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RESUMO

Ostras sdo organismos de ampla relevancia econémica e ecoldgica.
Contudo, mortalidades massivas de ostras tém aumentado em frequéncia
e distribuicdo geogréfica ao redor do mundo. Desta forma, estudos
béasicos a respeito da biologia desses animais, incluindo seus sistemas de
defesa, sdo de fundamental importancia. O presente trabalho investigou
a presenca de patdgenos de bivalves em ostras cultivadas em Santa
Catarina, os quais tém sido associados a mortalidades de ostras em
outros paises (Estudo 1). Além disso, buscou-se compreender melhor a
respeito da relagdo entre os sistemas antioxidante e imune de ostras
(Estudos 2 e 3). No Estudo 1, ostras do Pacifico Crassostrea gigas e
nativas C. gasar (= C. brasiliana)foram coletadas ao longo da costa de
Santa Catarina e avaliadas quanto & presenca do virus Ostreid
herpesvirus 1 (OsHV-1) e das bactérias Vibrio aestuarianus e V.
splendidus. Analises moleculares revelaram amostras positivas para V.
splendidus (15 %) e OsHV-1 (28 %), sendo confirmadas por analises de
sequenciamento. Este foi o primeiro trabalho demonstrando a presenca
de bactérias e virus potencialmente patogénicos em ostras na costa
brasileira, servindo de alerta para que medidas preventivas sejam
adotadas para evitar o surgimento de mortalidades massivas de ostras no
pais. No Estudo 2, hemdcitos de ostras C. gigas foram expostos ao
agente eletrofilico 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB). O CDNB néo
afetou a viabilidade mitocondrial, entretanto, diminuiu a estabilidade da
membrana lisossomal dos hemdcitos (= 12,5 pM). O CDNB causou um
forte distdrbio no sistema antioxidante, promovendo deplecdo da
glutationa (> 0,1 uM) e inibicdo das enzimas glutationa redutase (2,5 e
50 pM) e tioredoxina redutase (50 MM). Importantes fungdes
desempenhadas pelos hemdcitos (adesdo, fagocitose e producdo de
espécies reativas de oxigénio ap6s imunoestimulacdo) foram
comprometidas somente por 50 uM de CDNB. Os resultados indicam
que a deplecdo total de glutationa ndo afeta a imunocompeténcia dos
hemécitos, porém ocorre mediante uma inibicdo adicional de tiol
redutases. No Estudo 3, a importancia da glutationa para o sistema
imune das ostras foi avaliada utilizando-se butionina sulfoximina
(BSO), inibidor da sintese de glutationa. Ostras C. gigas foram expostas
via intramuscular ao BSO (15 pumol/animal) por 1, 2 3 ou 6 dias, sendo
observados menores niveis de glutationa (21-46 %) nas branquias,
glandula digestiva e hemdcitos. O tratamento de 3 dias ndo afetou o
hemograma das ostras, nem a viabilidade e capacidade de adesdo e
fagocitose dos hemdcitos. Contudo, aumentou significativamente a



susceptibilidade das ostras ao patdégeno V. anguillarum (33 %), e de
forma marginalmente significativa as espécies V. alginolyticus e V.
harveyi. A deplecdo parcial da glutationa também aumentou a
susceptibilidade das ostras ao peroxido de hidrogénio e hidroperéxidode
cumeno. Os Estudos 2 e 3 sugerem que a glutationa ndo ¢ indispensavel
para a funcdo dos hemdcitos, porém, quando outros componentes do
sistema antioxidante sdo afetados, ou quando um segundo fator de
estresse € aplicado, a homeostase destas células ou do organismo €
comprometida. De forma geral, estes estudos basicos abrem caminho
para varios outros nas dareas de aquicultura e ecotoxicologia, €
contribuem para uma melhor compreensdo dos mecanismos envolvendo
respostas imunes e antioxidantes de bivalves.

Palavras-chave: patdgenos de bivalves. Vibrio. OsHV-1. hemdcitos.
glutationa. enzimas antioxidantes. imunoparametros.



ABSTRACT

Oysters are organisms that play important role economically andfor the
natural ecosystems. However, oyster massive mortalities have increased
in intensity and geographic distribution worldwide. Therefore, studies
aiming basic knowledge regarding the biology of oysters are pivotal,
especially regarding their defense mechanisms.Thus, the aim of this
study was to investigate the presence of oyster pathogens in Santa
Catarina, Brazil, which have been associated to oyster massive
mortalities in other countries (study 1). Moreover, another aim was
tocontribute to basic knowledge regarding the interrelationship of the
immune and antioxidant system in oysters (studies 2 and 3). For the 1st
study, Pacific oysters Crassostrea gigas and native oysters C. gasar
(=C. brasiliana) were collected throughout the coast of Santa Catarina,
and the presence of the virus Ostreid herpesvirus (OsHV-1), and the
bacteria Vibrio aestuarianus and V. splendidus were evaluated. PCR
analyses revealed positive samples for V. splendidus (15 %) and OsHV-
1 (28 %), which was confirmed by sequencing analyses. This was the
first study to investigate viral and bacterial pathogens to oysters in
Brazil, and enlightens the need of preventive measures to be undertaken
in order to avoid oyster massive mortalities in Santa Catarina. For the
2nd study, C. gigas hemocytes were in vitro exposed to the electrophilic
agent 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB). CDNB did not affect
hemocyte mitochondrial viability, however decreased lysosomal
membrane stability (>12.5 uM).CDNB strongly affected hemocyte
antioxidant system by depleting glutathione (>0.1 uM) and by
decreasing the activity of the enzymes glutathione reductase (2.5 and 50
M) and thioredoxin reductase (50 pM). Hemocyte function (adhesion,
phagocytosis, and reactive oxygen species production upon
immunostimulation) were jeopardized only with CDNB 50 uM. These
results revealed that total glutathione depletion does not affect hemocyte
immunocompetence, however this may occur upon inhibition of thiol
reductases. For the 3rd study, the importance of glutathione to the
immune system of oysters was investigated by using butionine
sulfoximine (BSO), an inhibitor of the glutathione synthesis.Oysters C.
gigas were exposed to BSO through intramuscular injections (15
pmol/animal/day) for 1, 2, 3 or 6 days, which promoted reduced
glutathione levels (21-46 %) in the gills, digestive gland and hemocytes.
The injection protocol of 3 days did not affect oyster hemogram,
hemocyte viability, adhesion and phagocytosis. Nevertheless, it
significantly increased oyster susceptibility to the pathogenV.



anguillarum (33 %), while only a trend was observed for thespeciesV.
alginolyticusandV. harveyi. Glutathione partial depletions also increased
oyster susceptibility to cumene and hydrogen peroxides. Studies 2 and 3
suggest that glutathione is not imperative for hemocyte function,
however when other components associated to the antioxidant system
are affected, or when a second stress challenge is applied, these cells or
the whole organism homeostasis is impaired.Overall, these basic studies
can make way for many others in the field of aquaculture and
ecotoxicology, and contribute to a better understanding of the
mechanisms guiding the immune and antioxidant responses of bivalves.

Keywords:bivalve pathogens.Vibrio. OsHV-1. hemocytes. glutathione.
thiol reductases. immunoparameters.
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CAPITULO 1 -ESTADO DA ARTE
1.1 Ostras

As ostras s&o moluscos bivalves da familia Ostreidae, com uma
ampla distribuicdo mundial, sendo encontradas em todos os continentes
(Fig. 1). Séo bastante apreciadas como alimento, sendo as principais
espécies comestiveis pertencentes aos géneros Crassostrea, Ostrea,
Saccostrea e Ostreola. No Brasil, sdo descritas as espécies
nativasCrassostrea gasar (ADANSON, 1757) e C. rhizophorae
(GUILDING, 1828).Alguns estudos citam ainda a existéncia da espécie
C. brasiliana (Lamarck 1819), contudo estudos moleculares trouxeram
fortes evidéncias de que C. brasiliana e C. gasarsejam a mesma
espécie(DE MELO et al., 2010). Uma vez que o nome C. gasar foi
descrito anteriormente, este deve ser, portanto, adotado. Atualmente,
temos também a presenca da ostra do PacificoCrassostrea gigas
(THUNBERG, 1793), também conhecida como ostra japonesa, a qual
foi introduzida no Brasil na década de 70 (LITTLEPAGE; POLI, 1999).

Figura 1. Distribuicdo de ostras dos géneros Crassostrea, Ostrea, Saccostrea e
Ostreola no mundo.

>

Fonte: Diséé&ér -I’:ifé\().

As ostras (Fig. 2) sdo organismos sésseis que se alimentam
através de particulas em suspensao na coluna d’agua. Sdo caracterizadas
por terem um corpo mole envolto em uma concha composta por
calcério, a qual consiste de duas valvas que contam com o suporte de
um Unico, porém robusto, masculo adutor.As conchas sdo produzidas
pelo manto, tecido que recobre todo o corpo mole da ostra, exceto na
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regido do musculo adutor. Possui dois pares de branquias, responsaveis
pela respiracéo e filtracdo do alimento, os quais sdo entdo levados até os
palpos labiais, onde é feita uma selecdo deste alimento, para
posteriormente serem levadas a boca. Em seguida o alimento é digerido
no estdbmago, o qual estd envolto numa glandula digestiva, e é entdo
absorvido pelo intestino.O alimento ndo aproveitado (fezes) é eliminado
através do anus, normalmente localizado na cavidade do manto préximo
a regido onde o fluxo de agua se direciona para fora do
animal(BRUSCA; BRUSCA, 2003).

Figura 2. Anatomia geral de ostras.

A) B) glandula digestiva

concha
(valva inferior)

estomago

intestino cavidade

pericardica

anus

(A) Exemplar de ostra Crassostrea gigas adulta mostrando a valva superior;
(B) esquema representando as estruturas de uma ostra com a valva e manto
superiores removidos. Adaptado de: FAO (2001).

Assim como muitas outras espécies de moluscos, as ostras sdo
capazes de modificar significativamente o seu habitat, contribuindo com
a biodiversidade e ajudando a manter a qualidade da agua e a ciclagem
de nutrientes. Sendo assim, fatoresque possam prejudicar a
sobrevivéncia de bivalves no ambiente, como patégenos ou
contaminantes quimicos, podem trazer grandes prejuizos aos
ecossistemas habitados por estes seres vivos(COEN; BISHOP, 2015). E
interessante ressaltar que cultivos de bivalves, em alguns casos,
fornecem as mesmas vantagens ao ecossistema que 0s ambientes
selvagens dominados por estes organismos (COEN; BISHOP, 2015).
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1.2 Ostreicultura

A maricultura, uma das maiores atividades de aquicultura em
todo o mundo, estd aumentando continuamente e apresenta-se como
uma importante ferramenta para substituir a pesca predatéria (FAO,
2014). O cultivo de bivalves ja equivale a cerca de 36 % de toda a
producdo mundial de produtos aquicolas, enquanto que a producdo de
peixes 0sseos, por exemplo, contribui com apenas 10 %, em termos de
toneladas (COEN; BISHOP, 2015).0 Brasil, apesar de possuir uma
producdo ainda limitada, quando comparada com outros paises, € um
dos maiores produtores de moluscos da América do Sul (FAO, 2014).
Em 2013 o cultivo de ostras, vieiras e mexilhGes foi de 19.359 toneladas
representando um valor de 58 milhdes de reais (IBGE, 2013).A
maricultura é especialmente importante para o estado de Santa Catarina,
uma vez que,neste mesmo ano, o estado produziu 19.082 toneladas
(EPAGRI, 2015), colocando-0 assim como responsavel por mais de
98% da producdo nacional de moluscos. Ja em 2014 a safra de
mexilhGes, ostras e vieiras de Santa Catarina subiu para 21.553
toneladas, producdo esta que envolveu 610 maricultores (EPAGRI,
2015), constituindo, portanto, uma importante fonte de renda para
diversas familias de pescadores artesanais do estado.

Dentre os moluscos cultivaveis podem ser destacadasas ostras da
espécieC. gigas. A producdo desta espécie de ostras é disseminada no
mundo todo, ocorrendo na Europa (Franca, Espanha, Reino Unido,
Irlanda e Noruega), nas Américas (Brasil, Estados Unidos, Canada,
México, Argentina. Chile, Equador, Peru e llhas Malvinas), na Africa
(Marrocos, Tunisia, Africa do Sul, Namibia e Senegal) e na Oceania
(Australia, Nova Zelandia e Nova Caleddnia) (BARBOSA-
SOLOMIEU; RENAULT; TRAVERS, 2015). Essa ampla disseminagdo
ocorreu, principalmente, devido ao seu elevado potencial de cultivo,
tendo hoje uma alta representatividade socioeconémica em muitos
paises. Atualmente enquadra-se como o décimo oitavo produto aquicola
mais cultivado do mundo, levando em consideracdo todos 0s grupos
animais e, apesar de ter ocupado o primeiro lugar entre 0s moluscos por
muitos anos, hoje ocupa a terceira posicdo, estando atras apenas da
améijoa japonesaRuditapes philippinarum(ADAMS;REEVE, 1850) e da
améijoa chinesa Sinonovacula constricta (LAMARCK, 1818) (FAO,
2012). Em 2013 a producéo de C. gigas correspondeu a mais de 555 mil
toneladas, mas ja foi bem mais expressiva em anos anteriores, chegando
a 765 mil em 1988 (Fig. 3).
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Figura 3. Produgdo mundial de Crassostrea gigas em toneladas.
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Adaptado de: FAO (2016).

Em 2014, o cultivo de ostras rendeu para o estado de Santa
Catarina quase 18 milhdes de reais, gerando renda para 117 familias de
produtores (EPAGRI, 2015). Atualmente, o municipio de Floriandpolis
é¢ o maior produtor de C. gigas (2.707 toneladas), seguido pelos
municipios de Palhoca (576 toneladas) e Sdo José (181 toneladas), todos
pertencentes a chamada Grande Florianépolis, o que evidencia a
importancia desta regido para o estado. Entre outros municipios
produtores de ostras podem ser citados Biguagu e Balneario Barra do
Sul, os quais ocupam o sexto e sétimo lugar entre os maiores produtores
do estado, produzindo 40 e 20 toneladas, respectivamente (EPAGRI,
2015). Desta forma, o cultivo de ostras, assim como de outros bivalves,
compreende uma importante atividade econdmica e social, servindo de
alimento, empregando diversas familias de pescadores artesanais e
contribuindo com a economia da regido.

Como mencionado anteriormente, no Brasil, além da espécie
introduzida C. gigas, sdo encontradas duas outras espécies de ostras
nativas: C. gasar e C. rhizophorae. Cerca de 10 % do cultivo nacional
depende destas duas espécies de ostras nativas (RAMOS, 2011). Em
Santa Catarina, alguns poucos cultivos também vém utilizando C. gasar,
contudo esta espécie é mais cultivada em regifes mais quentes do pais
(POLL, 2004).

1.3 Mortalidades massivas de ostras

A microbiota de ambientes marinhos é extremamente abundante e
diversa. Um litro de 4gua do mar de ambientes costeiros contém
tipicamente milhdes de microalgas, bilhdes de bactérias e outros
microrganismos eucariotos, e até 100 bilhdes de particulas virais (BEN-
HORIN et al., 2015). Varios grupos de animais se adaptaram de modo a
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aproveitar este nicho para sua dieta, entre eles os bivalves. Animais
filtradores possuem diversos mecanismos capazes de selecionar e
capturar as particulas em suspensdo, as quais estdo normalmente
associadas a grdos minerais, detritos, e varias outras particulas que
acabam por ingerir acidentalmente, incluindo microrganismos
patogénicos (BEN-HORIN et al., 2015). Sob condicdes de equilibrio,
muitos destes patégenos ndo conseguem proliferar na mesma velocidade
em que sdo eliminados pelos sistemas de seus hospedeiros, permitindo
assim a sobrevivéncia dos bivalves. Contudo, quando o sistema imune é
afetado por fatores intrinsecos ou extrinsecos, uma das consequéncias
possiveis é a proliferacdo destes patdgenos oportunistas, 0s quais podem
causar mortalidades resultantes de infec¢fes (SCHMITT et al., 2011).

Recorrentes episddios de mortalidade de bivalves associados a
patégenos constitui um dos principais impedimentos para o
desenvolvimento da maricultura, sendo responsaveis por grandes perdas
econdmicas em diversos paises ao redor do mundo. Uma ampla
variedade de organismos pode causar doencasem bivalves, entre eles
virus, bactérias, protozoarios e até metazoarios, podendo levara
mortalidades(BARBOSA-SOLOMIEU; RENAULT; TRAVERS, 2015;
BOWER; MCGLADDERY; PRICE, 1994; DA SILVA;
MAGALHAES; BARRACCO, 2011; ELSTON, 1997; LANE;
BIRKBECK, 2000; LAUCKNER, 1983; PAILLARD; ROUX;
BORREGO, 2004; RENAULT; NOVOA, 2004; SINDERMANN,
1990).

Entre os episodios de mortalidade de bivalves mais bem relatados
e investigados estdo os relativos a espécie C. gigas, 0 que ndo
surpreende, ja que € uma das espécies mais cultivadas no mundo (FAO,
2012). Os episddios de mortalidades de ostras do Pacifico que vém
ocorrendo nas Ultimas décadas podem ser diferenciados em
“mortalidades de verdo”, as quais afetam principalmente ostras adultas,
e “mortalidades de sementes ¢ juvenis”, sendo estas Ultimas referidas a
episodios mais recentes, normalmente associadas a patdgenos
especificos (BARBOSA-SOLOMIEU; RENAULT; TRAVERS, 2015;
EFSA, 2010).

As mortalidades de verdo foram assim desighadas pois afetam
tipicamente estes animais nos meses mais quentes do ano, quando suas
gbnadas estdo mais maduras. De fato, um fator em comum & grande
maioria destes eventos de mortalidade em diferentes paises é o distlrbio
metabdlico/fisiolégico causado pelo crescimento e maturacdo das
gbnadas, acompanhado de um aumento no consumo de glicogénio e
lipidios como fontes de energia (EFSA, 2010). Mortalidades desse tipo
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ja foram registradas em diversos paises como Japdo, Estados Unidos,
Espanha, Irlanda e Franca, sendo observadas taxas de mortalidades de
20 até 95 % (EFSA, 2010). As mortalidades de sementes e juvenis, por
sua vez, também sao correlacionadas com o aumento da temperatura da
agua. Contudo, essa relacdo aparenta estar ligada, principalmente, a
ativacdo e maior proliferacdo de alguns patdgenos especificos (EFSA,
2010). De fato, o estresse fisioldgico associado a maturacdo das gbnadas
ndo aparenta ser o Unico agente causador das mortalidades de verdo. As
possiveis causas destas mortalidades em ostras do Pacifico ainda nédo
estdo completamente elucidadas, no entanto, varios estudos tém
sugerido uma interacdo complexa de diferentes fatores (Tabela 1).

Trabalhos recentes apontam o virus do herpes que infecta ostras
ou Ostreid herpesvirus 1 (OsHV-1) e duas espécies de vibrios, Vibrio
splendidus e V. aestuarianus, como 0s  principais patdgenos
responsaveis pelos grandes surtos de mortalidade ocorridos nas ultimas
décadas (BARBOSA-SOLOMIEU; RENAULT; TRAVERS, 2015;
EFSA AHAW PANEL, 2015; EFSA, 2010).

Tabela 1. Fatores associados amortalidades de verdo de ostras Crassostrea
gigas.

Fatores de Risco

Ambientais Altas temperaturas da agua
Baixos niveis de oxigénio dissolvido
Eutrofizacdo
Reducdo da salinidade
Presenca de contaminantes quimicos
Floracdo de algas nocivas
Manejo dos sistemas de produgéo

Hospedeiro Riscos associados a reproducéo (maturacdo das
gbnadas)
Fatores genéticos

Microrgani Vibrio splendidus
SMos Vibrio aestuarianus
OsHV-1

Adaptado de: EFSA (2010).
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1.3.1 Mortalidades associadas ao OsHV-1

Mortalidades massivas de ostras C. gigasassociadas a um virus da
familia Herpesviridae foram registradas pela primeira vez na Franca
durante o verdo de 1991. Estes afetaram ostras em estdgio larval
desenvolvidas em criadouros (BARBOSA-SOLOMIEU; RENAULT;
TRAVERS, 2015). Neste mesmo ano,evento semelhante ocorreu com
larvas de ostras na Nova Zelandia. Em ambos os casos foram registradas
mortalidades de até 100 %. As larvas foram entdo examinadas por
microscopia eletrnica de transmissdo, sendo constatada a presenca de
capsideos de virus caracteristicos da familia Herpesviridae (BARBOSA-
SOLOMIEU; RENAULT; TRAVERS, 2015). Mortalidades de ostras
mais desenvolvidas (3 a 7 meses de idade) foram observadas no verdo
de 1993, novamente na Franca, chegando a 90 %. Novamente, virus
caracteristicos da familia Herpesviridae foram observados e, juntamente
com analises moleculares, uma nova espécie de virus foi descrita, sendo
chamada de Ostreid herpesvirus lou OsHV-1 (BARBOSA-
SOLOMIEU; RENAULT; TRAVERS, 2015). Esta espécie foi
classificada como pertencente ao género Ostreavirus da familia
Malacoherpesviridae. Desde entdo, este virus tem sido detectado
molecularmente durante episodios de mortalidades massivas de ostras
em Vvarios outros paises: Franga, Irlanda, Inglaterra, Espanha, Itélia,
Holanda, Portugal, Noruega, Nova Zelandia, Coréia do Sul, Japdo,
China, México, e Estados Unidos (EFSA AHAW PANEL, 2015).

De modo geral, infeccBes causadas pelo OsHV-1 tém sido
principalmente associadas a grandes taxas de mortalidades em sementes
e juvenis de ostras, contudo, apresentando taxas menores de mortalidade
em ostras adultas (EFSA AHAW PANEL, 2015). Este virus também ¢
capaz de infectar e causar mortalidades (embora menos intensas) em
outros bivalves, como vieiras, mexilhdes e berbigbes (EFSA AHAW
PANEL, 2015; MARTENOT et al., 2015). Muitos estudos laboratoriais
e em campo tém demonstrado que um dos fatores com maiorcorrelacdo
com os episédios de mortalidades causados pelo OsHV-1 é o aumento
brusco da temperatura da agua do mar. Um limiar preciso de
temperatura para o desenvolvimento da infeccdo ainda ndo foi
estabelecido, uma vez que este é varidvel, dependendo da regido. Por
exemplo, em algumas partes da Franga o virus comeca a ser detectado
em ostras quando a agua atinge 16 °C, enquanto que nos Estados Unidos
apenas quando a temperatura atinge 22 °C (BARBOSA-SOLOMIEU;
RENAULT; TRAVERS, 2015). Este virus, assim como outros da
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familia Herpesviridae, possuem a capacidade de persistir por longos
periodos em seu hospedeiro (EFSA AHAW PANEL, 2015).

Desde o0 sequenciamento do genoma do OsHV-1 e,
posteriormente, a realizacdo de estudos de polimorfismo genético,
diversas variantes deste virus ja foram descritas. Dentre estas, a variante
gue aparenta estar associada aos eventos de mortalidades mais severos é
a OsHV-1 pVar, detectada pela primeira vez em amostras de ostras
obtidas durante o verdo de 2008 na Franca(MARTENOT et al., 2015).
Desde entdo, episodios de mortalidades envolvendo a ostra C. gigas tem
aumentado em termos de intensidade e distribuicdo geografica
(BARBOSA-SOLOMIEU; RENAULT; TRAVERS, 2015).

1.3.2 Mortalidades associadas a Vibrio spp.

O género Vibrio inclui atualmente 142 espécies de
bactérias(SAWABE et al., 2013), tem distribuiciomundial, e ¢
amplamente difundido no ambiente aquatico, com preferéncia por aguas
salinas e com temperaturas acima de 15 °C (ROUX et al., 2015). Os
vibrios sdo bactérias Gram-negativas, tém forma de bastonete curvo, e
se movimentam a partir de um Unico flagelo polar (SAWABE et al.,
2013). Este género compreende muitas espécies patogénicas para
humanos e para organismos aquaticos, incluindo peixes, corais e
bivalves (ROUX et al., 2015). A espécie V. cholerae, patogénica para
humanos, é de longe a mais temida e bem estudada do grupo. Contudo,
outras espécies tém recebido atencdo na Ultima década. Entre as espécies
classicamente patogénicas para humanos podem ser citadas: V.
parahaemolyticus, V. vulnificus e V. alginolyticus, as quais infectam os
seres humanos normalmente através de alimentos contaminados
(PRUZZO; GALLO; CANESI, 2005). De fato, muitos bivalves, devido
ao seu habito filtrador, bioacumulam estas bactérias apresentando
concentragdes até 100 vezes maiores em seus tecidos, em comparagao a
coluna d’agua(PRUZZO; GALLO; CANESI, 2005). Portanto, o0s
bivalves sdo uma importante fonte de transmissdo destes patdgenos aos
seres humanos. Ademais, estudos como estes demonstram que os vibrios
sdo componentes regulares da microflora de bivalves, representando um
importante nicho ecoldgico para essas bactérias (PRUZZO; GALLO;
CANESI, 2005).

Muitos vibrios causam doengas em bivalves, assim como em
outros organismos aquaticos, incluindo algumas espécies que,
classicamente, sdo descritas como patogénicas para humanos. A espécie
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V. wulnificus, por exemplo, foi associada a doencas em peixes e
crustaceos (ROUX et al., 2015), enquanto que V. alginolyticus ja foi
isolado de ostras Saccostrea glomerata(GREEN; BARNES, 2009) e
améijoasVenerupis decussatus (TRAVERS et al., 2015) doentes. No
entanto, muitas outras espécies de vibrios estdo principalmente
associadas a doengas em organismos aquaticos, e ndo em seres
humanos. Entre as espécies com maior associacdo a mortalidades de
bivalves, estdo: V. aestuarianus (TRAVERS et al., 2015), espécies
pertencentes ao clado Harveyi (e.g.V. harveyi), e ao clado Splendidus
(e.g. V. splendidus e V. tasmaniensis) (TRAVERS et al., 2015), assim
como a espécie V. anguillarum (BRAMBLE; ANDERSON, 1997; WU
etal., 2013).

Os mecanismos de viruléncia (capacidade de infeccdo) e de
patogenicidade (capacidade de causar doengas mediante infeccdo) da
maioria destas espécies de vibrios ainda ndo estdo bem estabelecidos
para bivalves (TRAVERS et al., 2015). No entanto, sabe-se que algumas
destas espécies sdo oportunistas e causam doencas quando o hospedeiro
se encontra lesionado ou com seu sistema imune comprometido (WU et
al., 2013). Ainda, a viruléncia e a patogenicidade de algumas destas
espécies se da, muitas vezes, através de interagdes entre diferentes cepas
(GAY et al, 2004) ou entre diferentes espécies (BARBOSA-
SOLOMIEU; RENAULT; TRAVERS, 2015).

Nos eventos de mortalidade mais severos que ocorreram com a
ostra do Pacifico a partir de 2008, cepas designadas como V. splendidus
foram quase sempre detectadas juntamente com o OsHV-1 pVar
(PERNET et al., 2012). No entanto, existe uma diversidade muito
grande de espécies que sdo bem semelhantes a cepa referéncia V.
splendidus LMG 4042 (NASFI et al., 2015), as quais sdo normalmente
designadas de V.splendidus-related ou pertencentes ao clado
Splendidus(TRAVERS et al., 2015). Por exemplo, a cepa V. splendidus
LGP32, isolada de ostras do Pacifico durante um episodio de
mortalidade de verdo (LE et al., 2002) foi, a partir de analises
filogenéticas, posteriormenterenomeada paraV. tasmaniensis LGP32
(SAWABE et al., 2013). Mesmo em meio a esse desafio quanto a
classificacdo deste grupo, varios estudos indicam que bactérias
pertencentes ao clado Splendidus estdo envolvidas em episddios de
mortalidades de ostras, destacando-se as espécies V. splendidus e V.
tasmaniensis(TRAVERS et al., 2015).

A segunda espécie de vibrio mais frequentemente associada a
eventos de mortalidade de ostras é V. aestuarianus, a qual foi isolada da
hemolinfa de ostras do Pacifico durante um episédio de mortalidade
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(EFSA, 2010). Experimentos desafiando ostras com esta espécie
confirmaram a sua capacidade de causar mortalidades, no entanto,
algumas cepas foram mais virulentas do que outras, ou até mesmo
avirulentas (TRAVERS et al., 2015). Esta espécie é capaz de infectar as
ostras em todas as fases de vida, mas parece ter mais preferéncia por
juvenis e adultas (TRAVERS et al., 2015).

Bactérias pertencentes a outros géneros também tém sido
associadas a doencas severas em ostras e outros bivalves, como por
exemplo: Nocardia crassostreae e Roseovarius —crassostreae,
responsaveis pela nocardiose e pela “juvenile oyster disease”,
respectivamente, as quais afetam principalmente ostras. Organismos
assemelhados a Rickettsia, os quais ja foram detectados em varias
espécies de bivalves, também podem causar grandes mortalidades
(TRAVERS et al., 2015). A intensificacdo das mortalidades de bivalves
e os frequentes relatos de ocorréncia destes e de outros patdgenos,
apenas reforcam a necessidade de estudos globais, que visem aprofundar
0 conhecimento na area de patologia de bivalves.

1.3.3 Mortalidades de ostras no Brasil

No Brasil, até a presente data, ndo foram encontrados registros da
presenca do OsHV-1, V. aestuarianus e espécies pertencentes ao clado
Splendidus, organismos estes comumente associados as mortalidades
massivas que vém ocorrendo nas Ultimas décadas em muitos outros
paises (BARBOSA-SOLOMIEU; RENAULT; TRAVERS, 2015). No
entanto, acredita-se que esta falta de registro é devido a auséncia de
investigacdes referentes a presenca destes microrganismos. De fato,
estudos investigando patdégenos e doencas de bivalves sdo bastante
escassos no Brasil, em comparacdo a outros paises (BOEHS et al.,
2010), fortemente indicando a necessidade de tais estudos.

Mortalidades massivas de verdo ja foram reportadas no Brasil
afetando tanto ostras nativas (NASCIMENTO et al., 1986; SABRY;
MAGALHAES, 2005), quanto ostras do Pacifico (SABRY;
MAGALHAES, 2005; SILVEIRA, 1997). Em Santa Catarina, no verdo
da década de 90, a mortalidade em cultivos de ostras do Pacifico chegou
a 89 % em algumas fazendas marinhas(SILVEIRA, 1997). Em 2003
foram observadas mortalidades de ostras do Pacifico (48 %) e de ostras
nativas C. rhizophorae (70 %) em um cultivo localizado no municipio
de Floriandpolis (SABRY; MAGALHAES, 2005). Neste estudo, foram
realizadas analises macroscopicas e histologicas, sendo detectados



33

alguns parasitas e protozoarios, no entanto nenhum destes foi associado
as mortalidades (SABRY; MAGALHAES, 2005). Uma vez que na
literatura ndo se tem muitos registros de mortalidades massivas de ostras
no Brasil, acredita-se que estas sejam isoladas e bastante raras.
Normalmente, as taxas de mortalidade sdo estimadas em
aproximadamente 20 % ao longo do ano, segundo um levantamento
realizado em alguns cultivos de Floriandpolis (PONTINHA, 2009).
Porém, quando estas mortalidades ocorrem, ha indicios de que um dos
fatores de risco seja o periodo de reproducdo (maturacdo das gbnadas)
(MAGALHAES; FERREIRA, 2006), de forma semelhante ao relatado
em outros paises (EFSA, 2010), como discutido anteriormente. Em um
estudo mais recente, realizado entre dezembro de 2010 e agosto de
2011, ostras do Pacifico transferidas de um criadouro para um cultivo no
inicio do verdo (dezembro) apresentaram uma mortalidade acumulada
de 89 %, enquanto que ostras transferidas apds o fim do verdo (marco),
apresentaram apenas 23 % (MEDEIROS, 2012). Os agentes causadores
da elevada mortalidade obtida com as ostras transferidas no inicio do
verdo nao foram definidos, porém, esta claro que fatores associados a
sazonalidade, como por exemplo, maturacdo da gonada, temperatura da
agua, presenca de contaminantes e proliferacdo de microrganismos,
influenciam de maneira significativa a taxa de sobrevivéncia de ostras
cultivadas.

Estudos basicos que visam compreender melhor a fisiologia do
hospedeiro, em especial suas respostas de defesa contra agentes
infecciosos, sdo fundamentais em abordagens que visam melhorar a
resisténcia de ostras contra doencas e diferentes fatores de estresse. A
quantidade de informag&o disponivel abrangendo os sistemas de defesa
de bivalves e 0s mecanismos moleculares envolvidos vem aumentando
consideravelmente nos Gltimos anos, no entanto, ainda € bastante
restritoem comparagdo ao sistema imune de mamiferos (SONG et al.,
2010).

1.4 Sistemas de defesaem bivalves

1.4.1 Sistema imune

Durante muitos anos, o sistema imune dos invertebrados foi
reconhecido por se basear apenas em mecanismos inatos. Acreditava-se
gue a especificidade contra antigenos, a expansao clonal, a producéo de
células de memodria e a capacidade de produzir respostas diferenciadas
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mediante um segundo encontro com o antigeno eram todas respostas
exclusivas do sistema imune adaptativo dos vertebrados. Contudo,
varias evidéncias tém surgido apontando para a existéncia de fenémenos
ligados & memoria, assim como mecanismos geradores de uma maior
diversidade e especificidadena resposta imune de invertebrados
(ARMITAGE; PEUSS; KURTZ, 2015; SUN; UGOLINI; VIVIER,
2014).Estes mecanismos ja foram demonstrados, inclusive, em uma
espécie de molusco: o caramujo Biomphalaria glabrata(ZHANG et al.,
2004). Estes achados recentes, apenas evidenciam o0 pouco
conhecimento que se tem a respeito do sistema imune dos invertebrados,
incluindo os bivalves, em comparacdo ao dos vertebrados. Apesar disso,
0 interesse em compreender 0s mecanismos basicos que permeiam a
capacidade de defesa dos bivalves contra patdgenos vem crescendo
consideravelmente. Possivelmente, isto se deve ao aumento da
frequéncia e distribuicdo geografica das mortalidades massivas que vém
atingindo este grupo.

Quando microrganismos patogénicos conseguem ultrapassar a
concha e tecidos epiteliais como manto e branquias, consideradas como
as primeiras linhas de defesa de bivalves, enfrentam defesas celulares e
humorais do hospedeiro, as quaisatuam no reconhecimento e eliminagéo
destes microrganismos (SCHMITT et al., 2011). Os hemdcitossdo 0s
principais protagonistas das reacdes celulares do sistema imune de
bivalves. No entanto, estas células participam também de outros
processos Vvitais para 0 organismo, como 0 reparo de ferimentos,
recalcificacdo da concha, transporte de nutrientes, assim como processos
de digestdo e excrecdo (SCHMITT et al., 2011). A classificacdo dos
diferentes tipos de hemdcitos de bivalves é bastante controversa, uma
vez que ndo ha um consenso entre a origem, maturacdo, meia-vida e
funcdo das possiveis linhagens celulares (SCHMITT et al., 2011).
Contudo, de modo geral existem duas principais populagdes: 0s
hemdcitos granulares e os hialinos (Fig. 4)(KWON et al., 2006; SONG
et al., 2010). Os hemécitos granulares sdo normalmente ricos em
granulos contendo enzimas hidroliticas, sendo consideradoscomo o0s
mais ativos no processo de fagocitose (SONG et al., 2010). Os
hemdcitos hialinos constituem um grupo bastante heterogéneo
morfologicamente. Os hemdcitos hialinos pequenos normalmente
apresentam uma relagdo ndcleo:citoplasma bastante elevada, e contém
praticamente nenhum granulo ou vesicula. Estes sdo também conhecidos
como células semelhantes a precursoras (ou blast-like cells), e especula-
se dar origem aos outros tipos celulares (SCHMITT et al., 2011). J& os
hemacitos hialinos grandes, apesar de também nédo apresentarem muitos
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granulos, podem conter muitas vesiculas e ter uma proporgdo
nicleo:citoplasma menor. Alguns estudos, sugerem que os hemocitos
hialinos grandes também sdo capazes de realizar fagocitose, incluindo
algumas particulas diferentes das normalmente fagocitadas pelos
hemdcitos granulares (SCHMITT et al., 2011). Bivalves infectados com
microrganismos patogénicosapresentam frequentemente alteracfes na
concentragcdo e proporcdo de hemdcitos em seu sistema circulatorio
(hemolinfa). Desta forma, o hemograma de bivalves, representado pela
contagem total (THC) e diferencial (DHC) de hemacitos, funciona como
um dos imunoparametros mais amplamente utilizados para avaliar as
condigdes de satde destes moluscos (COMESANA et al., 2012; PARISI
etal., 2008; ZHANG et al., 2014).

Figura 4. Microscopia eletronica de transmissdo de hemdcitos de ostras
Crassostrea gigas.

(A) Hemocito hialino pequeno (também conhecido como célula
precursora); (B) hemacito hialino grande; (C e D) hemdcitos granulares.
O ponto de interrogagdo indica que ndo se sabe se os hemdcitos
granulares ou hialinos grandes derivam das células precursoras.
Micrografias apresentadas com magnificacdo de 15.000 x. Fonte:
Schmitt et al. (2011)

Mediante infecgdes, o0s hemdcitos reconhecem padrbes
moleculares associados a patégenos ou PAMPs (do inglés, pathogen
associated molecular patterns) através de seus receptores de padrdes
“ndo-proprios”. Entre os PAMPs mais estudados, e que sdo
reconhecidos pelos hemdcitos, estdo: os lipopolissacarideos de bactérias
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Gram-negativas; o acido lipoteicéico, presente na parede de bactérias
Gram-positivas; p-1,3-glicanas, componentes da parede de fungos; &cido
ribonucleico de dupla fita devirus; entre outros(SCHMITT et al., 2011).
O reconhecimento de PAMPs desencadeia uma série de respostas
celulares e humorais que atuam na eliminacdo dasinfec¢bes (SCHMITT
etal., 2011).

A capacidade de adesdo celular, mediada por receptores como a
integrina, por exemplo, é de fundamental importancia para as respostas
de hemdcitos, uma vez que esti envolvida em eventos de espraiamento
celular, degranulacdo, encapsulacdo e fagocitose (SCHMITT et al.,
2011). A fagocitose, por sua vez, é uma das primeiras respostas imunes
gue atuam na eliminagcdo de microrganismos invasores, desempenhando,
portanto, um papel essencial para a sobrevivéncia dos bivalves
(ZHANG et al., 2014). Diferentes tipos de células e particulas podem
ser fagocitadas pelos hemdcitos de bivalves, incluindo bactérias, algas,
leveduras, células sanguineas ndo-préprias e esferas de latex (SONG et
al., 2010). A fagocitose envolve uma série de processos, 0s quais devem
ser precisamente regulados, que correspondem a adesdo, formacgéo de
pseuddpodes, internalizacdo via fagossomo e maturacdo do fagossomo
(SCHMITT et al., 2011). Dentro de um fagolisossomo maduro, lipases,
proteases, lisozima e péptidos antimicrobianos atuam de forma conjunta
na inativagdo de particulas ndo-préprias fagocitadas (SCHMITT et al.,
2011). Além destas, outras reacGes microbicidas também ocorrem, como
a producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO)(SCHMITT et al.,
2011).

A produgdo de ERO associada a mecanismo de defesa
microbicida inicia-se com a ativacdo de um complexo enzimatico
denominado fosfato de dinucleotideo de adenina e nicotinamida
(NADPH) oxidase. Este complexo encontra-se  associado,
principalmente, mas ndo exclusivamente, as membranas plasmatica e
lisossomal gerando anion superoxido (O, ) e/ou perdxido de hidrogénio
(H,0,)(BEDARD; LARDY; KRAUSE, 2007). Hemocitos de muitas
espécies de bivalves sdo capazes de produzir ERO (vide revisdes de
DONAGHY et al., 2009, 2014; SCHMITT et al., 2011; SONG et al.,
2010). No entanto, este processo parece ocorrer de forma distintaem
hemacitos de bivalves em comparacéo as células imunes de vertebrados.
Estasapresentam uma resposta rapida e com intenso consumo de O, e
producdo de ERO, fenbmeno conhecido como “burst” respiratorio
(BROWN; GRIENDLING, 2009). Em hemdcitos de C. gigas, alguns
estudos demonstram que a geracdo de ERO aumenta apenas cerca de 2-
10 vezes, e o pico ocorre entre 15 e 40 min apos a estimulacdo, ao passo
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que em fagdcitos de vertebrados o "burst" ocorre dentro de poucos
minutos, podendo ser até 1500 vezes maior que a atividade basal
(DONAGHY et al., 2014). Sendo assim, ainda ndo existe um consenso
se a producdo de ERO por hemdcitos de bivalves esta diretamente
envolvida em mecanismos microbicidas, contudo ndo se descarta a
possibilidade de que participem de funcdes fisioldgicas dos hemdcitos
(DONAGHY et al., 2009; DONAGHY et al., 2014). Por exemplo, a
producdo de ERO pelos hemdcitos esta envolvida em mecanismos de
morte  celular programada, como a apoptose(TERAHARA;
TAKAHASHI, 2008). Ademais, ja foi demonstrado que a producéo de
ERO em hemdcitos de C. gigasé indispenséavel para a liberacdo de DNA
para 0 meio extracelular, formando armadilhas responsaveis pelo
enredamento e captura de bactérias (POIRIER et al., 2014).

1.4.2 Sistema antioxidante

Todas as células que realizam respiracdo e fotossintese produzem
niveis basais de ERO (LESSER, 2006). As ERO sdo moléculas muito
instdveis que normalmente conttm um ou mais elétrons
desemparelhados (& excecdo do H,0, por exemplo), reagindo
rapidamente com moléculas e estruturas celulares proximas, tais como
membranas, DNA e proteinas, proporcionando um grande potencial
deletério para as funcbes celulares (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2007). Entretanto, estas moléculas também podem participar de vias
fisiologicas de sinalizacdo celular (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2007), atuando em processos de ativagdo, crescimento, proliferacdo e
morte celular (TRACHOOTHAM et al., 2008). Sendo assim, é de
fundamental importancia que os mecanismos de regulacdo dos niveis de
ERO intracelulares sejam rigorosamente regulados.

Como mencionado acima, durante a ativagdo de fagdcitos
“profissionais”, elevadas concentragcdes de O, e H,O, sdo produzidas
via NADPH oxidase (CROSS; SEGAL, 2004). O H,0,, além ser
formado por um grupo especifico de NADPH oxidases (dual oxidases
ou DUOX), também ¢ formado pela dismutacdo do O, , a qual pode
ocorrer de forma espontanea ou através da enzima superdxido dismutase
(SOD) (LESSER, 2006). Por ser mais estavel e ndo conter carga, 0 H,0,
é permeéavel as membranas bioldgicas, tendo o potencial de danificar
biomoléculas presentes nos proprios fagdcitos, assim como em células
vizinhas (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; SEGAL, 2008). O
H,0O, pode ser posteriormente reduzido por metais de transi¢do (reagéo
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de Fenton), formando o radical hidroxila (HO"), uma das ERO mais
reativas, atacando as primeiras moléculas biologicas que encontram. O
HO’ tem o potencial de iniciar reacoes de geracdo de radicais livres em
cadeia, oxidar lipideos de membrana, proteinas e acidos nucleicos (Fig.
5) (LESSER, 2006). Sendo assim, moléculas e sistemas capazes de
controlar os niveis de peréxidos sdo cruciais para proteger as células
contra concentragfes nocivas de ERO como,por exemplo, as que
ocorrem durante infeccdes causadas por microrganismos patogénicos
(FORMAN; TORRES, 2002).

Figura 5. Esquema simplificado demonstrando a producdo de espécies reativas
de oxigénio (ERO) e potenciais danos em biomoléculas durante o processo de
fagocitose.
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Apoés ativagdo da NADPH oxidase, sdo produzidas ERO como o anion
superéxido (O,7), peroxido de hidrogénio (H,0,) e o radical hidroxila (HO")
em presenca de metais de transicdo reduzidos como o Fe(ll). Estas ERO tém a
capacidade de oxidar biomoléculas como lipideos de membrana, proteinas e
acidos nucleicos, causando danos ():ronte: elaborado pelo préprio autor.

A fim de regular os niveis de ERO intra e extracelulares, os
organismos vivos, incluindo desde bactérias, até animais vertebrados e
invertebrados, contam com um complexo sistema de defesas
antioxidantes (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Estas defesas séo
de natureza, tanto enzimatica, como ndo-enzimdtica. Dentre 0s
antioxidantes ndo-enzimaticos de maior importancia para as células de
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organismos aerdhios, encontram-se o acido ascdrbico, os tocoferois, os
carotenos, os flavonoides, o &cido urico, a glutationa (GSH) e a
tioredoxina (Trx).

A GSH é um tripeptideo composto de L-y-glutamil-L-
cisteinilglicina, encontrado em altas concentracfes no interior da célula
(1-10 mM) (TIPPLE; ROGERS, 2012). A sintese de GSH ocorre via
duas reacgdes de sintese dependentes de ATP (Fig. 5). Primeiramente, 0s
aminodcidos cisteina e glutamato sdo unidos através do carbono gama
do glutamato para a formacdo de uma ligagdo peptidica incomum,
gerando o produto y-glutamilcisteina. Este primeiro e limitante passo na
sintese de GSH é catalisado pela enzima glutamato-cisteina ligase
(GCL). Posteriormente, a glicina é entdo adicionada & y-glutamilcisteina
pela glutationa sintase (GS) através de uma ligacdo peptidica classica,
formando entdo a GSH (Fig. 6) (LU, 2013). Acredita-se que esta ligacao
gama confere protecdo a GSH contra a degradacdo por aminopeptidases
(SIES, 1999). A existéncia de um inibidor especifico para GCL, a
butionina sulfoximina (BSO) (Fig. 6), permitiu inimeros estudos sobre a
importancia da GSH em diversos cenarios e sistemas (MEISTER;
ANDERSON, 1983). O BSO liga-se a GCL, especificamente e
irreversivelmente ao sitio de ligacdo da cisteina, onde é fosforilado,
impedindo assim sua liberagdo e promovendo a inativacao desta enzima
(MEISTER; ANDERSON, 1983). Por ser altamente especifico, nédo
apresenta toxicidade celular (MEISTER; ANDERSON, 1983). Inimeros
estudos, principalmente em mamiferos, puderam demonstrar que o0 BSO
pode ser aplicado com sucesso na deple¢do dos niveis de GSH, sendo
demonstrado em diversos modelos animais e tipos celulares, tanto in
vivo, quanto in vitro(MEISTER; ANDERSON, 1983), inclusive em
bivalves (CANESI et al., 2000; CONNERS; RINGWOOD, 2000;
RINGWOOD; CONNERS, 2000).

A GSH estd localizada em diferentes compartimentos
intracelulares, participando de diversos processos biol6gicos. Dentre as
funcbGes mais conhecidas e estudadas estdo: a manutencdo do estado
redox celular, a reducdo de hidroperéxidos, a conjugacdo com
compostos eletrofilicos e a protecdo de tidis proteicos contra oxidacdo
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Além destes, a GSH também
participa de outros processos de grande importancia para os sistemas
biolégicos como: a sintese de DNA, o metabolismo do ascorbato, a
comunicacao celular através de jungfes comunicantes, a detoxificacdo
de metilglioxal e aldeidos, a sintese de leucotrienos, o enovelamento
correto de proteinas e a degradagdo de proteinas contendo pontes
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dissulfeto (DEPONTE, 2013; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007,
KEHRER; LUND, 1994; MEISTER; ANDERSON, 1983).

Figura 6. Esquema representando a sintese de glutationa (GSH).
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Estdo apresentadas também as estruturas da GSH e da butionina sulfoxamina
(BSO), inibidor especifico da glutamato-cisteina ligase (GCL), enzima
limitante na sintese de GSH. GS — Glutationa sintase. Em destaque na estrutura
do BSO: motivo que se assemelha a estrutura da cisteina (circulo pontilhado), o
qual permite a interagdo deste composto com o sitio de ligacdo da cisteina na
GCL.Fonte: elaborado pelo proprio autor.

A capacidade antioxidante e a reatividade da GSH estdo
relacionadas ao seu grupo tiol (SH) do residuo de cisteina
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). A GSH tem a capacidade de
reagir diretamente com diversas espécies reativas ou radicalares (e.g.
0,7, HO', H,0,, acido hipocloroso e peroxinitrito), a qual se oxida
gerando o radical tiil (GS) (FRANCO; CIDLOWSKI, 2009;
HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Normalmente, duas moléculas
de GS' reagem formando um dissulfeto de glutationa, comumente
chamado de glutationa oxidada (GSSG). A reducdo da GSSG, e
consequente reciclagem da GSH se da através da enzima glutationa
redutase (GR), a custa de NADPH (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2007). A GR é responsavel pela manutencéo de elevados niveis de GSH
na sua forma reduzida, ou tidlica. A relacdo GSH/GSSG deve ser
rigorosamente controlada a fim de manter o ambiente redutor
intracelular (regulacdo do estado redox), evitando o estresse oxidativo, e
garantindo, portanto, o correto funcionamento e sobrevivéncia das
células (DEPONTE, 2013; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Sob
condicdes fisiologicas, os niveis de GSSG sdo menores do que 1 % em
relagdo a concentragdo total de GSH intracelular, sendo que o acimulo
de GSSG nas células é capaz de ativar vias de sinalizacdo que induzem a
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apoptose (FRANCO; CIDLOWSKI, 2009). A manutencdo do ambiente
redutor intracelular também é fundamental na protecdo dos tidis de
proteinas (PSH), impedindo sua oxidacdo. Os PSH sdo bastante
sensiveis a alteracOes redox, podendo ser oxidados a radical tiil (PS"),
dissulfetos intra e intermoleculares, acido sulfénico (SOH), sulfinico
(SO,H) e sulfénico (SOsH), etc. A GSH pode agir tanto na protecdo
destes eventos de oxidagdo dos PSH, quanto em sua reparacao
(DOMAZOU et al., 2014). Por exemplo, um dos mecanismos de
protecdo dos PSH é a formacdo de pontes dissulfeto entre a GSH e a
proteina, processo chamado de glutationilagdo, evitando assim danos
irreversiveis (DALLE-DONNE et al., 2007).

A participacdo da GSH na eliminacdo de perdxidos pelos
sistemas biologicos se da através das enzimas glutationa peroxidase
(GPx), glutationa S-transferase (GST) e peroxiredoxina 6 (Prx-6)
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Diversas outras enzimas
possuem atividade peroxidatica, que consiste na capacidade de usar um
peroxido (R-OOH) para oxidar outro substrato, porém serd dado
enfoque nas enzimas acima citadas, as quais utilizam a GSH como
substrato a ser oxidado aos seu dissulfeto (GSSG). A GPx é uma seleno-
proteina, sendo o selénio componente importante do sitio ativo desta
enzima,o qual se apresenta na forma de selenocisteina. Esta enzima é
capaz de reduzir tanto hidroperoxidos organicos quanto o H,0,
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). A GST, apesar de ser
classicamente conhecida por seu papel na detoxificacdo de compostos
eletrofilicos (o qual serd discutido porteriormente), também apresenta
atividade peroxidatica contra hidroperéxidos organicos (mas ndo H,0,),
apesar de ndo ser uma seleno-proteina (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2007). A Prx6, outra peroxidase independente de selénio, corresponde a
uma isoforma da familia das Prxs que contém apenas uma cisteina em
sua estrutura (1-cis-Prx), enquanto que as outras isoformas possuem
duas cisteinas (2-cis-Prx). Esta caracteristica confere a Prx6 a sua
dependéncia de GSH, sendo que as 2-cis-Prxs dependem da Trx como
agente redutor (o que também sera discutido com mais detalhes em
seguida) (ARNER; HOLMGREN, 2000). Estas trés classes de enzimas
utilizam a GSH como doadora de elétrons para reduzir os peroxidos
aagua (H,0), no caso do H,0, (a exce¢do da GST), ou a alcodis (R-OH)
e H,O, no caso de hidroperéxidos organicos, gerando GSSG no
processo. Como mencionado anteriormente, a GSSG é reduzida pela
GR, reestabelecendo os niveis de GSH (Fig. 7) (HALLIWELL,;
GUTTERIDGE, 2007).
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Figura 7. Esquema representando o sistema de detoxificagdo de hidroperdxidos
dependente de glutationa (GSH).
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O grupo funcional (R-) pode ser tanto uma cadeia de hidrocarbonetos
(hidroperoxidos orgénicos) quanto um hidrogénio (H,0,), 0s quais sao
substratos para as enzimas glutationa peroxidase (Gpx) e peroxiredoxina 6
(Prx6). No caso da glutationa S-transferase (GST), 0 R-OOH representa apenas
hidroperdxidos organicos.Fonte: elaborado pelo proprio autor.

A eliminacdo de hidroperdxidos organicos e H,0, também pode
ser realizada por uma familia de enzimas conhecidas como
peroxiredoxinas(Prxs), as quais foram descobertas apenas recentemente
em comparacdo as outras enzimas antioxidantes (NORDBERG;
ARNER, 2001). De modo geral, a redugéo de hidroperdxidos pelas Prxs
¢ independente de GSH, & exce¢do da Prx6. Durante a reducdo dos
hidroperdxidos, uma das cisteinas (cisteina peroxidatica) das 2-cis-Prxs
¢ oxidada formando um 4cido sulfénico (Cis-SOH), o qual
posteriormente reage com a outra cisteina (cisteina de resolucao)
presente em sua estrutura, formando uma ponte dissulfeto. A Trx, uma
proteina que também contém dois grupos tiolicos, é entdo utilizada na
reducdo das 2-cis-Prxs oxidadas. Neste processo, a Trx se oxida
formando um dissulfeto intramolecular, devendo ser constantemente
reciclada para o funcionamento correto do sistema peroxidatico, o qual é
realizado pela tioredoxina redutase (TrxR), a custa de NADPH (Fig. 8)
(ARNER; HOLMGREN, 2000). Assim como a GSH, a Trx também
participa de outros processos biolégicos como: sintese de DNA, reducéo
de dissulfetos em proteinas, reparo em proteinas, regulacdo da
fotossintese em plantas, regulacéo redox de fatores de transcricdo, entre
outros(ARNER; HOLMGREN, 2000).
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Figura 8. Esquema representando o sistema de detoxificagdo de hidroper6xidos
elas peroxiredoxinas de duas cisteinas (2-cis-Prxs).

H" + NADPJr\/’ Teq \/ R-O0H

o -SHp

—SHR
NADPH /\ / R-OH + H,0

O grupo funcional (R-) pode ser tanto uma cadeia de hidrocarbonetos
(hidroperdxidos organicos) quanto um hidrogénio (H,O,). —SH, representa a
cisteina peroxidatica e SHy representa a cisteina de resolucéo das 2-cis-Prxs.
Trxes — forma reduzida da tiorredoxina (Trx); Trx, — forma oxidada da
Trx.Fonte: elaborado pelo préprio autor.

A catalase (Cat) é outra enzima capaz de detoxificar o H,O,de
forma independente de GSH, porém néo detoxifica peréxidos organicos.
Esta enzima catalisa a dismutacdo do H,0, em H,O e oxigénio
molecular (O,). A Cat dos eucariotos contém um grupo prostético hemo
(contendo ferro) em seu sitio ativo. E um homotetramero, sendo que
cada uma das subunidades contém um grupo hemo. Durante a reacéo de
dismutagdo do H,0,,uma primeira molécula de H,0, é reduzida a H,0,
através da oxidacdo do seu grupo Fe(lll)-hemo, gerando a forma
radicalar O=Fe(IV)-hemo(™") o qual é reestabelecido a partir da entrada
de uma segunda molécula de H,O,, gerando H,O e O, (Fig. 9)
(KIRKMAN; GAETANI, 2007).

A GSH também desempenha um papel central na remocdo ou
modificacdo de indmeros compostos eletrofilicos tanto enddgenos,
guanto exdgenos, sendo estes Ultimos também conhecidos como
xenobiontes (DEPONTE, 2013). Durante este processo, a GSH é
conjugada com estes compostos através da acdo GST. Durante a reacdo
de conjugacao, o grupo SH da GSH reage com os centros eletrofilicos
de uma ampla variedade de substratos. A atividade da GST faz parte de
via de biotransformacdo de fase Il, em conjunto com reacdes de
sulfatacdo, glicuronidacdo, acetilagdo e metilagdo. Esta etapa de
biotransformacdo, é portanto, responsdvel pela diminuicdo da
lipofilicidade e aumento do peso molecular destes compostos,
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diminuindo sua toxicidade e facilitando sua excrecdo. Desta forma, as
GSTs participam da protecdo dos centros nucleofilicos de biomoléculas
como proteinas e acidos nucleicos contra o ataque de xenobiontes
(DEPONTE, 2013).

Figura 9. Esquema representando o sistema de detoxificacdo de perdxido de
hidrogénio (H,0,) pela catalase (Cat).

HZOZ\ }o o
Fe(IIT) >+ Fe(IV)
Cat Cat

VD

H20 + 02 H202

O Fe(lll) da primeira metade da reacgéo representa a forma férrica do ferro do
grupo hemo, enquanto que “Fe(lV) representa a forma radicalar, intermediaria
da reacéo.Fonte: elaborado pelo proprio autor.

Os conjugados de GSH sdo metabolizados para serem
posteriormente excretados pela via do &cido mercaptdrico. Um substrato
modelo, tradicionalmente utilizado para avaliar a atividade GST
(substrato universal) e a via do acido mercaptdrico em mamiferos, é o 1-
cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) (DEPONTE, 2013). Neste modelo, o
CDNB é conjugado intracelularmente com GSH, gerando o composto
2,4-dinitrofenil-glutationa. Este composto posteriormente sofre a agdo
de diversas enzimas que participam da via do &cido mercaptdrico,
podendo entéo ser excretado pelo organismo(Fig. 10) (HINCHMAN;
BALLATORI, 1994). O CDNB também tem sido utilizado em
mamiferos como um agente perturbador do sistema antioxidante, uma
vez que sua metabolizagcdo promove a deplecdo dos niveis de GSH,
sendo também capaz de inibir a TrxR (SEYFRIED; WULLNER, 2007).
Este composto promove distlrbios tanto nos sistemas da GSH quanto da
Trx, podendo ser utilizado para compreender a importancia destes
sistemas em diferentes aspectos do metabolismo e funcéo celular
(PADGAONKAR et al., 2014). O CDNB ja foi utilizado em estudos
com bivalves, sendo que além destes efeitos, também promoveu a
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diminuigdo da atividade GR (MELLO et al., 2015; TREVISAN et al.,
2012, 2014).

Figura 10. Esquema representando a conjugagdo de xenobiontes com a
glutationa (GSH).

X meio extracelular

meio intracelular

GSH
Gli
oS X —S-Cis—— oo >
GST Glu |
s e ]

X — representa compostos eletrofilicos, como por exemplo o 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno (CDNB), o qual pode atravessar a membrana plasmética. Dentro
das células 0 CDNB é conjugado com a GSH pela acdo da enzima glutationa S-
transferase (GST). O conjugado é entdo transportado para fora da célula, onde
sofre a agdo de ectopeptidases. Depois, é transportado de volta para a célula
(podendo ser uma célula de outro tecido), onde participa de mais uma reagéo,
formando um composto com maior peso molecular e hidrofilicidade, o qual
pode ser posteriormente excretado. Este conjunto de reagBes participa da
chamada “via do acido mercapturico”. Os aminoacidos que compdem a GSH
estdo representados (Gli — glicina; Cis — cisteina; Glu — glutamato), assim como
a molécula de enxofre da Cis (S).Fonte: elaborado pelo prdprio autor.

1.5 A importéncia de se estudar os sistemas de defesa de bivalves

A sobrevivéncia das ostras é de grande interesse tanto do ponto
de vista ecoldgico quanto econdmico, o que justifica a importancia de
estudos basicos que contribuem com o conhecimento de mecanismos de
defesa nesse grupo de animais. Entretanto, no que diz respeito ao
sistema antioxidante,a maior parte do conhecimento que se tem
atualmente advém de organismos modelo, como mamiferos e leveduras.
No entanto, este sistema estd presente de forma ubiquota entre os seres



46

vivos, incluindo procariontes e plantas (FOYER; NOCTOR, 2005),
apesar de pequenas diferencas de mecanismos e estrutura de algumas
moléculas. Apesar dos bivalves ndo serem modelos classicos para
estudos bioquimicos relacionados aos sistemas antioxidante e imune,
estes animais estdo constantemente sujeitos a desafios prd-oxidantes e
patogénicos no ambiente marinho. Desta forma, o correto
funcionamento desses sistemas estd intimamente relacionado &
sobrevivéncia dos bivalves tanto em seu habitat natural, quanto em
cultivos.

A homeostase redox garante as células uma resposta adequada a
estimulos internos e externos, porém, quando é perturbada, o estresse
oxidativo pode levar a morte celular e/ou contribuir com o
desenvolvimento de doencas (HAYES; MCLELLAN, 1999). Sendo
assim, distarbios em pardmetros antioxidantes dos organismos podem
influenciar as respostas imunoldgicas, 0 que pode caracterizar uma
possivel relacdo entre os sistemas antioxidante e imune. Além disso,
como discutido anteriormente, as defesas antioxidantes podem ser
particularmente importantes em respostas especificas do sistema imune
como a destruicdo de microrganismos dependente de ERO durante a
fagocitose. No entanto, apesar de mais evidentes, estas relagdes ndo
correspondem aos Unicos vinculos possiveis entre 0s sistemas imune e
antioxidante. Varios estudos vém demonstrando que moléculas
tipicamente pertencentes ao sistema antioxidante podem participar
diretamente de mecanismos de resposta imune. Entre estes pode-se citar:
regulacdo de producdo de citocinas (HADDAD; HARB, 2005),
regulacdo de fatores de transcricdo associados a resposta imune
(PINEDA-MOLINA et al., 2001), diferenciacdo e atividade fagocitica
de macréfagos (KIM et al., 2004), proliferacdo de esplendcitos
(ABDALLA et al, 2011), funcio de linfocitos (DROGE;
BREITKREUTZ, 2007, DROGE et al., 1994), ativagio do “burst”
oxidativo e liberacdo de “armadilhas” de DNA para o meio extracelular
em neutréfilos (YAN et al., 2012), entre outros. Contudo, em bivalves a
informacédo disponivel é bastante limitada, sendo que a importancia de
pardmetros associados ao sistema antioxidante para as respostas
imunoldgicas é praticamente desconhecida. Sendo assim, a maior parte
do presente trabalho focou em avaliar a importancia de tiol redutases e
manutencdo dos niveis de GSH para a funcdo dos hemdcitos e
sobrevivéncia de ostras desafiadas com agentes pré-oxidantes e
bactérias.
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1.60bjetivo geral do presente trabalho

Investigara presenca de potenciais patégenos de bivalves e uma
possivel interelagdo entre 0s mecanismos de defesa imune e antioxidante
de ostras.

1.70bjetivos especificos

Estudo 1 — Investigar a presenca de potenciais patdgenos de ostras
em Santa Catarina

v Investigar, através de técnicas de biologia molecular, a presenca
de potenciaispatogenos de bivalves(OsHV-1, V. splendidus e V.
aestuarianus) em ostras do Pacifico (C. gigas) e nativas (C.
gasar).

Estudo 2 —Determinar os efeitos do composto eletrofilico CDNB
sobre a funcéo de hemacitos de ostras do Pacifico

v Determinar os efeitos do CDNB na viabilidade, niveis de GSH
e PSH, assim como na atividade das enzimas GR e TrxR de
hemécitos de ostras do Pacifico (C. gigas) ap6s exposicao in
Vitro;

v' Determinar os efeitos do CDNB na capacidade de adeséo,
fagocitose e producdo de ERO de hemdcitos apds exposicao in
vitro.

Estudo 3 — Determinar os efeitos da deplecdo da GSH na funcgéo de
hemacitos e na sobrevivéncia de ostras do Pacifico mediante
desafios oxidativos ou bacterianos

v' Estabelecer condicBes experimentais ideais, através de
tratamento in vivo com um inibidor da sintese de GSH, o BSO,
a fim de diminuir os niveis de GSH em tecidos de ostras do
Pacifico (C. gigas);

v' Determinar os efeitos da deplecdo de GSH induzido pelo
tratamento com BSO sobre:
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o a contagem total e diferencial, viabilidade, capacidade
de adesdo e fagocitose de hemdcitos apos exposicao in
Vivo;

o ataxa de sobrevivéncia de ostras expostas a peroxidos;

O a taxa de sobrevivéncia de ostras expostas a cinco
diferentes espécies de vibrios.
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CAPITULO 2 - INVESTIGAGAO DA PRESENGA DE
POTENCIAIS PATOGENOS DE OSTRAS EM SANTA
CATARINA

2.1 Materiais e métodos

2.1.1 Coleta dos animais

Ostras adultas das espécies Crassostrea gigas e C. gasar(=C.
brasiliana) foram obtidas de cinco diferentes locais ao longo da costa de
Santa Catarina (Fig. 11). Em cada local e a cada coleta, 30 animais
foram randomicamente selecionados em cultivos ou em costdo. As
coletas foram feitas nos seguintes meses: janeiro, marco, agosto e
dezembro de 2013 e margo e agosto de 2014. As coletas foram feitas em
duas localidades do municipio de Floriandpolis (Ribeirdo da llha -
27°29’S, 48°32°0 - e Sambaqui - 27°75’S, 48°57°0), e em uma
localidade de cada um dos seguintes municipios: Palhoga (26°87’S,
48°59°0), Biguacu (27°53’S, 48°62°0) e Balnedrio Barra do Sul
(26°32°S, 48°66°0). Ostras C. gigas foram coletadas em todas as
localidades, exceto em Balneério Barra do Sul, onde estas ndo estavam
sendo cultivadas no local selecionado para coleta. Ostras C. gasar foram
encontradas apenas em Sambaqui e Balneario Barra do Sul. Ao todo,
foram coletados 720 individuos da espécie C. gigas e 353 individuos da
espécie C. gasar, os quais foram transportados diretamente ao Nucleo
de Estudos em Patologias Aquicolas, no Laboratério de Malacologia
Experimental, da Universidade Federal de Santa Catarina, para
processamento das amostras. A Tabela 2apresenta dados referentes
aalgumas condicbes da agua do mar durante as coletas, 0s quais foram
obtidos através da Fundacdo do Meio Ambiente (FATMA, 2016), 6rgao
ambiental do estado de Santa Catarina.
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Figura 11. Locais de coleta de ostras em Santa Catarina, Brasil.
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Tabela 2. Pardmetros referentes a gua do mar.

Data Data T

Lol (coleta de ostras) (andlise da agua) (°C) sl lETes
ge'lbﬁt']':o 15/01/2013 14/01/2013 23 300
18/03/2013 18/03/2013 20 230
21/08/2013 06/08/2013 16 230
12/12/2013 09/12/2013 2% 300
27/03/2014 27/03/2014 25 300
14/08/2014 14/08/2014 12 122
Sambaqui  16/01/2013 17/01/2013 2% 500
20/03/2013 19/03/2013 22 500
19/08/2013 14/08/2013 14 500
11/12/2013 09/12/2013 22 230
26/03/2014 31/03/2014 25 230
13/08/2014 27/08/2014 17 106
Palhoca 15/01/2013 17/01/2013 23 230
19/03/2013 21/03/2013 20 5000
21/08/2013 13/08/2013 17 300

12/12/2013 12/12/2013 20 300
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27/03/2014 26/03/2014 25 500
14/08/2014 26/08/2014 18 211
g:'r?aea”o 18/01/2013 16/01/2013 25 230
do sul 21/03/2013 20/03/2013 22 9000
20/08/2013 27/08/2013 18 800
10/12/2013 03/12/2013 25 64,1
25/03/2014 26/03/2014 26 230
12/08/2014 29/07/2014 19 399
Biguacu 17/01/2013 14/01/2013 24 300
22/03/2013 21/03/2013 22 400
19/08/2013 15/08/2013 16 230
10/12/2013 12/12/2013 22 230
25/03/2014 27/03/2014 24 1300
12/08/2014 12/08/2014 16 1112

Os dados de temperatura, concentragdo de coliformes e condi¢do da &gua do
mar foram cedidos pela FATMA. Os dados sdo referentes aos locais e as datas
mais préximos possiveis aos de coleta deste estudo. *NMP/100 mL(NMP-
nimero mais provavel de Escherichia coli). Fonte: FATMA (2016).

2.1.2 Coleta de tecidos

As amostras de tecidos de cerca de 5 mm? de branquia e glandula
digestiva foram coletadas na forma de pools de 5 animais (n = 6), €
posteriormente armazenadas a -80 °C. Os materiais utilizados foram
esterilizados em estufa, a 200 °C por no minimo 2 h, ou através da
gueima dos materiais utilizando-se de um bico de Bunsen. Estes
procedimentos visaram evitar contaminagdo cruzada das amostras.

2.1.3 Extracao de DNA e condicdes da PCR

Foram coletadas amostras de DNA gendmico a partir dos pools
de tecidos de ostras. Estes foram picotados com o auxilio de laminas de
bisturi estéreis,sendo utilizado cerca de 25 mg de tecido para extracédo
de DNA gendmicocom o produto comercial DNeasy 96 Blood & Tissue
Kit (Qiagen), conforme as instru¢bes do fabricante. Apos a extracdo, as
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amostras de DNA foram submetidas & leitura da sua absorbancia nos
comprimentos de onda de 260, 280 e 230 nm a fim de verificar a sua
concentracdo e pureza (razBes 260/280 e 260/230). Em seguida, 500 ng
de cada amostra foi destinado a eletroforese em gel de agarose 1 %, a
fim de verificar a integridade do DNA. O gel foi visualizado na presenca
de brometo de etideo em um transiluminador UV. As amostras foram
entdo analisadas por PCR em Tempo Real (QPCR) para a investigagédo
molecular da presenca dos diferentes patdgenos de interesse (virus
OsHV-1 e bactérias Vibrio splendidus e V. aestuarianus) utilizando,
primeiramente, os pares de iniciadores C9/C10, VTS/VS, VSPN-
F/IVSPN-R e AesF1/AesR1 descritos na Tabela 3. Como controle
positivo, foram utilizadas amostras de DNA extraido de ostras
contaminadas com os diferentes patdgenos (V. aestuarianus 02/41, V.
splendidus(= V. tasmaniensis) LGP32 e OsHV-1 pVar), gentilmente
cedidas pela Dra. Caroline Montagnani (Mécanismes d’Interaction et
d’Adaptation en Milieu Marin, Universidade de Montpellier Il, Franca).
As (gPCRs foram realizadas utilizando o reagente Maxima SYBR
Green/ROX gPCR Master Mix 2X (Thermo Scientific), de acordo com
as instrugdes do fabricante, e o sistema de deteccdo ABI 7900HT
(Applied Biosystems). Em cada reacdo foi adicionado 200-500 ngde
DNA de uma dada amostra. A amplificacdo ocorreu através de uma
etapa inicial de desnaturacdo a 95 °C por 10 min, seguida de 40 ciclos a
95 °C por 15 s e 60 °C por 60 s. Analises das curvas de fusdo foram
realizadas ao final da etapa de amplificacdo e a temperatura de fusdo
(Tm) dos produtos de PCR foram avaliados e comparados aos dos
controles positivos. A fim de confirmar se os picos observados pelas
curvas de fusdo representavam o produto de tamanho esperado, algumas
amostras que apresentaram uma Tm igual ou préxima a Tm do controle
positivo foram avaliadas por eletroforese em gel de agarose 1 %. O gel
foi visualizado na presenca de brometo de etideo em um transiluminador
UV. Foram realizadas ainda PCRs tradicionais com o0s pares de
iniciadores C2/C6, OsHVDP-For/OsHVDP-Rev, Gp3/Gp4, a fim de
validar a deteccdo do OsHV-1. O par de iniciadores GAPDH-like F/
GAPDH-like R, capaz de amplificar o gene da gliceraldéido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH-like) tanto de ostrasC. gigas quanto de C.
gasar, também foi utilizado como controle interno a fim de verificar a
presenga de inibidores nas amostras. As PCRs tradicionais foram
realizadas utilizando-se o reagente 2X PCR Taq MasterMix (abm), de
acordo com as instrucOes do fabricante. Para a analise de cada amostra
foi adicionado 200-500 ng de DNA em 1 pyL ao meio de reagdo. A
amplificacdo ocorreu através de uma etapa inicial de desnaturagdo a 95
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°C por 3 min, seguida de 35 ciclos a 94 °C por 30 s, 60 °C por 30se 72
°C por 30 s, seguida de uma etapa final de extensdo a 72 °C por 5 min.
Os produtos de PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose
1 %, corados com iodeto de propideo e visualizados através de um
transiluminador UV.

Tabela 3. Lista dos pares de iniciadores utilizados para a investigagdo molecular
dos diferentes patdgenos de interesse.

Organismo Nome Sequéncia (5'-3") pb Referéncia
OsHV-1 o GAGGGAAATTTGCGAGAGAA Barbosa-
197 Solomieu
etal.
C10 ATCACCGGCAGACGTAGG (2004)
€2 CTCTTTACCATGAAGATACCCACC Barbosa-
Solomieu
Bo2 etal
cé GCAGTTGTGGTATACTCGAGATTG (2004)
OsHVDP-For  ATTGATGATGTGGATAATCTGTG 198 Z'Zfe“m
OsHVDP-Rev  GGTAAATACCATTGGTCTTGTTCC (2010)
Gp3 GGTTGTGGGTTTGGAAATGT Batista et
6% a1 (2007)
Gpa GGCGTCCAAACTCGATTAAA :
V. aestuarianus  AesF1l GTATGAAATTTTAACTGACCCACAA 266 Saulnier et
AesR1 CAATTTCTTTCGAACAACCAC al. (2009)
V. splendidus VTS GAGCGGAAACGACACTAACA 17 Lago et al.
Vs AAGAGATAGCGCTATTAACGCT (2009)
VSPN-F GATTTAGTTAAAGCCAGAGC 294/ Leeetal.
VSPN-R CCTGATAACTGTTTGCCG 240 (2002)
C. gigas GAPDH-likeF*  AAGCAACAAGGATTGGCGTGGT e

139 Nunes et
GAPDH-likeR*  AACTGGTACGCGGAAAGCCATT al. (2015)

As publicaces utilizadas como referéncia para obtencdo das sequéncias de cada
iniciador sdo citadas, assim como o tamanho esperado do produto amplificado.?
par de iniciadores utilizado para amplificacdo de uma sequéncia de ostra
(controle interno), a fim de investigar a presenca de inibidores da PCR na
amostra. Este par de iniciadores amplificam o gene GAPDH-like de ostras C.
gigas e C. gasar.

2.1.4 Purificacdo dos produtos de PCR, sequenciamento do DNA e
alinhamento

Os produtos de PCR foram purificados através do illustra GFX
PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare), de acordo
com as recomendacdes do fabricante. As amostras foram sequenciadas
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em ambos os sentidos de leitura (senso e anti-senso) por uma empresa
contratada (Eton Bioscience, San Diego, USA) utilizando o
sequenciador ABI 3730xI DNA Sequencer (Applied Biosystems),
juntamente com o BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems). A nomeacdo de bases, triagem de vetores e
remocdo de bases com baixa qualidade foi realizada pela Eton
Bioscience com softwares proprietarios. O alinhamento das sequéncias
senso e anti-senso foi realizado utilizando-se a ferramenta Clustal
Omega (1.2.1) (SIEVERS et al., 2011), e a montagem realizada
atravésdo programaCAP3 (HUANG; MADAN, 1999). As sequéncias
obtidas foram entdo sujeitas a buscas através do programa BLASTnN
(2.3.0+)(ALTSCHUL et al., 1997), na colecdo de nucleotideos do
Centro Nacional de Informacdo Biotecnoldgica (NCBI). O alinhamento
multiplo das sequéncias obtidas neste estudo com as sequéncias
detectadas via BLASTn também foi realizado utilizando-se a ferramenta
Clustal Omega.

2.2 Resultados

2.2.1 Vibrio spp.

A presenca dos patégenos V. splendidus e V. aestuarianus foi
investigada em amostras de tecidos de ostras coletadas em diferentes
localidades ao longo da costa de Santa Catarina. Andlises de gPCR
foram realizadas com amostras de DNA extraido de branquias e
glandulas digestivas de ostras nativas e japonesas, utilizando-se os pares
de iniciadores VTS/VS, VSPN-F/VVSPN-R e AesF1/AesR1.

Nao foram encontradas amostras que apresentassem amplificacdo
utilizando-se o iniciador AesF1/AesR1, o qual permite a detec¢do de V.
aestuarianus. O controle positivo, por sua vez, apresentou um produto
de ~300 pb, proximo ao tamanho esperado (266 pb) (dados néo
apresentados). Esta falta de amplificacdo provavelmente ndo se deu
devido & presenga de inibidores da PCR nas amostras de estudo (falsos
negativos), uma vez que a amplificacdo da sequéncia correspondente ao
gene GAPDH-like de ostras ocorreu em todas as amostras que foram
analisadas com o par de iniciadores GAPDH-like-F/GAPDH-like-R
(Fig. 12).
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Figura 12. Amplificagdo de uma sequéncia pertencente ao genoma de ostras
Crassostrea spp.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 C-

200 pb
100 nh

O par de iniciadores GAPDH-like-F/GAPDH-like-R capaz de amplificar o gene
correspondente a gliceraldéido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH-like) de ostras
do Pacifico (Crassostrea gigas) e nativas (C. gasar) foi usado em amostras de
DNA de ostras coletadas em diferentes locais de Santa Catarina, através de
reacbes de PCR convencional. M = Marcador de tamanho do fragmento de
DNA de 100 pb; 1 a 18 - amostras aleatdrias de DNA de tecidos de ostras
coletadas em diferentes locais de Santa Catarina; C — reacdo de amplificagdo
sem adicdo de amostras de DNA (controle negativo).

Algumas amostras apresentaram amplificacdo de produtos de
gPCR em presenca dos pares de iniciadores VSPN-F/R e VTS/VS,
ambos destinados a detecgdo da espécie V. splendidus. Analises de
gPCR utilizando as amostras de controle positivo revelaram produtos
com Tmde 79,1 °C e 77,2 °C para os iniciadores VSPN-F/R e VTS/VS,
respectivamente (Anexo A; Figs. 1A e 1B). Algumas amostras que
apresentaram amplificagdo com ambos os iniciadores e que
apresentaram um Tm similar ao do controle positivo foram destinadas a
eletroforese em gel de agarose e sdo mostradas na Figura 13. Foram
observadas, portanto, amostras positivas, ou seja, que apresentaram
produtos de PCR com um tamanho préximo ao esperado para ambos os
iniciadores utilizados, indicando a presenca de V. splendidus.

Foram entdo selecionadas duas amostras positivas (uma para cada
um dos pares de iniciadores), as quais foram purificadas e
posteriormente enviadas para sequenciamento em ambos os sentidos de
leitura (senso e anti-senso). Analises de alinhamento das sequéncias
obtidas com os iniciadores VSPN-F e VSPN-R revelaram que estas ndo
foram totalmente complementares (apenas 52 % de identidade),
provavelmente devido a baixa qualidade das amostras enviadas para o
sequenciamento (Anexo B, Fig. 1). Ja as sequéncias obtidas com os
iniciadores VTS e VS apresentaram uma alta complementaridade (93 %
de identidade), possibilitando a montagem destas em uma sequéncia
Unica (Anexo B, Fig. 2). Mesmo apresentando uma baixa qualidade, as
sequéncias obtidas com os iniciadores VSPN-F e VSPN-R apresentaram
78 e 79 % de identidade com uma sequéncia pertencente a espécie V.
splendidus cepa ATCC 33125, respectivamente. As sequencias também
apresentaram 92 e 78 % de identidade com uma sequéncia pertencente a
espécie V. splendidus cepa LGP32, respectivamente (Anexo B; Figs. 3 a
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6; Anexo C; Tabela 1). Enquanto que a sequéncia obtida com o par de
iniciadores VTS/VS apresentou 98 % de identidade com varias espécies
de Vibrio, incluindo algumas cepas de V. splendidus (Anexo B; Fig. 7;
Anexo C; Tabela 1). Desta forma, os dados de prevaléncia do V.
splendidus, sdo referentes ao par de iniciadores VSPN-F/VSPN-R, uma
vez que nao foi possivel identificar qual espécie de Vibrio foi detectada
com o par de iniciadores VTS/VS.

Figura 13. Detec¢do molecular de Vibrio splendidus.

A) M 1 2 3 4 5
& 300pb

% 200 pb

B)

-
S 500 pb
- - e

Foram realizadas reacGes de gPCR e os produtos
separados por eletroforese em gel de agarose. (A) Par
de iniciadores VSPN-F/VSPN-R: M = Marcador de
tamanho do fragmento de DNA de 100 pb, 1=
controle negativo, 2-4= amostras de DNA extraidos
de tecidos de ostras de diferentes locais de Santa
Catarina que apresentaram amplificacdo, 5= controle
positivo (amostras de DNA extraido de ostras
infectadas com V. splendidus). B) Par de iniciadores
VTS/VS: 1= controle negativo, 2 e 3= amostras de
DNA extraidos de tecidos de ostras de diferentes
locais de Santa Catarina que apresentaram
amplificacdo, 4= controle positivo (amostras de DNA
extraido de ostras infectadas com V. splendidus).

2.2.2 OsHV-1

A presenca do virus OsHV-1 também foi investigada em
amostras de DNA extraido de branquias e glandulas digestivas de ostras
coletadas em diferentes locais da costa de Santa Catarina. Andlises de
gPCR foram realizadas primeiramente com o par de iniciadores C9/C10.
Através de andlises das curvas de fusdo formadas pelos produtos
amplificados, no controle positivo foi observado um Unico pico
correspondendo a uma Tm de 81,2 °C, enquanto que as amostras de
estudo apresentaram, muitas vezes, mais de um pico, 0s quais
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apresentaram Tm variando entre 70,9 e 81,9 °C (Anexo A; Fig. 1C).
Algumas amostras que apresentaram ao menos um pico com Tm
semelhante ao do controle positivo foram posteriormente submetidas a
separacdo por eletroforese em gel de agarose. Foi observado que
algumas amostras apresentaram ao menos um produto de tamanho
esperado (~200 pb) juntamente com produtos de outros tamanhos,
enquanto que em outras amostras foram amplificados apenas produtos
de tamanho diferente do previsto (Fig. 14).

Figura 14. Deteccdo molecular do Ostreid herpesvirus 1 (OsHV-1).
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Foram realizadas reacdes de qPCR com o par de iniciadores C9/C10
e 0s produtos separados por eletroforese em gel de agarose. M =
Marcador de tamanho do fragmento de DNA de 100 pb, 1= controle
negativo, 2-10= amostras de DNA extraidos de tecidos de ostras de
diferentes locais de Santa Catarina que apresentaram amplificacéo,
11= controle positivo (amostras de DNA extraido de ostras
infectadas com OsHV-1).

Algumas amostras que apresentaram amplificacdo com o par de
iniciadores C9/C10 foram analisadas ainda, por PCR convencional,
utilizando trés outros pares de iniciadores capazes de detecar o OsHV-1:
C2/C6, OsHVDP-For/OsHVDP-Rev e Gp3/Gp4. Nao foi observada
amplificacdo em nenhuma das amostras analisadas utilizando-se o0s
pares de iniciadores C2/C6 e OsHVDP-For/OsHVDP-Rev, apesar da
forte amplificacdo observada com o controle positivo para ambos 0s
iniciadores (dados ndo apresentados). Contudo, algumas amostras
apresentaram amplificacdo de um produto de ~200 pb, bem diferente do
tamanho esperado (698 pb) (Fig. 15)

O produto de tamanho esperado (~200 pb) e um outro produto de
~400 pb, ambos obtidos com o par de iniciadores C9/C10, foram
purificados e sequenciados, assim como o produto de tamanho ndo
esperado (~200 pb) obtido com o par de iniciadores Gp3/Gp4. Os pares
de sequéncias obtidas (senso e anti-senso) dos produtos de ~200 pb e
~400 pb obtidos utilizando o par de iniciadores C9/C10 nao puderam ser
montadas em uma sequéncia Unica. A identidade entre as fitas senso e
anti-senso do produto de ~200 pb foi de 47 %, enquanto que a do
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produto de ~400 pb foi de 74 % (Anexo B; Figs. 8 e 9). Novamente, isto
provavelmente se deu devido a baixa qualidade das amostras,
aparentando haver contaminacdo com mais de uma sequéncia. Ja as
sequéncias obtidas com os iniciadores Gp3 e Gp4 apresentaram uma
identidade maior (78 %), possibilitando a montagem destas em uma
Unica sequéncia (Anexo B, Fig. 10). Mesmo apresentando uma baixa
qualidade, as sequéncias obtidas a partir do produto de ~200 pb, obtida
com os iniciadores C9 e C10, apresentaram cerca de 90 % de identidade
com uma sequéncia pertencente ao virus OsHV-1 (Anexo B; Figs. 11 e
12; Anexo C; Tabela 1). Em contrapartida, as sequéncias obtidas a partir
do produto de ~400 pb apresentaram entre 74 e 77 % de identidade com
uma sequéncia pertencente a propria ostra da espécies C. gigas (Anexo
B; Figs. 13 e 14; Anexo C; Tabela 1). As amostras apresentando o
produto de ~400 pb e que ndo apresentaram o produto de ~200 pb, nédo
foram consideradas, portanto, como positivas para a coleta dos dados de
prevaléncia. Por fim, a sequéncia obtida com o par de iniciadores
Gp3/Gp4 ndo alinhou significativamente com nenhuma sequéncia
presente no banco de dados do NCBI (Anexo C; Tabela 1). Sendo
assim, as amostras que apresentaram amplificacdo com este par de
iniciadores também néo foram consideradas como positivas.

Figura 15. Deteccdo molecular do Ostreid
herpesvirus 1 (OsHV-1).
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Foram realizadas reagdes de PCR convencional
com o par de iniciadores Gp3/Gp4 e os produtos
separados por eletroforese em gel de agarose com
0 par de iniciadores. M = Marcador de tamanho
do fragmento de DNA de 100 pb, 1= controle
negativo, 2-4= amostras de DNA extraidos de
tecidos de ostras de diferentes locais de Santa
Catarina que apresentaram amplificacdo, 5=
controle positivo (amostras de DNA extraido de
ostras infectadas com OsHV-1).
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2.2.3 Prevaléncia de V. splendidus e OsHV-1 em Santa Catarina

Muito embora os resultados de investigagdo molecular, obtidos
através das analises de PCR, sequenciamento e alinhamento, ndo sejam
definitivos, estes apresentam fortes evidéncias da presenca da bactéria
V. splendidus e do virus OsHV-1 na costa de Santa Catarina. A Tabela 4
resume 0s locais de coleta e periodos nos quais estes patdgenos foram
detectados para cada tecido estudado, os quais foram obtidos de ostras
do Pacifico e nativas.

A bactéria V. splendidus foi detectada em aproximadamente 15 %
de todas amostras analisadas, enquanto que o virus OsHV-1 foi
detectado em 28 % das amostras. Esta espécie de Vibrio foi detectada
apenas na branquia, enquanto que o virus foi detectado em ambos os
tecidos, apesar de ser encontrado predominantemente na branquia (88
%). Um dado interessante € que o virus nunca foi detectado
concomitantemente em amostras de branquia e glandula digestiva
pertencentes ao mesmo pool de animais.

Ambos os patégenos foram detectados em amostras provenientes
de todos os locais de estudo e em ambas espécies de ostras. De modo
geral, os locais apresentaram uma prevaléncia semelhante, que variou
entre 11 e 20 % no que se refere ao V. splendidus e entre 22 e 36 % no
caso do OsHV-1 (Fig. 16A), relativo as amostras coletadas em cada
local. Considerando os meses de coleta, separadamente, observou-se que
0 V. splendidus passou a ser detectado a partir de agosto de 2013,
apresentando apenas 6 % de prevaléncia, a qual aumentou
consideravelmente (25-31 %) nos meses seguintes (Fig. 16B). De modo
semelhante, o virus OsHV-1 apresentou uma prevaléncia mais baixa nos
trés primeiros meses de coleta (8-16 %), aumentando nos meses
seguintes (33-53 %). A maior prevaléncia registrada para cada patdgeno
foi em marco de 2014 (31 e 53 % para V. splendidus e OsHV-1,
respectivamente). A co-detec¢do dos patdgenos ocorreu em 6,5 % das
amostras totais, sendo que em quase metade (44 %) das amostras
positivas para o V. splendidus, o0 OsHV-1 também foi detectado, e em 23
% das amostras positivas para 0 OsHV-1, o DNA de V. splendidus
também estava presente. Contudo, cabe lembrar que a co-deteccdo
destes patdgenos ndo significa obrigatoriamente que ambos estdo
presentes no mesmo animal, jA que cada amostra foi composta de
tecidos de 5 animais.
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Tabela 4. Deteccdo molecular de Vibrio splendidus eOstreid herpesvirus 1
(OsHV-1) em ostras do Pacifico (Crassostrea gigas) e nativas (C. gasar)
provenientes de diferentes pontos da costa de Santa Catarina.

V. Co-
Campanha Local Espécie de ostra splendidus OsHV-1 detecgdo
branquia branquia glandula
digestiva
Jan/2013 Sambaqui C. gasar 0/6 0/6 0/6 -
Sambaqui C. gigas 0/6 1/6 0/6 -
B. Barra do Sul C. gasar 0/6 0/6 0/6 -
Ribeirdo da llha C. gigas 0/6 0/6 0/6 -
Biguagu C. gigas 0/6 0/6 0/6 -
Palhoga C. gigas 0/6 0/6 0/6 -
Mar/2013 Sambaqui C. gasar 0/6 0/6 1/6 -
Sambaqui C. gigas 0/6 0/6 0/6 -
B. Barra do Sul C. gasar 0/6 0/6 0/6 -
Ribeirdo da llha C. gigas 0/6 1/6 0/6 -
Biguagu C. gigas 0/6 4/6 0/6 -
Palhoca C. gigas 0/6 0/6 0/6 -
Aug/2013 Sambaqui C. gasar 0/6 1/6 0/6 -
Sambaqui C. gigas 0/6 0/6 0/6 -
B. Barra do Sul C. gasar 0/6 1/6 0/6 -
Ribeirdo da llha C. gigas 0/6 2/6 0/6 -
Biguagu C. gigas 0/6 0/6 0/6 -
Palhoga C. gigas 2/6 0/6 1/6 -
Dec/2013 Sambaqui C. gasar 1/6 2/6 0/6 1
Sambaqui C. gigas 1/6 2/6 1/6 1
B. Barra do Sul C. gasar 2/6 2/6 1/6 1
Ribeirdo da Ilha C. gigas 2/6 2/6 1/6 1
Biguagu C. gigas 2/6 2/6 0/6 @
Palhoga C. gigas 1/6 2/6 0/6 -
Mar/2014 Sambaqui C. gasar 4/6 4/6 0/6 2
Sambaqui C. gigas 1/6 2/6 0/6 1
B. Barra do Sul® C. gasar 1/5 3/5 0/5 1
Ribeirdo da Ilha C. gigas 3/6 3/6 0/6 2
Biguacu C. gigas 1/6 2/6 2/6 -
Palhoca C. gigas 1/6 3/6 0/6 1
Aug/2014 Sambaqui C. gasar 0/6 5/6 0/6 -
Sambaqui C. gigas 216 2/6 0/6 1
B. Barra do Sul C. gasar 4/6 3/6 0/6 2
Ribeirdo da llha C. gigas 2/6 0/6 0/6 -
Biguagu C. gigas 2/6 0/6 0/6 -
Palhoca C. gigas 0/6 2/6 0/6 -

Cada amostra (n = 6/local/periodo/espécie/tecido) foi composta de um pool de
tecido (branquia ou glandula digestiva) de 5 animais. * Ocorréncia de uma
elevada taxa de mortalidade, relatada por maricultores locais. Apenas 23
individuos puderam ser coletados (n=5, sendo 4 pools de 5 animais e 1 pool de
3 animais).

Comparando as duas espécies de ostras analisadas, foi observado
que a deteccdo do OsHV-1 em C. gigas apresentou uma variacdo
sazonal, com maiores indices de prevaléncia no verdo de 2013/2014 (42-
50 %)(Fig. 16C). A deteccdo do OsHV-1 em C. gasar, também
apresentou uma maior prevaléncia neste mesmo periodo (42-58 %),
contudo esta se manteve alta também no inverno seguinte (67 %)(Fig.
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16D). Com relagdo ao V. splendidus, este passou a ser detectado nas
amostras de C. gigas a partir de agosto de 2013 e de C. gasar a partir de

dezembro de 2013 (Figs. 16C e D), apresentando uma prevaléncia de
modo geral,

Figura 16. Prevaléncia dos patogenos Vibrio splendidus e Ostreid herpesvirus 1
(OsHV-1) em ostras coletadas em diferentes periodose locais ao longo do litoral
de Santa Catarina.
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(A) — porcentagemde amostras positivas para cada local de coleta: Sgi —
Sambaqui (Crassostrea gigas); Sga — Sambaqui (C. gasar); BS — Balneério
Barra do Sul (C. gasar); R — Ribeirdo da Ilha (C. gigas); B — Biguacu (C.
gigas); P — Palhoga (C. gigas). (B-D) — porcentagemde amostras positivas para
cada periodo de coleta,referente a amostras de ambas as espécies contabilizadas
(B) juntas ou (C e D)separadamente.

2.3 Discussdo

O objetivo deste estudo foi investigar a presenca de uma espécie
de virus e duas espécies de bactérias potencialmente patogénicos a
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ostras em &reas de cultivo do litoral catarinense. Este foi um estudo de
carater pioneiro, uma vez que, até a presente data, apenas virus e
bactérias patogénicos para seres humanos haviam sido investigados em
bivalves no Brasil (LEAL DIEGO et al., 2013; RAMOS et al., 2014;
RISTORI et al., 2007; SINCERO et al., 2006; SOUZA et al., 2012).
Neste estudo, nds utilizamos a técnica de qPCR, mais rapida do que a
PCR tradicional, para realizar uma triagem das amostras, buscando
possiveis amostras positivas. Posteriormente, apenas algumas amostras
de interesse foram submetidas a eletroforese em gel de agarose para
confirmacdo do tamanho dos produtos de amplificacdo obtidos.
Posteriores andlises de sequenciamento revelaram a primeira evidéncia
da presenca da bactéria V. splendidus e do virus OsHV-1 no Brasil.

Todos os iniciadores utilizados neste estudo foram previamente
validados em estudos anteriores (BATISTA et al.,, 2007; LAGO;
NIETO; FARTO SEGUIN, 2009; MARTENOT et al., 2010;
SAULNIER; DE DECKER; HAFFNER, 2009). A fim de detectar o V.
splendidus, dois pares de iniciadores foram usados: 0 VSPN-F/VSPN-R
(LEE et al., 2002) e 0 VTS/VS (LAGO; NIETO; FARTO SEGUIN,
2009). De acordo com Lee et al. (2002), VSPN-F/VVSPN-R é um par de
iniciador especifico para esta espécie, uma vez que foi testado com
DNA extraido de diversas outras espécies do mesmo género e de
géneros diferentes. Ademais, eles relatam a obtencdo de dois produtos
de amplificacdo com estes iniciadores, sendo um de 240 pb e outro de
294 pb. No presente trabalho, contudo, foi observado apenas um produto
de aproximadamente 250 pb, tanto com as amostras coletadas neste
estudo, quanto com o controle positivo. Embora ndo tenha sido possivel
identificar a cepa de V. splendidus detectada neste estudo, sabe-se que a
cepa utilizada para obtencéo do controle positivo foi diferente da usada
por Lee et al. (2002). Como mencionado anteriormente (se¢do 3.1.3), 0
controle positivo foi obtido a partir de ostras contaminadas com a cepa
V. splendidus LGP32 (= V. tasmaniensis LGP32), isolada da Franca
(GAY; BERTHE; LE ROUX, 2004), enquanto que a cepa utilizada por
Lee et al. (2002) foi V. splendidus ATCC 33125, isolada da Holanda
(BULLER, 2014). Sendo assim, possivelmente, esta diferenca com
relagdo aos produtos amplificados por esse par de iniciadores se deu
devido a diferencas entre as cepas em questao.

Ja o par de iniciadores VTS/VS ¢é capaz de amplificar outras
espécies além de V. splendidus, mas filogeneticamente muito préximas
como: V. crassostreae, V. kanaloae, V. lentus, V. pomeroyi e V.
tasmaniensis(LAGO; NIETO; FARTO SEGUIN, 2009). Neste estudo,
foram observadas amostras que apresentaram amplificacdo com este par
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de iniciadores, mas ndo quando o par VSPN-F/VSPN-R foi utilizado.
Uma vez que este Ultimo seria especifico para V. splendidus, é possivel
gue algumas destas outras espécies correlatas, também estejam presentes
na costa de Santa Catarina.

Quatro pares de iniciadores diferentes foram utilizados para
investigar a presenca do virus OsHV-1: C9/C10, Gp3/Gp4, C2/C6 e
OsHVDP-For/OsHVDP-Rev. Apenas o par C9/C10 foi capaz de
amplificar um produto que apresentou o tamanho esperado (~200 bp), o
qual, apds sequenciamento, apresentou alta identidade com sequéncias
de OsHV-1 depositadas no NCBI. Apesar desta forte evidéncia da
presenga deste virus na costa de Santa Catarina, estudos futuros sdo
necessério para a confirmagdo com outros métodos de deteccdo (e.g.
microscopia eletronica ou hibridizagdo in situ). A auséncia de
amplificacdo quando os outros iniciadores foram utilizados, os quais
também sdo especificos para OsHV-1, pode ser explicada devido a
maior eficiéncia e sensibilidade do par de iniciadores C9/C10, a qual ja
foi demonstrada anteriormente (PEPIN; RIOU; RENAULT, 2008). Esta
maior sensibilidade se deve ao fato da por¢cdo do genoma do virus (a
qual se encontra na regido denominada “C”) utilizada para a sele¢do
desse par, apresentar-se duplicada. Contudo, esta regido pode ser
variavel, j& que foram relatados polimorfismos em sua sequéncia
(PEPIN; RIOU; RENAULT, 2008), o que poderia justificar o
aparecimento de produtos com tamanhos diferentes do esperado, como
os obervados neste estudo. A ocorréncia de produtos inespecificos,
utilizando o par de iniciadores C9/C10, também j& foi relatada
(BATISTA et al., 2007), contudo este é o primeiro estudo a demonstrar
gue este par é capaz de amplificar uma sequéncia pertencente a ostra C.
gigas.

Nas ultimas décadas, o virus OsHV-1 e a bactéria V. splendidus
tém sido frequentemente detectados em amostras de ostras durante
episddios de mortalidade (BARBOSA-SOLOMIEU; RENAULT;
TRAVERS, 2015; TRAVERS et al., 2015). O presente trabalho aponta
para a presenca destes dois patdgenos ao longo de boa parte do litoral
catarinense, uma vez que o DNA de ambos foi detectado em todos os
locais de estudo. Contudo, mortalidades massivas de ostras da
magnitude como tem ocorrido na Europa, onde em algumas regides as
perdas chegaram a 100 % (PERNET et al., 2012), por exemplo, séo
raras no Brasil. Durante o periodo deste estudo, em marco de 2014,
ocorreu um evento de mortalidade expressiva de ostras C. gasar em
Balneério Barra do Sul, de acordo com alguns produtores locais.
Inclusive, ndo foi possivel realizar a coleta de ostras nos cultivos, as
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quais somente foram amostradas de ambiente naturais, em costdes
proximos ao local de cultivo. Fora este, ndo temos conhecimento de
nenhum outro evento de mortalidade de ostras em Santa Catarina
durante o periodo deste estudo. Apesar de ndo ser possivel afirmar se os
patdgenos detectados estdo associados a este evento de mortalidade, esta
possibilidade também ndo esta descartada. Contudo, acredita-se que
outros fatores também estariam envolvidos, como a presenca de outros
patégenos nao investigados por este estudo ou de fatores ambientais que
poderiam ter aumentado a susceptibilidade das ostras a infec¢fes. De
fato, acredita-se que as mortalidades massivas de ostras que vém
ocorrendo nas outras partes do mundo ndo se deva a um fator isolado,
mas a um conjunto de fatores como: a predisposi¢do genética dos
animais, seu estado fisiolégico, a presenca de microrganismos
patogénicos e outros fatores de estresse como, por exemplo, a elevagdo
da temperatura da &gua e a presenca de contaminantes ambientais
(BARBOSA-SOLOMIEU; RENAULT; TRAVERS, 2015; EFSA
AHAW PANEL, 2015; ROMALDE; BARJA, 2010). Apesar de ndo
existir um estudo mais amplo, buscando as possiveis causas da
mortalidade de C. gasar em Balnedrio Barra do Sul em marco de 2014,
um estudo feito por outro grupo em paralelo a este, detectou a presenca
do protozoario Perkinsus beihaiensis nesta mesma localidade e periodo
(CUNHA et al., 2016). Cabe acrescentar, que este estudo foi realizado
com os mesmos lotes de animais investigados no presente trabalho.
Protozoarios do género Perkinsus também tém sido associados a
grandes eventos de mortalidades de ostras (VILLALBA et al., 2004).
Apesar desta espécie ndo ser de notificacdo obrigatoria a Organizacéo
Mundial de Saide Animal (OIE), ela ja foi associada a lesbes nos
tecidos de ostras da China (MOSS et al.,, 2008). Ademais, estes
protozodarios ndo foram detectados infectando ostras em nenhuma das
outras 4 localidades estudadas, durante o periodo deste estudo, porém
em Balnedario Barra do Sul, P.beihaiensis foi detectado nas campanhas
de janeiro, marco e dezembro de 2013, assim como em agosto de 2014
(CUNHA et al., 2016). Sendo assim, existe a possibilidade deste evento
de mortalidade estar associado a presenca de mudltiplos fatores,
incluindo a presenga deste protozoério, do virus OsHV-1 e da bactéria
V. splendidus.

Sabe-se que h& mais de uma variante do virus OsHV-1, assim
como diferentes cepas de V. splendidus, os quais apresentam niveis de
viruléncia distintos (BARBOSA-SOLOMIEU; RENAULT; TRAVERS,
2015; TRAVERS et al., 2015). Dado que mortalidades massivas de
ostras ndo vém ocorrendo em Santa Catarina nos Ultimos anos, €
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possivel que a variante do virus e cepa da bactéria detectados sejam
pouco ou nada virulentos. N&o obstante, a sequéncia obtida com o
iniciador VSPN-F apresentou 92 % de identidade com a cepa V.
splendidus LGP32, posteriormente classificada como V. tasmaniensis
LGP32 (NASFI et al., 2015; SAWABE et al., 2013). Esta cepa ja foi
detectada em ostras C. gigas durante episodios de mortalidades
massivas na Franca (BARBOSA-SOLOMIEU; RENAULT; TRAVERS,
2015; SAWABE et al., 2013). Além disso, esta cepa promoveu 20 % de
mortalidade em C. gigas através de infeccBes experimentais, a qual
aumentou para 60 % quando injetada juntamente com outras cepas desta
mesma espécie (LGP31 ou LGP33) (GAY et al., 2004). Estes resultados
demonstram que a associacdo de diferentes cepas pouco virulentas
individualmente pode potencializar as taxas demortalidade. Este pode
ser um dos motivos pelos quais ndo ha registros de mortalidades
massivas de ostras na costa de Santa Catarina nos ultimos anos, mesmo
com a potencial presenca de uma cepa de V. splendidus que €
semelhante a uma cepa associada a mortalidades na Europa. De maneira
similar, existem diversas variantes do virus OsHV-1, as quais
apresentam diferentes niveis de patogenicidade (BARBOSA-
SOLOMIEU; RENAULT; TRAVERS, 2015). Algumas variantes ja
foram detectadas tanto em ostras moribundas, durante episédios de
mortalidades, quanto em ostras aparentemente saudaveis (BARBOSA-
SOLOMIEU; RENAULT; TRAVERS, 2015), demonstrando que a
presenca deste virus pode ocorrer em locais onde ndo h4 mortalidades
expressivas de ostras, como no caso de Santa Catarina.

O OsHV-1 foi molecularmente detectado em branquias e
glandula digestiva de ostras do Pacifico e nativas, porém com uma
maior frequéncia em branquias. De fato, os principais érgdos-alvo para
0s quais particulas virais sdo direcionadas aparentam ser as branquias e
0 manto (BEN-HORIN et al., 2015). Estudos sugerem que as particulas
virais de OsHV-1 entram no hospedeiro através da alimentagdo por
filtracdo e, do trato digestivo, passam para a hemolinfa, onde sdo
transportados pelos hemdcitos e entdo se concentram nesses 6rgaos onde
ha naturalmente uma grande infiltragdo hemocitaria (BEN-HORIN et
al., 2015). Ali, o virus se replica e, apenas entdo, espalha-se para 0s
outros 6rgdos (BEN-HORIN et al., 2015), como por exemplo a glandula
digestiva. Isto explicaria a menor detec¢do do virus neste tecido. A
bactéria V. splendidus, contudo, foi detectada exclusivamente na
branquia. Em bivalves saudaveis os processos digestivos aparentam ser
uma importante barreira contra a colonizacdo de bactérias em seus
tecidos, servindo inclusive como fonte de alimento (BEN-HORIN et al.,
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2015). A dinamica de infecgdo por V. splendidus em seus hospedeiros
ainda ndo € bem esclarecida, porém, considerando que a digestdo possa
ser uma defesa eficiente contra este grupo de patdgenos, é de se esperar
que tecidos que se encontram em contato direto com o ambiente externo
sejam mais susceptiveis a colonizacdo bacteriana. De fato, a glandula
digestiva ndo aparenta ser um 6rgao de preferéncia para varias bactérias
patogénicas (TRAVERS et al., 2015) e, aparentemente, este também
pode ser o caso da bactéria V. splendidus detectada no presente trabalho.

A importancia de estudos de investigagdo da presenca de
organismos patogénicos para bivalves reside na possibilidade de se
tomar medidas que possam prevenir desastres, a exemplo dos ocorridos
em diversos outros paises. Isto € particularmente valido para regides que
dependem fortemente destes animais, tanto do ponto de vista
econbmico, quanto social. Tem sido amplamente discutido por
pesquisadores que estas mortalidades massivas de ostras ndo aparentam
ser devido apenas a presenca de patdgenos, mas também parecem estar
fortemente associadas a diferentes fatores de estresse (EFSA, 2010;
2015). Alguns destes fatores podem ser mais facilmente controlados,
como por exemplo as praticas de manejo dos bivalves nos sistemas de
cultivo. Efetivamente, estudos tém demonstrado que 0 manuseio,
transporte e aglomeracdo dos animais, assim como a presenca de
contaminantes estdo implicados no desenvolvimento de doencas virais e
bacterianas em bivalves (BARBOSA-SOLOMIEU; RENAULT,;
TRAVERS, 2015; GAGNAIRE et al., 2007; MOREAU et al., 2015;
MORLEY, 2010). Por exemplo, Pernet e colaboradores (2012)
demonstraram que em um mesmo ambiente, ostras cultivadas em cestas
flutuantes apresentam uma mortalidade dez vezes maior (80 %) do que
guando cultivadas em cordas (8 %). As ostras cultivadas em cestas
flutuantes tiveram uma capacidade de depuracdo do virus OsHV-1 mais
lenta, assim como apresentaram uma maior proliferagdo de V.
splendidus, em comparacao as ostras cultivadas em cordas (PERNET et
al., 2012). Desta forma, a conscientizacdo dos produtores de bivalves a
terem boas praticas de manejo é uma das medidas preventivas que
podem ser aplicadas ndo apenas em Santa Catarina, mas em todas as
regides produtoras de bivalves do pais. Inclusive, foi desenvolvida uma
cartilha com o objetivo de alertar os produtores da possivel presenca de
patégenos associados a mortalidades de ostras no estado, e sugerindo
algumas praticas preventivas que poderiam contribuir para a diminui¢do
da probabilidade de ocorréncia de mortalidades massivas de ostras em
Santa Catarina (Anexo 3).
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Como mencionado acima, a presenga de contaminantes também
pode ser um fator de risco para o desenvolvimento de doengas em ostras
(MORLEY, 2010). Alguns trabalhos j& demonstraram que ostras
expostas a pesticidas apresentam uma maior susceptibilidade a duas
cepas de V. splendidus(GAGNAIRE et al., 2007) e ao virus OsHV-1
(MOREAU et al., 2015). Santa Catarina tem um dos piores indices de
saneamento basico do pais. Apenas 20 % do esgoto é coletado, o que
representa menos da metade da média nacional, que é de 54 %
(BRASIL, 2014). Grandes cidades pertencentes ao estado, como
Joinville e Blumenau, por exemplo, estdo entre as piores cidades do pais
neste quesito (OLIVEIRA; SCAZUFCA; AROUCA, 2012). De acordo
com relatérios de balneabilidade da FATMA, areas proximas aos
cultivos de bivalves apresentam niveis de coliformes termotolerantes
acima do permitido pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA), o qual estabelece que para o cultivo de bivalves destinados
a alimentacdo humana, a média da densidade de coliformes ndo deve
exceder 43 E. coli/100 mL, em um minimo de 15 amostras coletadas no
mesmo local (CONAMA, 2005). A presenga de coliformes
termotolerantes, no entanto, ndo deve ser a Gnica preocupacdo em meio
aos cultivos. Sabe-se que 0s esgotos sanitarios apresentam uma mistura
complexa de contaminantes (ABESSA et al., 2005; GAGNE; BLAISE,
2003), os quais podem promover efeitos adversos em moluscos bivalves
(ISAKSSON, 2010), inclusive para o seu sistema imune (GIRON-
PEREZ, 2010). Sendo assim, a contaminag&o da zona costeira de Santa
Catarina é um fato alarmante e que pode ser considerado como um fator
de risco para o desenvolvimento de doengas em ostras cultivadas no
estado. O melhoramento do sistema de saneamento basico, aumentando
a rede de coleta e tratamento do esgoto sanitario, sdo medidas
preventivas imprescindiveis em um cendrio onde organismos
patogénicos estdo presentes e podem se aproveitar da susceptibilidade
dos animais que enfrentam fatores de estresse, como a contaminagéo
aquatica.



68



69

CAPITULO 3 - EFEITOS DO COMPOSTO
ELETROFILICO CDNB SOBRE A FUNCAO DE
HEMOCITOS DE OSTRAS DO PACIFICO

3.1Materiais e métodos

3.1.1 Animais

Ostras adultas da espécie Crassostrea gigas foram obtidas de
uma fazenda de cultivo marinho localizada em Floriandpolis, Santa
Catarina. Os animais foram aclimatados por um periodo minimo de uma
semana e mantidos em agua do mar filtrada e estéril entre 18 e 20 °C (1
L por animal) e com aeragdo constante. A renovacdo de agua do mar e
alimentacdo com uma dieta comercial a base de fitoplancton (Sera®
Marin Coraliquid) foram realizadas a cada dois dias.

3.1.2 Coleta de hemolinfa

A hemolinfa das ostras foi coletada do mdsculo adutor utilizando-
se uma agulha de 0,8 x 30 mm acoplada a uma seringa de 1 mL
previamente mantida em gelo. Durante a coleta, cada amostra teve sua
gualidade avaliada por microscopia Optica. Amostras contendo sinais de
contaminagdo com qualquer microrganismo, gametas, ou mMmesmo
apresentando hemdcitos agregados foram descartadas. A hemolinfa foi
agrupada a partir de diversos individuos a fim de obter o nimero de
hemdcitos necessarios para cada ensaio, com um minimo de 3 animais
por amostra. Ap6s a coleta da hemolinfa, a densidade celular de
hemécitos foi determinada utilizado-se uma camara de Neubauer
Improved.

3.1.3 Tratamento de hemdcitos com CDNB

Para os tratamentos de hemécitos com CDNB (Sigma-Aldrich), a
hemolinfa foi centrifugada (600 x g, 10 min, 4°C) e a fracdo particulada
(células) foi ressuspensa em agua do mar filtrada (0,2 um) estéril
(AMFE) com ou sem a adicdo de CDNB (0,1 — 50 uM) e em uma
densidade celular de 1 x 10° células/mL. O CDNB foi previamente
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diluido em etanol absoluto e a concentracdo final de etanol foi
igualmente ajustada em 0,05 % para cada tratamento, incluindo o grupo
controle. Os hemdcitos foram entdo incubados a 20 °C no escuro por 1
h, centrifugados (600 x g, 10 min, 4 °C) e posteriormente utilizados para
determinacdo de sua viabilidade e imunocompeténcia, além da
determinacdo dos niveis de glutationa total (GSH-t) e PSH, e da
atividade das enzimas GR e TrxR.

3.1.4 Ensaios de viabilidade celular

Para avaliar se os tratamentos com CDNB afetaram a viabilidade
celular, os ensaios do brometo de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélio (MTT) e da retencdo do vermelho neutro (VN) foram
realizados. O ensaio da redugdo do MTT detecta células vidveis com
metabolismo ativo. Células viaveis sdo capazes de converter o MTT em
um produto de formazam com coloracdo violeta, enquanto que as
células mortas perdem esta habilidade. O MTT pode ser reduzido néao
apenas por desidrogenases mitocondriais, como classicamente
caracterizado, mas também por outros compartimentos celulares, sendo
um indicativo de atividade metabolica geral (BERRIDGE; HERST;
TAN, 2005). Ja 0 ensaio do VN mede a habilidade do lisossomo em
incorporar e reter o corante VN. Este ensaio pode ser afetado quando a
permeabilidade da membrana ou a manutencdo do baixo pH lisossomal
forem comprometidos. O baixo pH lisossomal aprisiona o corante por
estar em sua forma idnica (GRUNDY et al., 1996).

Estes ensaios foram ligeiramente modificados de um protocolo
anterior de nosso grupo (TREVISAN et al., 2012). Neste estudo, um
exato nimero de células foi utilizado para cado ensaio. Apds o
tratamento com CDNB, um total de 1 x 10° células (MTT) e 3 x 10°
células (VN) foram suspensas em 300 puL de MTT 0,5 mg/ml ou 150 pL
de VN 0,004 % (preparados em tampdo fosfato-salina ajustado para
osmolaridade da dgua do mar - PBS-NaCl; 513 mM NacCl, 2,7 mM KCI,
10 mM NayHPOQ,, 2 mM KH,PQ,), respectivamente. As células foram
incubadas por 1 h (MTT) ou 3 h (VN) no escuro a 20 °C, e
posteriormente centrifugadas (800 x g, 10 min, 4 °C). As amostras
incubadas com MTT foram ressuspensas em 200 pL de
dimetilsulféxido, enquanto que as amostras incubadas com VN foram
lavadas 2 vezes com PBS-NaCl e ressuspensas em 200 puL de etanol
acidificado (50 % etanol, 1 % &cido acético). A absorbancia foi lida a



71

550 nm (MTT) ou 560 nm (VN) e normalizadas pelo grupo controle.
Ambos os ensaios foram realizados em duplicata.

3.1.5 Niveis de glutationa total e tidis proteicos

Os niveis de glutationa total (GSH-t) e tidis proteicos (PSH)
foram quantificados em hemdcitos tratados ou ndo com CDNB (grupo
controle). Amostras contendo 1,5 x 10° células de cada grupo foram
tratadas com 50 uL de &cido perclérico (PCA) 0,5 M para precipitacao
de proteinas, produzindo um extrato &cido. Estas foram, entdo,
homogeneizadas e centrifugadas a 15.000 x g por 2 min. Os
sobrenadantes foram coletados e neutralizados com uma solucdo
contendo acido 3-(N-morfolino)propanesulfonico 0,3 M e KOH 2 M,
centrifugados (15.000 x g, 2 min, 4 °C) e os sobrenadantes foram
utilizados para determinar os niveis de GSH-t. A quantificacdo foi
realizada através de um método enzimatico amplamente utilizado
(AKERBOOM; SIES, 1981).

A andlise de PSH foi realizada na fracdo particulada do extrato
acido, a qual foi lavada com 250 pL de PCA 0,5 M, centrifugada
(15.000 x g, 2 min, 4 °C) e ressuspensa em tampao tris-
hidroximetilaminometano (TRIS) 0,5 M pH 8,0 contendo dodecil
sulfato de sodio 1 % e 0,25 mM de &cido 5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzéico)
(DTNB). Ap6s incubacdo sob agitacdo por 30 min e a temperatura
ambiente, as amostras foram lidas em espectofotometro em 412 nm
(JOCELYN, 1987). A leitura de uma aliquota idéntica na auséncia de
DTNB foi realizada para cada amostra (branco). Ambos ensaios foram
realizados em duplicata.

3.1.6 Atividade de enzimas antioxidantes

A atividade GR e TrxR foram determinadas em amostras
contendo 1 x 10" células, as quais foram suspensas em 50 pL de acido
N-(2-hidroxietil)piperazina-N'-2-etanossulfénico 20 mM pH 7,0
contendo 1 % de  3-[(3-colamidopropil)-imetilamonio]-1-
propanosulfonato, e homogeneizadas para promover a lise celular. Os
lisados celulares foram centrifugados (20.000 x g, 30 min, 4 °C) e os
sobrenadantes mantidos a -20 °C até o uso. O ensaio da atividade GR foi
realizado em 340 nm seguindo o decréscimo linear da absorbancia
devido a oxidagio do NADPH a NADP™ na presenca do substrato GSSG
(CARLBERG; MANNERVIK, 1985). A medida da atividade TrxR foi
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realizada através da deteccdo da reducdo do DTNB a custa de NADPH,
produzindo o produto 2-nitro-5-tiobenzoato, cuja formacdo foi
monitorada em 412 nm (ARNER; ZHONG; HOLMGREN, 1999).

3.1.7 Adesao celular

A capacidade de adesdio de hemdcitos foi analisada apds o
tratamento com CDNB. Para isto, 5 x 10° células foram suspensas em
AMFE, adicionadas a uma placa de fundo chato de 96 pocos e deixadas
aderir por 45 min a 20 °C no escuro. Apés a aderéncia, o sobrenadante
foi removido, e a ele foi adicionado um volume equivalente de AMFE
contendo formaldeido 4 % e mantido a 4 °C até o uso. As células
presentes no sobrenadante foram entéo contadas utilizando uma camara
de Neubauer Improved. O ensaio foi realizado em duplicata e a
porcentagem de hemdcitos com capacidade de adesdo foi entdo
calculada a partir da seguinte formula:

100 - (ndmero de hemdcitos que ndo foram capaz de aderir x 100)
nimero de hemacitos adicionados ao pogo

3.1.8 Fagocitose

A taxa de fagocitose foi determinada utilizando-se de um
protocolo adaptado de Hegaret e colaboradores (2003). Ap6s o
tratamento com CDNB, 2 x 10° células foram suspensas em AMFE e
adicionadas a tubos de citbmetro contendo um volume equivalente de
plasma filtrado estéril (0,22 um;obtido das mesmas amostras de
hemolinfa) e aproximadamente 4 x 10°microesferas de latex
fluorescentes (Fluoresbrite, YG Microspheres, 2 pum, Polysciences). A
presenca de proteinas plasmaticas promove a opsonizagéo das esferas, o
que facilita a fagocitose. As suspensdes foram inicialmente mantidas por
30 min no gelo (etapa de ligacdo dos hemdcitos as microesferas) e em
seguidas incubadas por 1 h a 20 °C no escuro. A porcentagem de
hemécitos capazes de internalizar 3 ou mais microesferas foi
posteriormente analisada utilizando-se de um citdmetro de fluxo
FACSCanto Il (BD Biosciences) através do canal de FIT-C. Os dados
obtidos foram analisados utilizando-se do software Flowing Software
versdo 2.5.1. Este ensaio foi realizado em duplicata.
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3.1.9 Producéo de espécies reativas de oxigénio

A taxa de producdo de ERO foi avaliada utilizando-se de um
protocolo adaptado de Hégaret e colaboradores (2003). Apds o
tratamento com CDNB, 2 x 10° células foram suspensas em AMFE e
adicionadas em tubos de citometria contendo um volume equivalente de
AMFE com ou sem laminarina (B-1,3-glicanas de Laminaria digitata,;
Calbiochem) como um ativador dos hemdcitos, o que leva a producgdo
de ERO. A laminarina foi utilizada na concentracéo final de 2 mg/mL.
O flur6foro diacetato de 2',7'-diclorofluoresceina (DCFH-DA, Sigma-
Aldrich) foi preparado em AMFE e adicionado as amostras obtendo-se a
concentracdo final de 5 uM. As amostras foram incubadas por 30 min a
20 °C no escuro. A fluorescéncia obtida pela oxidacdo do DCFH foi
analisada através da média geométrica da intensidade de sinal obtida
pelo canal de FIT-C em um citdmetro de fluxo FACSCanto Il (BD
Biosciences). Os dados foram analisados utilizando-se do software
Flowing Software versdo 2.5.1. Este ensaio foi realizado em duplicata.

3.1.10 Analise estatistica

Cada réplica bioldgica foi obtida a partir de uma mesma amostra
de hemolinfa, a qual foi formada por amostras de hemolinfa de um
conjunto de animais. As réplicas foram submetidas simultaneamente aos
diferentes tratamentos com CDNB. Desta forma, os dados foram
analisados utilizando-se a ANOVA de medidas repetidas seguido do
teste de post hoc de Bonferroni, quando apropriado. O nivel de
significancia utilizado foi de 0,05. Todos 0s experimentos foram
repetidos duas vezes (n = 6).

3.2 Resultados

3.2.1 Viabilidade celular

A fim de estimar a citotoxicidade do CDNB (2,5-50 uM), a
viabilidade celular foi analisada por dois diferentes ensaios
estabelecidos na literatura, MTT e VN. A redugdo do MTT por
hemécitos ndo foi significativamente afetada apds exposicdo a nenhuma
das concentracOes testadas de CDNB (Fig. 17A). Por outro lado, a
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retencdo do VN foi claramente afetada de maneira concentragdo
dependente. Houve significativa diminuicdo (25 %) da retencdo do
vermelho neutro na concentracdo de 12,5 pM, atingindo 53 % de
decréscimo na maior concentracao testada (Fig. 17B).

Figura 17.Viabilidade celular de hemdcitos de ostras Crassostrea gigas
expostos in vitro a 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) por 1 h.

A B
1207 120
I
100 === -==--=zz=z---mmm - - 100 =TT == m o mmm e
E . o T g . * b
22 g0 52 8 = - N
= =] *
S E 60 S S 60 ¥
g3 e3
3 < 407 59\4 40
& 204 20
0 0
25 12,5 25 50 25 12,5 25 50
CDNB (M) CDNB (M)

(A) Reducdo do MTT e (B) retencéo do vermelho neutro (VN). Os dados estdo
apresentados como porcentagem em relacdo ao grupo controle (linha tracejada)
como média + erro padrdo medio (n = 6). * (p < 0,05) e *** (p < 0,01)
significam diferencas estatisticas em relacéo ao grupo controle.

3.2.2 Glutationa total e tiois proteicos

Osniveis de GSH-t apresentaram acentuada diminuicdo de
maneira concentragdo dependente (Fig. 18A). Um significativo consumo
(32 %) de GSH-t foi observado j& na concentracdo mais baixa testada,
de 0,1 uM. Mais de 90 % dos niveis de GSH-t foram consumidos com
CDNB 2,5 uM, permanecendo baixos para as concentrages maiores. J&
0s niveis de PSH permaneceram constantes em hemacitos ao longo de
todas as concentracdes de CDNB testadas (Fig. 18B).

3.2.3 Atividade de tiol redutases

A atividade de duas tiol redutases, GR e TrxR, foram analisadas
neste estudo. Ambas as enzimas apresentaram uma menor atividade em
resposta ao tratamento com CDNB (Fig. 19). A atividade GR apresentou
47 % de diminuicdo em hemacitos expostos a CDNB 2,5 UM e 64 % de
diminui¢do na maior concentracdo testada (50 uM). A TrxR foi menos
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afetada pelo CDNB, apresentando uma diminuicdo significativa apenas
na maior concentragdo testada (59 %, 50 pM).

Figura 18. Niveis de tidis celulares em hemocitos de ostras Crassostrea
gigasexpostos in vitro ao 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) por 1 h.
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Niveis de (A) glutationa total (GSH-t) e (B) tiois proteicos (PSH). Os dados
estdo apresentados como média + erro padrdo médio (n = 4). ** (p < 0,01) e
*** (p < 0,001) significam diferencas estatisticas em relagéo ao grupo controle.

Figura 19. Atividade de duas tiolredutases de hemdcitos de ostrasCrassostrea
gigas expostos in vitro a 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) por 1 h.
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(A) Glutationa redutase (GR) e (B) tioredoxina redutase (TrxR). Os dados estéo
apresentados como média + erro padrdo médio (n = 6). * (p < 0,05), ** (p <
0,01) e *** (p < 0,001) significam diferencas estatisticas em relacdo ao grupo
controle.
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3.2.4 Imunocompeténcia de hemadcitos

Apesar do tratamento com o CDNB na concentra¢do de 2,5 pM
ter diminuido os niveis de GSH-t e atividade da GR, e na concentracao
de 12,5 pM ter causado, além destes efeitos, uma adicional diminuicdo
da estabilidade da membrana lisossomal (VN), apenas a concentragao de
50 uM foi capaz de afetar significativamente as funcgdes celulares dos
hemacitos (Figs. 20 e 21). A capacidade de adeséo celular foi reduzida
em 14 % (Fig. 20A) e a porcentagem de hemacitos capazes de fagocitar
particulas “ndo-proprias” diminuiu aproximadamente 32 % apos o
tratamento com CDNB 50 uM (Fig. 20B). De maneira similar, esta
mesma concentracdo de CDNB blogueou completamente o aumento da
producdo de ERO em células estimuladas com laminarina (Fig. 21).

Figura 20. Capacidade de adesdo e de fagocitose de hemdcitos de
ostrasCrassostrea gigas expostos in vitro a 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB)
por 1 h.
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Porcentagem de (A) hemdcitos que foram capazes de aderir a um substrato de
poliestireno e (B) de hemdcitos capazes de fagocitar microesferas de latex. Os
dados estéo apresentados como média + erro padrdo médio (n = 6). * (p < 0,05),
e *** (p < 0,001) significam diferencas estatisticas em relacdo ao grupo
controle.
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Figura 21. Produgdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) em hemdcitos de
ostras Crassostrea gigas expostos in vitro a 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno
(CDNB) por 1 h.
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ApoOs a exposicdo ao CDNB, os hemdcitos foram estimulados (Lam +) ou ndo
(Lam -) com laminarina. Os dados estdo apresentados como média + erro
padrdo médio (n = 6). * (p < 0,05) significa diferenca estatistica em relacdo ao
grupo controle, e # (p < 0,05) significa diferenga estatistica em relacdo aos
respectivos grupos nao estimulados com laminarina.

3.3 Discusséo

Este foi o primeiro estudo que investigou a importancia da
glutationa e de tiol redutases na imunocompeténcia de hemdcitos
utilizando uma espécie de bivalve como modelo, C. gigas. Inicialmente,
dois testes de viabilidade celular foram realizados a fim de caracterizar a
citotoxicidade do CDNB e definir as melhores concentragdes para 0s
experimentos adicionais. De acordo com o ensaio de reducdo do MTT, o
CDNB ndo compromete a atividade metabolica geral das células em
nenhumas das concentracfes testadas. Entretanto, o CDNB afetou
significativamente a capacidade de retengdo do VN em quase todas as
concentragBes testadas. Este mesmo padrdo ja havia sido detectado
anteriormente em hemdcitos tratados in vivo com CDNB em ostras C.
gigas, também causando aumento nos niveis de dano ao DNA e,
consequentemente, sugerindo que este composto pode afetar a
homeostase neste tipo celular (TREVISAN et al.,, 2012). O CDNB
também ja foi reportado como um promotor de apoptose em cultura
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celular de mamiferos (SEYFRIED; WULLNER, 2007), enquanto que
em mexilhdes Perna perna ele néo foi capaz de causar efeitos in vivo na
viabilidade celular de hemdcitos (TREVISAN et al., 2014). Os dados
sugerem que a citotoxicidade do CDNB pode ser variavel, dependente
da espécie e modelo celular em estudo, e que hemdcitos de C. gigas sao
sensiveis a este composto tanto in vivo como in vitro, diferentemente do
mexilhdo P. perna.

Neste trabalho o CDNB foi escolhido por ser um composto com
caracteristicas eletrofilicas, sendo capaz de reagir com grupos tiélicos,
consumindo GSH e inibindo a enzima TrxR (SEYFRIED; WULLNER,
2007). A fim de confirmar se o CDNB foi capaz de comprometer a
homeostase tiolica em hemocitos de ostras, os niveis de GSH-t e PSH
foram monitorados em conjunto com a atividade das tiol redutases GR e
TrxR. Como esperado, o tratamento com CDNB diminuiu drasticamente
0s niveis de GSH-t a partir da concentracdo de de 2,5 uM. Este dado
corrobora dados de outros estudos 0s quais utilizaram este composto em
culturas de células de mamiferos, o que leva a deplecdo dos niveis de
GSH celular (CHIA et al., 2010; KRANCE et al., ; PADGAONKAR et
al., 2014). Em bivalves, a deplecdo de GSH ja foi observada in vivo nas
brénquias de ostras C. gigas e de mexilhGes P. perna tratados com
CDNB (TREVISAN et al.,, 2012, 2014, 2016). Acredita-se que o
consumo de GSH ocorra devido a acdo da GST, a qual conjuga
compostos eletrofilicos com GSH e cujos metabdlitos sdo tipicamente
excretados pela via do acido mercaptdrico (MEISTER; ANDERSON,
1983), como ja demonstrado para ostrasC. gigas(TREVISAN et al.,
2016). Esta via parece ser um mecanismo crucial de sobrevivéncia, uma
vez que 0 aumento na atividade da GST se comprovou como
citoprotetor contra a toxicidade do CDNB (KITANI et al., 1994;
WAREING et al., 1993). Se a deplecdo de GSH-t observada neste
estudo for relacionada a conjugacdo de CDNB com GSH, entdo os
hemdcitos de ostras podem ter um efetivo sistema de detoxificacdo
capaz de conferir significativa protecdo celular, assunto ndo estudado
em detalhes até entéo.

Dentre as diferentes concentracdes de CDNB testadas até entdo, a
atividade das enzimas GR e TrxR foram investigadas utilizando duas
concentracbes de CDNB que promoveram diferentes efeitos nos
hemacitos de C. gigas. A primeira causou a deplecdo de GSH mas néo
afetou a viabilidade celular (2,5 uM), enquanto que a outra ndo apenas
causou a deplecdo de GSH como também induziu distdrbios lisossomais
(50 uM). Como mencionado anteriormente, 0 CDNB é um classico
inibidor da TrxR em mamiferos através da alquilagdo de seu sitio ativo



79

(ARNER; BJORNSTEDT; HOLMGREN, 1995). No presente estudo, 0
CDNB (50 uM) foi capaz de inibir a atividade da TrxR em hemacitos de
ostras. Da mesma forma, esse padrdo de inibicdo foi detectado em
branquias de ostras e mexilhdes (TREVISAN et al., 2012, 2014). Com
relacdo a GR, ja foi observado que esta enzima pode ser inibida por
CDNB e seu metabdlito CDNB-GSH, sendo o segundo capaz de
sobrepor o sitio de ligagdo da GSSG na GR (BILZER et al., 1984). No
presente trabalho, a GR apresentou maior sensibilidade ao CDNB que a
TrxR. A atividade da GR em hemdcitos foi significativamente reduzida
na menor concentracdo de CDNB testada (2,5 uM), apresentando um
efeito mais forte na concentracdo de 50 uM. Este cenario parece ser um
fendmeno consistente em bivalves, uma vez que a inibicdo da GR por
CDNB também foi detecatada in vivo em ostras e mexilhdes
(TREVISAN et al., 2012, 2014). Ja é conhecido que a inibicdo dessas
duas enzimas em bivalves pode levar a distirbios na capacidade de
detoxificar peréxidos através de mecanismos que dependam de GSH e
Trx reduzidas, como o0s sistemas da GPx e Prx (TREVISAN et al., 2012,
2014). Entretanto, deve ser mencionado que, tendo em vista a deplecdo
de GSH por CDNB em ambas concentrages testadas para as atividades
da GR e TrxR, é possivel que a inibicdo da GR per se tenha um impacto
fisiologico de menor expressdo, uma vez que seu substrato foi
drasticamente diminuido, e, portanto, estaria pouco disponivel para a
célula.

Neste estudo os niveis de PSH ndo foram afetados por CDNB.
Contudo, foi observado em um estudo anterior que o CDNB foi capaz
de causar diminuicdo in vivo dos niveis de PSH na branquia de ostras
(TREVISAN et al., 2012), um efeito que ndo foi observado em
mexilhdes (TREVISAN et al., 2014). N& ¢ claro como os PSH
celulares estdo protegidos da reacdo com CDNB em hemocitos;
entretanto, a menor atividade da GR e TrxR indicam que o CDNB pode
reagir rapidamente com algumas proteinas especificas contendo grupos
tidlicos livres.

Né&o ha davidas que o CDNB foi capaz de afetar drasticamente os
niveis de tidis celulares em hemdcitos de C. gigas. Dessa forma, em
uma etapa posterior, foi investigado se esta alteragdo poderia afetar
diretamente a  competéncia  imunoldgica dos  hemdcitos.
Surpreendentemente, em um cenario onde praticamente ndo had GSH
intracelular disponivel e menos de 50% de atividade da GR (CDNB 2,5
uUM), as células ainda foram capazes de aderir e fagocitar, assim como
aumentar a producdo de ROS ap6s estimulagdo por laminarina.
Entretanto, em um cenario mais critico onde ndo apenas a GSH foi
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depletada e a GR inibida, mas também a TrxR foi inibida, todas as
funces celulares analisadas foram afetadas pelo tratamento com CDNB
50 puM. Ou seja, simples deplecdo de GSH (CDNB 2,5 uM), ndo afeta a
fungdo dos hemdcitos, mas quando outros alvos sao afetados (CDNB 50
M), as fungdes dos hemdcitos ficam comprometidas.

Estes dados levantam a questdo se o sistema da Prx/Trx/TrxR
poderia ser mais importante para a fungdo dos hemaécitos que o sistema
da GPx/GSH/GR. A fim de melhor investigar esta possibilidade, estudos
com inibicdo especifica da GR ou da TrxR seriam extremamente Uteis.
Por exemplo, ja foi realizada a inibicdo seletiva da GR ou da TrxR
através de carmustina ou auranofina, respectivamente, em trés linhagens
de células neurais (MITOZO et al., 2011). Neste estudo foi concluido
que, nas células utilizadas, o sistema da Prx/Trx/TrxR parece nao ser tdo
importante quanto o sistema da GPx/GSH/GR, o oposto do que sugere o
presente estudo com hemocitos de ostras. Esta discussdo destaca a
necessidade de estudos adicionais e mais especificos com relacdo ao
metabolismo de tidis em bivalves, a fim de substituir extrapolacGes de
processos celulares de mamiferos.

O exato  mecanismo  envolvidonas  alteragbes na
imunocompeténcia dos hemdcitos observadas na exposicdo a CDNB 50
UM deve ser melhor investigado. Ainda assim, uma hip6tese pode ser
baseada nos efeitos indiretos devido & deplecdo de tidis e distirbio no
sistema redox, causando alteragdes no ambiente redutor intracelular,
assim como na sinalizagdo e funcéo celular. A capacidade de adesdo e
de fagocitose de células imunes, por exemplo, pode ser particularmente
sensivel ao estresse oxidativo (HOUSE; LUEBKE; KIMBER, 2006).
Neste contexto, uma menor atividade fagocitica de hemdcitos foi
reportado em bivalves expostos a agentes potencialmente indutores da
formacdo de ERO, como metais, fendis, hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos e nanoparticulas (CHENG; SULLIVAN, 1984; CIACCI et
al., 2012; FRIES; TRIPP, 1980; PICHAUD et al., 2008). Outra hipdtese
¢ baseada no fato de que o CDNB pode atingir proteinas diretamente
envolvidas na defesa imunologica. Por exemplo, sabe-se que 0 CDNB &
capaz de inibir a producdo de Oxido nitrico induzida por
lipopolissacarideos em macré6fagos de camundongos, ao impedir que o
fator de transcricioNF-kB se ligue ao DNA (HEISS; GERHAUSER,
2005). NF-kB (também chamado de proteinas Rel) representam uma
familia de fatores de transcri¢do envolvidos no controle de um amplo
nimero de processos bioldgicos, incluindo respostas imunologicas e
inflamatérias. O primeiro gene homdlogo de NF-kB identificado em
bivalves foi em C. gigas(Cg-Rel), o qual foi identificado posteriormente
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em outras espécies. Estas caracterizagGes moleculares sugerem que a via
de sinalizacdo do NF-kB esteja provavelmente presente neste grupo
(SONG et al., 2010). No presente trabalho, a oxidagdo da DCFH em
hemécitos ap6s indugdo com laminarina foi bloqueada pela exposicédo a
CDNB 50 uM. O DCFH reage com diversas ERO e outros agentes
oxidantes, incluindo o dxido nitrico (IMRICH; KOBZIK, 1997). Dessa
forma, seria razoavel pensar que a menor oxidacdo do DCFH detectada
no presente estudo possa estar relacionada a uma inibicdo da producgdo
desta molécula oxidante, através de uma interferéncia do CDNB na via
do NF-kB. Além disso, é conhecido que as enzimas com atividade
NADPH oxidase, responsaveis pela indugdo da producdo de ERO em
fagolisossomos e membranas celulares, possam ser inativadas por
agentes alquilantes de tidis devido a presenca deste grupo funcional em
sua estrutura (CROSS, 1990). Dessa forma, o CDNB teria o potencial de
reagir com esses tiois de maneira semelhante a0 mecanismo de acéo
sugerido para a inibicio da TrxR(SEYFRIED; WULLNER, 2007),
inibindo a producdo de ERO dependente desta enzima e
consequentemente levando ao bloqueio da indugdo da produgéo de ERO
detectado neste estudo.

De maneira geral, este trabalho apresenta uma observacao notavel
de que mesmo quando a GSH se encontra praticamente depletada, em
associacdo com uma menor eficiéncia de uma importante tiol redutase
(GR), alguns parametros relacionados a imunocompeténcia dos
hemdcitos permanecem inalterados. De maneira interessante, estes
mesmo parametros foram afetados somente quando uma segunda tiol
redutase (TrxR) foi inibida.Os resultados obtidos através deste trabalho
abrem novos caminhos para futuros estudos a respeito da interacéo entre
0s sistemas de defesa imunoldgica e antioxidante de bivalves, os quais
podem investigar as seguintes perguntas: (i) os efeitos observados na
imunocompeténcia foram uma consequéncia de distdrbios nos tidis
celulares ou um resultado de interacbes diretas do CDNB com
moléculas relacionadas ao sistema imune; (ii) a disponibilidade de GSH
seria de fato dispensavel para a funcdo e homeostase celular de
hemdcitos; (iii) o sistema da Prx/Trx/TrxR seria mais importante para a
imunocompeténcia de hemécitos que o sistema da GPx/GSH/GR; (iv)
outros compostos eletrofilicos, entre eles poluentes ambientais,
poderiam promover efeitos similares de imunosupressdo e tornar
bivalves mais susceptiveis a patdgenos em seus ambientais naturais? As
respostas para estas questfes poderiam contribuir com o conhecimento
bésico sobre sistemas de defesa em bivalves marinhos, auxiliando
inclusive na interpretacdo de estudos de monitoramento ambiental que
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frequentemente utilizam esses organismos como sentinelas. Poder-se-ia
visar ainda uma futura contribuicdo para a salde de moluscos
cultivaveis.
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CAPITULO 4 - IMPORTANCIA DA GLUTATIONA
PARA A FUNCAO DOS HEMOCITOS E PARA A
SOBREVIVENCIA DE OSTRAS DO PACIFICO
MEDIANTE DESAFIOSOXIDATIVOS OU
BACTERIANOS

4.1 Materiais e métodos

4.1.1 Animais e coleta de hemolinfa

Ostras Crassostrea gigas adultas de ambos 0s sexos, com largura
da concha de 4.7 £ 0.6 cm, comprimento da concha de 8.5 £ 0.4 cm, e
peso mole total de 13.5 + 7.5 g, foram adquiridas de uma fazenda de
cultivo marinho localizada em Floriandpolis, Santa Catarina. Os animais
foram aclimatados em condicGes de laboratério por pelo menos uma
semana antes dos experimentos, conforme apresentado na se¢édo 3.1.1.

A coleta de hemolinfa foi realizada de acordo com o protocolo
disponivel na secdo 3.1.2, com a diferenca de que neste estudocada
amostra foi obtida de um Unico animal.

4.1.2 Bactérias

Diferentes espécies do género Vibrio foram utilizadas neste
estudo: V. alginolyticus (ATCC 17749), V.anguillarum (ATCC 19264),
V. harveyi (ATCC 14126), V. parahaemolyticus (ATCC 17802) e V.
vulnificus (LAM 64 Canada). A cepa de V. alginolyticus foi gentilmente
fornecida pelo Prof. Dr. Rafael Diego da Rosa (Universidade Federal de
Santa Catarina, Florianopolis, Santa Catarina), enquanto que as demais
cepas foram gentilmente fornecidas pela Profa. Dra. Maria Risoleta
Freire Marques (Universidade Federal de Santa Catarina, Florianépolis,
Santa Catarina). Todas as espécies foram cultivadas em meio LB Broth
(Sigma-Aldrich) contendo NaCl 3 % e incubadas a 20-22 °C por
aproximadamente 16 h. As bactérias foram recuperadas por
centrifugacdo (1.000 x g, 10 min, 20 °C), suspensas em AMFE e
utilizadas para investigar a atividade fagocitica de hemacitos e para os
ensaios de desafio bacteriano.
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4.1.3 Tratamentos com BSO

A fim de promover a deplecdo de GSH, ostras foram tratadas com
uma solugéo de60 mM de DL-BSO (Sigma-Aldrich), diluido em AMFE.
O tratamento foi realizado utilizando-se de uma agulha 23 G acoplada a
uma seringa de 1 mL a fim de injetar250 plL da solugdo de BSO
diretamente no musculo adutor (equivalente a 15 pmol/animal por
injecdo) através de um furo na concha. Este furo foi feito pelo menos 48
h antes a fim de evitar este fator de estresse no dia do tratamento.

Para a analise de GSH-t, amostras de branquia, glandula digestiva
e hemolinfa foram coletadas apés 1, 2, 3 ou 6 dias de exposicao.
Organismos expostos a BSO por 2 e 3 dias receberam 2 ou 3 injecGes de
BSO (uma a cada 24 h), respectivamente, enquanto que animais
expostos a BSO por 6 dias receberam 3 inje¢cdes (uma a cada 48 h).
Assim, os animais foram tratados com um total de 15 (1 dia), 30 (2 dias)
ou 45 (3 e 6 dias) umol de BSO por animal. Cada tratamento também
possuiu seu proprio grupo controle, o qual recebeu 0 mesmo protocolo
de injecdes, porém contendo apenas AMFE (250 ul/animal a cada
injecdo). As demais analises (parametros associados aos hemdcitos e
ensaios de sobrevivéncia) foram realizadas apenas em ostras expostas ao
BSO por 3 dias.

4.1.4 Anélise de GSH-t

Aproximadamente 50 mg de tecido de branquias ouglandula
digestiva (peso mido) e 1 x 10° hemdcitos foram utilizados para a
guantificacdo dos niveis de GSH-t. As anélises feitas com hemdcitos
foram realizadas de acordo com os procedimentos descritos na secao
3.25. Os tecidos (brdnquia e a glandula digestiva) foram
homogeneizados em 500 pL de uma solugdo de PCA 0,5 M, contendo
acido etilenodiamino tetra-acético 0,3 mM, através de um
homogeneizador de tecidos (Omni TH; Omni International). Os
homogenatos foram centrifugados (15.000 x g, 2 min, 4 °C) e 0s
sobrenadantes utilizados para a determinacdo de GSH-t através de
ensaio espectrofotométrico em 412 nm, através de um método
enziméatico(TIETZE, 1969).
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4.1.5 Parametros associados aos hemocitos

A THC foi determinada utilizando-se o contador automatico de
células TC20™ Automated Cell Counter (Bio-Rad). A DHC foi
realizada por citometria de fluxo, analisando-se o tamanho (Forward
Scatter ou FSC) e complexidade (Side Scatter ou SSC) dos hemdcitos
através do FACSCanto Il (BD Biosciences). Os dados foram analisados
pelo software FCS Express 5 Plus (De Novo Software). A populacéo de
hemacios foi sub-dividida em hemacitos hialinos, hemdcitos granulares
e agregados (Fig.22).

A determinacéo da viabilidade celular, da capacidade de adeséo e
da atividade fagocitica de hemdcitos contra microesferas de latex foram
realizadas de acordo com os protocolos descritos nas se¢fes 3.1.4, 3.1.7
e 3.1.8, respectivamente.

Figura 22. Figura representativa mostrando o perfil
das populagfes de hemdcitos obtido por citometria
de fluxo.
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A contagem diferencial de hemdcitos de ostras C.
gigas foi feitaatravés da separacdo dos dados em
trés diferentes grupos, o que permitiu distinguir
hemacitos hialinos, granulares e agregados.

A porcentagem de hemocitos capazes de fagocitar
vibriosinativados também foi determinada.Foram utilizadas as cepas de
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Vibrio descritas nasecdo 4.1.2, seguindo o protocolo de crescimento e
coleta das mesmas, também descrito nesta mesma se¢do. A marcacao
das bactérias com o iodeto de propideo (IP) foi realizada de acordo com
0 protocolo descrito por Hasui e colaboradores (1989), com algumas
modificacBes. Para tal, as bactérias foram inativadas através de
incubacgdo a 70 °C por 20 min, posteriormentelavadas duas vezes com
AMFE e suspensas em solucdo salina estéril 0,9 % contendo 50 pug/mL
de IP. Apds 1 h de incubagdo a 20 °C no escuro, as bactérias marcadas
com IP(Vibrio-IP) foram lavadas duas vezes com AMFE e suspensas em
AMFE na densidade celular de aproximadamente 10°bactérias/uL. Em
seguida, as amostras foram acondicionadas em gelo até o uso.
Hemolinfa contendo 2 x 10° hemécitos foi adicionada em cada um dos
tubos de citometria a ser analisado. Em seguida, foi adicionado 40 pL (4
x 10" células) de cada suspensdo de Vibrio-IP (200 bactérias:1
hemacito). Os tubos foram entdo mantidos no gelo por 30 min a fim de
sincronizar os processos de reconhecimento e ligacdo as bactérias, e a
fagocitose foi realizada incubando-se as amostras por 1 h a 20 °C no
escuro. Um conjunto adicional de tubos, contendo a hemolinfa
(hemdcitos) eas diferentes cepas de Vibrio-IP foi incubado por 1 h
somente no gelo e usado como controle negativo. A porcentagem de
hemdcitos capazes de internalizar bactérias inativas foi determinada
através de citometria de fluxo (FACSCanto Il, BD Biosciences)
utilizando o canal PerCP. Os dados foram analisados pelo software
Flowing Software 2.5.1 e os valores obtidos dos controles negativos
foram descontados a fim de excluir possiveis bactérias ligadas a
superficie celular mas ndo internalizadas.

4.1.6 Ensaios de sobrevivéncia

4.1.6.1 Desafios oxidativos

Ostras foram expostas (via agua do mar, 1 L/animal) a
hidroperdxido de cumeno (CHP; Sigma-Aldrich) nas concentracfes de
0,3, 1 ou 3 mM. J& o H,O,(Vetec Quimica) foi testado nas
concentracdes de 10, 30 e 100 mM. Tendo em vista a baixa solubilidade
do CHP em agua do mar, a solucdo de CHP 3 mM foi agitada por 1 h
eentdo utilizada para obtencdo dasdemais concentracdes utilizadas neste
estudo. A mortalidade foi investigada por 96 h e a troca de 4gua do mar
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foi realizada a cada 24 h, seguida de reposicdo das concentragBes
iniciais de CHP ou H,0..

Um conjunto adicional de experimentos foi realizado com ostras
previamente tratadas com BSO ou AMFE por 3 dias (conforme descrito
na secao 4.1.3). Em seguida, estas ostras foram expostas a CHP 1 e 3
mM ou H,0, 10 e 30 mM. A mortalidade foi analisada por 96 h e a troca
de agua do mar foi realizada a cada 24 h, seguida de reposicdo das
concentracdes iniciais de CHP ou H,0,. Durante os experimentos, 0s
animais ndo foram alimentados.

4.1.6.2 Desafios bacterianos

As 5 espécies de Vibrio foram preparadas de acordo com a se¢do
4.1.2 e suspensas em AMFE. Ostras foram injetadas com 500 pL da
suspensao de bactérias utilizando-se de uma agulha 23G acoplada a uma
seringa de 1 mL, através de um furo feito na concha, diretamente no
musculo adutor. Para este ensaio foram utilizadas trés diferentes cargas
bacterianas: 1,7 x 10°® (baixa), 5,1 x 10% (média) e 1,5 x 10° (alta)
bactérias/500 pL. A mortalidade foi acompanhada por 96 h.

Posteriormente, um conjunto adicional de experimentos foi
realizado onde ostras previamente tratadas com BSO ou AMFE
(conforme descrito na secdo 4.1.3) foram JJosteriormente injetadas com
carga bacteriana mais alta (1,5 x 10°bactérias/500 pL) de cada
suspensdo de Vibrio e a mortalidade foi monitorada por 96 h.

Durante todos os desafios bacterianos as ostras foram mantidas
em agua do mar filtrada e estéril (1 L/animal) a 19-21 °C sob constante
aeracdo. Metade do volume de &gua foi trocado a cada 24 h e 0s animais
ndo foram alimentados durante os experimentos.

4.1.7 Analises estatisticas

Os dados foram analisados para distribuicdo normal de acordo
com o teste de Kolmogorov-Smirnov e homocedasticidade pelo teste de
Levene. Em seguida, os dados foram analisados por teste “t” de Student
(dados paramétricos) ou,quando foram encontradas diferencas entre as
variancias, pelo teste de Mann-Whitney (dados ndo paramétricos).
Curvas de sobrevivéncia foram analisadas pelo teste de Gehan-Breslow-
Wilcoxon. O nivel de significancia utilizado foi de 0,05. Todos os
experimentos foram repetidos duas vezes (n=10-12).
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4.2 Resultados

4.2.1 Niveis de GSH-t

A primeira etapa deste trabalho foi a de padronizar um tratamento
gue levasse a um decréscimo generalizado nos niveis de GSH em ostras.
Para isto, um inibidor da sintese de GSH (BSO) foi utilizado em varios
regimes de tratamento. Os niveis de GSH-t, foram, entdo, medidos na
branquia, glandula digestiva e hemdcitos de ostras do Pacifico. Néo foi
possivel detectar GSH na fragdo plasmatica da hemolinfa (dados ndo
apresentados). O tratamento com BSO levou a deplecdo de GSH na
branquia, glandula digestiva e hemdcitos (Fig. 23). Nas branquias, os
niveis de GSH-t diminuiram 35,4 e 46,2 % ap0s 3 e 6 dias de exposicéo,
respectivamente (Fig. 23A). Na glandula digestiva, o contedido de GSH-
t teve um padrdo levemente diferente, uma vez que aumentou 27,3 %
apos 1 dia de exposicao, seguido de sua diminuicao ap6s 2, 3 e 6 dias de
exposicdo (20,7 %, 27,1 % e 38,2 %, respectivamente (Fig. 23B). Os
hemécitos apresentaram uma resposta similar a das branquias,
apresentando menores niveis de GSH-t (36 %) apds 3 e 6 dias de
exposicdo (Fig. 23C).

4.2.2 Influéncia da deplecéo de GSH para a fungdo dos hemdcitos

Os efeitos dos disturbios causados pela deplecéo parcial de GSH
(deplecdo de ~30 %) foram investigados em hemacitos de ostras tratadas
com BSO por 3 dias. Ndo foram observadas diferencas em nenhum dos
parametros associados aos hemdcitos apds o tratamento dos animais
com o BSO. Os pardmetros analisados foram: hemograma das ostras
(THC e DHC) (Tabela 5); viabilidade, capacidade de adeséo e fagocitica
(microesferas de latex)(Tabela 6); e capacidade fagocitica de Vibrio-IP
inativados (Tabela 7).
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Figura 23. Niveis de glutationa total (GSH-t) nos tecidos de
ostras Crassostrea gigas tratadas com o agente depletor de
glutationa butionina sulfoximina (BSO).
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Animais foram expostos através de inje¢do no musculo adutor
(15 pmol/animal por injecdo), sendo que ostras expostas por 2 e
3 dias receberam uma injecdo de BSO a cada 24 h, enquanto que
ostras expostas por 6 dias receberam uma inje¢do de BSO a cada
48 h. (A) Branquias, (B) glandula digestiva, e (C) hemécitos. Os
dados sdo apresentados como média + erro padrdo médio (n =
10-12). * (p < 0,05) e *** (p < 0,001) indicam diferencas
estatisticas em relacdo ao grupo controle.

Tabela 5. Hemograma de ostras Crassostrea gigas expostas ao agente depletor
de glutationa butionina sulfoximina (BSO).

DHC (% de cada grupo de hemdcitos)
THC (10° células/mL)

Hialinos Granulares Agregados
Controle 26+1.1 18.2+5.5 80.0+5.4 20+1.3
BSO 29+15 20.7£6.3 77.3+£6.2 22+0.9

Animais foram tratados com BSO (45 pmol/animal) por 3 dias, e a hemolinfa
foi utilizada para a contagem total (THC) e diferencial (DHC) de hemdcitos. Os
dados sdo apresentados como média * desvio padréo (n = 12).



90

Tabela 6. Viabilidade e imunocompeténcia de hemdcitos de ostras Crassostrea
gigas expostas ao agente depletor de glutationa butionina sulfoximina (BSO).

VN MTT Fagocitose Adeséo
. - (% células
0, 0, 0,
(% Controle) (% Controle) (% células fagociticas) aderentes)
Controle  100.0 +21.0 100.0+19.1 320+84 945+35
BSO 92.6 +19.4 94.9 +27.5 335+127 93.7+5.1

Animais foram tratados com BSO (45 pumol/animal) por 3 dias, € 0s hemocitos
foram utilizados para a quantificacdo da reten¢do do vermelho neutro (VN) e
redugdo do MTT. A imunocompeténcia foi avaliada através da capacidade dos
hemocitos de fagocitar microesferas de latex ou se aderirem a um substrato de
poliestireno. Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo (n = 12).

Tabela 7. Fagocitose de vibrios inativados marcados com iodeto de propideo
(Vibrio-IP) por hemdcitos de ostras Crassostrea gigas expostas ao agente
depletor de glutationa butionina sulfoximina (BSO).

Vibrio-1P Controle BSO

V. alginolyticus 44+26 39+38
V. anguillarum 6.1+3.3 53+52
V. harveyi 51+46 27+29
V. parahaemolyticus 45+38 26+29
V. vulnificus 85+54 6.6 + 6.5

Animais foram tratados com o BSO (45 pmol/animal) por 3 dias, e 0s
hemdcitos foram utilizados para a avaliar a porcentagem de hemdcitos capazes
de fagocitar bactérias correspondentes a 5 diferentes espécies de Vibrio. Os
dados sdo apresentados como média + desvio padréo (n = 12).

4.2.3Importancia da GSH para a sobrevivéncia de ostras desafiadas
com peroxidos

Inicialmente curvas de sobrevivéncia foram construidas para se
estabelecer as concentracBes de perdxidos a serem utilizados nos
experimentos subsequentes. Os resultados mostram claramente que as
ostras sdo muito mais sensiveis a exposicdo ao CHP (Fig. 24A) do que
ao H,O, (Fig. 24B). A mortalidade foi diretamente proporcional as
concentragbes dos peroxidos estudados, sendo que mortalidades
estatisticamente significativasforam obtidas com 3 mM de CHP (100 %
de mortalidade)(Fig. 24A), e 100 mM deH,0,(50 % de mortalidade)
(Fig. 24B).
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Figura 24. Taxa de sobrevivéncia de ostras Crassostrea gigasexpostas a
diferentes concentragdes de agentes pro-oxidantes.
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Animais foram expostos a (A) hidroperéxido de cumeno (CHP) 0,1-3 mM ou a
(B) peroxido de hidrogénio (H,O,) 3-100 mM por 96 h. * (p < 0,05) indicam
diferengas estatisticas em relagéo ao grupo controle (n = 10-12).

Ostras apresentando cerca de 30 % menos GSH ap6s o tratamento
com BSO foram expostas a diferentes concentragdes destes dois agentes
pré-oxidantes. Este tratamento teve o0 objetivo de caracterizar a
importdncia da GSH para a sobrevivéncia de C. gigas expostas
agudamente a elevadas concentracdes de peroxidos. O pré-tratamento
com BSO aumentou significativamente em 50 % a taxa de mortalidade
de ostras no grupo CHP 0,3 mM (Fig. 25A) e apresentou uma forte
tendéncia de aumento (33 %) no grupo CHP 1 mM (Fig. 25B). O pré-
tratamento com BSO também aumentou significativamente a toxicidade
H,0,, levando a um aumento de 43 % na taxa de mortalidade no grupo
tratado com H,0, 10 mM (Fig. 25C), apresentando também uma
tendéncia de aumento (25 %) da mortalidade no grupo H,O, 30 mM
(Fig. 25D).

4.2.4 Importancia da GSH para a sobrevivéncia de ostras desafiadas
com bacterias do género Vibrio

Foram analisadas as taxas de sobrevivéncias de ostras expostas a
cinco diferentes espécies de Vibrio a fim de caracterizar a viruléncia das
mesmas para C. gigas (Fig. 26). De maneira geral, as taxas de
mortalidade das ostras expostas as varias espécies de vibrio foram
relativamente baixas. Apenas as espécies V. anguillarum (Fig. 26A) e V.
parahaemolyticus (Fig. 26B) causaram mortalidades significativas (42
%), as quais foram observadas apenas quando a maior carga bacteriana
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foi injetada (1,5 x 10° células). As maiores taxas de mortalidade
registradas para as outras espécies de vibrio foram de 17, 25 e 33 % para
as espécies V. vulnificus (Fig. 26C), V. harveyi (Fig. 26D) e V.
alginolyticus (Fig. 26E), respectivamente. Estes valores foram obtidos
com a maior carga bacteriana, porém néo diferiram estatisticamente do
controle (ostras injetadas apenas com AMFE).

Figura 25. Taxa de sobrevivéncia de ostras Crassostrea gigasexpostas a
agentes pré-oxidantes apGs pré-tratamento com o agente depletor de
glutationa butionina sulfoximina (BSO).
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Animais foram pré-tratados com o BSO (45 pmol/animal; exposicdo de 3
dias) ou veiculo (agua do mar filtrada estéril; AMFE) e subsequentemente
expostos a CHP (A) 0,3 ou (B) 1 mM e H,0, (C) 10 ou (D) 30 mM por 96
h. Letras diferentes significam diferencas estatisticas (p < 0,05) entre os
tratamentos (n = 10-12).
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Figura 26.Taxa de sobrevivéncia de ostras Crassostrea gigas desafiadas
comVibrio spp.
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Animais foram injetados uma Unica vez com trés diferentes cargas de bactérias
pertencentes a 5 diferentes espécies: (A) V.anguillarum, (B) V.
parahaemolyticus, (C) V. alginolyticus, (D) V. harveyi e (E) V. vulnificus. As
ostras foram injetadas com trés diferentes cargas bacterianas: 1,7 x 10° (baixa),
5,1 x 10° (média) ou 1,5 x 10° (alta) bactérias. * (p < 0,05) significam
diferencas estatisticas em relagdo ao grupo controle (n = 10-12). O grupo
controle recebeu uma Unica injecdo com agua do mar filtrada estéril.

Apos avaliar o efeito da deplecdo de GSH por BSO na
imunocompeténcia de hemocitos e caracterizar a viruléncia das
diferentes espécies de Vibrio para ostras C. gigas, foi investigado se a
deplecdo de GSH poderia aumentar a susceptibilidade das ostras
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adiversas espécies de vibrios (Fig. 27). O pré-tratamento com BSO
aumentou significativamente (33 %) a taxa de mortalidade de ostras
desafiadas com V. anguillarum (Fig. 27A), e aumentou de forma
marginalmente significativaa taxa de mortalidade de ostras desafiadas
com as bactériasV. alginolyticus (Fig. 27C) e V. harveyi(Fig. 27D). O
pré-tratamento com BSO ndo aumentou a taxa de mortalidade das ostras
desafidas com asespéciesV. parahaemolyticus (Fig. 27B) e V. vulnificus
(Fig. 27E).

Figura 27. Taxa de sobrevivéncia de ostras Crassostreagigas desafiadas com
vibrios ap6s pré-tratamento com o agente depletor de glutationa butionina
sulfoximina (BSO).
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Animais foram pré-tratados com o BSO (45 pumol/animal; exposigdo de 3 dias)
ou veiculo (dgua do mar filtrada estéril; AMFE) e subsequentemente injetados
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uma Unica vez com uma alta carga de bactérias (1,5 x 10°) pertencentes a 5
diferentes espécies: (A) V.anguillarum, (B) V. parahaemolyticus, (C) V.
alginolyticus, (D) V. harveyi e (E) V. vulnificus. Letras diferentes significam
diferengas estatisticas (p < 0,05) entre os tratamentos (n = 10-12). O grupo
controle recebeu 0 mesmo protocolo de inje¢cBes que os animais dos outros
tratamentos, porém com AMFE.

4.3 Discussao

No presente estudo o BSO foi utilizado como inibidor da sintese
de GSH (MEISTER; ANDERSON, 1983) a fim de diminuir os niveis
deste antioxidante. Com isto, foi possivel investigar a importancia da
GSH na defesa imunolégica e sobrevivéncia de ostras C. gigas sob
desafios oxidativos e bacterianos. Este foi o primeiro estudo a investigar
a importancia da GSH para a imunidade de bivalves utilizando um
agente que atua de forma especifica na deplecdo de GSH.

O BSO ja foi utilizado com sucesso em bivalves para diminuir os
niveis de GSH nas génadas e na glandula digestiva (incluindo estudos in
vitro com células isoladas da glandula digestiva), entretanto estes
estudos tiveram o objetivo de investigar o papel da GSH em outros
processos fisioldgicos, tais como a reproducgdo, prote¢do contra metais e
respostas contra fatores de crescimento (CANESI et al., 2000;
CONNERS; RINGWOOD, 2000; RINGWOOD; CONNERS, 2000). A
deplecdo de GSH nas gbnadas ndo afetou diretamente na taxa de
fertilizacdo, porém aumentou a susceptibilidade dos gametas a metais
(RINGWOOD; CONNERS, 2000). Com relacdo a glandula digestiva,
apesar do BSO diminuir significativamente os niveis de GSH (45-65 %),
ndo foramdetectadas alteracdes celulares e bioquimicas (i.e.niveis
demetalotioneinas e de peroxidacdo lipidica, e estabilidade da
membrana lisossomal), sugerindo que menores niveis de GSH ndo
promovem efeitos notaveis em glandulas digestivas de ostras C.
virginica(CONNERS; RINGWOOD, 2000). Novamente, a deplecdo de
GSH aumentou a toxicidade de metais, induzindo a desestabilizacdo da
membrana lisossomal e a peroxidacdo lipidica, assim como, levando a
uma perda da resposta adaptativa de sintese de metalotioneinas
(CONNERS; RINGWOOD, 2000). Baseado em estudos com células
isoladas da glandula digestiva, j& foi sugerido que a deple¢do de GSH
(30-40 %) per se ndo aparenta levar a um desequilibrio entre os
processos antioxidantes e pro-oxidantes (CANESI et al.,, 2000).
Entretanto, os dois primeiros estudos citados demonstram que deplecéo
de GSH pode diminuir a resiliéncia celular mediante um segundo
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insulto, o qual poderia ser o caso durante insultos oxidativos ou
exposicdes a patdgenos, como estudado nesta tese.

No presente estudo, 0 BSO depletou com sucesso o contetido de
GSH entre 21 e 46 % em todos os tecidos analisados (branquia, glandula
digestiva e hemdcitos). Inicialmente, com a finalidade de observar se
esta deplecdo poderia causar disturbios fisiolégicos relacionados ao
sistema antioxidante, foram realizadas exposicoes a perdxidos. Os dados
indicaram que ostras apresentando significativa diminui¢cdo de GSH em
seus tecidos foram, de fato, mais susceptiveis a exposicéo a peroxidos.
Uma das principais fungbes da GSH, e talvez a mais conhecida e
estudada, é a sua participacdo na eliminacdo de peréxidos em uma
reacdo catalisada por peroxidases (DEPONTE, 2013). Entretanto, os
efeitos de uma moderada deplegdo sistémica de GSH neste processo
bioguimico ainda sdo pouco conhecidos em bivalves. Neste estudo,
menores niveis de GSH nos tecidos das ostras afetaram de maneira
marcante a susceptibilidade destes organismos a um perdéxido organico
(CHP). Este aumento da taxa de mortalidade de ostras pode estar
relacionado a uma menor capacidade de detoxificacdo de perdxidos
devido a falta de quantidades suficientes de GSH, o que ja foi
demonstrado tanto em estudos in vitro (LIDDELL et al., 2006), quanto
in vivo (TREVISAN et al., 2014). Contudo, cabe salientar que as células
também contam com outros sistemas de degradacdo de perdxidos
organicos que ndo dependem de GSH, como as 2-Cis-Prxs. Sendo
assim, ndo se sabe ao certo o quanto da capacidade de detoxificar
peroxidos orgénicos é de fato afetada em organismos apresentando
deplecdo sistémica de GSH.

Diferentemente de perdxidos orgénicos, a eliminacdo de H,0,
conta com a agdo da Cat, além dos sistemas da GPx e Prx
(HALLIWELL;GUTTERIDGE, 2007). A Cat possui uma baixa
afinidade por seu substrato e um alto poder catalitico, contribuindo
assim para uma eficiente detoxificagdo de H,O, principalmente em
concentracbes muito acima das encontradas fisiologicamente
(GEORGE, 1949), como as utilizadas neste estudo. As enzimas GPx e
Prx, apesar de apresentarem uma eficiéncia catalitica semelhante a Cat,
sdo menos efetivas na eliminacdo de altas concentragdes de H,O, devido
ao passo limitante de reciclagem de GSH/Trx e a tendéncia das Prxs se
superoxidarem nestas circunstancias (VEAL; DAY; MORGAN, 2007;
WINTERBOURN, 2013). Dessa forma, a GPx e Prx teriam um papel
menos expressivo no cendrio de exposicdo ao H,O, utilizado neste
trabalho. Mesmo com a presenca da Cat, a qual ndo depende da GSH
para a detoxificacdo do H,0,,0stras tratadas com BSO foram mais



97

sensiveis a exposicdo a este perdxido. Entretanto, esta sensibilidade ndo
ocorreu de uma maneira tdo acentuada como aquela encontrada com a
exposicdo ao CHP. Nosso grupo de pesquisa ja observou que a deplecéo
de GSH em ostras e mexilhfes, em conjunto com inibicdo da GR e
TrxR, afetam negativamente a taxa de eliminagdo de peroxido in vivo e,
como consequéncia, aumentam a taxa de mortalidade induzida por
estresse oxidativo (TREVISAN et al., 2012; TREVISAN et al., 2014).

Apesar dos tratamentos in vivo com BSO reduzirem os niveis de
GSH em hemdcitos, algumas de suas funcdes e parametros associados
permaneceram inalterados. Em conformidade com os dados deste
trabalho, o estudo anterior (Estudo 2) indicou que a depleco in vitro de
praticamente 100 % dos niveis de GSH em hemécitos ndo foi capaz de
afetar a taxa de fagocitose, adesdo celular, producdo de ERO apds
imunoestimulacdo e viabilidade de hemdcitos de C. gigas. Entretanto,
quando a deplecéo de GSH foi combinada com inibi¢do das enzimas GR
e TrxR a imunocompeténcia dos hemdcitos foi afetada (MELLO et al.,
2015) (Estudo 2). Entretanto, estes resultados foram obtidos a partir de
estudos com o composto CDNB, o qual pode promover outros efeitos
celulares além da deplecdo de GSH, sendo estes inconclusivos a cerca
da importancia da GSH para o sistema imune de bivalves. Esta limitacdo
foi contornada no presente estudo pela utilizacdo do BSO como um
agente depletor especifico de GSH, e novamente, 0s menores niveis de
GSH néo causaram nenhum efeito significativo nas fungdes celulares
dos hemacitos. Estes resultados estdo, portanto, em conformidade com
0s dados do Estudo 2 (MELLO et al., 2015), assim como com 0s
estudos discutidos anteriormente que também utilizaram o BSO em
bivalves (CANESI et al., 2000; CONNERS; RINGWOOD, 2000;
RINGWOOD; CONNERS, 2000)

A GSH é uma importante e abundante molécula localizada em
diferentes compartimentos intracelulares, participando de diferentes
eventos bioldgicos. A GSH est4 envolvida na reducdo de perdxidos,
conjugacdo com compostos eletrofilicos e manutencdo do potencial
redutor das células, as quais representam as funcfes mais classicamente
estudas da GSH; assim como na sintese de DNA e enovelamento correto
das proteinas, entre outros processos, 0S quais representam vias
essenciais para homeostase celular (DEPONTE, 2013; HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2007; MEISTER; ANDERSON, 1983). Em vista da
ampla gama de processos que a GSH participa, é previsto que a
deplecdo desta molécula cause graves disfuncfes celulares. Entretanto,
uma pesquisa mais minuciosa na literatura revela que organismos de
diferentes filos podem sobreviver a deplecdo parcial sistémica de GSH
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(ERIKSSON et al., 2015), provavelmente devido a existéncia de
mecanismos compensatorios (ERIKSSON et al., 2015). Efetivamente,
camundongos com bloqueio da expressdo constitutiva da enzima GR,
responsavel pela reducdo de GSSG a GSH, sdo considerados viaveis e
ndo apresentam alteracdes hematoldgicas ou histoldgicas (YAN et al.,
2012). Entretanto, quando estes animais sdo submetidos a um desafio
bacteriano, 100 % de mortalidade foi observada, enquanto que animais
do tipo selvagem apresentaram uma alta taxa de sobrevivéncia (YAN et
al., 2012). De maneira similar, nossos dados indicam que a deplecédo
parcial de GSH néo induz a mortalidade de ostras ou anormalidades
celulares em pardmetros associados as suas células imunes, porém torna
as ostras mais susceptiveis adanos oxidativos e infecces. Desta forma,
em um contexto in vivo, a GSH parece ser substancialmente relevante
para o sistema de defesa imunoldgica de ostras durante infecgdes
bacterianas. De fato, Eriksson e colaboradores (2015) discutem que
apesar da homeostase celular ser mantida em camundongos néo
expressando os sistema regeneradores de GSH e Trx, estes animais estdo
possivelmente “a beira do fracasso” no que diz respeito a regulagio de
seu metabolismo e funcionamento celular. Este contexto aparenta ser
verdadeiro para ostras com uma deplecdo parcial de GSH, uma vez que
a mortalidade de ostras aumenta na presenca de um segundo fator de
estresse, seja ele oxidativo ou uma infec¢do bacteriana.

Durante infecgdes bacterianas, os eventos de reconhecimento e
resposta imunoldgica envolvem diversas reagfes bioquimicas e
celulares, incluindo respostas inflamatérias, as quais podem promover
danos teciduais através de processos como morte celular, atrofia e
degeneracdo (CARELLA et al., 2015). Desta forma, durante a exposi¢do
e recuperacdo de uma infecgdo bacteriana, o hospedeiro deve ser
constantemente capaz de reparar tais danos, o que pode depender de
mecanismos  antioxidantes uma vez (que estes danos estdo
frequentemente associados a eventos oxidativos (FAROOQUI;
FAROOQUI, 2011; KISS, 2010; TRACHOOTHAM et al., 2008). Ja foi
reportado em bivalves que a exposicdo avibriosaumenta a transcricdo
génica, expressdo e atividade enzimatica de muitas enzimas
antioxidantes (CANESI et al., 2010; GENARD et al., 2013; HUAN;
WANG,; LIU, 2011). Estas descobertas estdo de acordo com a ideia de
gue o sistema antioxidante age de maneira conjunta com o sistema
imunoldgico durante as infecgBes bacterianas e o restabelecimento pds-
infeccdo. No presente estudo, a maior susceptibilidade de ostras com
deplecdo de GSH ndo esteve relacionada com a perda de
imunocompeténcia de hemdcitos. Desta forma, ndo foi possivel
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estabelecer uma relagao direta entre a manutencao dos niveis de GSH e
a eliminacdo de bactéria pelos hemdcitos. Ainda assim, a deplecdo de
GSH afetou notavelmente a susceptibilidade de ostras ainfecgdes por
vibrios. Desta forma, é sugerido que a deplecéo sistémica de GSH (i.e.
branquias, glandula digestiva e hemdcitos) possa exacerbar o dano
celular e dificultar uma eficiente recuperagdo do organismo durante e
apos a infeccdo, em vez de afetar diretamente a imunocompeténcia das
ostras.

A maior susceptibilidade de ostras a bactérias, gerada por
influéncia do menor conteldo de GSH, pode ser particularmente
relevante para bivalves, uma vez que estes organismos sdo expostos a
diferentes fatores capazes de modular os niveis de GSH. Ja foi descrita a
deplecdo de GSH em bivalves ap6s exposicdo a metais (KOVAROVA;
SVOBODOVA, 2009), o6leo diesel (MARQUES et al., 2014),
hidrocarbonetos policiclios aroméaticos (GRINTZALIS; GEORGIOU,;
DAILIANIS, 2012), misturas complexas de poluentes (JENA;
VERLECAR; CHAINY, 2009; MACHADO et al., 2014; WAN et al.,
2015), elevada temperatura da agua (DOWNS et al., 2000) e elevada
pCO,(WANG et al., 2015). Ademais, desde 2008, o aparecimento de
eventos de mortalidade massiva de C. gigas tem aumentado em termos
de intensidade e distribuicdo geografica (BARBOSA-SOLOMIEU;
RENAULT; TRAVERS, 2015). Como discutido anteriormente, estudos
sugerem que estas mortalidades ndo podem ser explicadas por apenas
um dnico, mas sim por um conjunto complexo de fatores, os quais
podem interagir com o estado fisiolégico e/ou genético do organismo,
fatores ambientais e de estresse, e a presenca de patdgenos virais e
bacterianos (BARBOSA-SOLOMIEU; RENAULT; TRAVERS, 2015;
EFSA, 2010; ROMALDE; BARJA, 2010). Inclusive, ja foi sugerido que
a presenca de alguns contaminantes ambientais estd associada a esses
eventos de mortalidade, atuando em sinergismo com infecgdes virais e
bacterianas (BARBOSA-SOLOMIEU; RENAULT; TRAVERS, 2015;
GAGNAIRE et al.,, 2007; MOREAU et al., 2015; MORLEY, 2010).
Tendo em vista esta conjuntura, este trabalho corrobora a possibilidade
de interagdes sinérgicas entre agentes quimicos que causam a deplecdo
de GSH e patdgenos. Caso confirmado, estes dados indicariam que a
poluicdo poderia realmente tornar as ostras mais susceptiveis a infeccdes
bacterianas, o que poderia contribuir com as mortalidades massivas
observadas nos Ultimos anos.

De maneira geral, este trabalho utilizou a deplecdo da GSH para
investigar se o sistema antioxidante poderia atuar de maneira conjunta
com o sistema imunoldgico na defesa de ostras contra patdgenos de
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origem bacteriana. A GSH foi escolhida por ser uma importante defesa
antioxidante, o que ficou evidenciado a partir do aumento na
mortalidade de ostras expostas a peroxidos apés deplecdo moderada de
GSH (20-40 %). Este consumo de GSH ndo interferiu nos parametros
hematoldgicos, na viabilidade celular ou na imunocompeténcia dos
hemacitos, mas aumentou a mortalidade de ostras expostas avibrios. Os
mecanismos causais desta mortalidade ainda precisam ser esclarecidos.
Entretanto, é proposto que, devido a falta de disturbios celulares nos
hemdcitos, a GSH parece ser essencial para a manutencdo da fungédo
fisiolégica geral das ostras durante eventos de infeccdo, auxiliando no
reparo de eventuais danos celulares e contribuindo para a recuperagéo
do hospedeiro apo6s a infecgdo.
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CONCLUSOES

Este trabalho, de maneira geral, contribuiu com o conhecimento
sobre os sistemas de defesa imune e antioxidante de ostras, assim como
0 potencial risco a salde das mesmas devido a presenca de
microrganismos patogénicos na costa de Santa Catarina.

R/

% Com relagdo aos potenciais riscos a saude das ostras presentes na

costa de Santa Catarina, 0 presente trabalho apresentou
evidéncias de que:

o

A presenca do virus OsHV-1 e da bactéria V. splendidusem
varias localidades da costa de Santa Catarina representa um
alerta para o setor da aquicultura. Estes patdgenos estdo
fortemente associados a mortalidades massivas de ostras em
outros paises, as quais ainda ndo ocorrem no Brasil. Este
estudo evidencia a necessidade de agBes que previnam a
ocorréncia destes surtos de mortalidade no estado e no pais.

% Com relacdo as defesas antioxidantes, o presente trabalho
apresentou evidéncias de que:

o

Hemdcitos possuem a capacidade de detoxificar compostos
eletrofilicos, o que foi evidenciado pela deplecdo de GSH
apos exposicdo ao CDNB;

Hemdcitos sdo bastante resistentes a distdrbios nos niveis de
GSH, uma vez que sua total deplecdo ndo diminuiua
atividade metabodlica normal (reducdo do MTT) destas
células, apesar de afetar a estabilidade da membrana
lisossomal (retencéo do VN);

O correto funcionamento do sistema da Prx/Trx/TrxR é
particularmente importante para a fungdo dos hemdcitos, uma
vez que a inibicdo da TrxR aparentou ser o gatilho que
desencadeou a disfuncdo destas células;

A GSH ¢é fundamental para a protecdo de ostras mediante
exposicdo a compostos pro-oxidantes, pois uma diminuicao
parcial de ~30 % nos niveis de GSH foi capaz de aumentar
em até 50 % a mortalidade de ostras expostas a peroxidos.
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R/

% Com relacdo ao sistema imune das ostras, o presente trabalho

apresentou evidéncias de que:

o

Hemocitos conseguem desempenhar algumas de suas
principais fungdes (adesdo, fagocitose e producdo de ERO
apo6s imunoestimulacdo) mesmo com os niveis intracelulares
de GSH depletados;

As ostras da espécie C. gigas presentes em Santa Catarina
sdo particularmente resistentes a diferentes cepas de vibrios,
uma vez que foram necessarias exposicdes a elevadas cargas
bacterianas para causar mortalidades significativas, o que
ocorreu apenas com duas das cinco espécies testadas;

A GSH é fundamental para a protecdo de ostras contra
infeccBes por bactérias patogénicas para bivalves, a exemplo
da espécie V. anguillarum, pois uma diminuicdo de ~30 %
dos niveis de GSH aumentou a mortalidade em 33 %.
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PERSPECTIVAS

O estudo que investigou a presenca de virus e bactérias
patogénicos para ostras em Santa Catarina, representa um trabalho
preliminar, o qual deve ser continuado a fim de caracterizar melhor as
espécies  detectadas. Seriam necessarias novas analises de
sequenciamento comparando diversas amostras, a fim de identificar a
cepa de V. splendidus e a variante do OsHV-1 presentes em Santa
Catarina, através de analises filogenéticas utilizando sequéncias
disponiveis em bancos de dados virtuais. Técnicas como microscopia
eletrbnica de transmissdo e hibridizacdo in situ poderiam também
auxiliar para uma melhor caracterizagdo das infeccbes por estes
patégenos (e.g. tecidos-alvo e possiveis danos celulares/teciduais). O
isolamento destes patdgenos também seria Gtil no estudo da capacidade
de viruléncia dos mesmos. Ademais, seria de grande relevancia e
importancia o desenvolvimento de projetos de extensdo envolvendo a
UFSC e produtores de ostras, com a finalidade de alerta-los quanto aos
possiveis riscos aos cultivos e oferecer alternativas quanto ao manejo
adequado das ostras a fim de evitar situagdes de estresse para estes
animais.

Os estudos que visaram compreender a importancia de
pardmetros associados ao sistema antioxidante na imunocompeténcia
das ostras também abrem caminho para uma ampla gama de estudos
futuros. Podem ser usados outros inibidores especificos de enzimas
associadas ao sistema antioxidante, como por exemplo, a TrxR, devido a
forte evidéncia de sua importancia para a manutencao das funcdes dos
hemdcitos. Talvez a inibicdo desta enzima trouxesse consequéncias mais
drasticas na sobrevivéncia das ostras durante infeccdes bacterianas. Uma
vez que foi observado que a GSH é importante para a sobrevivéncia das
ostras contra desafios bacterianos, outra abordagem seria observar se
uma indugdo dos niveis basais de GSH poderia tornd-las mais
resistentes. Este estudo seria de particular interesse para a maricultura,
ja que existem compostos naturais capazes de estimular a sintese de
GSH, como, por exemplo, a curcumina (agafrdo). Por fim, visto que a
deplecdo parcial de GSH torna as ostras mais susceptiveis a infeccoes
bacterianas, seria interessante expor as ostras a contaminantes
ambientais conhecidos por afetar os niveis de GSH em concentragdes
ambientalmente relevantes e, posteriormente, avaliar a susceptibilidade
das mesmas a essas infecgdes. Tais estudos colaborariam com a
crescente &rea da ecotoxicologia, ligando os efeitos de xenobiontes ao
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risco de sobrevivéncia desses animais em seu habitat natural e nos
cultivos.
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ANEXO A

Figura 1. Curvas de fusdo obtidas ap6s reagdo de amplificagdo por gPCR com
os iniciadores (A) VSPN-F/VSPN-R, (B) VTS/VS e (C) C9/C10.
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Os picos de maior intensidade representam 0s controles positivos obtidos a
partir de ostras infectadas com V. splendidus (A e B) ou OsHV-1 (C). Os picos
restantes representam amostras de DNA de ostras coletadas em diferentes locais
de Santa Catarina que apresentaram amplificag&o.
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ANEXO B

Figura 1.Alinhamento entre as sequéncias obtidas com os iniciadores VSPN-F
(senso) e VSPN-R (anti-senso). O alinhamento multiplo das sequéncias foi
realizado utilizando-se a ferramenta Clustal Omega. * significa que as
sequéncias sdo idénticas na dada posi¢do.
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VSPN_F
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GATGTAGT TAARAGCCAGAGCACGTCCACCAGCAGATTCAATAGCATCAACGGTTTTTCGT

* * KE KRR
GCCGCTTCGAGATTGATATCAGCGATACCARCCGCTGCACCTGCTTTTGCATAAGTTTCA

AGAGTAAGTTATTGTTTARAGCTT TTTGGATTARAGCTT TT TGCAATATGCTARGTTGCA
———————————————— GATARGCTTTTTGCTTTATGCTCTT TACRATT TGGARRGCTGAC
* K KKK Ex * KKk * Akk KAk KAk Kk ¥ *xkKk KK
BGATGGAAAGATGTACGAGTAATT CAATCARAGTARRACGT TCARART GAARAGT TGCCA
TGATTGATTTCCTTACAATAAT TCCAT CCAAT TTTARAATT CCCCATGGTTARCCTGCTC
Hhk kW LE B SN 4 * ok Wk * H K * R HK * * * *w LS
BAGTTATTAAGCACGGTATARACACAACAARCACAT TCAAGTGTCT G- ————=———————
TTARTARATACEACCGGTATTTCACAT GTAAT GCATTCART TGTCT TG TAT TCGATTCAC
* K * LR S *H KK K FAEH KKK HK KKK
———————————————————— TATCGAT CARACTGTAGTTGANN

ACTTGATTGAATCACAATTGAATCAGGCARACAGTTATCAG——
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Figura 2. Alinhamento entre as sequéncias obtidas com os iniciadores VTS
(senso) e VS (anti-senso). O alinhamento multiplo das sequéncias foi realizado
utilizando-se a ferramenta Clustal Omega (1.2.1). * significa que as sequéncias
sdo idénticas na dada posicéo.

VTS AGCGGARACGACACTAACRAATCCTTCGGGT GCGTTAATGGEC GTCEAGC GECGGACGGGET
v NNTGGGGGCTATGGECGTCOAGCGGCOGACGGET
* OK AAAAAAAAAAAA A AN AN AR AR AN
VTS GAGTAATGCCTAGGRART TGCCTTGATGTGGGGGATARC CAT TGGARACGATGGCTAATA
Vs GRAGTAATGCCTAGGRART TGCCTTGATGTGOGGGATARCCATTGGARACGATGGCTAATA
AT A A H AT A A AT A A A AT AT AT AT AT AT AT AT AN AN AN AN AAN A AA R A A A AR
VTS CCGCATAATGCCTACGGGCCARAGAGGGGGACCTT CGGGCCTCT CGCGTCARGATATGCT
Vs CCGCATAATGCCTACGGGCCARAGAGGGEGACCTTCGEGCCTCTCGCETCARGATATGCT
AT A A H AT A A AT A A A AT AT AT AT AT AT AT AT AN AN AN AN AAN A AA R A A A AR
VTS TAGGTGGGATTAGCTAGT TGGTGAGGTART GGCTCACCARGGCGACGATCCCTAGCTGGT
Vs TAGGTGGGATTAGCTAGT TGGTGAGGTART GGCTCACCARGGCGACGATCCCTAGC TGGT
A A KA AR AT A A A AT A AR AT XA R AT X F A AT X H A AT HAF A A A A F A A A AT AN A A F I h hor o d &
VTS CTGAGAGGATGAT CAGCCACACTGGARCTGAGACACGGT CCAGACT CCTACGGGAGECAG
Vs CTGAGAGGATGAT CAGCCACACTGGAACTGAGACACGGT CCAGACT CCTACGGGAGECAG
A A KA AR AT A A A AT A AR AT XA R AT X F A AT X H A AT HAF A A A A F A A A AT AN A A F I h hor o d &
VTS CAGTGGGGRATAT TGCACAATGGGC GCARGCC TGATGCAGCCATGCCGCGT GTATGRAGAR
Vs CAGTGGGGRAATATTGCACAATGGGC GCARGCCTGATGCAGCCAT GCCGCGT GTATGAAGR
FHEH K I F R AT I IR AT I IR AT AT R AT XTI AT AT I AT AT I N A AT I N AT XA I A AT F TR ddohk
VTS BAGGCCTTCGGGTGTARAGTACTT G- CAGTGGACARATNAR -~ ———— ——— —— =
Vs AGGCCTTCGGGTTGTARAGTACT TTCAGTT GT GAGGARGGEGGTAGCGT TRATAGGCTAT
AR KA AR KK A& ** * KKK K *
vrs 0

VS CTCTT
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Figura 3. Alinhamento entre a sequéncia obtida com o iniciador VSPN-F
(senso) e a sequéncia de maior similaridade com esta segundo buscas realizadas
via BLASTn, a qual correspondeu ao organismo Vibrio splendidus
(AF413024.1). O alinhamento multiplo das sequéncias foi realizado utilizando-
se a ferramenta Clustal Omega. * significa que as sequéncias sdo idénticas na
dada posigdo.

VSPN_F GATGTAGTTRARAAGCCAGAGCACGTCCACCAGCAGATTCAATAGCATCAACGGTTTITCGT
BF413024.1
VSPN_F GCCGCTTCGAGATTGATATCAGCGATACCARCCGCTGCACCTGCTITTGCATAAGTTTCA
BF413024.1
VSPN_F GCGATGTCACGTCCTATACCATTTGCAGAGCCAGT GACCARTGCTACTT TGCCTGTCARR
BF413024.1
VSPN_F TCTTGTTATRATTGGGTCGCCATACATATTGATTTAGTTARAGCCGGAGTAGTTAATAAC
AF413024.1 @ @ GATTTAGTTARAGCCAGAGCTTTAATTAAT
HEHTHAHAXFXFAT AT ST wxw * K OKEW
VSPN_F AGAGTAAGTTATTGTTTARAGCTTTTTGGATTARAGCTT TTT GCAATAT GCTAAGTTGCA
AF413024.1 AACGTAAGTTATTGATTARAGCTITITGCTITATGCTCTTTAACAATTTGGARAGCTGALC
* HHEHFIHHTHTHT HHHAHXHX AKX A XS WK L HEEH WK S
VSPN_F AGATGGRAAGATGTACGAGTAATTCAAT CARAGTARAACGTTCAARATG-ARRAGTTGCC
AF413024.1 TGATTGAT-TACTTACGAGTAATTCAATCAAATTTARRAAGTTCTCRAATGTTITATCTIGCTC
EHHK KW * HEHHEHHAXAXXT AKX AT TR Y F FHd wrx¥ WKW * * *
VSPN_F ARAGTTATTAAGCACGGTATARACACAACARACACATTCARGTGTCTGTATCGATCARRAC
AF413024.1 TTAGTTAATAAGAACGGTATARACACAACAAACACATTICARGTGTCTTIGTAT——————
HHHEHH HHHH AT AT AT AT AT AAA AN AN AA N AN AT AA T AT AXY
VSPN _F TGTAGT TGANN

AF413024.1 IR,
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Figura 4. Alinhamento entre a sequéncia obtida com o iniciador VSPN-F
(senso) e a sequéncia de maior similaridade com esta segundo buscas realizadas
via BLASTn, a qual correspondeu ao organismo Vibrio splendidus
(FM954972.2). O alinhamento multiplo das sequéncias foi realizado utilizando-
se a ferramenta Clustal Omega. * significa que as sequéncias sdo idénticas na
dada posigdo.

VSEN_F GATGTAGTTARAGCCAGAGCACGTCCACCAGCAGATT CARTAGCATCAACGGTTTTTCGT
FMOS54972.2 mmmm e
VSEN_F GCCGCTTCGAGATTGATATCAGCGATACCARCCGCTGCACCTGCTTT TGCATAAGTTTCA
FMOS54972.2 mmmm e e
VSEN_F GCGATGTCACGTCCTATACCATT TGCAGAGCCAGTGACCART GCTACTT TGCCT GTCARA
FM%54972.2 @~ @ e
VSPN_F TCTTGTTATARTTGGGTC GCCATACATATT GATTTAGTTARAGC CGGAGTAGTTAATARC
FM854972.2 0 GATTTAGTTARAGCCAGAGCTTTARTTREAT
KIAAKX KA KK AN I H T K h* * kK Kkk
VSEN_F AGAGTRAAGTTATTGTTTARAGCTTT TTGGATTARAGC TTTTT GCARTATGC TARGTTGCA
FM954972 .2 AACGTAAGTTATTGAT TARAGCTTTTTGCT TTATGCT CT TTAACAAT TTGGARRGCT———
* WHH I K AT HH K F R KN KRR R W L8 L & L E & & B & L & SN 4
VSEN_F AGATGGARAGATGTACGAGTAAT TCAAT CARAGTARAACGTT CARRATGAARAGTTGCCA
FM954972.2 ———————————— GACTGATTGATTACTTACGAGTAATTCAAT CARATTTAARAGTTCTCA
* Kk K KA K * FHHK K * HAKAK K AANAKAN * K
VSEN_F ALG-TTATTAAGCACGGTATARACACAACABRACACAT TCAAGTGTCTGTAT CGAT——CA
FMG54972 .2 ATGTTTATCTT TCATTAGATARACACAACABACACAT TCAAGTGTCTTGTATTCGAATCA
* Kk KXk A% * K HHAKEH A AN A A AN AN A A A AN A A A KK * K
VSEN_F AACTGTAGTTGANN
FMS54972 .2 ARCGTTAGTT-———

HKkK KRR AK
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Figura 5. Alinhamento entre a sequéncia obtida com o iniciador VSPN-R (anti-
senso) e a sequéncia de maior similaridade com esta segundo buscas realizadas
via BLASTN, a qual correspondeu ao organismoVibrio splendidus
(AF413021.1). O alinhamento multiplo das sequéncias foi realizado utilizando-
se a ferramenta Clustal Omega. * significa que as sequéncias sdo idénticas na
dada posi¢&o.

VSEN_R CTGATARCTGTTTGCCTGATTCAAT TGTGATT CARTC-ARGTGTGAATCGAATACAAGAC
RF413021.1 ——-ATGACTGTTTGCCGGACTCAAT TGT GAAT CARACTARGTTTGAT TCGRATACRAGAC
Hh KHTAKKKHAIX K AKX A I A KK AT HHHH * AHKF Hhkdk A AT AN AA*AK
VSEN_R RATTGAATGCATTACATGTGARATACCGGT TGTAT TTAT TAAG-AGCAGGT TAACCATGG
RAF413021.1 ACTTGAATGTGTTTIGTTGT—————————————~— GTCTATCTAATGARAGATARACATTGA
KKK AHK *x L 8 * WEK * *h Ok KE KN * K
VSEN_R GGRATTTTAARATTGGATGGRAT TATTGTARGGARATCARTCAGTCAGCTTTCCARATTG
RF413021.1 GRAACTTTTARATTTGATTGARTTAC TCGTAAGTARATCARTCAGTCAGCTTTCCARATTG
* ok KA AXAKEA KA K *k kX X H OKKATAK KA AKX XA AAA KA AN A A AN A A KK
VSEN_R TARAGAG-CATAAAGCARRARGCTTATCGARACTACNNTNNG
RAF413021.1 TTARRGAGCATAAAGCARRARGCTT —————————————————
* KK FHH KK F R K K A K KW A K

Figura 6. Alinhamento entre a sequéncia obtida com o iniciador VSPN-R (anti-
senso) e a sequéncia de maior similaridade com esta segundo buscas realizadas
via BLASTN, a qual correspondeu ao organismoVibrio splendidus
(FM954972.2). O alinhamento multiplo das sequéncias foi realizado utilizando-
se a ferramenta Clustal Omega. * significa que as sequéncias sdo idénticas na
dada posigdo.

VSEN_R CTGATRACTGTTTGCCTGAT TCAATTGTGATT CAATCAAG--TGTGAATCGARTACAAGA
FM954872.2 -TGATRACTGTTTGCCGGACTCAAT TGTGART CARTGTARACAT TGATTCGARTACAAGA
HHAHHAHH KA AT HHA Hr WA T AHhhrdrdx drw ok * THH FHH KK KK WA K
VSPN_R CRATTGAATGCATTACATGTGAAATACCGGTTGTATT TATTARGAGCAGGTTRACCATGG
FM954972.2 CACTTGRAT G- ————————=———~ TGITTGTTGTGITTATCTAATGARAGATARACATTG
K KAHAAKKK * IEKKK KK KNI K * * kK kK Kk¥ KEk¥X K
VSEN_R GGRATTTTAAAATTGGAT GGAATTATTGTARGGARAT CARTCAGTCAGCTTICCARATTG
TM954972.2 AGRACTTTTAAATTTGAT TGRATTACTCGTAAGTAAT CAATCAGTCAGCTTTCCARRTTG
HHK AEAKN KAKAA KN KHAK AAAA KA K H K AAK AN AAANKN AR R A NN A AR AR AAA A
VSEN_R TARAGA-GCATARAGCARAAAGCTTATCGARACTACNNTNNG
FM954972.2 TTRAARGAGCATARAGCARARRGCTT —————————————————

* k% HHEH KT KKK A K HHRRH KR
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Figura 7. Alinhamento entre a sequéncia obtida com o par de iniciadores
VTS/VS e uma das sequéncias de maior similaridade com esta (uma vez que
varias sequéncias pertencentes a diferentes espécies de Vibrio apresentaram 99
% de identidade) segundo buscas realizadas via BLASTh, a qual correspondeu
ao organismoVibrio splendidus (AY620972.1). O alinhamento multiplo das
sequéncias foi realizado utilizando-se a ferramenta Clustal Omega. * significa
que as sequéncias sdo idénticas na dada posigéo.

VIS/VS AGCGGARACGACACTAACAATCCTTCGEGTGCGTTARTGGECGTCGAGCGGCGGACGGGT
AY620972.1 AGCGGARACGACACTARCAATCCTTCGGGTGCGTTARTGGECGTCGAGCGGCGEACGEET
HHHH I AT KA AT AT A AT AT A AT A AT AAT AN A AT HANA T AN AN NAT AN NN A
VIS/VS GAGTAATGCCTAGGAAATTGCCT TGATGTGGGGGATARCCAT TGGARACGATGGCTARTA
AY620972.1 GAGTAATGCCTAGGAAATTGCCTTGATGTGGEGEATARCCAT TGGARACGATGGCTARTA
oA A Ak A A A Ak A d A A A d A A A A A A A A A A o h kA ok A Ak ok R ok Rk kR &
VIS/VS CCGCATAATGCCTACGGGCCARAGAGGGGEACCTTCGGGCCT CTCGCGTCARGATATGCC
AY620972.1 CCBCATAATGCCTACGGECCARAGRGGEGEACCTTCGGGCCT CTCGCGTCARGATATGCC
oA A Ak A A A Ak A d A A A d A A A A A A A A A A o h kA ok A Ak ok R ok Rk kR &
VIS/VS TAGGTGGGATTAGCTAGT TGGTGAGGTART GGCTCACCARGGCGACGATCCCTAGCTGET
AY620972.1 TAGGTGGEATTAGCTAGT TGGTGAGGTAAT GGCTCACCARGGCGACGATCCCTAGCTGET
oA A Ak A A A Ak A d A A A d A A A A A A A A A A o h kA ok A Ak ok R ok Rk kR &
VIS/VS CTGAGAGGATGAT CAGCCACACT GGAAC TGAGACACGGT CCAGACTCCTACGGGAGGCAG
AY620972.1 CTGAGAGGATGAT CAGCCACACT GGRAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAG
oA A Ak A A A Ak A d A A A d A A A A A A A A A A o h kA ok A Ak ok R ok Rk kR &
VIS/VS CAGTGGGGAATAT TGCACAATGGGC GCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGARGE
AY620972.1 CAGTGGGEAATAT TGCACAATGEGE GAAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGARGA
TR KA A I A A A A A I A A A d A Ak A o A A o ko o A o o o ok ki &
VIS/VS AGGCCTTCGGGTTGTARAGTACT TTCAGTTGTGAGGAAGGGGGTAGCGT TAATAGGCTAT
AY620972.1 AGGCCTTCGGETTGTARAGTACT TTCAGTT GTGAGGAAGGEEGTAGCGTTAATAGCGCTA
TR Kk Ak A A A Ak A Ak A A Ak A A A A A R ok ok A ok ok R o
VIS/VS CTCTT-

AY820972.1 TCTCTT
*
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Figura 8. Alinhamento entre as sequéncias obtidas com os iniciadores C9
(senso) e C10 (anti-senso) correspondentes ao produto de ~200 pb. O
alinhamento multiplo das sequéncias foi realizado utilizando-se a ferramenta
Clustal Omega. * significa que as sequéncias sdo idénticas na dada posicao.

C9-200 GAGGGAAAT TTGCGAGAGAAGGACAGAATGGAATGGGAGT GT TGGTCGARARTACCTGCA
C10-200 ———mmmm——m———— e RARACGGATAGTTTTAGATGT--ACTGGCGTGGAGGATCATGGCA
* ok khkk KK * * K * *K KK * K * KK
€9-200 GAATTACRATGCCTGARAGATAGTGTAGGTARATGCGT TTTT GAGCT GGATTGGCATATT
C10-200 GAATTCA--TTACTCARACCCACTTTTCCTATGAT TAT TAGCAAT GRTCT TAGCGGTGTT
* K Rk K * *K KKK * kK * X * K * * K * kX
€9-200 ACCATCATTATTCCCARGATGRATGATT TGAGATTAAT GAAGGTACT GAGTAGCTCGAAR
C10-200 TTCATGATTG-————- AGATAA-—-AATCGTGGTGGATARA- ——-ACGATARTGTTICCT
whEk KKK KAKK K * K K K K KE KK *H * *
C9-200 TGGAGAGCARRACGTCGTAGT TTGCCGATTTAGTTTTT TTGARGGTATGAGTAATCACAG
C10-200 BCGACTGCCGGAGATARTACACTGCCGAGTTAT TTTCT -TATAAGGGCAT TGCCTCACT G
* K * * * * * K KhEkIEAK *hkx KEk*x ok ¥ * K THHK K
€9-200 BCATARTARRGGATTTCATCTCGTCGAGGGATGTTTCCGAGAGARGAGAT TATARCAATA
C10-200 ACATAATATTGGATCTCATCTCCTCAGCCCCTGATGCCACAATTATABTGTACCGAATAG
HE KK KKK K EE RS I SRR S S *E K k¥ * * % L
C9-200 TATTTCT — = === == == === == == = e BAGRATGTTCTGGCGT
C10-200 TGTCTCATTCATGCTCAATARAGATGCT CAATCTCCTGTT TAGCATGATT CTTCTTGCTT
* K k¥ Kk K Kkhkk *k K
€9-200 GGAGGAATCAGGAACAGAATTCAAGTACATCARACCCATTGT CCTGAGAT TATTAGCAGT
C10-200 GGCCTCTTGARGATACGARR-———— CAGGTCTGGGCG———= === ==~ TTTACCGTCTGG
* K * ok kX * KK * * X * * KK * K
€9-200 GATCTGGCGGTGCGTCATGAAGATAGAGAGAGCCGTAT TT TGANT —— ——— —— == —————
C10-200 GATT--GGATGTGGATATGCCGACAT GGCTACCTTTCTGTACCTACGTCT GCCGGTGAT

HEK * * KA K L I * * K * K K
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Figura 9. Alinhamento entre as sequéncias obtidas com os iniciadores C9
(senso) e C10 (anti-senso) correspondentes ao produto de ~400 pb. O
alinhamento multiplo das sequéncias foi realizado utilizando-se a ferramenta
Clustal Omega. * significa que as sequéncias sdo idénticas na dada posicao.

C9-400 GAGGGARATTTGCGAGAGAAGGT TTTAGAAT GCAGGAC TCGGACATGGAT GTAATGTTCT
Cl0-400 —mmmmmmmmmmmmm oo GITACCTGATCTAGGCCTGT--AGTAGTAGTT
* % * K * Ok Kk * *
C9-400 GGCCARATARCCACRARGT GATCTGGGATTTCTCT CAGGC TCAGT TGTACGACACACACA
C10-400 CGGGCCAGTARCCGCGGETGATCTGGGATTTCT CTCGCGCTCACT TGTACGACACACACA
* * LS HAAARAR KA AR AR NN NA A HHAKK HAAAAAAAANAAAKN AN A
C9-400 GACA-TTCCTGATTCTCAGTGACAGT TCAGACAGT CCGCCAGGTTTTACATTACTATGGT
C10-400 GACATTTCCTGATTCTCAGTGACAGT TCARACAGT CCGCCAGGTATTACATTACTATGGT
HHHH HHAHHHAAHAAAHHAHHA AT AAN FHAX AT AA T HAdohdr I rrd b v dow w
C9-400 TACCATTAGAGGACGC TGGCAGAATTGTATTAT CATCATGTGTCAGGATCARTGTAGCCC
C10-400 TACCATTATAGGACGC TGGCAGAATTGTATTAT CATCATGTGTCAGGATCARTGGAGCCC
HHHHHHHH HHAAHHAAH A AAHAAAHNAAANA AT AT AAA AN A AA A I XA AL XA H AL, whdok ¥
C9-400 TCTATATT-CTAGTGCTAAGT TCAGACAATATATGAGTAGTGCTGTACGACCAGACT CCA
C10-400 TCTATATTTCTAGTGCTAT GTACAGACARRATATGTGTAC TGCGGTACGACCAGACT CCA
IHHFHHHH K HH A XH A A IH Kk FhA T A Ad Fhdddr dhd dhd FA X I rxrdddrrddrwx
C9-400 CAGAGCAGGACCGT TAGCTGT GAAGAGACGCACAC GGG TAATACGAGCAGCCTGTCTGCG
C10-400 CAGTGCATGGACCGTGTAGCAGT GGARGAGATGGCACACAGGAATACGAT CATGCCCACA
LE B R & & 2N 4 * * * * % * * * * * * Kk kX X *
C9-400 GOTNC—— == === == == ——m —— = m
C10-400 GTTTTATCAGTGACTTTTGGCCTACGTCTGCCGGT GAT

* %
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Figura 10. Alinhamento entre as sequéncias obtidas com os iniciadores Gp3
(senso) e Gp4 (anti-senso). O alinhamento maltiplo das sequéncias foi realizado
utilizando-se a ferramenta Clustal Omega. * significa que as sequéncias sdo
idénticas na dada posicéo.

GP3 GGTTGTGETTTTGGARAT GTATCGTAATTAAT TTGAT TTGATGGGATTT TGGARAGTATC
GPL e
GP3 CTTGTTTTCATAGGCTGTAGRAGGGTTGTGGGTTT GGAARTGTATCCTART TAATTTGAT
GP4 e ANCAT
LEd
GP3 TTGATTGGGTTTTGGARAGTATCCT TGTTTTCATAGGGT TTGAGAATGTATTCTTGGTTT
GP4 TRAAATCGATGGGTATGGAAGTTCCT TGTTTTCATAGGGT TTGAGAATGTATTCTTGGTTT
* HH K * * AHHAA KT AT AT AN AT AT AAANAA AT AT AN TR AT AR RN
GP3 GATAGAGTTTGARRAAGTATTCTTATTTTGAT GGTGT GAGGGRATGTAT CCTTGTTTTGA
GP4 GATAGAGTTTGARRAAGTATTCTTATTTTGAT GGTGT GAGGGRATGTAT CCTTGTTTTGA
AT AT A AT A AT AT AT T AT AT AN A XA A XA AT AN AT AT AAN AT AT AT AR XA AN
Ge3 TGGGGTTTGGAAATATAT CTGAT TAAT GAGAGGAT GNNNC————————————————————
GP4 TGGGGTTTGGAAATCTAT TCTTGAT TTAATGGGGT TAGGGAATGTATCCTTGTTTTAATC
HHEAXHXHXX R ATA KT K KK K HH K
GP3 e
GP4 GAGTTTGGACGCCAATCCAGTTTTTTGGETTT GGGGATGTCTCCCT TTTTTGATGGGATT
GP3 e
GP4 TGGAATGTGACATTGCGT TAACCCAGTTTGCAAGC CTCATGCTTGT TTT CATTATT TGAA
Pz

GP4 ATGTGCGATTGTCATTTTAATCGAGTTTGGACGCC
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Figura 11. Alinhamento entre a sequéncia obtida com o iniciador C9 (senso),
correspondente ao produto de ~200 pb, e a sequéncia de maior similaridade
com esta segundo buscas realizadas via BLASTn, a qual correspondeu ao
organismo OsHV-1 (KF517186.1). O alinhamento mdltiplo das sequéncias foi
realizado utilizando-se a ferramenta Clustal Omega. * significa que as
sequéncias sdo idénticas na dada posicéo.

©9-200 GAGGGARATTTGCGAGAGARGGACAGAATGGARTGGGAGTGTTGGTCGARRATACCTGOA
KF517186.1 - ———mmmm e — e
©9-200 GAATTACRATGCCTGARAGATAGTGTAGGT AAATGCGTT TTTGAGCTGGAT TGGCATATT

KF517186.1 = = ——————mmm e _—— R,

co-200 ACCATCATTATTCCCAAGATGAATGATT TGAGATTAATGARGGTACTGAGTAGCTCGARAR
KF517186.1 - ———mmmmm e — e
©9-200 TGGAGAGCABARCGTCGTAGTTTGCCGATT TAGTT TTTT TGARGGTATGAGTRAATCACAG

KF517186.1 = = ——————mmm e _—— R,

C9-200 ACATAATARAGGATTT CATCTCGTCGAGGGAT GTT TC CGAGAGAAGAGATTATAACAATA
KF517186.1 ———————m———mm CGAGGGRAATT TGCGAGAGARGAGATTATAACRATA
*HKK KKK HHHE HHKIHKKX KA KA KA A A AN KHAAHK K
€©9-200 TATTTCTAGRATGTTCTGGCGTGGAGGAAT CAGGAACAGAAT TCARGTACATCRARCCCA
KF517186.1 TAGTTTTAGRATGTTATGGCGTGGAGGAAT CAGGAACAGAAT TCARTTACATCRARCCCA
KR O HH HAHAHHHAET AA XA RA AT AN ARNA AN ANAA N AN AA NN, AN AA AR N Ax Aok n
©9-200 TTGTCCTG-AGATTAT TAGCAGT GATCT GGCGGTGCGTCATGARGATAGAGAGRAGC CGTA
KF517186.1 CTTTTCCTIATGAT TAT TAGCAGTGATCT TAGCGGT G——- ————=————————————————
* k % HHI I KK KK I KA Hhdh* *
C9-200 TTTTGANT

KF517186.1 ————————

Figura 12. Alinhamento entre a sequéncia obtida com o iniciador C10 (anti-
senso), correspondente ao produto de ~200 pb, e a sequéncia de maior
similaridade com esta segundo buscas realizadas via BLASTn, a qual
correspondeu ao organismo OsHV-1 (KF517186.1). O alinhamento multiplo
das sequéncias foi realizado utilizando-se a ferramenta Clustal Omega. *
significa que as sequéncias sdo idénticas na dada posigao.

c1l0-200 ATCACCGGCAGACGTAGGTACAGRAAGGTAGCCATGT CGGCATATCCACATCCAATCCCA
KFS517186.1 @ e e e e e

clo-200 GACGGTRAACGCCCAGACCTGTTTCGTATCTTCRARAGAGGCCAAGCRAAGAAGRAATCATGCT
KFS17186.1 —mmmmmmm e
C10-200 RRACAGGAGATTGAGCATCTTTATTGAGCATGRATGAGACACTATTCGGTACATTATAAT
KES17186.1 —ommmmmm e
C10-200 TGTGGCATCAGGEGCT GAGGAGATGAGATC CARTATTATGTCAGTGAGGCARTGCCCTTA
KESLIT1B86.1 = e e e e e e e e e e e e e
clo0-200 TRAGRRRATARACTCGGCAGTGTATTATCTCCGGCAGTCGTAGGARRCATTATCGTTTTAT
KF517186.1 = - ATCACCGGCAGACGTAGGAAACATTATCGTTTTAT

HHH K KHAKAK HHKAX KA AXAH KA AAK HA A KA K

Ccl0-200 CCACCRCGATTTTA-TCTCAATCATGARRACACCGCTAAGATCATTGCTAATAATCATAG

KF517186.1 CCACCACGATTTTATTATCACTCATGARARARCACCGCTARAGATCACTGCTRATAATCATAG
KKK KK KA K KA IHH K KKK KK AKX KKK KK KK KAXKI KK KA X HH KX XK A K XX K KK X KK *

C10-200 GRAARAGTGGGTTTGAGTAATGAATT CTGCCATGAT -— -~ CCTCCRACGCCAGTACATCTA -

KF517186.1 GRARAGTGGGTTTGATGTAATTGAATTCTGTTCCTGATTCCTCCACGCCATAACATTCTA
KKK KE KA KK I KK * * * % KAK KK KA KK H KR KK

cl0-200 ARACTATCCGTTT

KF517186.1 ARACTAT--——--

KK kK K
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Figura 13. Alinhamento entre a sequéncia obtida com o iniciador C9 (senso),
correspondente ao produto de ~400 pb, e a sequéncia de maior similaridade com
esta segundo buscas realizadas via BLASTn, a qual correspondeu ao organismo
Crassotrea gigas (XM_011450693.1). O alinhamento multiplo das sequéncias
foi realizado utilizando-se a ferramenta Clustal Omega. * significa que as
sequéncias sdo idénticas na dada posicéo.

€9-400 GAGGGAARTTTGCGAGAGAAGGTT TTAGAAT GCAGGAC TCGEACATGGATGTARTGTTCT
®¥M 011450693.1 e GAGAGRAGGATTTAGATTTCACGATTCAGACATGGACACTATGATCT
HEKKXX XXX FRXXXE & KX K% *¥k XXX AHAK HEK KEK
€9-400 GGCCARATAACCACARAGT GATCTGGGATTTCT CTCAGGC TCAGT TG TACGACACACACA
¥M 011450693.1 GGTCARCTAACATTCGAGT GATCT GGGATTT CT CTCAGTC TGAGT TTTACRACACACACE
HE OKKE KK KK XXX HHKA XXX XXX KRANRAIK Hh FHHK XK FRTXAHARF
©9-400 GACA-TTCCTGATTCTCAGTGACAGT TCAGACAGTCCGCCAGGTT TTACATTACTATGGT
®M 011450693.1 GACAGGTACTGATTCTCTGTGACAGT TCTGAGAGTCCAGCAGGAT TTACGTTACTTTGGT
HE KK H OKEKAKKRAKET FXXXXFRRAE % F AW *x FHEE KHHRHRIK FHXRFE WARK
©9-400 TACCATTAGAGGACGCTGGCAGRATTGTATTAT CATCATG TGT CAGGATCEATGTAGCCE
®M 011450693.1 TACCATTGGARRGAGCTGGACGET TAGTGTT GT CATCG TG TGT GAGGATGRATGGGGGAC
e B S S 8 & NS & L 8 8 8 * K Okk kA A AR kR KA A A WAk kk Ak oA * *
©9-400 TCTATATTCTAGTGCTARGTTCAGACAATATATGAGTAGT GCTGTACGACCAGACTCCAC
XM _011450693.1 TCTATATATCARGTTCTAARTACAGA ——————— ———————————— -
KRN RN AR * * *
C9-400 AGAGCAGGACCGTTAGCTGTGRAGAGACGCACACGGGTAATAC GAGCAGCCTGTCTGCGE
XM _011450693.1 — T B . -
€9-400 CTNC
XM _011450693.1 ——

Figura 14. Alinhamento entre a sequéncia obtida com o iniciador C10 (anti-
senso), correspondente ao produto de ~400 pb, e a sequéncia de maior
similaridade com esta segundo buscas realizadas via BLASTn, a qual
correspondeu ao organismo Crassotrea gigas (XM_011414440.1). O
alinhamento multiplo das sequéncias foi realizado utilizando-se a ferramenta
Clustal Omega. * significa que as sequéncias sdo idénticas na dada posicao.

C10-400 ATCACCGGCAGACGTAGGCCARAAGT CACTGATAAAACTGTGEGCATGATCGTATTCCTG
XM 011414440.1 ————- CGGCAGAGGGAGGCCARARAT CACTGACAARACAATARGCAT TATCGTATTCTAG
- FHH KK HHET * A ORI IR AAIH AAA A dh Hdhrh * KR KE KK AR KA K N K *
€10-400 TGTGCCATCTCT TCCACTGCTACACGOT CCATGCACTGTCGACTCTGGTCGTACCGCAGT
XM 011414440.1 TGGACCATTTGT TCCACTGCTACATGET CCATGTACTC TACTATCAGGAGTGATT GTTGT
- xR HHKH F AR AA XA A AN AAK HA A A hhdx Hhx & KR kKR * * * K
€10-400 ACACATATTTTGTCTGTACATAGCACTAGARATATAGRCGGCTCCATTGATCCTGACACA
XM 011414440.1 ACATGTGTGGTCTCTCTAT TTAGAACTTGATAGATAGACT CCTCCATTCATCCTCACACA
- * KK * * * KK KK KK KEK KKK Kk K AKX KAKHK KX KK KKK HAIHEx KA Axk
C10-400 TGATGATARTACAATTCTGCCAGCGTCCTATAATGGTARC CATAGTARTGTAATACCTGG
XM 011414440.1 CGATGACARCACTATATTGTCACCTCTTTCTRAATGGTARCCAGAGTARRGTAARTCCTGE
- KrKkIkd KX k¥ KK *k KKK K * OAKKAAKRKIK AT KK Idx Hhhx KK KK
C10-400 CGGACTGTTTGAACTGTCACTGAGARTCAGGRART GTCTGTGT GTGT CGTACARGTGAGT
XM 011414440.1 TGGACTCTCAGAACTGTCACAGAGARTCAGTACCT GICTGTGTATGT TGTAATAT TCAGA

HAKHH K KA AKKAAAAK AAXKAAXKE * K KAKAAXNAX WA X KX A K H Ak

C10-400 GCGRGAGARATCCCAGATCACCOGCGGT TACTGGCCCGAACTACTACTACAGGCCTAGAT

KM 011414440. CTGAGAGARGTC COAGATCACTCG —mmm = mm mm = mmm e e
HHHAK R K A AR A A AT Ah d

C10-400 CRGGTEAC

XM 011414440.

i

[
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ANEXO C
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Tabela 1. Dois melhores resultados de alinhamento obtidos com 0 BLASTn
para as amostras sequenciadas.

Iniciador

Sequéncia homdloga

Identidade
(%)

E-
value

Cadigo de acesso

VSPN-F

Vibrio splendidus strain ATCC
33125 16S-23S ribosomal
RNA intergenic spacer, partial
sequence

Vibrio splendidus LGP32
chromosome 1

78

92

6E-24

2E-08

AF413024.1

FM954972.2

VSPN-R

Vibrio splendidus strain ATCC
33125 16S-23S ribosomal
RNA intergenic spacer, partial
sequence

Vibrio splendidus LGP32
chromosome 1

79

78

TE-24

2E-19

AF413021.1

FM954972.2

VTS

Vibrio splendidus strain 636
16S ribosomal RNA gene,
partial sequence

Vibrio splendidus partial 16S
rRNA gene, strain 01/108

99

99

0.0

0.0

AY620972.1

AJ874361.1

C9-200

Ostreid herpesvirus 1 isolate
002-ORF5b genomic sequence
Ostreid herpesvirus 1 isolate
001-ORF5b genomic sequence

90

90

2E-39

2E-39

KF517186.1

KF517185.1

C10-200

Ostreid herpesvirus 1 isolate
002-ORF5h genomic sequence
Ostreid herpesvirus 1 isolate
001-ORF5h genomic sequence

91

90

1E-48

5E-47

KF517186.1

KF517185.1

C9-400

PREDICTED: Crassostrea
gigas uncharacterized
LOC105343365
(LOC105343365), mMRNA
PREDICTED: Crassostrea
gigas uncharacterized
LOC105347765
(LOC105347765), mMRNA

77

77

2E-45

4E-42

XM_011450693.1

XM_011456966.1

C10-400

PREDICTED: Crassostrea
gigas uncharacterized
LOC105317707
(LOC105317707), mMRNA
PREDICTED: Crassostrea
gigas uncharacterized
LOC105343365
(LOC105343365), mMRNA

74

74

4E-48

5E-47

XM_011414440.1

XM_011450693.1

GP3/GP4

No significant matches.
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Prevencao

Nao adquirir sementes sem o
Atestado Sanitario e GTA;

Os animais devem ser
comercializados assim que
atingirem tamanho comercial,
para permanecer o menor tempo
possivel na agua;

Utilizar densidade de cultivo
adequada;

Evitar o transporte de ostras
adultas entre diferentes locais
sem o estudo prévio da carga
parasitaria;

Monitorar a ocorréncia de
enfermidades (observar o aspecto
e colorag&o do corpo mole da
ostra) e de mortalidades.

O que fazer em caso de
ocorréncia de mortalidade?

Caso haja sinais de enfermidade
ou ocorréncia de mortalidades
significativas, o produtor devera
comunicar a CIDASC, a qual é
responsavel pelas agdes voltadas
em defesa da sanidade
agropecuaria de Santa Catarina.

0800- 643 9300

Protozoario

Nome cientifico:
Perkinsus beihaiensis

O que causa?

Podem causar mortalidades
pequenas ou massivas, mas muitas
ostras podem sobreviver até trés
anos infectadas.

Sinais: corpo mole da ostra com
coloragéo palida, génada reduzida,
diminui¢&o do crescimento,
encolhimento do manto e podem
desenvolver bolsas de pus.

Né&o transmissivel ao ser humano.
Onde foi encontrado?

Ceara: Crassostrea gigas (ostra
japonesa), C. Rhizophorae (ostra
nativa), Anomalocardia brasiliana
(berbigao)

Paraiba: C. rhizophorae e C. gasar
(ostras nativas)

Santa Catarina: C. gasar (ostra nativa)

ANEXO D
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Herpes Virus

Nome cientifico:
Ostreid herpesvirus 1 (OsHV-1)

O que causa?

Pode infectar ostras de todas as
idades, mas principalmente larvas e
juvenis. Na Europa, este virus ja
causou mortalidades de até 100 %
de ostras, principalmente no verao,
quando ele é mais ativo.

Sinais: nas larvas de ostras, causa
lesdes no manto e problemas de
nado, fazendo com que elas se
depositem no fundo. Nos adultos
n&o causa alteragdes visiveis.

Na&o transmissivel ao ser humano.
Onde foi encontrado?

Santa Catarina: C. gigas (ostra
japonesa) e C. gasar (ostra nativa)
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MONITORAMENTO DAS
PRINCIPAIS DOENCAS
EM OSTRAS CULTIVADAS
EM SANTA CATARINA

Este informativo visa divulgar aos
produtores quais parasitas
(microscopicos) foram encontrados
em ostras cultivadas em Santa
Catarina, a partir de um estudo
realizado durante o periodo de
janeiro de 2013 a agosto de 2014.

Aideia principal deste projeto foi
fazer uma verificac&o da presenga
de alguns dos principais
organismos causadores de
doencas que podem causar
mortalidades em ostras cultivadas.

Os locais monitorados foram:
Balneério Barra do Sul, Biguagu,
Florianépolis, (Baia Sul e Baia
Norte) e Palhoga.

Vibrio

Nome cientifico:
Vibrio splendidus

O que causa?

Vibrios sdo bactérias que podem
afetar varios animais marinhos.
Existem muitas espécies de vibrio e
algumas delas causam doencas
nas ostras. A espécie V. splendidus
ja foi associada a mortalidades
massivas de ostras na Europa e
também fica mais ativo no veréo.

Sinais: ndo apresentam sinais
visiveis a olho nu.

Pode causar sintomas em humanos
que ingerirem ostras com uma
elevada carga bacteriana. Pode
ocorrer ndusea, vomito, célica
abdominal e calafrio.

Onde foi encontrado?

Santa Catarina: C. gigas (ostra
japonesa) e C. gasar (ostra nativa)
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ANEXO E

ATIVIDADES ACADEMICAS E PUBLICACOES REALIZADAS

DURANTE O DOUTORADO

Realizacéo de doutorado sanduiche

Marco, 2013 — Fevereiro, 2014

Supervisora: Dra. Caroline Montagnani

Laboratorio: Mécanismes d’Interaction et d’Adaptation en
Milieu Marin

Universidade de Montpellier I1, Franca

Titulo do Projeto: Caracterizacao da resposta antiviral em
hemacitos de ostras Crassostrea gigas por abordagem
protedbmica

Bolsa: CAPES/PDSE

OBS: Os resultadosrelacionados ao doutorado sanduiche nédo foram
apresentados nesta tese, uma vez que 0s experimentos ainda estdo em
andamento, a fim de complementar os dados obtidos até entdo para
posterior publicagéo.

Participacdo em eventos e apresentacdo de trabalhos

2012

2012

2013

I Simposio de Integracao das Pés-graduacbes do CCB —
Floriandpolis/SC.
Comissdo organizadora

XI1 Congresso Brasileiro de Ecotoxicologia — Porto de
Galinhas/PE.

Apresentacéo oral: Microalga nociva e ficotoxinas modulam a
expressao de genes associados a sistemas de defesa em
hemacitos de ostras Crassostrea gigas.

17th International Symposium on Pollutant Responses in
Marine Organisms — Faro, Portugal.

Apresentacdo oral: Antioxidant system and immunocompetence
of pacific oyster hemocytes under a xenobiotic challenge.
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2014  XI1I Congresso Brasileiro de Ecotoxicologia — Guarapari/ES.
Apresentacdo de poster:Efeito da hipdxia sobre hemdcitos de
mexilhGes Perna perna.

2015 SETAC Latin America 11th Biennial Meeting — Buenos
Aires, Argentina.
Apresentacdo de poster: Effects of glutathione depletion in a
marine bivalve.

Publicacéo de artigos
Relacionados ao doutorado:
MELLO, D. F.; ARL, M.; TREVISAN, R.; DAFRE, A .L. How
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