostras foi removida da

concha, seca a 80 °C numa estufa, por 48 h, e pesada.

Os parametros morfomeétricos analisados foram peso total (g), comprimento
total (mm), peso seco (g) e o indice de condicéo (IC). O indice de condic&o (IC)

foi calculado de acordo com a equacao (1):

IC = Miolo seco / (Miolo humido x 100) (1)

3.3. Cultivo do Amyloodinium ocellatum

Para dar inicio ao desenvolvimento do ciclo do parasita A. ocellatum foram
introduzidos 6 peixes (Diplodus sargus) num tanque de 500 L de agua salgada
contendo cistos do parasita (Fig.4). A medida que os peixes foram morrendo no
tanque, devido as infestacdes pelo parasita, novos peixes eram adicionados ao
tanque. O tanque tinha um sistema de recirculacdo fechado, um filtro biologico
com uma taxa de renovacéo de 6 m/h e arejamento constante. A temperatura
do tanque foi mantida a 26 °C + 1 °C com ajuda de uma resisténcia com dois
termostatos, salinidade 30 e uma lampada florescente de intensidade luminosa
900 lux, 12:12 h L:D. Todos os dias amostras da agua foram recolhidas com
frascos castanhos e preservadas com uma solucéo de lugol (2 ml de lugol para
cada 250 ml de 4gua) para verificar a concentracdo do parasita e o estado de
desenvolvimento do mesmo (Fig.4A). As amostras eram colocadas numa
camara de sedimentacdo Utermohl (Hasle, 1978) e em seguida, observadas
num microscopio de inversao ZEISS-Axiovert 135. Quando a agua apresentou
uma concentracdo acima de 800 cel. mlI* de dinésporos, foi utilizada para a

realizacdo dos ensaios.



Fig. 4. Tanque de 500 L de agua salgada, com sistema de 4gua fechado e com cistos
de Amyloodinium ocellatum. (A) Dindsporo de Amyloodinium ocellaum isolado.

3.4. Ensaio para avaliacdo das taxas de respiracao e filtracdo de
ostras Crassostrea gigas a diferentes temperaturas e na presenca do

parasita Amyloodinium ocellatum

Os ensaios foram realizados em diferentes meses do ano. Os ensaios da
taxa de respiracdo ocorreram entre os meses de Abril e Junho de 2013
enquanto os ensaios para a taxa de filtragdo realizaram-se entre Setembro e
Novembro do mesmo ano. Os ensaios com o parasita A. ocellatum, as taxas de

respiracao, remocao e histologia ocorrem entre Maio e Agosto de 2014.

As taxas de respiracao e de filtracdo das ostras foram avaliadas através dos
consumos de oxigénio dissolvido (OD) e valores de Clorofila a (Cl_a) na agua a
diferentes temperaturas. Os ensaios foram efectuados nas temperaturas de 16,
20, 24 e 28 °C. Um ensaio consistiu na determinagdo dos consumos de
oxigénio dissolvido e o segundo no consumo de Clorofila a na dgua num tempo
conhecido (1.5 h para o ensaio da taxa de respiracdo e 30 min. para a taxa de
filtracdo), para duas densidades diferentes de ostras e um controlo num total de

9 respirémetros (Fig.5), camaras de acrilico estanques de 5,5 L cada (Fig.5A),
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colocados num banho-maria nas mesmas condicdes de temperatura. Os
valores médios para cada densidade resultam de triplicados em que 3
respirometros tinham o dobro da densidade de outros 3 e os ultimos 3 néo
possuiam ostras (controlo). A agua utilizada nas experiéncias foi semelhante a
dos tanques de terra na qual as ostras eram normalmente mantidas. Para
ajustar a temperatura da 4gua do banho-maria ao valor desejado foi utilizada
uma resisténcia com termostato. As amostras da agua foram recolhidas no
inicio e no final da experiéncia, depois de um tempo determinado e antes que
todo OD/CI_a fosse consumido. Para evitar os efeitos da producdo de oxigénio
pela actividade fotossintética das células fitoplancténicas presentes na agua
dos respirometros estes foram cobertos com uma lona preta. No caso da
determinacdo das taxas de filtracdo foi utilizado arejamento constante para
evitar a sedimentacédo do fitoplancton. A concentracdo de oxigénio dissolvido
foi determinada pelo método Winkler (Strickland & Parson, 1972) e da clorofila
a (Cl_a) foi determinado pelo método Lorenzen (1967). Os calculos da taxa de

respiracao (2) e da taxa de filtracdo (3) foram baseados nas equacoes:

Tr(mglhgh) =(Cti=Cty) V/P )
t]_ = to
Onde:

Ct, = Concentracado de oxigénio inicial;
Ct; = Concentracao de oxigénio final,
to = Tempo inicial;

ty = Tempo final,

V = Volume;

P = Peso dos individuos.
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Te(pglhgh) =V (INnCeo -INCco)
t Cat Cct

Onde:

Cgo = Concentracao clorofila inicial,
Cgt = Concentracao clorofila final;
Cco= Concentracéo inicial (controlo);
Cci= Concentracéo final (controlo)

t; = Tempo final,

V = Volume;

t = Tempo.

(3) Coughlan (1969)

A taxa de respiracdo das ostras expostas a presenca de A. ocellatum foi

avaliada a uma temperatura de 20 °C tendo-se utilizado a metodologia descrita

acima. Ostras que tinham sido previamente expostas a uma concentracao de

1.485 dindsporos ml™?, tanque de 100 L durante 48 h foram colocadas em 3

respirbmetros tendo-se usado outros 3 com 0 mesmo numero de ostras livres

do parasita e 1 respirbmetro de controlo sem ostras. A agua salgada utilizada

no ensaio foi esterilizada com UV.
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Fig. 5. Tanque com as camaras utlizadas na realizacdo dos ensaios. (A) Camaras de
acrilico de 5.5 L (Respirémetros).

3.5. Avaliacéo do efeito da presenca de ostras na concentracao dos
dinésporos na agua e das alteracdes nas branquias e trato digestivo

das ostras em presenca do parasita

Depois de aclimatizadas, 40 ostras foram distribuidas aleatoriamente num
tanque de 150 L com agua filtrada, salinidade 30%o0 e temperatura a 20+1 °C.
A temperatura foi mantida utilizando uma resisténcia com termostato e
arejamento constante. As ostras foram colocadas em &gua com uma
concentracdo inicial de 839,2 dinésporos ml™ de A. ocellatum, durante 48 h.
Para monitorizar a presenca dos dindsporos foram recolhidas amostras da
agua nos tempos 0, 2, 4, 8, 24 e 48 h depois do inicio da experiéncia. As
amostras (250 ml) foram recolhidas em triplicado, fixadas com uma solucao de
Lugol (2 ml de lugol para cada 250 ml de agua) e preservadas no escuro até a

sua contagem.
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Os dindsporos foram contados em sub-amostras de 5 ml pela técnica de
Utermohl (Hasle, 1978). Essas sub-amostras, previamente homogeneizadas,
foram retiradas com uma pipeta graduada e foram adicionados 5 ml a camara
de sedimentacao (Fig.6A). Depois de 2 h, as contagens foram feitas utilizando
um microscopio invertido Zeiss Axiovert 135 e utilizando amplificacdo de 320X.
A contagem na camara foi feita considerando um campo microscopio como a
area rectangular definida pelos quatro vértices do reticulo instalado na ocular e
percorrendo o fundo da camara em linha recta e em paralelo de forma
alternada (Fig.6B). O calculo para verificar a concentracdo de dindésporos

correspondeu a seguinte equacao:

N° de parasitas (mI™)=(N x 2)/V
Onde: N = numero de parasitas contados na camara

V =5 ml da amostra

Para analise histoldgica, foram recolhidas 5 ostras nos tempos 0, 2, 4, 8, 24
e 48 h, depois do inicio da experiéncia. Foram retiradas amostras das
branquias e do trato digestivo das ostras e fixadas com solucdo de Davidson
(Shaw & Battle, 1957) ( 10% glicerina, 20% formol, 30% alcool absoluto, 40%
de agua esterilizada), por 24 h. Em seguida, as amostras foram retiradas e
conservadas com alcool a 70% até serem submetidas as técnicas histologicas
para posterior analise. As amostras passaram por solu¢cdes com alcool 99% e
xilol (1:1) durante 1h, xilol a 100% 2X durante 1h, xilol e parafina (1/4:1)

durante 3 h com vacuo e por fim parafina pura durante 3 h com vacuo.

Numa consola de parafina, fez-se a inclusdo das amostras nos blocos, a
partir dos quais procedeu-se aos cortes histoldégicos (com espessura de 5 um),
num micrétomo Leica RM 2155. Os cortes foram colocados em banho-maria a
20 °C e fixados em laminas de vidro. A secagem foi efectuada numa estufa a

35 °C, durante 24 h.
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Para realizacdo do exame histologico, procedeu-se a coloracdo dos cortes
com Hematoxilina-Eosina (H&E). Depois de prontas, imagens dos tecidos
foram fotografadas com uma unidade de controlo DS-L3 da NIKON com uma

camara DS acoplada ao microscopio modelo NIKON ECLIPSE Ci.

Fig. 6. Camara de Utermohl de 5 ml para contagem do Amyllodinium ocellatum. (A)
Camara com amostra em cima de uma placa petri; (B) Desenho esquematico do fundo
da camara com as linhas paralelas indicando a area de contagem.

3.6. Analise estatistica

A analise de variancia (ANOVA) foi utilizada para comparar as diferencas
entre médias e o nivel de significancia foi de 0.05. Os dados estatisticos foram

obtidos utilizando o programa Microsoft Excel 2010.
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4. RESULTADOS

4.1. Taxa de respiracdo da ostra Crassostrea gigas a diferentes
temperaturas e na presenca do parasita Amyloodinium ocellatum

4.1.1. Caracteristicas morfométricas da populacdo amostrada

Os dados das caracteristicas morfométricas das ostras utilizadas nos
ensaios a diferentes temperaturas estdo apresentados na Tabela 1. As médias
de peso total, peso seco, comprimento e indice de condi¢éo (IC) apresentaram
diferencas significativas (P<0.05) nos diferentes ensaios. As ostras utilizadas
nos ensaios a 17.7, 21.1 °C e 21.6 °C apresentaram as maiores dimensdes
guando comparadas com as ostras nos ensaios as temperaturas de 25.1 °C e
27.9 °C. Em relacao ao indice de condicdo, as ostras apresentaram diferencas
significativas (P<0.05) nos ensaios a diferentes temperaturas. As ostras
mantidas a temperatura de 17.7 °C e 21.6 °C apresentaram o maior indice, no
mesmo acontecendo entre as temperaturas 21.1°C e 21.6 °C enquanto
apresentaram diferencas nas ostras das temperaturas de 25.1 °C e 27.9 °C,

ambas apresentaram diferencas entre si.

Tabela 1. Valores morfométricos médios dos individuos nas populagbes da ostra
Crassostrea gigas usadas para determinacdo da taxa de consumo de oxigénio a
diferentes temperaturas.

Temperatura Peso Comprimento Peso indice de n
(°C) (9) (mm) seco (g) Condicao

17.7 76.46+ 5.89° 75.49+4.41% 1.87+0.41*° 19.07 +3.22° 12
21.1 68.99+ 8.48" 77.16 + 4.45* 1.33+0.89" 17.01+591° 12
21.6 73.45+ 8.98% 73.66 +5.84° 1.67+0.34° 18.60+4.30® 12
25.1 20.24+ 1.07° 54.48+6.08"° 0.69+0.03° 14.53+5.78° 24
27.9 20.61+ 1.40° 57.53+5.19° 0.64+0.20° 12.91+251% 24

n= namero de amostras. Os valores com diferentes expoentes apresentam diferencas
significativas entre os tratamentos (P<0.05).
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4.1.2. Taxa de respiracdo da ostra Crassostrea gigas a diferentes
temperaturas e na presenca do parasita Amyloodinium ocellatum

Os dados mostraram que ocorreu um aumento do consumo de oxigénio
pelas ostras a medida que foi aumentando a temperatura de agua (Fig.7) e que
existe uma relagéo exponencial positiva (R>=0.52) entre a taxa de consumo de

oxigénio dissolvido por hora por grama pela C. gigas e o aumento da

temperatura.
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Fig.7. Representacao gréafica da regresséo exponencial e a equacao da curva, entre o
consumo de oxigénio dissolvido pelas ostras Crassostrea gigas as diferentes
temperaturas.

Para cada temperatura, a taxa de consumo de oxigénio por peso seco de
ostras foi melhor representada por regressdes lineares e as rectas indicam o
melhor ajuste dos pontos como mostra a Fig. 8. A equacgéo (y=a + bx ), onde: y
= consumo de oxigénio dissolvido (mg | h); x = peso seco das ostras em ¢g; a =
a intercepcao representa o consumo de oxigénio do meio quando peso seco =
0 e b = o declive da recta representa a taxa intrinseca de respiracdo da

populacdo amostrada. Os dados estao apresentados na Tabela 2.
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Fig.8. Relacdo entre os valores de consumo do oxigénio (mg h I') e o peso seco
das ostras (g) nas diferentes temperaturas. As rectas indicam o melhor ajuste dos
pontos.

Verifica-se que existiu um aumento da taxa intrinseca de consumo de
oxigénio pelas ostras com o aumento da temperatura. De acordo com os dados
da Tabela 2, a menor taxa de consumo de oxigénio de 0.20 mg | h g™ foi
observado na temperatura de 17.7 °C enquanto a maior taxa de consumo de

0.30 mg | h g™ foi obtido na temperatura de 27.9 °C.
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Tabela 2. Parametros das equagdes de regressao linear (y= a + bx ) do consumo de
oxigénio (y) pelo peso seco (X) da ostra Crassostrea gigas a diferentes temperaturas.
n= nimero de amostras; r’= coeficiente de determinacéo; b= declive (taxa intrinseca de
consumo de oxigénio da populacdo amostrada); a= interseccdo (consumo de oxigénio
do meio quando peso seco = 0).

Temperatura n b a r
(°C)
17.7 5 0.20* +0.08 0.883*
211 6 0.22** +0.09 0.947**
21.6 5 0.29* -0.32 0.905*
25.1 6 0.29** +0.04 0.944**
27.9 6 0.30* +0.37 0.851*

*(P<0.05); ** (P<0.01).

A taxa média de consumo de oxigénio da ostra a temperatura de 20 °C e na
presenca do parasita A. ocellatum foi 0.21 + 0.04 mg h | g* enquanto na
auséncia do parasita a taxa aumentou para 0.35+ 0.12 mg h | g™. De acordo
com os dados estatisticos, ndo houve diferengas significativas (P=0.30) entre
os dois tratamentos. No entanto, a média de consumo de oxigénio na presenca
do parasita € inferior quando comparado com ostras em condi¢cdes normais

(controlo).
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4.2. Taxa de filtracdo da ostra Crassostrea gigas a diferentes
temperaturas e taxa de remocdo de dinésporos de Amyloodinium
ocellatum da agua

4.2.1. Caracteristicas morfométricas da populacdo amostrada

Os dados das médias morfométricas das ostras estdo apresentados na
Tabela 3. De acordo com os tratamentos estatisticos, houve diferencas
significativas (P<0.05) nas médias de peso, peso seco, comprimento e indice
de condicdo (IC) para as diferentes temperaturas. As ostras sujeitas as
temperaturas de 16 °C e 28 °C apresentaram as maiores médias de peso e
comprimento quando comparado com as ostras sujeitas as temperaturas de 20
°C e 24 °C. No entanto, as temperaturas 16 °C e 20 °C apresentaram
semelhantes médias de peso seco quando comparado com as ostras sujeitas
as temperaturas 24 °C e 28 °C. Em relacao ao IC, as temperaturas 20, 24 °C e
28 °C apresentaram médias semelhantes e maiores do que a temperatura 16

°C, que apresentou o menor indice de condicédo.

Tabela 3. Valores morfométricos médios dos individuos nas populacbes de
Crassostrea gigas usadas para determinacdo das taxas de filtracdo a diferentes
temperaturas.

Temperatura Peso Comprimento Peso seco indice de n
(°C) Médio () (mm) (9) Condicéo
16 44.38+5.92* 7547+7.81* 0.94+0.18%° 10.84+1.86° 24
20 34.85+5.23° 6878+ 4.59°  0.93+0.20° 15.40+ 1.77° 24
24 34.16+5.31°  64.5+6.43° 1.17+0.28° 16.48+2.33° 24
28 4424+ 6.42°  69.64+590°  1.44+0.33° 16.74+2.20° 24

n= namero de amostras. Os valores com diferentes expoentes apresentam diferencas
significativas entre os tratamentos (P<0.05).
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4.2.2. Taxa de filtracdo da ostra Crassostrea gigas a diferentes
temperaturas

Os dados da Fig. 9, que correspondem a meédia das taxas de filtracdo
obtidas nas diferentes temperaturas, mostram que houve um aumento destas
entre 16 °C e 20 °C embora, dado o grande desvio padrdo, ndo tenha sido
estatisticamente significativo (P<0.05). Os valores foram semelhantes entre 20
°C e 24 °C diminuindo a temperatura de 28 °C. Nas temperaturas de 16, 20 °C
e 24 °C as taxas de filtragéo foram de 2.60 + 1.70,3.72 + 2.23 ug lhgte 3.78 +
1.47 pg | h g, respectivamente, enquanto na temperatura de 28 °C o valor foi
de 1.42 + 0.45 pg | h g*. Na temperatura a 28 °C, ao final do ensaio foi

observado que as ostras entraram em processo de libertacdo de gametas.
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Fig. 9. Efeito da temperatura na taxa de filtrac&o da ostra Crassostrea gigas. Barras
em paralelo indicam o desvio padrdo da média.
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4.2.3. Taxa de remocéao de dinésporos de Amyloodinium ocellatum
da dgua pela ostra Crassostrea gigas

Na Fig. 10 representa-se a taxa de remocdo de dinésporos de
Amyloodinium ocellatum pela ostra ao longo do tempo. As ostras apresentaram

uma taxa de remoc&o média de 0.08 dinésporos ml h g™.
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Fig. 10. Gréfico com a taxa de remoc¢éo de dinésporos na agua (y) ao longo do tempo

(x).
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4.3. Histologia

Os tecidos analisados histologicamente foram as branquias e o trato
digestivo (estbmago e intestino) de acordo com diferentes horas de exposicéo
a presenca do A. ocellatum. No presente estudo, ndo foi observado se o A.
ocellatum tive alguma accdo parasitaria nas ostras, ou seja, os dados
apresentados mostram as alteracbes morfolégicas ocorridas nos tecidos

referidos durante o tempo de exposi¢cao ao parasita.
a) Branquias

Na Tabela 4, apresentam-se os resultados das alteracbes morfoldgicas
mais significativas a nivel branquial das ostras expostas a diferentes periodos

de exposicdo ao parasita A. ocellatum.

Tabela 4. Alteragbes morfoldgicas das branquias da Crassostrea gigas em exposicao
a presenca do parasita Amyloodinium ocellatum, durante 48 h.

Tempo
(h)

Lesao 0 2 4 8 12 24 48

Hiperplasia do
epitélio branquial 0 0+ + ++ + ++ +

Hipertrofia do
epitélio branquial 0 + ++ ++ ++ ++ ++
Erosdo do epitélio 0 0 0+ ++ ++ ++ ++
Necrose 0 0 0 0 0 0+ +

Legenda: 0 ausente; 0+ pouco presente; + presente; ++ presente frequentemente

As alteracdes morfoldgicas observadas no tecido branquial das ostras
expostas ao parasita, em diferentes periodos de tempo, mostraram severos
danos que consistem em hiperplasia e hipertrofia do epitélio branquial e tecido
conectivo, com inflamacgdes e erosdes severas com destruicdo das estruturas

celulares, incluindo degeneracéo e destrui¢cao dos tecidos e necrose.
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Nos tecidos das ostras no controlo, as brénquias apresentaram uma
estrutura normal, com os filamentos branquiais bem diferenciados e com

evidente espacamento (Fig. 11A).

Apbs 2 h de exposicdo ao parasita, observou-se aumento na producao de
muco. As 4 h, ocorreu hipertrofia com alteracdes nas células mucosas nas
extremidades dos filamentos (Figs. 11 B e C). As células mucosas exibiram

inicio de inflamacdes acentuadas (Fig. 12).

Apdés 8 e 24 h de exposicdo ao parasita, observou-se hiperplasia
acentuada nas extremidades dos filamentos branquiais e hipertrofia com
inflamacdes severas (Figs. 11 D e E). As inflamacfes exibiram danos no tecido
epitelial e conectivo, com inicio de degeneracdo celular, e foram mais
acentuadas e mais evidentes nas branquias com tempo de exposi¢cao depois
das 24 h.

Ao final das 48 h, foram registradas alteracbes morfolégicas danosas nas
branquias. As células do tecido epitelial e conectivo apresentaram completa
destruicdo celular, destruicdo das estruturas celulares e inicio de necrose (Fig.
11 F).
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Fig. 11. Seccgbes histologicas representativas das branquias da ostra Crassostrea
gigas. (A) Branquia de uma ostra controle, estrutura normal; (B) 2 h - Estrutura
branquial com aumento de muco; (C) 4 h - Branquias com alteracbes nas células
epiteliais e no tecido conectivo, hiperplasia (Ic) Inflama¢des nos filamentos branquiais;
( D) 8 h - Hiperplasia, hipertrofia, lesdes severas no tecido epitelial nas extremidades
dos filamentos; (E) 24 h - Fuséo dos filamentos branquiais ; (F) 48 h - Destrui¢éo total
dos filamentos branquiais e inicio de necrose (Lc) Filamentos branquiais (H&E, 400x).
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Fig. 12. Branquia da ostra Crassostrea gigas com 4 h de exposicdo a Amyloodinium
ocellatum. (Ic) Severas inflamac¢des nas células mucosas nas extremidades dos
filamentos (H&E, 400x e 1000x).
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b) Trato digestivo

Com base nas observacOes feitas das alteracoes morfolégicas do trato
digestivo das ostras expostas a presenca do parasita A. ocellatum, verificou-se
que houve resposta inflamatéria com hemdécitos em diapedese no estébmago e
intestino, em seguida agravadas com severas lesbes no tecido conectivo e
epitelial. Essas lesfes sdo agravadas com maiores tempos de exposicdo a

presenca do parasita, ou seja, depois das 24 h de exposicéo (Fig.13).

Nos tecidos da ostra controle, o intestino apresentou uma estrutura normal
com o tecido epitelial e o tecido conjuntivo apresentando células bem
diferenciadas (Fig. 13 A).

Apbs 2, 4 e 8 h de exposicdo, observou-se hipertrofia com pequenas
alteracdes no tecido epitelial (Figs. 13 B, C e D).

Com 24 h de exposicdo, observa-se uma producdo de muco pelas
glandulas digestivas que € liberado para dentro do estdbmago e evidéncia de

hemacitos em diapedese (Fig. 13 E).

Ao final das 48 h de exposicdo, verificou-se severas lesdes no tecido
epitelial e conectivo do intestino com fissuras nas paredes dos tecidos (Fig. 13
F). Evidéncia de células intactas do parasita no intestino (Fig. 14).
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Fig. 13. Seccdes histoldgicas representativas do trato digestivo da ostra Crassostrea
gigas. (A) Intestino de uma ostra controle, estrutura normal. (B) 2 h — Intestino com
estrutura normal aparente . (C) 4 h — Hemécitos em diapedese para dentro do intestino
(H) hemdcitos. (D) 8 h — Células do tecido epitelial e conectivo com alteragBes
celulares. (E) 24 h — Elevada producdo de muco pelas glandulas digestivas e
hemdcitos em diapedese (Gd) Glandulas digestivas. (F) 48 h - Tecido epitelial e
conectivo do intestino com fisuras bem acentuadas, evidencia de necrose (Ao) Células
do Amyloodinium ocellatum, (Te) Tecido epitelial do intestino (H&E, 400x).
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Fig. 14. Resposta inflamatéria do intestino da Crassostrea gigas na presenca do
Amyloodinium ocellatum. Hemdécitos em diapedese (Setas brancas), lesdo no tecido
epitelial (Te) e presenca evidente do parasita no intestino (A,). Imagem com 48 h
depois do inicio do ensaio (H&E, 40 e 400x).
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5. DISCUSSAO

5.1. Taxa de respiracdo da ostra Crassostrea gigas a diferentes
temperaturas e na presenca do parasita Amyloodinium
ocellatum

Em relacdo ao presente estudo, os ensaios da Taxa de respiracdo
foram realizados em diferentes meses do ano e, consequentemente, as ostras
utilizadas poderiam estar em diferentes condi¢fes fisiolégicas podendo ter

afectado e/ou influenciado na taxa de respiracao.

Os moluscos bivalves sdo organismos poiquilotérmicos e a temperatura
€ um dos factores mais importantes nos processos fisiologicos (Galfsoff, 1964).
No presente estudo (Fig. 7), houve, de um modo geral, um aumento da taxa de
respiragdo das ostras com o aumento da temperatura. Apenas existiu
igualdade das taxas de respiragdo a 21.6 °C e 25.1 °C que pode estar
relacionada com os diferentes tamanhos dos individuos utilizados nos ensaios
a essas temperaturas que apresentaram respectivamente pesos médios de
73.5 g e 20.2 g. Varios autores referem que as dimens@es das ostras utilizadas
nos ensaios podem contribuir para as variacbes da taxa de respiracao
(Widdows, 1976; Bougrier et al.,, 1995; Mao et al., 2006). Em outro estudo
realizado por Mondal (2005), com a ostra Pinctada funcata, foi observado que a
taxa de respiracdo dos individuos também aumentou com o aumento da
temperatura, entre 23 °C a 31 °C, e que o tamanho dos individuos apresentou

uma grande influéncia no aumento desta taxa.

No periodo de gametogénese, as gonadas apresentam uma maior
quantidade de glicogénio acumulado e apresentam maior peso total (Galvao et
al., 2000) sendo que o peso himido aumenta. Tal facto reflete-se no indice de
Condicéo (IC) que corresponde a percentagem do peso humido que decresce
para 0 mesmo peso seco. No presente caso o IC, que € um indicador de
variacbes sazonais de reservas de nutrientes nas ostras e esta intimamente
ligado a factores relacionados a gametogénese, variou directamente com o

peso seco sugerindo que as ostras estavam em condi¢cdes semelhantes de
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maturacdo sexual. Tran et al. (2008) refere que Crassostrea gigas apresenta
um aumento da taxa de respiragcdo quando em periodo da gametogénese, ou

seja, o0 consumo de oxigénio pela ostra € menor antes deste periodo.

No ensaio realizado para verificar a taxa de respiragéo da ostra na presenca
do parasita A. ocellatum, a uma temperatura de 20 °C, observou-se uma
reducdo, embora ndo significativa (possivelmente dado o pequeno namero de
amostras), na taxa de respiracao das ostra na presenca do parasita, reduzindo
em 40% a taxa de respiracdo das ostras apos cerca de 1 h de exposicao.
Histologicamente foi possivel verificar que ocorreram severas lesfes nas
branquias, o que justifica a reducédo na eficiéncia da respiragdo. Estudos de
outros autores mostraram o0s efeitos que este parasita tem causado nas
branquias de peixe que chegam a perder a sua funcao respiratéria dada as
severas lesGes dos tecidos (Soares et al., 2011). Outras espécies de
dinoflagelados com Prorocentrum rhathymum (Pearce et al.,, 2005) e
Alexandrium minutum (Haberkorn et al., 2010; Tran et al., 2015) tém afectado
as branquias de C. gigas diminuindo a sua actividade respiratoria, devido a

libertacdo de toxinas no ambiente prejudicando as branquias.
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5.2. Taxa de filtracdo da ostra Crassostrea gigas em diferentes
temperaturas e a taxa de remocdo de dindsporos de
Amyloodinium ocellatum da 4gua

Existem varios factores endogenos e exdgenos que influenciam o
aumento da taxa de filtracdo das ostras, no entanto a temperatura €
considerada o factor mais importante neste processo fisiologico dos
organismos aquaticos (Aguado & Garcia, 2002; Saucedo et al., 2004). Os
resultados apresentados neste estudo mostraram que a taxa de filtracdo da C.
gigas aumentou entre as temperaturas 16 °C e 20 °C, tendo-se mantido
constante entre os 20°C e os 24°C e diminuido aos 28 °C. Para esta
temperatura, foi observado no final do ensaio, que as ostras entraram em fase
de libertacdo dos gametas. Tal facto poderia ter ocasionado a diminuicdo na
taxa de filtracdo a esta temperatura dado que varios autores observaram
também que a taxa de filtracdo da C. gigas tinha sido afectada pelo processo
da gametogénese, ou seja, que tinha ocorrido uma diminuicdo nos gastos
energéticos utilizados pelas ostras na alimentag&o pois tinham sido transferidos
para a reproducéo (Bougrier et al.,1995). Segundo Lefebvre et al. (2000) nos
estagios finais da gametogénese, ou seja, na fase de libertacdo dos gametas
0s gastos energéticos na alimentagdo sao ainda mais reduzidos. No entanto as
ostras que apresentaram uma maior proporc¢ao de peso humido para peso seco
(IC), e portanto que poderiam estar em processo de gametogénese, foram as
utilizadas no ensaio & temperatura de 16 °C. E pois arriscado atribuir a
diminuicdo das taxas de filtracdo observadas a esta temperatura apenas a
baixa temperatura. O tamanho/ peso dos individuos parece ser também um
factor importante que poderia ter influenciado na taxa de filtracdo deste bivalve.
No presente estudo, as ostras com maiores dimensdes, corresponderam aos
ensaios de 16 °C e de 28 °C, apresentaram menores taxas de filtragdo. Num
trabalho realizado por Ehrich & Harris (2015), com trés tamanhos diferentes de
C. virginica, mostraram que a taxa de filtracdo foi maior para as ostras que
apresentaram o menor tamanho. Segundo Newell & Langdon (1996) também
mostrou que quando o peso das ostras aumenta a taxa de filtracdo por unidade

de peso diminui, seguindo uma funcéo alométrica.
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No presente ensaio de 48 horas de duracdo, 1 grama de ostra conseguiu
remover em cada hora 0.08 dindsporos de A. ocellatum por ml. Como foi
observado, a ostra em presenca do A. ocellatum conseguiu remover todo esse
organismo da agua mesmo que este |he venha a causar algum dano. Em
outros trabalhos utilizado com outras espécies de dinoflagelados como
Alexandrium fundyense (Persson & Smith, 2006) e Alexandrium ostenfeldii
(Medhioub et al, 2012) também mostraram que as ostras removeram esses
organismos mesmo em presenca das toxinas libertadas por eles,
possivelmente porque o0s mecanismos de filtragdo destas espécies nao
permitem fazer selectividade do alimento que se encontra em suspensdo na

agua.
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5.3. Histologia

a) Branquias

As branquias sdo o mais importante 6rgao de respiracao e alimentacéo
das ostras, sendo também o primeiro contacto do individuo com as células
toxicas e ndo toxicas do fitoplancton na agua (Haberkorn et al., 2010).
Diferentes estudos efectuados com bivalves expostos a algumas espécies
de dinoflagelados mostraram que as branquias sao sensiveis as toxinas
libertadas por esses organismos no ambiente aquatico tornando-se o
principal 6rgdo alvo desses organismos agressores que se encontram no
meio (Galimary et al., 2008; Medhioud et al., 2012).

Os resultados histoldgicos das branquias da ostra observados neste
estudo, mostraram que esse Orgao foi gravemente afectado pela exposicéo
a presenca de A. ocellatum. Nas horas iniciais de exposicédo, foi observado
um aumento na producdo de muco pelas branquias das ostras em relacéo
ao grupo controlo. A producdo de muco € uma reaccdo de defesa dos
organismos em relacdo a exposicdo a um agente agressor, provavelmente
por estar relacionado com a irritagdo fisica causada pela alta densidade do
parasita, possivel efeito toxico de dinoflagelados ou uma combinacédo destes
factores (Rodger et al., 1994). Alguns trabalhos realizados anteriormente
mostraram que algumas espécies de bivalves também aumentaram a
producdo de muco em presenca de dinoflagelados téxicos (Shumway &
Cucci, 1987; Haberkorn et al., 2010).

No presente estudo, depois das 8 h de exposicao a presenca do parasita
foram observadas grandes alteracdes morfolégicas nas branquias que se
foram agravando ao longo do tempo de exposicdo (48 h). As alteragbes
ocorridas como hiperplasia acentuada e hipertrofia epitelial, seguida de
degeneracéo celular e inicio de necrose, foram evidentes. Essas alteracdes
morfologicas ocorridas sdo muito prejudiciais para as branquias e por

consequéncia, interferem na actividade fisiologica das ostras. As

34



ocorréncias destas alteracdes podem estar relacionadas com a excrecao de
substancias toxicas pelo parasita que reflectem as lesbes apresentadas. No
estudo de Lom & Lawler (1973) em peixes, mostrou que este parasita
injecta fluidos liticos ou digestivos através do seu estomatopodio nas células
parasitadas e que esses fluidos, sdo substancias toxicas excretadas e, com
0 aumento do tempo de exposi¢do, levam a um aumento das células
mucosas no tecido epitelial. Neste estudo ndo se verificou que este
dinoflagelado tivesse alguma acc¢éo parasitaria nas ostras. Segundo Hines &
Spira (1974) € uma caracteristica da maioria das infestacbes por
ectoparasitas em peixes e que apdés um longo periodo de hiperplasia, ocorre
a deplecdo das células mucosas, provavelmente pelo esgotamento do
tecido gerador de células mucosas. Segundo Paperna (1980), essa

deplecdo pode ser uma caracteristica principal induzida pelo A. ocellatum.

No presente estudo, as alteracbes morfolégicas apresentadas nas
branquias das ostras pela presenca do A. ocellatum tém mostrado grandes
efeitos deletérios. As alteracBes observadas foram feitas num periodo de 48
h de exposicdo e com uma concentracao inicial de 839,2 dindsporos ml™* do
parasita. Estudos realizados por Pearce et al. (2005) e Haberkorn et al.
(2010) com bivalves em presenca de dinoflagelados toxicos, apresentaram
alteracbes menos danosas nas branquias dos bivalves, com um maior
tempo de exposicdo e com maiores concentragdes de dinoflagelados
toxicos quando comparados com a concentracdo inicial do A. ocellatum

usado neste trabalho.

Em peixes, o A. ocellatum ja tem causado sérios danos em algumas
espécies e as lesdes provocadas por este parasita nas branquias ja tém
sido observadas em varios estudos (Pereira et al., 2011; Saraiva et al.,
2011; Guerra-Santos et al.,, 2012). Foi observado que nas parasitoses
intensas podem-se manifestar lesdes, como hiperplasia das células do
epitélio respiratorio com fuséo das lamelas seguidas de edema, levando a
descoloracédo das células do epitélio respiratorio, alteracdes degenerativas,
inflamacdes, hiperplasia acompanhada de hemorragia, deplecdo das células
mucosas e necrose (Paperna, 1980; Scott, 2000; Ramos & Oliveira, 2001,

Pavanelli et al., 2008). Algumas caracteristicas das lesdes apresentadas
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nas branquias dos peixes pela presenca do A. ocellatum também foram
identificadas nas bréanquias das ostras, como hiperplasia, aumento da
producdo das células mucosas assim como o aumento da producdo de
muco, hipertrofia, inflamacdes severas nos filamentos branquiais, alteracdes
degenerativas das branquias e inicio de necrose. Essas evidéncias mostram
que em ambos o0s organismos os efeitos deletérios sdo semelhantes. No
caso das ostras, as lesdes comprometeram a capacidade respiratéria, como
foi observado no presente estudo reduzindo em 40% a taxa de respiracao
em 1 h, assim como a capacidade de filtracdo, uma vez que as branquias

sdo responsaveis por ambas as funcdes.

b) Trato digestivo

Os resultados histologicos da ostra C. gigas expostas a presenca do A.
ocellatum mostraram severas lesdes no tecido epitelial e conectivo do
estbmago e intestino. Foi observado também acentuada migracdo de
hemocitos pelo tecido conectivo (diapedese) para dentro do estdbmago e

intestino.

Em relacdo as inflamacdes no tecido epitelial e conectivo, estudos
anteriores mostraram resultados semelhantes em algumas espécies de
bivalves em exposicdo a presenca de dinoflagelados toxicos (Galimary et al.,
2008a; Medhioub et al., 2012; Lassudrie et al, 2014). Como resposta a essas
inflamacdes pelo sistema imunoldgico, foi observado massiva migracao dos
hemacitos para estas areas afectadas e isto tem sido descrito como parte do
mecanismo de defesa dos bivalves (Stauber, 1950). Estudos realizados por
Smolowitz & Shumway (1997) e Galimany et al. (2008b), também descreveram
semelhantes resultados como a infiltracdo e diapedese dos hemdcitos, no
estbmago e intestino, em algumas espécies de bivalves expostos a
dinoflagelados toxicos. O resultado deste estudo e de anteriores suporta a
hipotese que hemdcitos migram para os orgaos do sistema digestivos para
remover as células toxicas ou para proteger os tecidos da toxidade. Como

hipotese de Galimany et al. (2008a), a migracdo de hemdcitos por diapedese
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através do epitélio do intestino pode ser considerada como uma via de

desintoxicacao apresentada pelos bivalves.

Ao fim das 48 h de exposicdo ao A. ocellatum, foram observadas fissuras no
tecido epitelial e conectivo do estdbmago e do intestino das ostras. Essa
observacédo sugere que o parasita tem um alto grau de toxidade e que provoca
sérios efeitos deletério nestes orgaos. Com isto, prejudica os processos de
absorcdo dos tecidos e acelera assim a vulnerabilidade dos animais sob
condicbes de stress. Neste tempo, foi identificado a presenca de células
intactas do parasita A. ocellatum no trato digestivo. Isso suporta a hipétese de
disfuncdo dos O6rgdos no processo de digestdo do parasita. Estudos
apresentados por Medhioub et al. (2012) e Lassudrie et al. (2014), também
observaram a presenca de células intactas de dinoflagelados toxicos no trato
digestivo de C. gigas e V. philippinarum.
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6. CONCLUSOES

Este estudo confirmou as observagbes de estudos de outros autores e
mostrou que o tamanho das ostras € um importante factor nos processos

metabdlicos influenciando as taxas de respiracao e filtracao.

Individuos menores apresentam maiores taxas de respiracdo e filtracdo

guando comparados com individuos de maiores dimensoes.

Os resultados do presente estudo mostraram que as taxas de respiracao de
C. gigas aumentam em funcéo da temperatura, atingindo o valor maximo para

a temperatura de 27.9 °C.

Igualmente, as taxas de filtracdo aumentam com a temperatura porém, a
uma temperatura mais elevada (28 °C) sofrem um decréscimo que se pensa

estar relacionado com a libertagdo de gametas.

Quando submetidas a presenca de A. ocellatum (a 20 °C), as ostras
apresentaram uma reducao de 40% % na taxa de respiracdo em cerca de 1 h,

provavelmente devido as lesdes provocadas pelo parasita nas branquias.

Quando exposta a presenca do parasita A. ocellatum, C. gigas removeu em

48 h todas as células do parasita da 4gua a uma de taxa de 0.08 cel. ml h g™.

No entanto, a andlise histolégica mostrou que a exposicdo ao parasita
lesionou severamente as branquias e o trato digestivo (estbmago e intestino)

de C. gigas, apo6s 48 h de exposicao.

No presente estudo, ndo foi verificado que o dinoflagelado A. ocellatum

parasite as branquias das ostras, tal como ocorre nos peixes.

Devido as lesbes apresentadas ap0s exposi¢cdo ao parasita, ndo se sabe se
os tecidos das ostras uma vez lesionados podem se recuperar (periodo de
desintoxicacao, ou seja, um periodo de recuperacao dos tecidos), este aspecto

devera ser alvo de futuros estudos.
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