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RESUMO

A Pteria hirundo € uma espécie nativa do Brasil. Trata-se de uma espécie da familia
Pteriidae com grande potencial econbmico para aquicultura, por possuir um bom
desempenho em cultivo, serem comestiveis e terem a capacidade de produzir meias
pérolas. Este trabalho teve como objetivo avaliar o recobrimento detalhado da meia
pérola ao longo das semanas com o auxilio de Microscopia Eletrénica de Varredura
(MEV). O estudo foi realizado no Laboratério de Moluscos Marinhos (LMM, UFSC),
na praia do Sambaqui (27°29'22.3" S e 48°32'16.7" W). Os animais foram
anestesiados com fenoxetol propileno (2,5 mL.L'1), inoculados com um nucleo
esférico de plastico (6mm). Em seguida, as ostras foram colocadas em lanternas
definitivas e postas no mar, suspensas em sistemas flutuantes de long-line. Foram
coletadas amostras de nucleagao e manto de espécimes semanalmente entre a 1% e
152 semanas (animais apos a inoculagao) (n=3 por coleta, 45 animais no total). As
amostras foram fixadas 2,5 % paraformaldeido e Tampao Fosfato a 0,1 M (pH 7,2),
desidratadas em série etandlica crescente, secas com hexadimetil disilazona
(HDMS) (amostras de nucleacgdo), secas com ponto critico (amostras de manto),
recobrimento com ouro (espessura de 30 nm) e analisadas a 10 kV (JEOL Ltd;
LCME, UFSC) juntamente com detector de raio X EDS-RX Thermoelectro. As
analises macroscopicas mostram sucessivos ciclos de recobrimento e deposicédo de
matriz e cristais (calcita e aragonita). Estas deposi¢gdes aumentam a rididez e
iridescéncia durante a formacdao da pérola. Estas deposicbes sdo bem
demonstradas quando vistas ao MEV, estas micrografias demonstram sucessivas
deposi¢des de espiculas de aragonita e, sequencialmente, um novo recobrimento de
matriz que reorienta as espiculas de aragonita em pellets e reorganizando um
recobrimento em torno do nucleo formador da pérola. A finalizagdo do processo se
da com a deposig¢ao de calcita que forma o nacar. Provavelmente o processo de
formacdo de pérola completo deve levar de um a dois anos, conforme outros

trabalhos com espécies do mesmo género. Fato observado ao final deste estudo



onde ha o aumento da iridescéncia do recobrimento. Este estudo possui relevancia
ao elucidar alguns dos passos de formacgéo de pérola por ostra nativa. Através deste
estudo espera-se contribuir para a elaboragdo de um protocolo de cultivo comercial

de pérolas com ostras perliferas nativas.

Palavras-chave: Pteria hirundo, Meia pérola, processo de recobrimento e MEV.



ABSTRACT

Pteria hirundo is a species native to southern Brazil. Because it is a species of the
family Pteriidae, it has a great economic potential for aquaculture, for having a good
performance in cultivation, being edible and having the capacity to produce half
pearls. This work had the objective of evaluating the detailed covering of the half
pearl throughout the weeks with the aid of Scanning Electron Microscopy (SEM). The
study was performed at the Marine Mollusks Laboratory (LMM, UFSC), at Sambaqui
beach (27 ° 29'22.3 "S and 48 ° 32'16.7" W). The animals were anesthetized with
phenoxetol propylene (2.5 mL.L-1), inoculated with a plastic spherical core (6mm).
The oysters were then placed in definite lanterns and placed in the sea, suspended
in long-line floating systems. Samples of nucleation and mantle of specimens were
collected weekly between the 1st and 15th weeks (animals after inoculation) (n = 3
by collection, 45 animals in total). The samples were fixed with 2.5%
Paraformaldehyde and 0.1 M Buffer Phosphate (pH 7.2), dehydrated in increasing
ethanolic series, dried with Hexadimetil disilazone (HDMS) (nucleation samples),
dried with critical point (samples of mantle), gold plating (30 nm thickness) and
analyzed at 10 kV (JEOL Ltd; LCME, UFSC) together with EDS-RX Thermoelectro X-
ray detector. The macroscopic analyzes show successive cycles of coating and
deposition of matrix and crystals of calcite and aragonite. These depositions increase
the opacity and iridescence during the formation of the pearl. These depositions are
well demonstrated when viewed at SEM, these micrographs demonstrate successive
depositions of aragonite spicules and, sequentially, a new matrix coating that
reorients the aragonite spikes into pellets and rearranging a coating around the bead
forming core. The finalization of the process occurs with the deposition of calcite that
forms the nacre. Probably the complete pearl formation process should take from

one to two years, according to other works with species of the same genus. This was



observed at the end of this study where there is an increase in the iridescence of the
coating. This study has relevance in elucidating some of the native oyster pearl
formation steps. Through this study, | hoped to contribute to the elaboration of a

commercial pearl cultivation protocol with native pearl oysters.

Key-words: Pteria hirundo, half pearls, coating process, SEM.
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1. INTRODUGAO

1.1. Aquicultura e a Malacocultura no mundo e no Brasil.
1.1.1. Aquicultura

A aquicultura é uma pratica agraria utilizada ha séculos em varias civilizagbes
pelo mundo. Esse fato foi corroborado devido a registros historicos evidenciando
técnicas simplificadas de criagdes de diversas espécies de peixes em documentos e
manuscritos chineses de periodos antigos e também mencionadas em hierdglifos
egipcios. Em tempos atuais, a atividade aquicola tem um cunho multidisciplinar,
onde se destacam cultivos de espécies de plantas aquaticas, moluscos, crustaceos
e peixes (OLIVEIRA, 2009). Por conseguinte, a aquicultura possui um grande papel
a desempenhar em prol do futuro da humanidade pelo simples fato de criar

organismos aquaticos que servem de alimento ao homem (ARANA, 1999).

A producdo de pescado mundial advindo da aquicultura tem crescido
constantemente nas ultimas cinco décadas. Nos ultimos anos, o setor aquicola de
produgao teve uma progressao segundo as estatisticas, e em contrapartida, o setor
pesqueiro obteve um decréscimo em sua producgao (Grafico 1). O abastecimento de
alimentos e derivados do pescado tém aumentado a uma taxa média anual de 3,2%
no periodo de 1961 - 2013, o dobro do crescimento populacional mundial, resultando
no aumento médio per capita (Figura 1). O consumo de pescados teve um aumento
de 19,7 kg em 2013, com estimativas preliminares para 2014 e 2015 apontando um
crescimento de até 20 kg per capto. Além do aumento da produgédo, outros fatores
contribuiram para o aumento do consumo como a reducao no desperdicio, canais de
distribuicdo aprimorados, crescimento populacional e o comércio internacional (FAO,
2016 a).
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Figura 1: Comparativo da producido de pescado mundial, provindos da pesca e

aquicultura, correlacionando com o crescimento populacional.
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Fonte: FAO, 2016 b.

A produgdo aquicola no mundo de acordo com as Uultimas estatisticas
disponiveis, em 2014, registrou uma alta histérica de 101.090.69,00 milhdes de
toneladas obtendo o valor estipulado em mais de 16 bilhdes de ddlares. Em ordem
de destaque no quesito de valores de produgao, foram produzidos 49.861.891,00 de
toneladas de peixes (US$ 10.130.199.300,00), seguido pelos crustaceos com
6.915.072.00 toneladas (US$ 3.617.340.900,00), e 16.113.194,00 toneladas de
moluscos (US$ 1.901.240.600,00) (FAO, 2016b).

1.1.2. Malacocultura no Mundo

A malacocultura é o termo utilizado para o cultivo de moluscos e ha registros
que afirmam que sua pratica é antiga e teve inicio na Italia em aproximadamente 95

a.C. no Império Romano, quando Serigus Arata cultivava ostras na parte interior do
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lago Lucsinus. Os moluscos cultivados nessa época eram vistos como iguaria
culinaria pela nobreza. Com o passar tempo, o prazer de comé-las se espalhou para
outras partes do mundo (AVAULT, 1996). Em outras vertentes, desde tempos
antigos os moluscos, além de servirem como alimento, suas valvas e pérolas eram
utilizadas como adornos (STRACK, 2008).

Segundo a Food Agricultural Organization (2016a) os principais paises
produtores de moluscos bivalves sdo a China, o Japao, a Coréia do Sul e o Chile,
entretanto, o Brasil se enquadra na posi¢cao de décimo sexto lugar na lista dos vinte
e cinco maiores produtores de moluscos no mundo (Grafico 1). A produgédo de
moluscos em 2014 teve uma estimativa de 16.113.194 toneladas (rendimento de
U$SD 19.012.406.000,00). Em 2013, a contribuicdo comercial em porcentagem de
peso vivo de moluscos comparados aos demais organismos aquaticos cultivaveis foi
de 10,4%, dentre a porcentagem citada anteriormente. Podemos subdividir os
moluscos em classes de bivalves com 5,6%, cefalépodes com 4,0% e outros
moluscos 0,7% (Grafico 2).

Segundo dados estatisticos do ano de 2014, estimou-se a producdo de
determinados grupos de moluscos, dentre eles, destacam-se os moluscos de agua
doce com 167.000,00 (t); Gastropodes com 471.000,00 (t); Ostras 5.155.000,00 (t);
mexilhdes 1.902.000,00 (t); Vieiras 1.922.000,00 (t); Moluscos de areia 5.360.000,00
(t); Cefalopodes 0 (t) e Moluscos marinhos diversos com 1.135.000,00 (t). Além
disso, podemos ressaltar seus subprodutos produzidos por paises como a China,
Fiji, Polinésia, Indonésia, Japdo e Papua Nova Guiné que obtiveram no ano de 2014
uma producdo coletiva de 48.382 toneladas de produtos ndo-alimenticios (US$
230.287.000,00), tais como pérolas, madrepérolas e conchas para a ornamentagao
e decoracéo (FAO, 2016 b).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780444529763000012

Grafico 1: Registros de produgdo em toneladas (t), dos maiores produtores de

Principais Produtores de moluscos no mundo (FAO, 2016a).

1.000.000,00 -

134187,00
100.000,00 -
| (O] Sl==] - L=l
: o —
]
3 1.000,00 - 376,8 359,3
g 246,4 222,5 209,6 198,9 160,5 154,5 E
S 9 602
= 100,00 - '
22,1
10,00 -
1,00
O o @ @ (@ o
o X
2T ged & ® f,@“’Q o Y P 0% o &
g(v ‘3“6 ¢ 02
% $°z$ Q(Oq\ ,\?,(fo
R
:a\
&
Paises

moluscos do mundo.

Fonte: (FAO, 2016 a)

Grafico 2: Registros em porcentagem (%) do peso vivo de molusco em

comparagdo com outros organismos aquaticos cultivaveis (FAO, 2016
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b).

Fonte: (FAO, 2016 a).

1.1.3. A malacocultura no Brasil e em Santa Catarina

A pratica da malacocultura no Brasil passou a ser considerada de fato uma
atividade econdmica a partir da década de 90 com as produgdes artesanais e
familiar desenvolvidas nas regides costeiras, especialmente de Santa Catarina
(ARANA, 1999). Nos estados brasileiros a pratica da malacocultura € incorporada
predominantemente em regides costeiras, mais predominantemente na regiao sul do
pais, dentre as espécies mais cultivadas no ambito comercial, se destacam os
moluscos bivalves: mexilhdes (Perna perna), a ostra do pacifico (Crassostrea gigas),
a ostra nativa (Crassostrea gasar e C. rhizophorae) e as vieiras (Nodipecten
nodosus) (ANDRADE, 2016).

Em Santa Catarina, os cultivos ainda sao sistemas artesanais e familiares,
criado através de politicas publicas para garantia da produgéo e sustentabilidade de
familias de baixa renda localizadas em regides costeiras do estado (ARANA, 1999).
Segundo o Laboratério de Moluscos Marinhos (LMM) (2017), a EPAGRI (6rgao
estadual de fomento de praticas agricolas) e a Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC), iniciaram nos anos 90 os primeiros estudos e parceria para a
producdo comercial de sementes de ostras japonesas e o abastecimento de
sementes para todos os estados produtores de ostra no Brasil. No estado, as
espécies mais cultivadas séo a ostra exdtica oriunda do Japao, Crassostrea gigas, o
mexilhdo nativo, Perna perna e a vieira, Nodipecten nodosus. (Figura 2). O cultivo de
moluscos atualmente se constitui de uma cadeia produtiva completa, proporciona
geracao de trabalho, renda ao produtor e movimentagdo de renda ao municipio,
aléem de revitalizar e estimular a permanéncia de varias comunidades litoraneas
tradicionais de pescadores (FERREIRA et al., 2011).
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Figura 2: llustragdo das espécies. A- Perna perna (mexilh&o); B-
Crassostrea gigas (ostra do Pacifico); C- Nodipecten nodosus

(vieira). A barra de escala corresponde a 1 cm.

*

Fonte: Elaborada pelo autor (fotos A e B);

Disponivel em:
http://www.xenophora.org/lconographie/Pectinidae/Nodipecten%20nodos
us%201/Cadre%20Nodipecten%20nodosus%201.html (foto C),
acessado em: 05/11/2017.

Os sistemas de cultivos adotados para o estado de Santa Catarina séo
originados de técnicas utilizadas em outros paises, tais como, Espanha e Franga. Os
modelos de cultivo adaptaveis para a regido sdo: suspensos fixos, sistemas

flutuantes (long-line e balsas). O sistema de cultivo mais utilizado na regido é
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baseado em sistemas de cultivos do tipo long-line e consiste basicamente de uma
linha mestra, com tamanho variando entre 30 a 100 metros de comprimento,
posicionada horizontalmente em relagdo a superficie da agua, tendo nas duas
extremidades, um sistema de poitas para fundeio. Indicado para regides que néao
apresentam maré baixa acentuada, geralmente sdo colocados na linha mestra
(espinhel) estruturas de cultivo para bivalves em diferentes estagios de produgao
(caixas de semente, lanternas de bergarios, lanternas para juvenis e lanternas
definitivas) (Figura 3) (FERREIRA e MAGALHAES, 2004).

Figura 3: Sistema de cultivo do tipo long-line: A- Espinheis; B- Caixa de
sementes sendo presa no espinhel; C- Lanterna definitiva amarrada no

espinhel.

Fonte: Elaborada pelo autor (fotos A e C); * Disponivel em:
http://giulianegava.com/portfolio/maricultura-em-florianopolis/ (foto B), acessado em:
05/11/2017.

No estado de Santa Catarina o cultivo de moluscos em 2015 teve uma
producado total de 20.438 toneladas (Grafico 3). Somente as ostras foram
responsaveis por 3.030,26 (t), destacando a regido da grande Floriandpolis como a
maior produtora. O mexilhdo obteve uma safra de 17.370 (t) e os maiores produtores
estdo presentes na regido de Palhoca, Bombinhas e Governador Celso Ramos. Ja
as vieiras obtiveram uma produgao de 37,2 (t), e o principal produtor € o municipio

de Penha. Os produtores estdo organizados em 21 associa¢gdes municipais e 1
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estadual, 1 cooperativa e 2 federagdes, distribuidos em 12 municipios do litoral,

compreendidos entre Palhoca e S&o Francisco do Sul (CEDAP, 2015).

Grafico 3: A evolugao da producdo de moluscos comercializados em Santa

Catarina entre 1990 e 2015 (t).
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Fonte: CEDAP, 2015.

1.2. Histoérico de Pérolas.

As pérolas sdo conhecidas mundialmente ha muitos séculos e tém sido
admiradas desde as antigas civilizagdes, incluindo impérios estabelecidos no Egito,
China, india, Pérsia e Roma. Sdo consideradas representantes de “gemas”, e
tornaram-se itens de muita importancia cultural na confeccao de joias e adornos. O
historico de obtencédo de pérolas comecgou ha varias décadas, através de extragdes
de ostras marinhas onde, por acidente, e raramente os coletores encontravam belas
pérolas na parte interna de moluscos. Com sua cor e brilho caracteristicos, eram

altamente estimadas como pedras preciosas entre membros das classes mais
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nobres. As pérolas também foram altamente valorizadas para o uso de elixires em
cosmeéticos, devido a virtude da sua unica existéncia no mundo natural (FUJITA,
1923; KUNZ e STEVENSON, 1908a; NISHIKAWA,1904 a, b, c apud NAGAI 2013).
Com o declinio da produgao natural de pérolas no século XVI até o XX,
consagrou-se o0 encerramento do processo extrativista no ano de 1940, devido ao
aparecimento de pérolas cultivadas, oriundas dos paises asiaticos, principalmente
do Japao (MACKENZIE et al., 2003). Em 1893, o pesquisador Kokiche Mikimoto foi
responsavel pela primeira produgdo de pérolas cultivadas no Japao utilizando uma
espécie do género Pinctada. Seus primeiros cultivos eram de pérolas do tipo “mabe”
ou meia pérolas. Somente 15 anos mais tarde com a técnica Mise-Nishikawa se
iniciou a producédo de pérolas esféricas ou pérolas inteiras (ALEXANDER, 1951).
Sendo que o cultivo de meia pérola permite a produgdo de joias com valores

acessiveis para todas as classes sociais (STRACK, 2008).

1.3. Cultivo de Ostras Perliferas marinhas.

Entre as ostras marinhas, o cultivo de pterideos é bem-sucedido em varias
partes do mundo. Esta atividade € exercida principalmente para a extracido de
pérolas no género Pinctada e meia pérola para o género Pteria (ALEXANDER,
1951).

As principais industrias que cultivam pérolas estdo no Japdo, Australia e
Polinésia Francesa, dependem tradicionalmente da coleta de ostras perliferas da
natureza. Essas ostras coletadas sao cultivadas até o tamanho ideal para produgao
de pérolas (conhecidas como pérolas akoys). No entanto, a reproducdo em
laboratério tornou-se cada vez mais importante para as industrias nos ultimos 25 -
30 anos, pois, permitiu a selecdo de caracteristicas comerciais importantes, como a
cor do nacar (SOUTHGATE, 2008).

Cada um grupo de espécies ou uma espécie de ostra perlifera, possui a
capacidade de formar uma pérola inteira ou meia pérola de qualidade singular. As
pérolas designadas como Akoy, sdo formadas pelas espécies como a Pinctada
fucata, Pinctada martensii, Pinctada radiata e Pinctada imbricata e possuem uma

distribuicdo de cultivo que abrange os oceanos do meio leste, da india, da Sri Lanka
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(Ceildo), Atlantico Sul e do Pacifico Norte, incluindo o Japdo e a China. As demais
qualidades de pérolas sado conhecidas como “silverlip/goldlip” (formada pela espécie
Pinctada maxima), “blacklip” (formada pelas espécies Pinctada margatritifera e P.
maxima), “panamanian” (formada pela espécie Pinctada mazatlanica) e a “winged”
(formada pelas espécies Pteria penguin, Pteria sterna e a Pteria colymbus)
(SOUTHGATE et al., 2008).

Os tipos de sistemas de cultivo mais utilizadas para as espécies de ostras
perliferas sdo os sistemas de cultivo suspenso, como balsas ou longlines, ou ainda
sistemas de cultivo de fundo, como os “racks”, “treslés” e “fencelines”. Nesses
sistemas de cultivos s&o utilizados diversos apetrechos responsaveis pela
permanéncia das ostras nos cultivos, como painéis, cordas, lanternas e caixas.
(SOUTHGATE, 2008).

As espécies da familia pteriidae mais cultivadas no mundo séo as P. maxima,
P. margaritifera, P. fucata, P. penguim e P. externa. Paises como as Filipinas,
Australia, Indonésia, Myanmar, Francga, llhas Cook, México China e o Japao séao
conhecidos mundialmente como os maiores produtores dessas espécies de ostras
perliferas (SOUTHGATE, 2007).

Apesar do numero de espécies e suas amplas distribuicbes, apenas duas
espécies do género Pteria sao cultivadas comercialmente. A ostra P. pinguim que é
cultivada em todo o sudeste da Asia, Australia e em algumas nacdes insulares do
Pacifico. Ja a espécie P. sterna é comercialmente cultivada no México em algumas
areas do Golfo de Califérnia (SOUTHGATE et al., 2008). Para a espécie P. sterna,
trabalham com duas categorias de pérolas desde o final da década 1990 (meia
pérola e pérola inteira). J& a espécie P. penguin trabalha apenas como uma
categoria de perola, a meia pérola (ALAGARSWAMI et al, 1989;
ARJARASIRIKOON et al., 2004 e SOUTHGATE et al., 2008).

Na China, empreendimentos comerciais de producao de meia pérolas em P.
penguin sao desempenhados de maneira lucrativa por duas empresas na llha de
Hainan e Leizhou Peninsula (YU e WANG, 2003). S6 a espécie P. penguin
conseguiu produzir 44.394 toneladas de pérolas, que representou US$ 26.636.000,

deixando a Indonésia em destaque como o principal produtor mundial (FAO, 2016b).
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No Brasil ainda ndo existem registros de cultivo comerciais de ostras
perliferas. No entanto, devido a esse fator, pesquisadores do Laboratorio de
Moluscos Marinhos — UFSC iniciaram estudos com a ostra perlifera P. hirundo com o
objetivo de aumentar opgdes de cultivos e produtos oriundos de moluscos marinhos
no pais. Essa espécie de ostra perlifera vem sendo estudada desde 2006,
catalogada como um potencial de uma nova espécie para cultivo em Santa Catarina,
e a sua escolha sucedeu-se por pertencer a familia Pteriidae, que é conhecida e
trabalhada em outros paises tanto na parte de produgdo alimenticia quanto na
producao de meia pérola. Entretanto, o] cultivo
da espécie Pteria hirundo ainda se dispde como experimental no estado catarinense,
ou seja, ndo ha cultivo comercial de qualquer finalidade da espécie no Brasil
(ALBUQUERQUE, 2010).

1.4. Anatomia de tecidos e a estrutura da concha de ostras perliferas.

1.4.1. Estrutura e anatomia de ostras perliferas

1.4.1.1. Anatomia geral.

Nos moluscos bivalves, a charneira esta no lado dorsal do animal e a abertura
mais larga da concha é ventral. A orientagcéo tipica da ostra perlifera é com a
charneira virada para baixo, anexada ao substrato através do bisso, com o lado
ventral mais alto. A boca é situada anteriormente. Os 6rgaos, numa massa visceral,
sao anexados dentro dos lobos direito e esquerdo do manto. Apds remover uma
valva, o grande musculo adutor esta na posi¢ao posterior-ventral. Ele € separado da
massa visceral, exceto dorsalmente, onde a por¢do do reto livre se liga a massa
digestiva (FOUGEROUSE et al. 2008).

Diferente do género Pinctada, o género Pteria possui uma morfologia na
concha diferenciada, pois a auricula posterior € maior do que a auricula anterior
(ALVES, 2010).

O pé e o bisso estao na regido anterior, ventral até a boca e cercado pelos

palpos labiais. A massa visceral esbranquicada esta localizada na regido dorsal,
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englobando grande parte do sistema digestivo e as génadas (Figura 4). A regido
central, entre o musculo adutor e o pé, contém o coragéo (um ventriculo claro e duas
auriculas escuras), o musculo retrator do pé/bisso e o sistema excretor marrom
percorrem ao longo a parte anterior do eixo axial (FOUGEROUSE et al. 2008).

Para o género Pinctada, a “bolsa de pérola” (local onde o nucleo da pérola é
colocado durante o processo de nucleagdo) esta localizada ventralmente. Ela
contém o lago intestinal, tecido conectivo e a gbnada quando o animal esta com as
células sexualmente bem desenvolvidas. As grandes branquias pigmentadas estao
localizadas entre os palpos labiais (FOUGEROUSE et al. 2008).

Figura 4: Anatomia geral da ostra perlifera do género Pinctada.
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Fonte: (GERVIS & SIMS, 1992)
1.4.1.2. Manto.

O manto é o 6rgédo mais externo da ostra, com isso ele acaba alinhando o
interior das valvas da concha e protegendo todos os outros tecidos moles e érgaos.
Sua funcao fundamental é secretar recobrimento para a constru¢cdo das valvas da

concha e garantir seu crescimento. Consiste em dois |6bulos, que revestem cada
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valva. Estes dois lobos estdo separados anteriormente, ventralmente e
posteriormente. Fundidos a massa visceral e ao musculo adutor, eles se juntam
dorsalmente ao longo do ligamento entre valvas para formar o istmo. Cada Iébulo do
manto pode ser dividido em quatro zonas: istmo - onde os lobos se fundem
dorsalmente ao longo da dobradica; area central - aderindo a massa visceral e ao
musculo adutor; area distal - que € muito contratii e que mostra muitos feixes
musculares radiais que sao visiveis a olho nu e a area marginal livre que € grosso e
pigmentada e confinada com tentaculos curtos (Figura 5) (VICTOR et al., 1995;
FOUGEROUSE et al., 2008).

1.4.1.3. Estrutura da concha.

As conchas sdo compostas em cerca de 95% de carbonato de calcio, nas
formas isoméricas de calcita e aragonita, e apresentam trés camadas de deposigao
(externa, a média e a interna). A camada externa é composta por matéria organica
de conchiolina ou peridéstraco, com a composi¢do em sua grande parte de origem
proteica. A camada média é composta por uma camada prismatica (6straco) de
cristais de calcita em uma matriz organica. Em outras palavras, os cristais de calcita
sdo cimentados um ao outro por uma fina camada de conchiolina. A camada interna
€ composta de nacar (hipétrasco) ou de madrepérola, e € composta por inumeras
lamelas de cristais de aragonita em uma matriz organica (VICTOR et al., 1995;
FOUGEROUSE et al. 2008). As estruturas dos cristais de aragonita possuem
formato romboédrico. A figura 5 mostra a composi¢cdao quimica e a forma das

moléculas de calcita e aragonita (ANDRADE, no prelo 2017).

Figura 5: Imagem tridimensional da estrutura das moléculas de aragonita e calcita
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A) Calcita, ligacdo de Ca** com B) Aragonita, ligacdo de Ca*
seis moléculas de oxigénio. com nove moléculas de oxigénio.

Fonte: (ANDRADE, no prelo 2017)

A matriz organica das camadas € composta de proteinas e polissacarideos, e
ao que tudo indica, sdo responsaveis pelo direcionamento da formagao do cristal de
carbonato de calcio e, inclusive, na formagdo de espiculas de aragonita (MA &
FENG, 2015). Em vista disso, sdo responsaveis pelas propriedades da formacgao da
valva. Os diferentes polimorfismos e microestruturas do cristal das camadas de
recobrimento sdo controlados por proteinas expelidas a partir das células epiteliais
externas em diferentes regides do manto. Em geral, a camada prismatica de calcita
(externa) esta sempre relacionada as proteinas expelidas dos epitélios externos da
borda do manto, e a camada nacarada aragonita (interna) esta relacionada com a da
regidao dorsal do manto (Figura 6). Além disso, recentemente foi constatado a
possivel presenga de hemdcitos granulares no processo de regeneragao das valvas
(ZHANG, et al., 2006). Portanto, também é possivel que varias proteinas da matriz
venham dos hemocitos (MOUNT et al. 2004).

Figura 6: Imagem esquemdtica mostrando o aspecto do manto e das camadas de deposigdo
da concha e pérola.
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1.5. Formacgao de pérolas

A formacdo de uma pérola natural em uma ostra perlifera consiste na
presenga de particulas organicas e/ou inorganicas, que se denomina um corpo
estranho. Estas pequenas particulas ou até mesmo pequenos organismos entram na
ostra quando as valvas estdo abertas para alimentagao e respiragao. Em resposta a
este estimulo (defesa), o corpo estranho é invaginado pelo epitélio externo do manto
e um “saco perlifero” € formado em torno dele. O termo “saco perlifero” é derivado
da camada interna ou externa do epitélio do manto ou das placas de branquia. As
células epiteliais do “saco perlifero” secretam o nacar que se deposita sobre o corpo
estranho, formando uma pérola inteira. As pérolas podem ser produzidas dentro do
manto, em outros tecidos moles da ostra (saco perlifero) ou até mesmo entre o
manto e a superficie interior da concha (FAO, 1991; ALVES, 2010).
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Devido a diferentes estratégias para produgcdo de uma pérola, as mesmas
podem ser classificadas como meia pérola e pérola inteira. A meia pérola € formada
devido a presenca de uma particula estranha que se deposita entre 0 manto e a
concha da ostra. Com o passar do tempo, o manto secreta conchiolina e aragonita,
que depositara camadas de nacar na parte de cima da particula a camada interna da
concha (Figura 7 a). Ja a pérola inteira consiste quando uma particula estranha
penetra no manto da ostra perlifera, carregando consigo células do epitélio secretor
de nacar, e estas se multiplicam envolvendo o objeto estranho em um saco (saco
perlifero) e o recobrindo com sucessivas camadas de nacar, criando uma concregao
(Figura 7 b) (ALVES, 2010).

Figura 7: Diagrama esquematico da formacdo de pérolas: A —

Formacgéo de meia pérola e B — Formacao de pérola inteira.
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Fonte: Adaptado de ALVES, 2010.

A meia pérola pode ser conhecida na literatura como “blister”, ou até mesmo

‘mabe”, e ndo € considerada uma pérola propriamente dita. Devido as suas
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questdes morfologicas, ela se concretiza como uma protuberéncia desenvolvida na
parede interna da concha (Figura 4 a). Em contrapartida, as pérolas inteiras
possuem este termo, devido a formagao de uma pérola esférica produzida dentro do
manto da ostra, onde se envolve o corpo estranho em um saco perlifero (Figura 4 b)
(TAYLOR, 2008; ALVES, 2010).

Figura 8: Exemplos de tipos de pérolas. A - Meia pérola da
especie Pteria penguin;, B - Pérola inteira da espécie

Pinctada maxima.
Continuacdo da Figura 8.

Fonte: foto A: Disponivel em: http://www.martahowell.com/new-
gallery-1/, acessado em: 05/11/2017; foto B: Disponivel em:
http://www.sustainablepearls.org/pearl-farming/pearl-farming-
world-map/australia, acessado em: 05/11/2017.

As técnicas aquicolas para obtengao de pérolas podem ser classificadas em
dois métodos para obtencdo de um produto perlifero diferenciado. A técnica para a
producdo de uma meia pérola, consiste na insercdo de um nucleo artificial na parte
interna da valva, fixando-o com material adesivo para garantir a permanéncia do
mesmo na valva e o recobrimento para a formacao da protuberancia. A outra técnica
se aplica a pérola inteira, conhecida popularmente como método Mise-Nishiakawa,
que consiste no processo cirurgico de inser¢do de um nucleo esférico (constituido
geralmente de concha de molusco) e tecido epitelial de moluscos doadores,
responsavel pela produc¢ao da secreg¢ao de nacar, onde € inserido dentro do manto.
O tempo de resposta para a producdo de ambos produtos perliferos possuem

disparidade cronolégica devido a fatores intrinsecos para cada espécie, e sendo
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assim, podem levar meses ou até mesmo anos (FAO, 1991; GERVIS e SIMS, 1992;
WADA, 1996; ALVES, 2010).

1.5.1. Sistema imunologico de moluscos bivalves.

As respostas imunologicas dos moluscos bivalves, apresentam um sistema
imune do tipo inato e natural, ou seja, ndo possui memoria imunolégica. A hemolinfa
€ o fluido que preenche os vasos do sistema circulatério dos moluscos, composta
por células de defesas do tipo circulantes ou hemacitos. As células de defesas sao
os principais efetores imuno celulares dos invertebrados. As populagdes hemacitos
sdo classificados como: hemdcitos granulares (apresentam granulos em seu
citoplasma) e hemacitos hialinos (apresentam poucos ou nenhuns granulos em seu
citoplasma) (BARRACCO, 2017).

1.5.2. Biomineralizagao

A formagao de pérolas depende do tipo de processo que a ostra sera
submetida a um corpo estranho, tipo de pérola (meia ou inteira) e da espécie em que
€ formada. Contudo, a expressao génica de genes de biomineralizagcdo é
necessaria. No caso das pérolas inteiras, o0 manto doador induz a expressao génica
de genes especificos (McGINTY et al.,, 2011). Recentemente, foi visto que as
atividades fagociticas da resposta imune sado importantes também para ativar os
genes de biomineralizagao, através do langamento de proteinas na matriz em torno
do corpo estranho (BUT e RAFTOS, 2008). Foi encontrada para Pteria penguin 71
genes de biomineralizagao (LI et al., 2017) e que parecem também serem regulados
por micro RNAs, silenciando os RNAs mensageiros destes genes intercalando suas
expressdes e coordenando as deposicbes de aragonita durante a formagao da
pérola (ZHENG et al., 2015).

Dentre as expressdes génicas de biomineralizacdo, Yan et al. (2007)
demonstraram que proteinas do tipo calmodulina, presentes na matriz de concha
sS40 essenciais para regular o crescimento da calcita e a nucleagdo de aragonita.

Estes conjuntos de expressdes e proteinas do tipo calmodulina sdo por fim os
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responsaveis pelo arranjo das camadas de aragonida, responsaveis pela
durabilidade da pérola (TAYLOR e STRAK, 2008) e pela deposi¢cdo do nacar, este,
regulado pela quitina que alinha e encaixa as plaquetas de nacar durante sua
formacdo (OSUNA-MASCARO 2015). O néacar é responsavel pela iridescéncia da
pérola, o que denota o seu valor comercial (TAYLOR e STRAK, 2008).

1.6. Pteria hirundo

A ostra perlifera Pteria hirundo (Figura 9) € uma espécie de molusco bivalve,
marinha, nativa do Brasil. Pode ser encontrada aderida em corais e conchas das
mais diversas profundidades (Rios, 2009). Segundo Abbott (1974), a P. hirundo
pode ser encontrada em bibliografias com as sinonimias de Pteria colymbus
(Rodinger, 1798) e Pteria atlantica (Lamarck, 1819).

Figura 9: Conchas da ostra perlifera Pteria Hirundo.

Fonte: Elaborado pelo autor

No quesito de taxonomia, a classificacéo da espécie P. hirundo (Figura 10)
segundo autores Abbott (1974) e Rios (2009).
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Figura 10: Taxonomia da ostra perlifera P. hirundo.

Filo: Mollusca

Classe: Bivalvia

Subclasse: Pteriomorphia (Beurlen, 1994)
Ordem: Pterioida (Newell, 1965)
Familia: Pteriidae (Gray, 1847)

Género: Pteria (Scoploi, 1777)

Espécie: Pteria hirundo (Linnaeus, 1758)

Fonte: (Abbott, 1974; Rios, 2009).

Estudos de etapas de indugédo a desova, metodos de larvicultura, alimentagao
das larvas e assentamento em laboratorio ja foram testados e estabelecidos para P.
hirundo (ALBUQUERQUE, 2010). Estudos do ciclo reprodutivo, biologia e anatomia
funcional (ALVES, 2010), além de recuperacdo de sementes em sistemas de cultivo
no mar (SALVADOR et al, 2011). O crescimento de adultos e sobrevivéncia (ALVES
et al., 2007), crescimento e sobrevivéncia de juvenis em sistemas de cultivo no mar
ja foram realizados para esta espécie (ALBUQUERQUE et al., 2012). Além de sua
caracterizagdo morfolégica e funcional dos hemdcitos para respostas imunoldgicas
contra infecgdes por vibrio (VIEIRA et al., 2017).

No ano de 2014, o laboratério de moluscos marinhos (LMM) - UFSC iniciou
trabalhos académicos voltados para a area de meia pérola, sendo que o0 primeiro
trabalho teve a intengdo de conseguir produzir meia pérola através da espécie P.
hirundo. As pesquisas consistiram em desenvolver uma metodologia de nucleagéo
testando diferentes tipos de colas comerciais, com objetivo de obter uma fixagao que
nao apresentasse deficiéncias na formacéo da meia pérola (BACHI, 2015).

Segundo Bachi (2015) por intermédio das pesquisas do LMM, constatou-se
que com aproximadamente um més apds a fixacdo do nucleo ja se conseguia
visualizar ~ macroscopicamente = manifestagbes de  recobrimento. Com

aproximadamente sete meses se obtinha meia pérola, e com as analises foi possivel
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adotar uma cola comercial para o processo de fixacdo da nucleacdo. No final do
experimento, foi constatada a necessidade de novos estudos relacionados ao
desenvolvimento do processo de recobrimento das possiveis meias-pérolas obtidas.
Este estudo se torna possivel utilizando a técnica de microscopia eletrbnica de
varredura (MEV), para avaliar com precis&o o processo morfolégico do recobrimento,
identificar o inicio do recobrimento com exatiddo e caracterizar o ciclo do
recobrimento.

Este estudo na ostra perlifera Pteria hirundo contribuiu como instrumento base
de caracterizacdo do ciclo de recobrimento da meia pérola, com isso pode ser
confirmado a formagédo da mesma. Com os resultados obtidos foi possivel iniciar um
protocolo de cultivo comercial e propor parametros de acompanhamento do
desenvolvimento para avaliagdo da qualidade da meia pérola cultivados na regiao da
ponta do Sambaqui (Florianépolis -SC). Nessa perspectiva, o trabalho pode
contribuir para diversificar a produgdo de moluscos, aproveitando a cultura e a

tradicao do cultivo de outros moluscos ja estabelecidos em Santa Catarina.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Investigar o desenvolvimento e processo de recobrimento da meia pérola com o

auxilio da técnica de microscopia eletronica de varredura (MEV).

2.2. Objetivos Especificos

v/ Avaliar a formag¢ao da meia pérola macroscopicamente através das semanas
apos insercao de nucleo artificial;

v/ Caracterizar o ciclo do processo de recobrimento e regularidade do mesmo
utilizando a técnica do MEV;

v Descrever os elementos e estruturas que compdem o recobrimento nas

imagens obtidas do MEV;
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Material Biolégico

As ostras perliferas da espécie Pteria hirundo (Figura 11) foram fornecidas pelo
parque aquicola do Laboratério de Moluscos Marinhos (LMM, CCA, UFSC) na Praia
do Sambaqui, Florianopolis, SC (27°29'18,65"S e 48°32°’17,96°0). Foram
disponibilizadas amostras de ostras adultas com altura meédia de 58 - 59 cm,
extraidos de lanternas definitivas de engorda. Um total de 48 ostras foram utilizados

no experimento.

Figura 11: Ostras perliferas Pteria hirundo.

Fonte: Elaborada pelo o autor.

3.2. Local do Experimento e Condi¢coes de Cultivo

O experimento ocorreu na unidade de cultivo do LMM na Praia do Sambaqui,
Florianopolis, SC (27°29°'18,65”S e 48°32’17,96”0) (Figura 12A), e nas instalacoes
laboratoriais foram realizados os procedimentos de anestesia, colagem dos nucleos
e o preparo do material para a exposicdo ao mar. Os animais do estudo foram
transferidos para um sistema de cultivo flutuante, mais conhecido como long-lines
(Figura 2B), em lanternas de cultivo na densidade de 15 ostras por andar da

lanterna.
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3.3. Método de Nucleagao

Para o relaxamento das ostras foi utilizado o anestésico Propileno Fenoxetol
em concentragdo de 2,5 mL.L™" diluido em agua do mar (ALBUQUERQUE et al.
2012). O tempo de exposig¢ao foi de 30 minutos, e apos o relaxamento do musculo
adutor e abertura da concha, foram colocadas cunhas de madeira para facilitar o
manuseio e impedir que as valvas se fechassem, para que mesmo apés o término
do efeito relaxante fosse possivel a manipulagao (Figura 12 E e D). Foi inserido
na valva direita o nucleo esférico de plastico com espessura de 6mm de diametro
com uso de uma pinga metalica (Figura 12 F e G) (GERVIS & SIMS, 1992). Para
fixacdo dos nucleos foi utilizada a cola Ester de Cianoacrilato em gel (GERVIS &
SIMS, 1992; BACHI, 2015) . Apds a fixagao, as ostras manipuladas foram expostas
ao ar por aproximadamente 4 minutos até a secagem da cola (Figura 12 H e I). Em
seguida, foram transferidos para um recipiente com agua do mar sem anestésico,
para aclimatacdo por 15 minutos. Posteriormente foram colocadas em lanternas e

transferidas para o sistema de cultivo no mar.



Figura 12: A: Mapa da ilha de Santa Cataria com a localizagdo do
Laboratoério de Moluscos marinhos na praia do Sambaqui (LMM/UFSC); B:
Sistemas flutuantes de long line; C: Lanterna definitiva do experimento
suspensa; D: Pterias sendo anestesiadas, E: Cunha entre as valvas para
impedir que se fechem; F: Secagem na parte interior da valva para poder

fixar a cola; G-H: Processo de colagem e fixagdo do nucleo e I: Exposi¢do

255 O ST e

ao ar para a secagem da cola.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

3.4. Processamento das Amostras e analise em Microscépio
Eletrénico de Varredura (MEV)

Foram coletadas amostras de nucleagdo e manto das ostras, controle (sem o
processo de nucleagcdo) e semanalmente entre a 1% e 152 semanas apos a
nucleagdo. Foram utilizadas repeticdes amostrais (n=3) em cada tempo, com total
utilizado de 45 animais. As amostras foram transferidas para o Laboratério de
Biologia Celular Vegetal (LABCEV, BEg, UFSC), onde foram fixadas com 2,5%
Paraformaldeido, diluido em tampé&o fosfato a 0,1 M (pH 7,2) overnight (SCHMIDT et
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al., 2009). As amostras foram desidratadas em série etandlica crescente (30, 50, 70,
90 e 100%), secas com hexadimetil disilazona (HDMS) (nucleag&o) ou ponto critico
(manto), e em seguida recobertas tanto com carbono quanto com ouro (espessura
de 30 nm) para analise no microscopio MEV de modelo 6390 LV (JEOL Ltd., Tokyo,
Japao) a 8 kV, analisadas no Laboratério Central de Microscopia Eletrénica (LCME,
UFSC.). Para analise de composi¢ao quimica, foi utilizado o detector de raio X EDS-

RX Thermoelectro, acoplado ao microscépio de varredura citado anteriormente.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Recobrimento macroscoépico da meia pérola.

Na primeira semana apods a inser¢cao do nucleo artificial, foi possivel observar
os primeiros sinais de recobrimento. Pode-se notar uma singela camada nacarada
se aproximando do nucleo (Figura 13 - A). Entre a segunda semana e a terceira
semana (Figura 13 - B), o nucleo artificial ja estava todo coberto de secrecado
mucosa, gerando uma aglutinacdo de secrecdo por todo o nucleo. Na quarta

semana (Figura 13 - C) se iniciou uma mudang¢a na composi¢cao da secregao, pois a
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camada de recobrimento com caracteristicas organicas comegou a sofrer alteragao,
apresentando caracteristicas de biomineralizagdo. Com isso, a aglutinagdo do
recobrimento comegou a se dissipar do nucleo para a valva. O brilho nacarado
comecgou a se acentuar a partir da quarta semana e ja na sexta semana (Figura 13 -
D) a parte interior da valva, proximo a regido anterior onde o nucleo foi inserido,
apresentou uma nova camada de recobrimento intensa que se iniciava da regiao
dorsal e vinha percorrendo sobre a valva até a regiao ventral. Além disso pode-se se
notar a presencga de brilho nacarado acentuado.

A partir da sétima semana (Figura 13 - E) até a décima quinta semana (Figura
13 - H) os processos de recobrimento comegaram a se assemelhar, e a presenga do
brilho nacarado comecgou a se intensificar. Durantes as semanas seguintes a sétima
semana (Figura 13 - E), o nucleo apresentava uma camada mais grossa de
recobrimento. Sendo assim, houve um aumento nas dimensdes do nucleo inoculado,
dando a origem a meia pérola em fase inicial. Pode-se notar também que o
recobrimento gerado possuia translucidez apesar da iridescéncia do nacar, e com a
deposi¢cdao de camadas ao longo do processo de recobrimento ficou evidente a

reducéo da translucidez a partir da décima quinta semana (Figura 13 - H).
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Figura 13: Imagens macroscoépicas das ostras P. hirundo em processo de recobrimento da
meia pérola durante as semanas. A — 12 semana, B — 32 semana, C — 4% semana, D — 6% E
— 78semana, F — 122 semana, G — 142 semana e H — 152 semana. Cabeca de seta indica o
processo de recobrimento. M — Estrutura do manto. Todas as barras brancas entre

imagens correspondem a 1 cm.

As caracteristicas translucidas do recobrimento podem ser justificadas como um
recobrimento inicial. A cobertura suficiente de nacar do nucleo para produzir “mabe”
de qualidade apropriada requer de 6 a 12 meses de cultivo (GEORGE, 1966;
O'SULLIVAN et al.,, 1998 apud RUIS-RUBIO, et al., 2006). Porém em Fiji, mais
especificamente na ilha de Vava'u, foram feitos estudos nos periodos de cultivos de
meias pérolas na regido e com isso foi comprovado que as ostras perliferas que
permaneciam um periodo de dezoito meses em formacao de pérola “mabe’,
apresentaram uma qualidade superior, quando comparados a cultivos com periodos
mais curtos de processo de formacao da “mabe” (YAMAMOTO & TANAKA, 1997).
Segundo os autores GERVIS & SIMS (1992), a espessura minima de recobrimento
nacarado de ambito comercial € de 2 mm. A deposicéo diaria de nacar pode variar
de zero a sete camadas por dia, com os principais fatores que determinam a taxa de
deposicao sendo a temperatura da agua e a espécie de ostra perlifera. A qualidade
¢ justificada devido ao fato de arranjos da camada do hipétraco, que é composta de

aragonita, elementos estes importantes que déo a forma geral da pérola. Porém,
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como nao s&o visiveis, ndo possuem grande relagdo na beleza da pérola, mas sim
na sua durabilidade. A pérola é finalizada apds a colocacido da ultima camada, de
nacar. Esta camada esta relacionada com a iridescéncia (brilho), que orienta e
produz a beleza da pérola (TAYLOR & STRACK, 2008). O recobrimento com brilho
intenso e estrutura consistente, nao foi detectado no cultivo experimental devido ao
curto periodo de tempo de formacédo da meia pérola, de modo que o processo de
recobrimento nao foi finalizado completamente. Por conseguinte, acredita-se que o

nacar nao foi completamente depositado até a ultima semana avaliada.

4.2. Microscopia eletrénica de varredura (MEV) do manto.

O tecido do manto no qual a ostra perlifera ndo sofreu processo de nucleagao
foi analisado, e as amostras foram denominadas como o Controle (Figura 14 - A e
B; Figura 15 - A). A amostragem do Controle mostrou o epitélio externo com poros e
microvilosidades bem evidenciados, sem nenhum tipo de secrec¢ao aparente (Figura
15 - A). Além disso, os tentaculos digitiformes do manto apresentaram
caracteristicas regulares.

As demais amostras foram submetidas ao processo de nucleagcdo de meia
pérola. A primeira semana (Figura 14 — C e D; Figura 15 — B) apresentou
ondulagcdes bem intensas no epitélio externo (Figura 14 — C), pois os microvilos
estavam sendo cobertos de secrec¢ao (Foto 15 — B), o que evidenciou as ondulag¢des
do tecido epitelial e recobrimento dos poros, uma vez que deles saiam as secrecoes
(Foto 15 — B). Em comparagdo com a 12 semana, a 2% semana (Figura 14 — D e E;
Figura 15 — C) apresentou inchago nos tentaculos digitiformes do manto (Figura 14 —
D e E). As ondulagbes ficaram bem evidentes (Figura 14 — D e E) e as secregdes
aumentaram (Figura 15 — C). Na 3% semana (Figura 14 — F; Figura 15 — D) o inchago
dos tentaculos digitiformes permaneceu (Figura 14 — F), as secre¢des continuaram
intensas (Figura 15 — D) e comegaram a aparecer os primeiros cristais definidos
(Figura 15 — D). A partir da 52 semana (Figura 14 — G; Figura 15 — E), o inchago e as
secregdes se intensificaram e com isso as ondulacdes externas do tecido epitelial

comecaram a se ausentar pela fusdo das margens do tecido (Figura 14 — G).
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Também foi mais evidente a intensificacdo da presenca e formacéo definida dos
cristais. Na 62 semana (Figura 14 — H; Figura 15 — F), o processo permaneceu como
no da 5% semana, porém, os cristais apresentaram estruturas maiores e em formas
prismaticas. Na 92 semana (Figura 10 — I; Figura 15 — G), 142 (Figura 14 — J; Figura
15 — H) e 152 semana (Figura 14 — K e L ; Figura 15 — L), os tentaculos digitiformes
do manto apresentaram um aumento no seu tamanho, devido ao inchago
consecutivo (Figura 14 — | ; Figura 14 — H e h1; Figura 14 — | e i1). As ondulagdes
externas do manto ficaram menos evidenciadas devido aos processos inflamatérios
do tecido e secregcdes eminentes constantes. Por outro lado, os cristais prismaticos
se intensificaram e os prismas apresentaram aspectos morfoldgicos em forma de
espiculas (Figura 15 — G, H e I). Na 142 e 152 semana, os cristais se tornaram tao
intensos e maiores, que apareceram nos tentaculos digitiformes em microscopias

(MEV) de 300 x (vezes) com menor magnificagao (Figura 14 — J; Figura 14 — K e L).
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Figura 14: Imagens microscépicas de MEV, evidenciando os tentaculos digitiformes e
ramificados do manto, através das semanas. A - Controle; B — magnificagdo da imagem
A; C - 12 semana; D - 22 semana; E — magnificagdo da imagem D; F - 3% semana; G - 52
semana; H - 62 semana; | - 92 semana; J - 142 semana; K - 152 semana; L — magnificagao
da imagem K. Cabecga de seta (vermelha) corresponde ao ponto de magnificagdo e a seta

(branca) representa os cristais.
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Figura 15: Imagens microscopicas de MEV, evidenciando a superficie e papilas
dos tentaculos digitiformes e ramificados do manto, através das semanas. A -
Controle; B - 12 semana; C - 22 semana; D - 32 semana; E - 52 semana; F - 62
semana; G - 9% semana; H - 14% semana; | - 152 semana. Seta representa

posicionamento dos cristais de calcita ou aragonita (CaCOj).

LCME-UFSC ¢ . LCME-UFSC

X2,000 %% 5pm LCMEUESC BKV.  X3,0000 ¥5pm LCME-UFSC 5 02 ) = L ICME-UFSC

Os hemoécitos desempenham papéis importantes nas respostas imunes do tipo
inata nos moluscos bivalves. Estudos indicam que o sistema imunolégico parece
estar relacionado a biomineralizagdo da concha dos moluscos, principalmente nos
processos de crescimento e regeneragdo (GOU et al, 2015; KISHORE &
SOUTHGATE, 2015; SONG et al., 2015). A matriz organica da concha é composta
de proteinas e polissacarideos, e tudo indica que sao responsaveis pelo
direcionamento da formagéo do cristal de carbonato de calcio para construcéo da

concha. Os diferentes polimorfismos e microestruturas de cristal das camadas séo
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controlados por proteinas segregadas a partir de células epiteliais externas em
diferentes regides do manto. Em geral, a camada prismatica de calcita externa esta
sempre relacionada as proteinas segregadas dos epitélios externos da borda do
manto, e a camada nacarada de aragonita interna esta relacionada com a da
regido dorsal do manto (ZHANG e ZHANG, 2006).

A P. hirundo, ao ser submetida ao processo de nucleagéo do tipo meia pérola,
apds uma semana comegou a ter as primeiras respostas imunologicas contra o
corpo estranho inoculado (nucleo artificial). Os tecidos do manto estavam com
seus poros repletos de secrecdo e suas microvilosidades estavam cobertas pela
secrecdo que eram segregadas do epitélio do manto (Figura 15 - B).

A hemolinfa de P. hirundo abriga trés populag¢des principais de hemdcitos,
denominadas granuldcitos, hialindcitos e células blasticas (VIEIRA et al., 2017).

Os hemdécitos da hemolinfa das ostras perliferas controlam a formacao de
cristais de carbonato de calcio in vivo. Na espécie Pinctada fucata as células de
defesas participam constantemente no processo de biomineralizacdo, conhecidas
como populagdes de hemdcitos do tipo granuldcitos (LI et al., 2016). Estes poderiam
ser liberados do manto através de cavidades secretoras (poros), distribuidas na
superficie externa do centro do manto.

Estes granulécitos com cristais sdo transportados para a frente da
biomineralizagdo através do fluido extrapalial (FEP). Os granuldcitos sdo fundidos
nas colunas da camada prismatica e gradualmente se desintegram com o
amadurecimento da concha. Os granuldcitos fragmentados acompanham as
matrizes organicas secretadas a partir das células do manto, para formar o substrato
e liberar os cristais de carbonato de calcio na camada de prismatica (LI et al., 2016).
Como a P. hirundo possui essa célula defesa, tudo leva a crer que os granulécitos
podem estar participando do processo de biomineralizagao.

Na primeira semana (Figura 15 — B) pode-se notar que o manto estava
secretando muco de caracteristicas organicas, e que so na terceira semana (Figura
15 - D) foi que comegaram a aparecer as primeiras secregdées com segmentos de
cristais. No final do experimento, na 14% e 152 semana, foi possivel notar que,
conforme a secrecdo ia aumentando, mais cristais eram formados e suas

estruturas prismaticas apresentavam tamanhos maiores e caracteristicas em
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formas de arranjos. Por conseguinte, foi observado que o nucleo recoberto

comegou a emanar brilho da camada prismatica no aspecto macroscépico.

4.3. Microscopia eletrénica de varredura (MEV) da nucleagao.

As analises de nucleagdo realizadas no MEV mostraram que, na primeira
semana, o nucleo apresentou sinais de secre¢cao na sua parte exterior. Ja a 22
semana, o recobrimento cobriu todo o nucleo artificial (Figura 16 — B), além disso,
houve secrecdo aglutinada de padréo rugoso (Figura 17 - A). A partir da 3% semana
0 nucleo apresentava-se uniforme (Figura 16 — C), com fusdo das aglutinagdes
(Figura 16 — D) e iniciou-se o processo de deposi¢cao de camadas de recobrimento
(Figura 17 — B). Na 42 semana, houve as primeiras aparigdes de cristais (Figura 16 —
E; Figura 17 - C), e na quinta semana, houve a reorganizagdo da camada com
formatos poligonais (Figura 16 — F; Figura 17 — D). Observou-se na 6% semana a
maior fusdo da camada de recobrimento, possivelmente para receber as préximas
camadas de deposigdo e, também em padrdes hexagonais (Figura 16 — G) ou
escamosos (Figura 17 — E).

Na 72 semana, observou-se a finalizagdo do processo de recobrimento, com
camadas de recobrimento sequenciais, no formato geométrico hexagonal (Figura 16
— H; Figura 17 — F). Foi também nessa fase que se observou que adquiriu a
caracteristica macroscopica de meias pérolas. Ja na 8% semana, os cristais
apresentavam formas de espiculas grandes (Figura 17 — G), com aparente processo
de nivelamento dos cristais em porgdes menores e processo caracteristico de
deposi¢cdo de camadas com aspectos hexagonais (Figura 16 — H). Durante a 92
semana foi possivel observar a regularidade do recobrimento (Figura 12 — I) e a
presenca de sucessivas camadas de formato hexagonal (Figura 17 — H). No entanto,
entre a 10 até 132 semanas, foi possivel observar a chegada de cristais de
dimensdes maiores para serem incorporados a proxima camada de recobrimento
(Figura 16 — M-Q; Figura 17 — I-L). Para décima quarta e décima quinta semana, foi
constatada a presenga de cristais maiores e em maiores quantidades (Figura 16 —
R-T; Figura 17 — M), e entao, na décima quinta semana foi possivel notar (através de
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uma ruptura no recobrimento) a sobreposigdo das camadas compostas por cristais

(Figura 17 — N).
Figura 16: Imagens microscopicas do MEV, evidenciando o
processo superficial de recobrimentos da meia pérola, formada na
ostra perliferas P. hirundo, através das semanas. A — 12 semana; B
— 2% semana; C — 32 semana; D — magnificacdo da imagem C; E —
42 semana; F — 5% semana; G — 62 semana; H — 72 semana; | — 8
semana; J — 9% semana; K - 10® semana; L — magnificacdo da
imagem K; M — 112 semana; N — 122 semana; O — magnificacdo da
imagem N; P — 13% semana; Q — magnificagédo da imagem; R — 142
semana; S — 152 semana; T — magnificagdo da imagem S e a seta
(branca) representa os cristais. Quadrados laranjas representam a

area utilizada para magnificacdo da imagem.
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Figura 17: Imagens microscopicas do MEV, evidenciando os detalhes do
processo de recobrimento da meia pérola, formada na ostra perliferas P.
hirundo, através das semanas. A — 22 semana; B — 3% semana; C — 42
semana; D — 5% semana; E — 62 semana; F — 72 semana; G — 82 semana;
H — 92 semana; | — 102 semana; J - 11 semana K — 12% semana; L — 132
semana; M — 142 semana; N — 152 semana e a seta (branca) representa

os cristais.

56



57

Os resultados obtidos com MEV detalharam a biomineralizagdo, e corroboram
tanto com a sequéncia descrita dos resultados obtidos com as mudancas
morfolégicas macroscopicas, quanto com os processos entre inchagcos do manto e
suas regressdes sobre o nucleo indutor de pérola. Nas primeiras semanas, onde
observou-se uma camada translucida sobre o nucleo, ocorreu uma deposi¢ao vista
ao MEV de secrecao sobre o nucleo. Consta na literatura que esta secrecao é
composta de substancias como quitina, sacarideos e proteinas, como calmodulinas,
que possuem a funcao de direcionar os cristais de calcio ali depositados (YAN et al.,
2007). Esta analise ao MEV sugere que, a partir da quarta semana, as deposi¢des
sejam de aragonita como também descrito por Southgate (2007). Os sucessivos
recobrimentos do nucleo, observados neste trabalho, sugerem que os grandes
cristais sejam depositados e logo apds recobertos com uma nova camada secretora
com substéncias que direcionam os cristais, para que estes sejam partidos e
orientados na formacgdo de camadas (ou pellets) em torno do nucleo (OSUNA-
MASCARO 2015).

Por fim o surgimento de uma fina camada com iridescéncia, indicando
presenca de nacar, € visto como o inicio de uma finalizacdo do recobrimento inicial
(OSUNA-MASCARO 2015). As secrecdes, apds direcionarem a calcita, formam por
fim a camada de nacar (SOUTHGATE et al., 2008). Quanto maior a camada de

calcita, maior sera a iridescéncia.
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5. CONCLUSAO

Os principais resultados obtidos pelo presente estudo foram:

e O inchago dos tentaculos digitiformes durante a formagdo da meia
pérola na ostra perlifera Pteria hirundo;

e Secregbes de recobrimento emanados pelo tecido do manto;

e Sequéncias de formacdes de deposi¢cao de camadas;

e Formacdes de cristas de carbonato de calcio.

Foi observado sucessivos ciclos de recobrimento do nucleo artificial adesivado
em P. hirundo para formagdo da meia pérola. Estes ciclos evidenciaram a
intercalagdo de camadas orgénicas (secrecdo de muco) com depodsitos e
concretizacao de depdsito de minerais de carbonato de calcio. As microscopias de
varredura detalharam cada passo destas etapas de recobrimento, mostrando
alternancia de cristais maiores, e depois a realocagcdo de pequenos cristais para
formar uma camada de recobrimento sobre o nucleo da pérola. A finalizagdo mostra
externamente o aumento da iridescéncia que corresponde ao nacar.

A analise ao MEV permitiu o detalhamento de cada etapa de deposicéo
durante o desenvolvimento da pérola. Os resultados coletados foram de extrema
importancia para o desenvolvimento de protocolos comerciais para o cultivo de ostra
perlifera nativa e subsequentemente o acréscimo de mais um ramo da aquicultura
no Brasil, a criacdo e comercializacdo de meias pérolas de ostras nativas. O tempo
de cultivo ideal para a formacado de uma meia pérola de qualidade na ostra perlifera
P. hirundo, é estimado de um a dois anos, pois conseguiriam adquirir uma
espessura rigida de qualidade, como outras espécies de com valor econdémico,
porém € necessario analises de qualidade de joalheria para confirmag¢do. Ha, ainda,
a necessidade de trabalhos que comparem a qualidade das deposi¢des juntamente
com qualidade da agua dos locais onde as ostras perliferas serao cultivadas, bem
como necessidades nutricionais e melhorias no protocolo de cultivo. Além disso,
estudos complementares devem ser desenvolvidos no que se refere a qualidade da

pérola, como seu aspecto externo (formato, coloragéo), seu brilho e sua rigidez.
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