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RESUMO

Floracdes da microalga nociiznophysis acuminat&ém se tornando
recorrentes na costa de Santa Catarina. No presstuigo avaliou-se a
modulac@o de alguns parametros imunol6gicos enaoGtr gigase
mexilhdes P. perna cultivados, durante floragbes naturais e
acuminata que produzem toxinas diarréicas (acido ocadaico
compostos relacionados). Os bivalves foram coletadiorante duas
floragBes, uma na Praia Alegre (PA: 2.950 algasth)municipio de
Penha/SC e outra na Praia de Zimbros (PZ: 4.1%&/&lgno municipio
de Bombinhas/SC e 30 dias apdés o término das #Hlemggrupo
referencia). Na PA foram coletados apenas mexilh@ssparametros
analisados a partir da hemolinfa foram: os hemogsabu contagem
total (THC) e diferencial de hemocitos (DHC), oitedde hemdcitos
apoptéticos (IA) (coloracdo de Hoechst), a ativelada enzima
fenoloxidase ou PO (produgdo de DOPAcromo), a curagio de
proteinas totais (CP — método de Bradford) e dotaglutinante (TA —
eritrocitos de cdo) da hemolinfa. Foram ainda zedhs analises
histoldgicas convencionais com coloracdo HE nas®sta PZ. Dentre
0s parametros imunol6gicos analisados, alguns emeeam alteracdes
significativas em relacdo aos grupos referencialHE dos mexilhdes
variou durante ambas as floracdes, porém de foomtastante. Na PA
houve uma diminuicdo do numero de hemdcitos (54%pd”Z um
aumento (64%) da THC. A atividade da PO aumen&fl®o] nos
mexilhdes da PA e declinou (40%) nas ostras daAPZP aumentou
(66%) apenas nos mexilhdes da PZ. Os outros paxdsrietunologicos
ndo se alteraram em relacéo as floracdes em amtzdgds. Ndo foram
observados danos teciduais nas ostras analisadass@tados obtidos
ndo mostraram um comportamento uniforme da modolagés
parametros imunoldgicos em relagdo as floragded dacuminata
Contudo, ficou evidente que alguns parametros sAdath afetados
durante as floracbes em ambos bivalves, em espesahexilhdes que
parecem ser 0s mais sensiveis e que acumulam uidagoacentracao
de &cido ocadaico (10 vezes superior) em seusoieditstas alteracdes
poderiam tornar estes animais menos resistentegi® propensos a
contrair infec¢des, impactando desta forma seivoult

Palavras-chave Algas nocivas, bivalves cultivados, parametros
hemato-imunoldgicos, histopatologia, hemolinfa.






ABSTRACT

Blooms of the harmful microalgd@inophysis acuminatare becoming
recurrent in the coast of Santa Catarina. In thidyswe evaluated the
modulation of some immunological parameters inicatiéd oysters
(Crassostrea giggsand musselderna perna during natural blooms of
the dinoflagellated. acuminatethat produces diarrhetic toxins (okadaic
acid and related compounds). The bivalves wereectgtl during two
distinct blooms, one in Praia Alegre (PA: 2.950aald™®) and on the
other in Praia de Zimbros (PZ: 4.150 algaY.LControl animals were
collected at the same sites, 30 days after the afnthe blooms
(reference group)n PA only mussels were collected. The hemolymph
parameters analyzed were: total (THC) and diffeaé(iDHC) hemocyte
counts, percentage of apoptotic hemocytes (PA -chhkiestaining),
phenoloxidase activity (PO - dopachrome productidnjal protein
concentration (CP - Bradford method) and the hemuéiggnting titer
(TA - dog erythrocytes). Histopathological analygisre also carried
out but only in oysters, using HE staining. Someth# investigated
immuneparameters were in fact altered, especialipussels, durin®.
acuminatablooms, but the results were contrasting; in PA THC
decreased (54%), whereas in PZ the number of hdesdycreased
significantly (64%). On the other hand, PO activitgreased (50%) in
mussels from PA and declined (40%) in oysters fiedh The CP of
hemolymph increased (66%) only in mussels from FHe other
immunological parameters did not change duringntiioalgal blooms
compared to the reference groups in both bivalXestissue damage
was observed in oysters from PZ. The results obdhin this study did
not produce a uniform and consistent variation goatt of the
immuneparameters of both bivalves, upon exposurB.tacuminata
blooms. However, it was evident that some parammetare indeed
affected during the microalgal blooms especiallyrinssels that appear
to be more sensitive and that accumulate more okadaed (10 times
greater) in their tissues. These effects may réswatdecreased immune
resistance of the animals, making them more suibepbd infections,
and thus put at risk their cultivation.

Key words: Harmful Algae, cultivated bivalves, hemato-imugital
parameters, histopathology, hemolymph.
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INTRODUCAO
AQUICULTURA E O CULTIVO DE MOLUSCOS

O constante crescimento da populacdo mundial tesultaelo
proporcionalmente na necessidade do aumento dagi#odilimenticia
incluindo as fontes de proteina de origem animalo M apenas a
guantidade dessa proteina animal produzida questdm objeto de
preocupacdo mundial, mas também a qualidade dgssmEhitos
principalmente no que tange a salde pessoal, sendmescado
considerado por nutricionistas, os maiores aliamagna alimentacao
saudavel. Com a estagnacao da exploracdo dosiestpgsqueiros nos
Gltimos anos (FAO, 2010a) a aquicultura tem seaora principal via
de producdo de pescado, com as taxas de crescingdenteetor
superando as tradicionais atividades pecuéarias doononocultura e
avicultura (FAO, 2009, 2010b). A aquicultura muhdepresenta quase
38% da producdo de pescado sendo o restante protendo
extrativismo (FAO, 2010a). Esta atividade teve usscimento de 3,5
% ao ano em média de 2000 a 2009 enquanto no nuEoolo a pesca
extrativista obteve um decréscimo de quase 0,6R@(R007, 2010a).
Segundo levantamento divulgado pelo Ministério dascB e
Aquicultura (MPA, 2010), entre os anos de 2000 @92@ aquicultura
nacional teve um crescimento de quase 44 %. Em, 20@89oducao
nacional de pescado oriundo da aquicultura foi éeeac de 415 mil
toneladas, sendo que 70 % provinha de aguas cotatisee 30 % de
aguas marinhas ou salobras (maricultura) (MPA, 2010

Dentre as diversas atividades da maricultura, dasta o cultivo
de moluscos ou malacocultura, mais especificamenteultivo de
bivalves, como ostras (ostreicultura), mexilhdegilfoultura) e vieiras
(pectinicultura). A producgdo de moluscos bivalvesBmasil teve inicio
na década de 70 com tentativas de cultivo das sostea mangue
classificadas com@rassostrea rhizophorae C. gasarnos Estados da
Bahia e Santa Catarina e do mexili&&rna pernano Rio Grande do
Sul, S&o Paulo e Rio de Janeiro (FERREIRA e NETW6R Segundo
esses mesmos autores, essa mesma década foi maetadatrada da
ostra do PacificoQrassostrea giggsimportada da Inglaterra, quando
foram realizados os primeiros cultivos experimentad Estado do Rio
de Janeiro, porém sem sucesso econémico.

Na década de 80, se iniciaram 0s primeiros proj¢topesquisa
visando o cultivo de ostras e mexilhdes no Estasl®Ganta Catarina
realizados pelo Departamento de Aquicultura da émsidade Federal
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de Santa Catarina (UFSC) (POLI, 1998). Posteriotejeta década de
90, com a criacdo do Laboratério de Moluscos MasnfLMM) e o
fornecimento programado de suas sementes, juntancent as novas
tecnologias e infra-estruturas desenvolvidas paativadade, o cultivo
de moluscos bivalves teve um crescimento e expangdartantes no
Brasil, principalmente no Estado de Santa Cataguna,hoje representa
0 maior produtor de bivalves de cultivo a nivelional. Este estado
contribui com mais de 90 % da producdo nacional niEuscos
marinhos cultivados, sendo que em 2009, comeroiatizrca de 8.000 t
de ostras e 13.000 t de mexilhdes (EPAGRI/CEDAB920

A ostra japones&rassostrea gigastambém conhecida como
ostra do Pacifico, teve o inicio de seu cultivo &n pais de origem
(Japéo), sem data precisa, porém com relatos sesula sua atividade
(HELM, 2005). Apenas no inicio do século XX essgpéese foi
introduzida em outros paises, como na década de<8stados Unidos
(LAVOIE, 2005) e na década de 60 na Europa (BUES@&E4I., 2009).
Essa espécie teve uma excelente adaptacdo em ipaises tornando-
se hoje a espécie mais cultivada a nivel mundiah ama producéo
anual de 650 mil t (FAO, 2010b). Entre os anosl@@9 e 2008, os
maiores produtores mundiais dessa espécie foranina,Capdo, Coréia
do Sul e Franga (FAO, 2010b). Cabe ressaltar qpstraC. gigasteve
uma excelente adaptacdo em mares brasileiros,espéxificamente no
Estado de Santa Catarina, cujas condi¢des clinsddicaceanogréaficas
permitem um ciclo de cultivo com duragéo de 7 aeSens.

O cultivo de mexilhdes também é bem distribuido ieeln
mundial, porém, diferentemente da ostreiculturafpssui uma espécie
predominante, a mitilicultura trabalha basicametten as espécies
nativas de cada pais produtor. Entre os maiorefutoes de mitilideos
no mundo estdo a China, com uma producédo de 480 deildiversas
espécies da familidMytilidae, a Tailandia com 240 mil t da espécie
Perna viridis a Espanha com 180 mil t principalmente das espéci
Mytilus edulise M. galloprovincialise a Nova Zelandia com 100 mil t
da espéci®erna canaliculus(FAO, 2010b). No Brasil, a espécie nativa
Perna perna responde por toda producdo nacional de mexilhGes
oriundos de cultivos, sendo Santa Catarina o préhdtstado produtor,
responsavel por mais de 90 % da producgdo nacionalpouco mais de
12 mil t produzidas em 2009 (EPAGRI/CEDAP, 2009).

Assim como qualquer outra atividade agropecuaria, a
ostreicultura e a mitilicultura estéo sujeitas éesnidades e patologias
provocadas por diferentes microrganismos e pasagiize podem
comprometer e limitar seus cultivos (LAUCKNER, 1R83lém das
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enfermidades, a malacocultura enfrenta ainda o wuobde seus
produtos quando suas areas de cultivo sdo afefamlasima répida
multiplicacdo de microalgas produtoras de toxifesdmeno conhecido
como floragBes de algas nocivas (FANS).

FLORAGCOES DE ALGAS NOCIVAS (FAN) E SEU IMPACTO NA
MALACOCULTURA

As FANs sdo um fendmeno mundialmente conhecido spor
forte impacto ecolégico e econémico nas regideteras onde ocorrem
(SVENSSON, 2003; DYSON e HUPPERT, 2010). Sua oocigévem
aumentando em freqiéncia, intensidade e distribuiggografica
(HALLEGRAEFF et al., 2003). Os motivos do cresciteemesses
eventos parecem estar relacionados com o aumerdotddizacio das
regides costeiras (ANDERSON; GLIBERT; BURKHOLDER)(2), a
contaminacdo marinha por agua de lastro de naB@.CH e DE
SALAS, 2007; BUTRON; ORIVE; MADARIAGA, 2011), a
transferéncia de estoques pesqueiros entre diésréneas (HEGARET
et al., 2008) e mais recentemente as alteracGeatas em fungdo do
aquecimento global (HALLEGRAEFF, 2010; PAERL; HALL;
CALANDRINO, 2011). O aumento do numero de obsereagie FANs
também pode ser atribuido ao crescente niumeroeds ée cultivos e
consequente aumento de programas de monitoramerigas nocivas.

As floragcdes de microalgas sdo fenbmenos natutespgpdem
ocorrer tanto em aguas interiores quanto em cdsdte@neas e mar
aberto (oceanica). Nao séo apenas as espéciesqracdde toxinas que
oferecem riscos ao ambiente e aos cultivos de mmas aquaticos. As
espécies nado-toxicas também podem formar floragfasazes de
acarretar momentos de anoxia nos ambientes emrqliieram sendo
registradas grandes mortalidades em animais deva@wbomo peixes
(TREASURER; HANNAH; COX, 2003) e mexilhdes (PEPERZA
POELMAN, 2008).

Historicamente, o primeiro indicio de uma floracde alga
nociva, data do ano 1000 a.C. sendo relatados tigoatestamento
(Exodo, 7:20-21). Este relato descreve que a agwRia Nilo se tingiu
de vermelho, aparentando sangue, havendo uma massitalidade de
peixes e que a agua se tornou tao fétida que psiegindo a puderam
beber. Segundo revisdes de Otero (2008) e HallEdR4 0) os povos
pré-colombianos ja conheciam os perigos de consuglinscos quando
eram observadas manchas vermelhas no mar durantia ocou
luminescéncia durante a noite. Segundo esses sautonedos primeiros
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relatos fatais relacionados a floragdes de algelwa®ocorreu em 1793
com tripulantes de uma embarcacéo inglesa, apésti de moluscos
contaminados na costa do Canad4, quando na ochaida sido
observada bioluminescéncia na agua, episodio tepidlus indigenas
locais. Mais recentemente, em 1927, foram natifis 102 vitimas de
intoxicacéo apos ingestdo de mexilhdes contaminaolofcotoxinas nos
Estados Unidos (KAO, 1966) e em 1976 houve intgdea similares
na Holanda, Japdo e Espanha (OTERO, 2008). Em 1&&lmiu
especial destaque um surto de intoxicacdo na Eapaplis consumo de
mexilhdes contaminados por ficotoxinas, que atingguca de 5.000
pessoas. Também na América do Sul ja foram redisgtrapisodios de
intoxicacao, apods a ingestdo de mexilhdes contalofmpor ficotoxinas,
como na Argentina em 2002 (GAYOSO e FULCO, 2006).

No Brasil, poucos sao os relatos de intoxicac6elu@manos por
ficotoxinas, mas provavelmente diversos casos potnocorrido,
porém sem os devidos registros face a falta de emimiento que
pudessem atribuir as intoxicacdes as ocorrénciasictealgas nocivas.
Um dos primeiros relatos de casos de intoxicacdmaha por
ficotoxinas foi descrito por Satd, Paranagua erzski(1963) no litoral
de Pernambuco, quando atribuiram a doenc¢a conheaida ‘febre de
Tamandaré em banhistas e moradores da regido, as floracles
cianobactériarrichodesmium erythraeunNo litoral de Santa Catarina,
0 primeiro relato de intoxicagdes em humanos, ecoem 1990 apds o
consumo de mexilhBes obtidos de bancos naturaisnumaicipio de
Florianopolis (ZENEBON e PREGNOLATTO, 1992). Outcaso é
relatado por Proenca (2007) no municipio de Bordsnbm 2007,
quando cerca de 130 pessoas apresentaram disfuyggtesintestinais
em funcdo do consumo de moluscos bivalves contaimiavisto que
andlises de amostras de moluscos dessa regid@@arasn resultados
positivos no bioensaio com camundongos para toxiaséicas, tanto
para mexilhdes quanto para ostras, além da contalperificacao
fitoplanctbnica de amostras de agua da regidojrowanf a presenca de
D. acuminataem uma das maiores concentracdes (5,2 *xc&0L™)
dessa microalga nociva ja registrada em aguaddirasi

As diferentes intoxicagbes causadas por ficotoxieesbem seus
nomes de acordo aos respectivos sintomas clinieosados pela
intoxicacdo, sendo classificados em: sindrome acmésis ASP (do
inglés: Amnesic Shellfish Poisonipgcausada principalmente pelas
diatomaceasPseudo-nitzschiasp; sindrome paralisante ou PSP (do
inglés: Paralytic Shellfish Poisonifjg causada especialmente pelos
dinoflageladossymnodiniunsp.; sindrome diarréica ou DSP (do inglés:
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Diarrhoeic  Shellfish  Poisonir)g causada principalmente pelos
dinoflagelados Dinophysis sp. e Prorocentrum sp.; sindrome
neurotdxica ou NSP (do inglé@seurotoxic Shellfish Poisonipgausada
sobretudo pelo dinoflageladkarenia brevis

Apesar dos poucos relatos oficialmente documentades
intoxicacOes por floragbes de algas nocivas em haomano Brasil,
algumas espécies potencialmente causadoras dedksrga foram
identificadas no litoral brasileiro como o dinoftdado causador de PSP
Gymnodinium catenatumno Espirito Santo (OLIVEIRA, 2005;
SCHRAMM et al., 2006) e em Santa Catarina (PROENCA,
TAMANAHA; SOUZA, 2001). Algumas espécies causadodasASP,
do géneroPseudo-Nitzchga foram identificadas nos litorais de Sao
Paulo (MOSER et al.,, 2011), Paranda (MAFRA JR, 2085Banta
Catarina (RORIG et al., 1998; ALVES et al., 2010ambém ja foi
registrada uma floracdo da cianobacté@ri@hodesmium erythraeumo
litoral da Bahia (PROENCA; TAMANAHA; FONSECA, 2009)

Diante dos grandes riscos a satude humag@adex Alimentarius
programa responsavel pela padronizacdo mundial eguranca
alimentar, reuniu especialistas da Organizacad\dgées Unidas para
Agricultura e Alimentacdo (FAQO), da Organizacédo Mliiah da Saude
(WHO) e da Comissdo Intergovernamental da UNESCIL)| para
realizarem uma revisdo sobre as ficotoxinas quéaaodnam moluscos
bivalves. Esse comité propds uma nova classificjpgha as toxinas,
basicamente fundamentada nas ja caracterizadaguestr quimicas
desses compostos. O resultado do relatério fin@Y@FUKU, 2006)
aponta 8 diferentes grupos de toxinas, porém ar d@ comprovacdes
de real toxicidade em humanos, apenas 5 grupogldtal) foram
classificados como realmente nocivos aos consugsdde moluscos
contaminados e indicam um limite aceitavel da pregelessas toxinas.

Tabela 1: Classificacéo e limites maximos permgidas ficotoxinas na carne
de moluscos para consumo humano segundo o com@@WAO/I0C

Grupo Sindrome Limite *
azaspiracidos (AZA) DSP 0,16
acido domodico (AD) ASP 20
acido ocadaico (AO) DSP 0,16

saxitoxinas (STX) PSP 0,8
yessotoxinas ** 1

*mg da toxina/kg de carne de molusco; ** ndo cléssilo
Fonte: Toyofuku (2006)
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Até o momento, o controle das floragdes de micemalpcivas se
restringe ao monitoramento temporal com amostrasagiaa para
identificac@o e contagem de espécies tdxicas eteanate bivalves para
realizacdo de bioensaios ou andlises quimicas. |&dme final do
comité FAO/IOC/WHO néo estabelece nenhum protopaldrdo sobre
os procedimentos do monitoramento, porém indicdiratrizes que um
plano deve conter (TOYOFUKU, 2006). O monitoramemniode
conduzir perfeitamente a um diagnostico momentaieo area
investigada, porém ndo pode evitar 0 aparecimentemsédios de
FANs, que uma vez estabelecida, deve ser notifieadaarea afetada
embargada. Com o objetivo de tratatoco areas afetadas pelas FANS,
alguns estudos utilizando aplica¢ges de argila puranriquecida com
aditivos mostraram ser eficientes na floculacdoedingentacdo de
microalgas nocivas (SENGCO e ANDERSON, 2004; SENGEAa@l.,
2005; SONG et al., 2010). Esse método poderiapigiado tanto como
forma de prevengcdo como de remediacdo em &areasdadetpelas
floragbes (PAN et al.,, 2006; PAN; CHEN; ANDERSON)12). No
entanto, diversos trabalhos questionam a praticapfiaacdo dessas
substancias, alegando variabilidade na eficién@aadordo com a
dindmica de fluxo de 4gua no ambiente (BEAULIEU;N&EO;
ANDERSON, 2005), aumento dos custos de producadJ(£0D al.,
2006) e o impacto ambiental que essa pratica padlsac (SHUMWAY
et al., 2003; ARCHAMBAULT et al., 2004; BEAULIEU; ENGCO;
ANDERSON, 2005). A viabilidade dessa técnica paudtivos de
moluscos bivalves pode ainda ser questionada pédoda aplicacéo
desses materiais também promover a floculacdo ienesethcdo das
espécies de microalgas que serviriam de alimen® aovmais de
cultivo, comprometendo dessa forma a sua alimeotaca

E interessante ressaltar que o actimulo de toxielas poluscos
bivalves durante as FANs pode variar de acordo asnespécies e
parece via de regra, ser maior nos mexilhdes do rpge ostras
(LINDEGARTH et al, 2009; KACEM, 2010) ou vieiras
(REIZOPOULOU et al.,, 2008). Porém 0 mecanismo eptende
depuracao destas toxinas ndo sdo ainda conhecidameéa controverso
na literatura em relacdo aos fatores ambientais is®ldgicos
(DUINKER et al., 2007).

Atualmente, por todas as partes do mundo, s&oadelst
episddios de FANs, causando também prejuizos adsminy
malacocultura e comércio pesqueiro local (DYSONHKRERT, 2010).
Pescados contaminados por toxinas de microalgascefa um sério
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risco a salde publica, tornando necesséria a itagidnm de programas
de monitoramento de ficotoxinas nos principaisgmfgodutores.
Segundo o0 histérico apresentado por Schramm (2088),
providéncias governamentais brasileiras sobre alslgmas das FANS,
tiveram inicio em 2002 com a publicagéo da portafti@21/GABS/DAS
pelo Governo do Estado de Santa Catarina atravéSedeetaria de
Desenvolvimento Rural e da Agricultura. Nessa piaita Art. 13 do
capitulo V ressalta a necessidade da identificad@® ficotoxinas
causadoras das sindromes ja apresentadas. Poraas ae 2005 foi
oficialmente estabelecido um programa oficial denmaopamento de
algas nocivas em Santa Catarina. O primeiro emsduasileiro
oficialmente registrado (obtido pelo monitoramento feito no
Laboratério de Estudos de Algas NocivasEAN, da UNIVALI, em
Itajai, SC) foi em janeiro 2007, foi o causado peiaoflagelado
Dinophysis acuminatéDSP) (SCHRAMM e PROENCA, 2008).

A MICROALGA TOXICA Dinophysis acuminata

O dinoflagelado D. acuminata (Fig. 1) € mundialmente
encontrado em 4guas costeiras e oceanicas (HALLEFRAe
LUCAS, 1988) sendo produtor de acido ocadaico (AGgus derivados
conhecidos como dinophysistoxinas (DTXs). Estas sébstancias
lipossoliveis que podem se acumular nas glandulgestivas
(hepatopancreas) dos moluscos bivalves (ROSSIGNOBLANCO,
2010) causando severos distarbios gastrointestieas humanos
consumidores desses animais contaminados (PAVELANMRC et
al.,, 2002). Esta intoxicacdo, conhecida pela sDBP Qiarrhetic
Shellfish Poisoningfoi descrita pela primeira vez por Yasumoto et al
(1980).
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Figura 1: Micrografia eletronica de varredura deoflageladdinophysis
acuminata Fonte: Hansen (2009). Barra = 10 um.

Por muito tempo, os estudos relacionados a ecodotgigicologia
de Dinophysis spp. se limitavam aos eventos ocasionastossitu
(OSAKA e TAKABAYASHI, 1985; CLEMENT et al, 1988;
TAYLOR; HAIGH; SUTHERLAND, 1994; GISSELSON; GRANELI
CARLSSON, 1999; JAMES et al., 1999; PAVELA-VRANCI& al.,
2002). Diversas tentativas da cultiravitro de Dinophysisspp. em
diferentes meios de cultura, foram realizadas, mosem sucesso
(CLEMENT et al., 1988; BERLAND et al., 1995). V&ioelatos
apontavam para uma nutricdo endossimbittica, sesth microalga
dependente de outras espécies para subsistir (HANNSEP91,;
HANSEN e CALADO, 1999). Foram através dessas olgéies que
Park et al. (2006) conseguiram obter pela primetzacom sucesso uma
cultura deD. acuminatautilizando a microalgdyrionecta rubracomo
alimento. Sua alimentagdo endossimbiodtica foi cowgla em
microscopia por observagfes da insercdo de um pelimue se
estende do poro flagelar da acuminataapds o contato fisico com a
espécie predada com posterior extracdo do citoplaiammicroalga.
rubra (Fig. 2).
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Figura 2: Micrografia mostrando o dinoflagelddimophysis acuminatéa)
realizando extragdo citoplasmatica do ciliddigrionecta rubra(b) através do
peddnculo (seta). Extraido e adaptado de PARK €2@D6). Barra = 10 um.

Como mencionado anteriormente, as espécies do aéner
Dinophysissdo reconhecidamente nocivas a outros organisorosua
producdo de acido ocadaico (OA, do inglékadaic aci) e seus
derivados (Fig. 3).

R1 R2 R3
Acido ocadaico (OA) H H CH3
Dinophysistoxina-1 (DTX1) H CH3 CH3
Dinophysistoxina-2 (DTX2) H CH3 H
Dinophysistoxina-3 (DTX3) acil CH3 CHs

Figura 3: Estrutura quimica do acido ocadaico s seuvados. Adaptado de
FAO (2004).

O acido ocadaico (OA) é um potente inibidor de dtafes da
familia das serina/treonina fosfatases, mais efpmuiente das
fosfatases PP1 e PP2A, devido a afinidade dase®djiiirofdbicas do
OA com grupamentos aminoacidicos especificos desta@mas
(MAYNES et al., 2001). A PP2A participa da regulagda proteina
quinase estando associada a integridade do citelesgucelular
(SILVA, 2002) que perde seu papel regulador da pehiidade de
solutos pela membrana, resultando na perda padsiflaidos, quando

essa enzima encontra-se inibida pelo OA ou seusvades
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(HALLEGRAEFF, 2003). Esta perda de fluidos cardztea diarréia,
principal sintoma da DSP em humanos (WRIGHT, 1995).

Ocorréncias d®inophysisspp. ja foram notificadas em diversos
paises no mundo incluindo os de grande destaqueteeamos de
producdo na maricultura como no Chile (BLANCO; ALRBEZ,
URIBE, 2007), Estados Unidos (SWANSON et al., 20lBjanca
(MASSELIN; LASSUS; BARDOUIL, 1992), Japado (ADACHILt &l.,
2008), Australia (MADIGAN et al., 2006), Nova Zetda (MILES et
al., 2006) e China (ZHOU et al., 1999). No Bra&ifgram identificadas
Dinophysisspp. em Pernambuco (KOENING e DE MACEDO, 1999),
Rio de Janeiro (FERREIRA et al., 2010), Sdo PaMO®SER et al.,
2011) e Rio Grande do Sul (HARAGUCHI e ODEBRECHU1Q).

Dentre as espécies de algas nocivas monitoradasosta
catarinense, o dinoflageladd acuminataé o mais recorrente. Apenas
no litoral de Santa Catarina existem estudos dootades de floracdes
dessa espécie, com producéo de toxinas e containidagmoluscos em
varios municipios, desde Palhoca até S&o Frandis&ul (PROENCA,
2009).

E importante destacar que os efeitos das FANs edonitam
apenas no contexto de salude publica, mas tambétamafes
ecossistemas que abrigam esses episodios causamtti@idades e
alteracbes de respostas fisiolégicas em peixesustwd e outros
animais aquaticos (SHUMWAY, 1990; LANDSBERG, 2002p
mecanismo de atuacdo de ficotoxinas em seres hgmansuas
conseqiéncias sdo bem descritos na literaturamppoéico se conhece
sobre os efeitos nos préprios moluscos bivalves.sBem sésseis e
filtradores de fitoplancton, esses animais podenaresujeitos a
toxicidade das microalgas e comprometer seu esiadaulde.

SISTEMA IMUNE DE MOLUSCOS BIVALVES

Assim como outros invertebrados, os moluscos s&adds
apenas de um sistema imune inato ou natural, ssesgjmovidos de um
sistema adaptativo com producdo de moléculas denhmecimento
altamente especificas (anticorpos e receptoresiidas de memoria
como ocorre nos vertebrados. No entanto, seu sistenme inato inclui
respostas de defesa complexas e eficientes, caplazgwotegé-los
adequadamente das agressfes do ambiente, como qoe atke
microrganismos e parasitas, garantindo assim segridade corpérea e
homeostase.
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O sistema imune de bivalves est4 intimamente ado@Eo seu
sangue ou hemolinfa. Esta é composta por uma fragdolar,
representada pelos hemdécitos, e uma fracdo liquidslasma onde se
encontram dispersos os fatores imune humorais (VARBLBORES
e BARRACCO, 2001; BARRACCO e DA SILVA, 2008). Osnhécitos
dos bivalves estdo principalmente relacionados asmespostas imune
celulares que incluem a fagocitose de micro-orgamsse a formacao de
nodulos e capsulas em torno dos patdégenos invasésesapsulas se
formam em torno de parasitas de grande tamanha bdeas de fungos,
helmintos e grandes parasitas, que o0os hemdcitoster@m como
fagocitar. Ao invadir o bivalve, estes patégenos sgconhecidos e
envolvidos por diversas camadas concéntricas deddiem® com o
objetivo de aprisiona-los e isola-los dos tecidoshdspedeiro. Ja os
nodulos, sédo reacdes celulares semelhantes adasapsse formam em
torno de uma quantidade macica de microrganismeasanes, cuja
fagocitose por si sO seria insuficiente de elimin@s nodulos
hemociticos tem a mesma funcdo que as capsulassepu sédo
produzidos para seqlestrar e isolar 0os micro-csg#s invasores
(VARGAS-ALBORES e BARRACCO, 2001; BARRACCO e DA
SILVA, 2008).

Basicamente, os hemacitos de bivalves podem sssifit@dos
em dois grandes grupos relacionados a sua comatixichemaocitos
granulares (HG), que contém abundantes granuloseencitoplasma e
hemacitos hialinos (HH), com pouco ou nenhum génein seu
citoplasma. Os HGs parecem constituir as célulasis ma
imunocompetentes, estando mais fortemente implecgde os HHs nas
reacdes celulares de defesa e na producdo de taglédixicas e
microbicidas (HINE, 1999; TERAHARA et al., 2006).

Em situacdes patolégicas, como durante infecc@ms estresses
de origem ambiental, 0 nimero e tipo de hemdcitaem se alterar nos
bivalves afetados (ALLAM; ASHTON-ALCOX; FORD, 2001,
HEGARET; WIKFORS; SOUDANT, 2003; BOUILLY et al., P6;
LAMBERT et al.,, 2007; MALAGOLI et al.,, 2007). Destarma, a
determinacdo dos hemogramas, através da avaliacadrdero total e
diferencial das populacdes de hemdcitos constituidos parametros
imunolégicos mais utilizados para monitorar as ages de salude dos
bivalves (BARRACCO e DA SILVA, 2008). Alteracbes o
hemogramas ja foram relatadas em alguns bivalvesittuepisodios de
FANs como em ostra€. gigasexpostas a floracdo d®. acuminata
(MELLO; PROENCA; BARRACCO, 2010) e mexilho&4ytilus edulis
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expostos a floracdo dalexandrium fundyenséGALIMANY et al.,
2008a).

Um mecanismo muito importante envolvido nos proaxesse
defesa celular e regulacdo da homeostase em msliealves é a
apoptose ou morte celular programada, presente @dost os
organismos, sendo um processo multifuncional, @&iden conservado
evolutivamente (SOKOLOVA, 2009). O mecanismo dapapse é
modulado por enzimas chamadas caspases perteneefdeslia das
proteases (CREAGH; CONROY; MARTIN, 2003), que dgftan o
processo e levam a todas as alteragBes bioquimiasruturais que
resultam na morte celular. Esse mecanismo podengerido por
diversos fatores de estresse sejam eles endégenexoégenos. As
caracteristicas tipicas do inicio do processo &tioptsédo a diminuicao
do volume celular, a condensacdo da cromatina ¢enmrsnente
fragmentacdo celular, cujas vesiculas formadas romi@adas de
corpos apoptoticos, séo reconhecidas pelas céintamdantes podendo
ser fagocitadas sem desencadear um processo itdl@na
(TERAHARA e TAKAHASHI, 2008). Em ostra€. virginica, ja foi
relatada a ocorréncia de apoptose durante infecgdeprotozoarios
patogénicosPerkinsus marinug Haplosporidium nelson{SUNILA e
LABANCA, 2003; HUGHES et al., 2010), mas tambémpnesenca de
agentes toxicos, como o cadmio (SOKOLOVA; EVANS; GHES,
2004) ou variagbes ambientais como salinidade epdeatura
(GOEDKEN et al., 2005). Existem poucos estudos esabrefeito de
toxinas produzidas durante as FANs sobre a apoppsanoluscos
bivalves, mas estes estudos néo revelam uma indigiéiticativa deste
processo celular (GALIMANY et al., 2008b).

Apés o0s patdgenos serem reconhecidos e aprisionaelos
hemocitos, estes sdo usualmente neutralizados ddstiuidos pela
producdo de uma variedade de moléculas toxicasmlitidas, sendo
a maioria gerada pelos hemdcitos. Dentre estascolak® destacam-se
as enzimas hidroliticas dos lisossomos, os inteéried reativos de
oxigénio ou ROIs (do inglésteactive oxygen intermediajee de
nitrogénio ou RNIs (do inglésteactive nitrogen intermediatgsos
peptideos antimicrobianos (PAMs) como as defensinagtilinas e a
ativacdo do sistema pré-fenoloxidase ou proPO (VAB@ALBORES
e BARRACCO, 2001; BARRACCO e DA SILVA, 2008; LI; Z&0D;
SONG, 2009).

O sistema proPO é uma cascata proteolitica muitalada em
crustaceos e insetos. A enzima chave neste proéeastenoloxidase
(PO) que se encontra dentro dos hemocitos dedtépades. A PO
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desencadeia a producdo do pigmento escuro melgomae deposita
principalmente nas regides centrais dos nédulogpsutas celulares
formados em torno de patégenos invasores (SODERHAdL
CERENIUS, 1998; CERENIUS; LEE; SODERHALL, 2008;
CERENIUS et al., 2010). O sistema proPO de artrépa@comumente
ativado por componentes da superficie de microsgars, como 0S
lipopolissacarideos (LPS) das bactérias Gram negate asp-1,3
glicanas da parede de fungos (CERENIUS e SODERHA2004;
CERENIUS et al., 2010). Estes componentes sdo hecios como
estranhos e desencadeiam a ativagdo dos heméaidggram a pré-
enzima proPO (CERENIUS; LEE; SODERHALL, 2008). Umez
liberada para o plasma, a proPO é ativada porgdivaproteolitica,
através de uma cascata de proteases e se transf@remzima ativa PO
(CERENIUS; LEE; SODERHALL, 2008). A PO, por sua yveatalisa a
oxidacdo de compostos fendlicos como a dihidraxildéanina ou
DOPA e gera compostos intermediarios toxicos comaaglicais de
oxigénio (ROIs) e principalmente as quinonas, qeequem a producéo
de melanina (CERENIUS et al., 2010).

Vale ressaltar que a participagdo do sistema proPidhunologia
dos bivalves néo foi ainda claramente estabelemtiao no caso dos
crusticeos e insetos. Alguns autores referem deeietema néo parece
ser ativado por componentes da superficie de ngianismos em
algumas espécies de bivalves, além do fato dosleg@ucapsulas de
moluscos ndo apresentarem regides melanizadas (BBRR e DA
SILVA, 2008). No entanto, a modulacao da atividddd?O vem sendo
utilizada como imunoparametro em varias espéciedidalves em
relacdo a ocorréncia de infecgcbes ou presenca déamimantes
ambientais (PETERS e RAFTOS, 2003; GAGNAIRE; THOMAS
GUYON; RENAULT, 2004; BOUILLY et al., 2006).

O desencadeamento das respostas imunoldgicas g geodo
geral precedido pelo reconhecimento do corpo dstramvasor. Assim
Como 0s outros animais, os bivalves também possueteinas de
reconhecimento, denominadas PRPs (do ingb@dtern recognition
proteing (JANEWAY e MEDZHITOV, 2002). As PRPs séo assim
denominadas pela sua capacidade de se ligar aegsadi6leculares
associados a patdgenos ou PAMPs (do ingh@shogen associated
molecular patterns como os LPS e peptidoglicanas (PGNs) de
bactérias, a$-1,3 glicanas de fungos e o RNA de dupla fita (d&RN
dos virus (LOKER et al., 2004; BARRACCO e DA SILVARQ08;
BARRACCO; PERAZZOLO; ROSA, 2008). As PRPs podemarest
dissolvidas no plasma ou estar inseridas nas meabrdas células.
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Neste Ultimo caso, estas proteinas sdo prefereraidd conhecidas por
PRRs (do inglégattern recognition receptoygNI et al., 2007).

Dentre as PRPs/PRRs destacam-se as aglutininastmas que
séo glicoproteinas de ocorréncia geral em todegm@Es vivos, incluindo
os bivalves. As lectinas tém a propriedade degse Bspecificamente a
acucares da superficie de diferentes células cdossum aglutinagéo.
Desta forma, além de participar no reconhecimeatoaipos estranhos
através dos aclcares especificos presentes naserdice, as lectinas
sdo ainda consideradas moléculas imunoefetorasyamgue levam a
aglutinacdo dos patégenos invasores, impedindalissaminacgéo pela
cavidade corpérea do hospedeiro (SMITH; DESBOIS;RYXDA,
2010). Esta propriedade deriva do fato das lectieasm proteinas no
minimo bivalentes, ou seja, contendo pelo mencs sitibs de ligacéo
para 0 mesmo acucar (KENNEDY et al., 1995). Asidast podem
ainda funcionar como opsoninas, faciltando a fiagee e ou
encapsulamento dos patdégenos pelos hemdcitos (PEASR@EI., 2001;
CANESI et al., 2002; VAZQUEZ et al., 2009).

Em bivalves a maioria das lectinas com papel imigiobd
encontra-se dissolvida no plasma. Estas aglutirsdasproduzidas de
forma constitutiva e sdo geralmente especificam @agucares N-
acetilados (TUNKIJJANUKIJ et al., 1998).

Devido a seu carater imunoefetor, a concentracdectiaas vem
sendo utilizada como parémetro de saude em bivaldessendo
reportadas alteracdes em seus niveis na hemolintnte infeccdes
(KIM et al.,, 2006), em presenca de contaminacOedientais
(CHIKALOVETS et al.,, 2010) e de fatores fisiolégic@stressantes
(SCHLEDER et al., 2008).

A concentracdo de proteinas totais (CP) da henaolohds
bivalves pode também constituir um importante inparémetro. Os
niveis de CP do plasma refletem ndo apenas a geeslenproteinas da
fisiologia geral dos bivalves, mas também de pmateiimunolégicas,
como as lectinas e a PO ou ainda a ocorrénciactegsos de histolise.
Alteracbes da CP ja foram relatadas em bivalvesmatidos por
infeccbes (PETERS e RAFTOS, 2003) e também na mprasee
contaminantes ou variacbes ambientais (SOUDANT lgt 2004;
MALAGOLI et al., 2007; LUNA-GONZALEZ et al., 2008).

A histologia também é uma importante ferramentaregga na
investigacdo do estado de saude de moluscos hsvalderacdes
histolgicas refletem possiveis danos teciduaja,ma acao parasitaria
(DA SILVA; MAGALHAES; BARRACCO, 2002; HINE e THORNE
2002; LOHRMANN, 2009), seja pela presenca de coimamntes
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(AUFFRET, 1988; DOVE e SAMMUT, 2007; DAVID; SALARAL
FONTANETTI, 2008), ou por variacbes ambientais (RELL et al.,
2008) ou ainda durante a exposicdo de FANs (IMOJEN;
HANDLINGER; HALLEGRAEFF, 2005; GALIMANY et al., 208a;
GALIMANY et al., 2008b, 2008c).

Como mencionado anteriormente, a maioria dos estsdbre
maré vermelha ou FANs dizem respeito principalmerteseu efeito
téxico em humanos, consumidores de pescado corddmie em seu
impacto ecoldgico. No entanto, pouco se conheceesnlefeito destas
floracdes e suas toxinas na salde dos prépriok/ésveanto de cultivo,
quanto de estoque natural. Recentemente, porémnayevidéncias
dos efeitos de FAN sobre os proprios bivalves foratatadas. Como
exemplo, podemos citar as modificagbes dos padiiekgicos, como
a diminuicdo da amplitude da abertura valvar emassCrassostrea
gigag alimentadas com o dinoflageladdexandrium minutunfTRAN
et al., 2010); diminuicdo da taxa de filtracdo esiras (Crassostrea
virginica), bivalves de areiaMercenaria mercenaria e mexilhdes
(Perna viridig alimentados comA. monilatum(MAY et al., 2010).
Igualmente, modificagdes nos padrdes imunoldgiaos bévalves ja
foram notificadas durante episédios de FANs. Corsorplo, podemos
citar a diapedese de hemacitos para o intestinanerilhdes Kytilus
eduli apdés uma floracdo do dinoflagela@worocentrum minimum
(GALIMANY et al., 2008b); reducdo do indice apotote fagocitico
em hemoécitos do molusco de ar&aditapes philippinarumguando
alimentado com o dinoflagelad¢arenia selliformis(HEGARET et al.,
2007; DA SILVA et al., 2008); aumento da contagetaltde hemdcitos
no mexilhdoPerna pernaquando afetado pela floracdo D@ophysis
acuminata(MELLO; PROENCA; BARRACCO, 2010).

O artigo cientifico deste trabalho serd submetidopariédico
Aquatic Living Resources
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JUSTIFICATIVA

As floragbes de microalgas nocivas propiciam omadd de
toxinas em moluscos bivalves filtradores dessasdlies, acarretando
sérios disturbios em humanos consumidores desséssauns, porém
pouco se conhece sobre os efeitos aos propriolvésvdssas floracbes
poderiam ocasionar alteragbes hemato-imunolégicesngprometer o
estado de salde desses bivalves causando pospre@iszos aos
cultivos regionais.
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OBJETIVOS
OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial efeito toxico de floragcbes mats da
microalga nocivdinophysis acuminataobre o sistema imune de ostras
(Crassostrea giggse mexilhdes Ferna perng, cultivados em Santa
Catarina.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar os hemogramas de ambos bivalves, qasi&o de
uma floracdo natural da alga noci&d acuminatae nos grupos
referéncia.

- Determinar a atividade da enzima fenoloxidaseeataolinfa de
ambos bivalves, por ocasido de uma floracdo natiaralga nocivd.
acuminatae nos grupos referéncia.

- Determinar a concentracao total de proteinasemaolinfa de
ambos bivalves, por ocasido de uma floracdo natiarallga nocivd.
acuminatae nos grupos referéncia.

- Determinar a atividade hemaglutinante da hemmldg ambos
bivalves, por ocasido de uma floracdo natural dgm alocivaD.
acuminatae nos grupos referéncia.

- Determinar a porcentagem de hemdcitos apoptotieoambos
bivalves, por ocasido de uma floracdo natural dgm alocivaD.
acuminatae nos grupos referéncia.

- Avaliar possiveis alteracdes histologicas emrdiftes tecidos
de ostras durante a florag&o naturaDdecuminata
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Impacto da floracdo da alga nocivaDinophysis acuminata sobre o
sistema imune de ostrasCrassostrea gigas) e mexilhfes RPerna
perna) cultivados em Santa Catarina

Erik Simde$, Renato Campos VieifaDanielle Ferraz Melfp Mathias
Alberto Schramr Patricia Mirella da Silvh Margherita Anna
Barraccd

! Departamento de Biologia Celular, Embriologia e&iea, Universidade Federal
de Santa Catarina, 113B, 88040900, Florian6po@is,B3asil

2 |Instituto Federal de Educagéo, Ciéncia e TecnaldgiSanta Catarina, Campus
Itajai, Rua Tijucas 55, 88301360, Itajai, SC, Brasi

3 Departamento de Biologia Molecular, Universidagdéfal da Paraiba, Campus I,
58059900, Jodo Pessoa, PB, Brasil

Floracdes da microalga nociiznophysis acuminat&ém se tornando
recorrentes na costa de Santa Catarina. No presstuido avaliou-se a
modulacé@o de alguns parémetros imunoldgicos enasoStassostrea
gigase mexilhdesPerna pernacultivados durante floracdes naturais de
D. acuminata Os bivalves foram coletados durante duas flosgima
na Praia Alegre (PA: 2.950 algag)Le outra na Praia de Zimbros (PZ:
4.150 algas.) e 30 dias ap6s o término das floracdes (grupo
referéncia). Na PA foram coletados apenas mexilh@ssparametros
analisados a partir da hemolinfa foram: os hemogsabu contagem
total (THC) e diferencial de hemocitos (DHC), oitedde hemdcitos
apoptéticos (IA) por coloracdo de Hoechst, a adidel da enzima
fenoloxidase ou PO (produgdo de DOPAcromo), a curagio de
proteinas totais (CP — método de Bradford) e totaglutinante (TA —
eritr6citos de cado) da hemolinfa. Foram ainda zedhs analises
histolégicas convencionais com coloracdo HE nas®sta PZ. Dentre
0s parametros imunologicos analisados, alguns eqeeam alteracdes
significativas em relacdo aos grupos referéncialHE dos mexilhdes
variou durante ambas as floragbes, porém de foomaastante. Na PA
houve uma diminuicdo (54%) do niumero de hemochkd8o) e na PZ
um aumento (64%) da THC. A atividade da PO aune(80%) nos
mexilhdes da PA e declinou (40%) nas ostras daAPZP aumentou
(66%) apenas nos mexilhdes da PZ. Os outros paxdsrietunologicos
néo se alteraram em relacdo as floracdes em amtzdgds. Ndo foram
observados danos teciduais nas ostras analisadass@tados obtidos
nao mostraram um comportamento uniforme da modolagés
pardmetros imunoldgicos em relagdo as floracded dacuminata
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Contudo, ficou evidente que alguns parédmetros sadatb afetados
durante as floracbes em ambos bivalves, em espexsahexilhdes que
parecem ser 0s mais sensiveis. Estas alteracGesigmodornar estes
animais menos resistentes e mais propensos a icoimfaccdes,

impactando desta forma seu cultivo.

Palavras-chave Algas nocivas / Bivalves cultivados / Paradmetros
hemato-imunoldégicos / Histopatologia / Hemolinfa
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1 INTRODUCAO

Floracdes de algas nocivas (FANs) sao fendmenos
mundialmente conhecidos por seu forte impacto gomde econdmico
nas regides costeiras onde ocorrem (Svensson, P§88n e Huppert,
2010). As FANs podem ainda comprometer o cultivo edpécies
aguaticas, uma vez que as ficotoxinas produzidasgias algas podem
causar a mortalidade dos animais cultivados eAmr l@o embargo das
areas afetadas, devido ao acimulo de ficotoxinastecidos destes
animais (Hallegraeff, 2003). Dentre as espécietivadls, destacam-se
0s moluscos bivalves cujo habito séssil e filtradesulta na
bioacumulacdo das ficotoxinas em seus tecidos itgingb um sério
risco para seus consumidores.

Entre as principais sindromes causadas pelo consdeno
bivalves contaminados por ficotoxinas destaca-sendrome diarréica
(DSP, do inglésDiarrhoeic Shellfish Poisonirg ocasionada por
algumas espécies de dinoflagelados dos gén@&owphysis e
Prorocentrum As principais toxinas produzidas por essas espé&gio o
acido ocadéico (AO) e seus analogos, também caldgoccomo
dinophysistoxinas que promovem sintomas como n&usdéamitos e
diarréia (Hallegraeff, 2003).

Muitos estudos elucidam os impactos que as ficosgsxpodem
causar em seres humanos consumidores de molusa@dvebi
contaminados, mas poucos trabalhos investigam esiymis efeitos
destas moléculas nos proprios bivalves que as daomu

Como todos os invertebrados, os bivalves s&o msrigoum
sistema imune inato ou natural, intimamente refeui® ao seu sangue
ou hemolinfa. A hemolinfa compreende células caotds ou
hemacitos, responsaveis pelas respostas imuneasué uma parte
liguida ou plasma que contem uma variedade deipastelasmaticas
relacionadas as respostas imune humorais. Ambe=ag8es atuam de
forma integrada, protegendo os bivalves contracgifes (Hine, 1999;
Vargas-Albores e Barracco, 2001). Alguns estudopexentais
demonstram que o sistema imune dos bivalves expostaaltas
concentracdes de microalgas téxicas, pode sofemagbes (da Silva et
al., 2008; Galimany et al., 2008a, 2008b; Briceljae, 2011). No
entanto, muito poucos trabalhos avaliaram o eteitampo de floragbes
naturais sobre o sistema imune destes animais (etegaWikfors,
2005a).

A producdo brasileira de moluscos bivalves é priree
principalmente do Estado de Santa Catarina, redpehgor cerca de
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90% da producéo nacional com média de 13.000 t/Enata-se de uma
atividade relativamente recente porém de extrenpoiit@incia para a
cultura e economia local. Todas as areas onde emocultivos s&o
monitoradas pelo Programa Nacional de Controle@digo Sanitario de
Moluscos Bivalves e as aguas avaliadas quantosamqga de microalgas
potencialmente causadoras de floragbes toxicasrfss espécies de
microalgas nocivas ja foram identificadas no litdreasileiro como o
dinoflageladoAlexandrium tamarenseausador da sindrome paralisante
(PSP, do inglégparalytic shellfish poisoniig diatomaceas do género
Pseudo-nitzschiacausadoras da sindrome amnésica (ASP, do inglés
amnesic shellfish poisonipg o dinoflageladdinophysis acuminata
causador da DSP, sendo esse o0 mais recorrentdonal lile Santa
Catarina (Proenca, 2006).

Recentemente Mello et al. (2010) observaram aagfie de
alguns indices hemato-imunoldgicos em trés espédesbivalves
cultivados em Santa Catarina (ostras, mexilhdegrbidbes) durante
uma floracdo natural dB. acuminata Os autores mostraram que 0S
mexilhdesPerna pernaparecem ser 0s mais sensiveis a este tipo de
floragéo.

O principal objetivo deste trabalho foi o de amplias
observacdes de Mello et al. (2010), avaliando gfrpetros hemato-
imunoldgicos de ostrasC(assostrea giggse mexilhdes F. perng
durante floragbes naturais @ acuminata em outras localidades do
litoral de Santa Catarina a fim de melhor compreemnd efeitos destas
floragBes nestes bivalves, cujo cultivo constitmauimportante fonte
sécio-econdmica para a regido.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 COLETA DE ANIMAIS E EXTRAGAO DE HEMOLINFA

MexilhGes adultos da espédierna perna(Linnaeus, 1758) (n
= 80) (50-70 mm) e ostras da espéCiassostrea gigagThunberg,
1793) (n = 60) (80-100 mm) foram coletados em fdasrmarinhas de
cultivo do litoral de Santa Catarina durante flées; do dinoflagelado
Dinophysis acuminataNo periodo de estudo foram registradas duas
floragcdes déD. acuminatauma na Praia Alegre — PA, no municipio de
Penha (26° 46’ S; 48° 39’ 08” O) (2.950 cél)lem novembro de 2009
e outra na Praia de Zimbros — PZ no municipio datohas (27° 11’
S; 48° 32’ 31" O) (4.150 célt) em marco de 2010 (Fig. 1). Na PA
foram obtidos apenas mexilh8es, uma vez que nam ltaltivo de
ostras no periodo. J& na PZ, ambos os bivalvesnfaaetados. Os
animais foram transportados para o laboratério,eopobcedeu-se a
coleta imediata de hemolinfa do masculo adutor argdia insercdo de
uma agulha (21 G) acoplada a uma seringa de 1 raht{das em gelo).
Extraiu-se hemolinfa de 30 animais de cada espétigsada localidade,
sob forma de Poolsde hemolinfa de 10 animais. Uma nova coleta foi
realizada de forma semelhante a descrita, nas msefmoalidades,
decorridos 30 dias do término da floragéo, coriatitn 0 grupo controle
ou referéncia. A hemolinfa extraida de ambos opaguoi utilizada
para avaliar alguns parametros imunolégicos.

A salinidade, temperatura e oxigénio dissolvido agua das
fazendas foram mensurados ho momento da cole@nitosis.

Praia Alegre

3

oo e
5 “(
A Praiade Zimbros

,‘ y

)

Figura 1: Sitios de coleta de mexilhdes e ostrafagandas marinhas durante
os episodios de floragdes BeacuminataBarra: 20 km.
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2.2 DETERMINA}?@ES DO NUMERO’DE MICROALGAS E DA
CONCENTRACAO DE ACIDO OCADAICO (AO) NOS TECIDOS
DOS BIVALVES

A contagem déD. acuminatana agua do mar foi estimada em
microscopio invertido de contraste de fase, ap@nmmmtacdo das
microalgas, de acordo com o0 método de Utermdhl §L9A
concentracéo de AO + DTX-1 + DTX-2 foi determinauss tecidos da
glandula digestiva dos animais por cromatografjaidia (LC) acoplada
a espectrometria de massas (LC MS/MS). Os extrdaoslulares (2 g)
foram preparados por extracdo alcodlica (metansblaln) (2 x 8 mL
em tubo falcon de 15 mL). Apés centrifugacdo o soadante foi
transferido para um baldo de 20 mL e aliquotas . foram filtradas
(0,2 um, membrana de nylon) e submetidas a ar@liseatografica. A
cromatografia foi realizada no sistema RR LC Agil#B00 equipado
com uma coluna de cromatografia rapida Zorbax Eeli¥DB-C18, 4,6
x 50 mm (1,8 pug) a 35°C. A identificacdo e quaraifdo do AO e seus
analogos foi realizada através de um espectrordetnmassas Applied
Biosystem QTrap 3200 calibrado com solucdes paglear a partir de
material de referéncia certificado do NRC Canadfadordo com o
protocolo desenvolvido por Villar-Gonzélez et al20Q8). A
quantificacdo do AO foi realizada apenas nos asipravenientes da PZ.

Foram também  realizados  bioensaios injetando-se
intraperitonialmente em trés camundongos, aliqudasum extrato
obtido das glandulas digestivas dos moluscos l@galvsendo
considerado positivo quando ocorria a morte de aonos dois animais
no periodo de 24 horas.

2.3 PROCESSAMENTO DA HEMOLINFA

Uma aliquota de hemolinfa coletada sob formapdels foi
fixada em formaldeido 4% em anticoagulante de Alsewodificado
(27 mM citrato de sddio, 336 mM cloreto de sodib5 InM glicose, 9
mM EDTA, pH 7,0) em diluicdo conhecida (2:1) pardeterminagéo
dos hemogramas e do indice apoptético. O restamteecholinfa foi
submetido a sonicacéo (Hielscher DRH-UP50H) pas tiélos de 7 s
(22,5 kHz/50 W) a fim de romper os hemacitos e [taranliberacéo de
seu conteudo para a fragdo plasmatica. Apds s@acachemolinfa foi
centrifugada a 4°C, 12.000 x g por 30 min e o suixante,
denominado de hemolinfa total (HT: fracdo plasnaatic produtos
liberados dos hemdcitos) foi utilizado para detaamios diferentes
parametros hemato-imunoldgicos.
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2.4 DETERMINAGAO DOS HEMOGRAMAS

Os hemogramas foram estimados a partir go®ls de
hemolinfa fixada. A contagem total de hemdcitos C)Hoi realizada
em camara de Neubauer em duplicatas, enquantadageom diferencial
de hemdécitos (DHC) foi realizada a partir de esfgpg Umidos de
hemolinfa fixada, analisados em microscopio de resit¢ de fase
(MCF). Foram contadas 200 células de cpdal de hemolinfa e os
resultados foram expressos em porcentagem de hes@rianulares
(HGs), sendo a porcentagem restante ou complemeotaposta por
hemdcitos hialinos (HHs).

2.5 DETERMINACAO DO INDICE APOPTOTICO (IA)

O IA foi determinado através da contagem de ndckes
hemacitos aparentemente apoptéticos utilizanddaagéio de Hoechst.
Para tal, esfregacos de hemolinfa fixada dos difesgpools foram
tratados por 5 min com tampao Mcllvane (0,1 M addtdco, 0,4 M
NaHPOQO,, pH 5,5) e a seguir incubados por 5 min em umacgol do
fluor6foro bisbenzimida (1 mg.n) em tampdo Mcllvane. A
porcentagem de nucleos com alteracBes morfolégimasteristicas do
processo apoptético foi estimada em microscopifiudeescéncia (365
nm) sendo contados 100 nucleos jpool de hemolinfa.

2.6 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE PROTEINAS
TOTAIS (CP) NA HEMOLINFA

A CP dos diferentegpools de hemolinfa foi quantificada
segundo o método de Bradford (1976), utilizando stibumina bovina
(BSA) como padréo. As andlises foram realizadagripiicatas.

2.7 DETERMINAGAO DA ATIVIDADE DA ENZIMA
FENOLOXIDASE (PO)

A atividade da PO dos diferentgmols de hemolinfa foi
quantificada colorimetricamente a partir da forneagid pigmento
vermelho-coral DOPA-cromo utilizando L-DOPA como bstrato
enzimético e um tampao alcalino (50 mM Tris, 400 NKICI, pH 9,0)
como indutor da atividade enzimatica. Os ensaiomriaorealizados em
triplicatas, em microplacas de 96 pocos de funddoctAmostras de HT
(50 pL) foram incubadas com um volume igual do @mimdutor e 50
uL do substrato enzimatico L-DOPA (3 mg.MLNos controles a HT
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ou L-DOPA foram substituidos por tampé&o alcalinofodmacéo de
DOPA-cromo foi avaliada a 492 nm a cada 30 s dardftmin. Uma
unidade enzimética (1 U) correspondeu ao aumenta0,6801 na
absorbéncia por minuto e por mg de proteina a Z8%derhall e Hall,
1984).

2.8 DETERMINACAO DO TIiTULO AGLUTINANTE DA
HEMOLINFA (TA)

O TA dos diferentepoolsde hemolinfa foi avaliado através de
ensaios de hemaglutinacdo, utilizando-se eritrgaite cdo. Para tal,
procedeu-se diluicdo seriada da HT (50 puL) em TB@mM Tris,
150mM NaCl, 10mM CaGl 5 mM MgC}, pH 7,4) em microplacas de
96 pocos (fundo em “U”), seguida de incubacdo c@rmub de uma
suspenséo de eritrécitos de cdo a 2% em TBS, p@n2 cAmara Umida.
Nos controles, a HT foi substituida por TBS. Olditaglutinante foi
expresso como o reciproco da maior diluicdo airegeaz de apresentar
aglutinacdo. Os ensaios foram realizados em taialic

2.9 ANALISES HISTOPATOLOGICAS

Ostras provenientes da PZ foram removidas das esn¢tb
animais de cada coleta) e fixadas em solu¢éo aafgi®avidson por 24
h. Os animais fixados foram mergulhados em etad¥ & seccionados
diagonalmente de forma a expor o manto (e gbnadapregnadas no
manto), branquias e glandula digestiva. O processamhistologico
dos tecidos foi realizado de forma convencionalsspado pela
desidratacdo em série alcoodlica crescente, diagdiz em Xilol e
impregnacdo em parafina. Foram realizados corte$ gen e estes
foram corados com hematoxilina de Harris e eoditid).(As potenciais
alteracdes histologicas foram avaliadas em micpiaate luz comum.

2.10 ANALISES ESTATISTICAS

Para avaliar primeiramente a homoscedasticidadedan®s
obtidos foram submetidos ao teste de Bartlett. €sultados dos
diferentes imunoparametros foram comparados pdisarde variancia
simples ne wayANOVA) e posteriormente pelo teste de comparacgéo
de médias de Tukey utilizando software Statisticd 7.0. As
porcentagens de DHC e IA foram transformadas pesaseno. Os
resultados foram considerados significativos a0p05.
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3 RESULTADOS
3.1 PARAMETROS ABIOTICOS

A salinidade, temperatura e oxigénio dissolvido Y@@ agua
das fazendas marinhas nos dias das coletas do$velsivastdao

apresentados na tabela 1.

Tabela 2: Parametros abidticos nos sitios de ®oleta

- 0 o oD
Coleta Salinidade (%0) Temperatura (°C) (mg.LY)
Floragéo (PA) 32 25,6 6,1
Referéncia (PA) 33 27,8 6,8
Floracéo (PZ2) 33 27,7 6,9
Referéncia (PZ) 32 20,3 6,8

Os parametros mantiveram-se homogéneos nas dams d
coletas com excecao da temperatura na PZ apredeniama diferenca
de cerca de 7°C entre a coleta da floracdo e dpogreferéncia,
marcando o inicio do outono.

3.2 CONCENTRAGAO DBD. acuminataNA AGUA E DE ACIDO
OCADAICO (AO) NA GLANDULA DIGESTIVA DOS BIVALVES

Na costa de Santa Catarina a abundancia de 500" af.D.
acuminatana agua do mar € considerada limite, sendo emitidalerta
para as regides afetadas quando este nimero gaskealo. Floracdes
de D. acuminatana PA e na PZ atingiram valores de 2.950 e 4.150
cél.L* em novembro de 2009 e marco de 2010 respectivam@pts
30 dias do periodo das floragcdes a concentracad. deuminatana
4gua do mar em ambas as praias caiu para 0 alga@®d_ bioensaios
com camundongo foram positivos para as duas flesactA
concentracéo de AO nos extratos das glandulastiigesios bivalves
foi quantificada apenas durante a floragdo de RA 0 vezes superior
nos mexilhdes (60,1 pg.Rydo que nas ostras (5,9 pgkgApéds 30
dias do término da floracdo houve um forte decnésaa concentracéo
de AO nos extratos de tecidos dos mexilhdes (0,25 enquanto que
nas ostras ndo houve mais tracos da toxina.

3.3 HEMOGRAMAS
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A contagem total de hemdcitos (THC) variou sigaificamente
apenas nos mexilhdes durante as flora¢cdes, masrigha tontrastante
(Fig. 5-A). Na PA, houve uma diminuicdo em 56% dé#CTdurante a
floracéo (2,9 + 0,5 x facél.mLY) em relacéo ao grupo referéncia (5,2 +
1,8 x 10 cél.mL?Y. J& na PZ houve um aumento de 44% da THC
durante a floracdo (6,9 + 1,2 x ®18é.mL") em relacdo ao grupo
referéncia (4,8 + 0,4 x 2@él.mL?Y). Em contraste, as ostras em PZ n&o
apresentaram altera¢cfes significativas de sua Titéntk a floracdo e
seus valores permaneceram em torno de 2.5 zélonL .

J4 a contagem diferencial de hemdécitos (DHC), epteda
como porcentagem de granulécitos, ndo mostrou agfies
significativas em ambos os bivalves durante ambdbecoes (Fig. 5-
B). A porcentagem de hemocitos granulares (HG) $empre
predominante sobre aquela dos hemacitos hialindéy @fn ambos os
bivalves, superando os 80%.

3.4 PORCENTAGEM DE HEMOCITOS APOPTOTICOS

O numero de hemdcitos apresentando nudcleos dectaspe
apoptético foi muito baixo durante ambas as floesc@m ambos os
bivalves (menos de 1%) ndo havendo diferenca gigtiifa em relacao
aos grupos referéncia.

3.5 CONCENTRACAO DE PROTEINAS TOTAIS (CP)

A CP da hemolinfa variou significativamente apemass
mexilhdes, durante a floracéo na PZ (Fig. 5-C). \¢oum aumento de
63% nos seus valores (3,1 £ 0,5 mg) em relacadowmgeferéncia (1,9
+ 0,1 mg). J& a CP das ostras foi inferior ao degilimes (abaixo de 1
mg.mL") e ndo apresentou alteracéo significativa durarfteracéo na
PZ.

3.6 ATIVIDADE DA ENZIMA FENOLOXIDASE (PO)

A atividade da PO variou significativamente nos ithées e
nas ostras durante as floracdes (Fig. 5-D). Contads mexilhdes, a
atividade desta enzima se alterou fortemente apdurasite a floracdo
na PA, onde houve um aumento de 100% da sua atevid@5,4 + 66,7
U.min™.mg") em relacdo ao grupo referéncia (287,2 + 6,7 U'mig?).
Por outro lado, ndo ocorreram diferengas signifiaatna atividade da
PO dos mexilhBes durante a floracdo na PZ e os salmes
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permaneceram entre 120-140 U.thing®, cerca de metade dos valores
encontrados na PA (grupo referéncia).

A - Contagem total de hemécitos (THC) B - Contagem diferencial de hemécitos (DHC)
10- 100+
9 *
84 < 804
T T4 =
'é 6 £ 601
B 5 £
e 44 Tgv 40
= 3 =
2 O 294
14
0- 0-

C - Concentracao de proteinas totais (CP) D - Atividade da fenoloxidase (PO)

4.0 *
3.5
3.04

Mexilhées - Floragdo

Mexilhdes - Referéncia
MM Ostras - Floracéo
EZH Ostras - Referéncia

Titulo aglutinante (Logy)

Figura 5: Parametros imunolégicos em mexilhdestadts na Praia Alegre
(PA) e em mexilnGes e ostras coletados na Praidiméros (PZ) durante

floragdes da algdinophysis acuminatg4.150 algas.mt em PA e 2.950

algas.mL' em PZ) e decorridos 30 dias de seu término (nefég

* representa diferencas significativas (p<0,05yeentgrupo exposto a floracédo
e o grupo referéncia na mesma localidade.

As letras representam diferencas significativasO{@s) entre os grupos de
mexilhdes das duas localidades.

Contrariamente ao observado nos mexilhdes da RHyidade
da PO das ostras durante a floragcdo nesta localiddaninuiu
significativamente em cerca de 60% (floracdo: 298801 U.min*.mg*
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e grupo referéncia: 478,8 + 68,0 U.fhimg?). E interessante notar que
a atividade da PO das ostras declinou durante raclio na PZ,
enquanto a dos mexilh6es aumentou durante a floragdPA, mas
surpreendentemente ndo variou durante a florac&Zna

3.7 TITULO AGLUTINANTE (TA)

Os titulos aglutinantes dos diferenpemlsde hemolinfa contra
eritrocitos de cdo ndo se alteraram em ambos @dvbi/ durante as
floracdes (Fig. 5-E). Houve, porém uma tendéncizmires valores nos
mexilhdes durante a floracdo na PA (TA = 512) elacé&o ao grupo
referéncia (TA = 256). O TA da hemolinfa das os&rasexilhdes foram
muito semelhantes entre si.

3.8 ANALISES HISTOPATOLOGICAS

A andlise histologica foi realizada apenas em ssia@o foram
verificados danos teciduais nas ostras duranteracfio na PZ (Fig. 6).
Contudo algumas leves anormalidades foram obsesvaganas nos
animais expostos a floracdo, sendo elas a perdéldias epiteliais dos
tubulos digestivos (Fig. 6-e) e a infiltracdo dembeitos (diapedese)
para o lumen do estdmago (Fig. 6-g). No entantasesbservacdes
foram apenas pontuais nao sendo possivel atristéredeito a floracao
da microalga nociva.
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Figura 6: Micrografias mostrando diferentes tecide®stras coletadas na Praia
de Zimbros (PZ) durante uma floragdo @racuminata(a, c, e, g) e 30 dias
apo6s o seu término (b, d, f, h). Coloracdo HE. &stpresentadas a borda do
manto (a, b); as branquias (c, d); os tlbulos tliges (descamagédo indicada
pela seta) (e, f); o intestino com infiltracdo @endcitos indicada pelas setas (g)
e estdbmago (h). Barra: 100 um.
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4 DISCUSSAO

Floragbes naturais do dinoflageladdinophysis acuminata
espécie produtora de &cido ocadaico (AO), tém s@bmrrentes no
litoral de Santa Catarina, afetando diretamente aicodtura local
(Proenga, 2006). O presente estudo representou ampiacdo do
recente trabalho de Mello et al. (2010) que mosioe floragbes
naturais deD. acuminataem uma regido do litoral de Santa Catarina,
podiam resultar em alteragcbes de alguns paramebtremato-
imunolégicos em trés espécies de bivalves cultivanlo extraidos no
Estado (mexilhGes, ostras e berbigbes). No presestiedo, outras
regides afetadas por floracbes naturais desta messpécie de
microalga (PA e PZ) foram avaliadas quanto ao $eitoenos cultivos
de mexilhdederna pernae ostraCrassostrea gigas

Os hemogramas sdo 0s principais parametros hemato-
imunoldgicos utilizados para avaliar as condicGesalide de bivalves,
assim como ocorre nos mamiferos. Em nosso estuygenaa 0s
mexilhdes mostraram alteracdo do numero de hemsdcitculantes
(THC). Curiosamente, na primeira floragdo Rleacuminatadurante a
primavera na Praia Alegre (PA), houve uma forteiwmiingdo da THC
(54%), enquanto na segunda floracdo, durante coverd Praia de
Zimbros (PZ; a mais baixa em abundancia de algasivd) em
contraste, um aumento pronunciado (64%) da THCesemtimais em
relacdo ao grupo referéncia. Os resultados obtidosegunda floracdo
(PZ) assemelham-se aos obtidos anteriormente pto kteal. (2010),
onde também houve um aumento de cerca de 70% da dd4$C
mexilhdesP. pernadurante uma floracdo natural da mesma microalga
D. acuminata(17.600 cél.)) em outra localidade na costa de Santa
Catarina. O fato de ter havido comportamentosndistina porcentagem
de THC de mexilhde®. perna(aumento e diminuicdo) durante duas
floragbes naturais deD. acuminata ndo € bem compreendido.
Possivelmente, o aumento da THC poderia indicar athac¢do do
sistema imune dos mexilhdes, desencadeada pelatoxfitas. J4 a
reducdo do nimero de hemdcitos circulantes poderiaesultado da
migracdo destas células para a glandula digesisando auxiliar na
depuracédo da ficotoxina, como ja descrito por Gatiynet al. (2008b).
Possivelmente, os animais coletados em ambas ragdlss passavam
por momentos fisiologicos distintos, como diferentestagios de
maturacdo, tanto em relacdo a concentragdo/tempaudacdo da
floragdo quanto a variaveis abidticas da regidmt@io, em ambas as
floragdes houve modulacdo nos valores da THC Renperna Em
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ensaios experimentais, onde mexilh®égilus edulisforam expostos
artificialmente a microalga nocivalexandrium fundyenseausadora de
PSP, houve uma diminuicdo de 30% de sua THC (Gajine al.,
2008a). Em contraste, quando estes mexilhdes erguostes a
microalga Prorocentrum minimumcausadora de DSP nao houve
alteracdo de sua THC (Galimany et al., 2008b) randtyr que a
modulacéo deste parametro pode variar com o tigdgdenociva.

J& as ostra€. gigaspuderam ser avaliadas apenas na segunda
floragcdo (PZ), uma vez que esta espécie ndo etawacld na Praia
Alegre. Diferentemente dos mexilhdes, ndo houvagao significativa
da THC das ostras durante a floracdo. O mesmotadsufoi também
observado por Mello et al. (2010) durante outraafféo natural d®.
acuminata Também em ostraS. virginica expostas as microalg#s
fundyensee A. catenella causadoras de PSP, ndo houve alteracdo da
THC (Hegaret et al., 2007b). Em contraste, quarsi® mesma espécie
de ostra era exposta a concentracdes decdlonL de P. minimum
ocorreu um aumento de sua THC (Hegaret e Wiki@@52).

Com relacdo a contagem diferencial de hemocitosQRIiHao
foram evidenciadas diferencas significativas na pprgdo das
populagbes celulares, tanto em ostras como em mdesi] durante as
florages em nosso estudo. Estes resultados coaroba@s observacoes
de Mello et al. (2010) no caso das ostras. Contesies autores
observaram uma reducao (12%) na porcentagem dal@cans (HGs)
em mexilhded. pernadurante a floracdo pela mesma microalga. Esta
diferenca de comportamento pode decorrer do faftodecdo estudada
por Mello et al. (2010) ser muito mais elevada (® 4o que as
ocorridas no presente estudo. Alteragcbes das ctacéas das
popula¢gdes de hemdcitos podem resultar do recratanmeferencial
de certas populagbes de hemdécitos, como os gratosipara as regides
de contato com as microalgas no sistema digesto. ostrasC.
virginica foi observado uma inicial reducdo seguida de umestio de
granulécitos quando estas eram alimentadasReaminimum(Hegaret e
Wikfors, 2005b). Em contraste, quando essa mesipéciesde ostra,
assim comdaC. gigaseram expostas as microalgas nocikasundyense
eA. catenellaa DHC nao sofreu alteracdo (Hegaret et al., 2007b)

A exposicdo de bivalves a ficotoxinas poderia agima morte
celular por apoptose, como ja demonstrado parabiemes (Sokolova
et al., 2004, 2011; Marcheselli et al., 2011). Mtaato, a porcentagem
de hemocitos apresentando nlcleos com caractasistmrfolégicas
tipicas de apoptose foi muito baixa (< 1%) tants mexilh6es quanto
nas ostras em ambas as floracbes analisadas. Estettados
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corroboram os de Mello et al. (2010) que tambénoetnaram valores
muito reduzidos de apoptose nos hemdcitos de ostragexilhfes
durante uma floracdo da mesma microalga. Estedtagss sugerem
que as ficotoxinas produzidas @or acuminatando induzem apoptose
das células imunocompetentes destes bivalves. @ajirat al. (2008b)
também encontraram valores bastante reduzidos dmddites
apoptéticos em mexilhdeM. edulis alimentados com a microalga
nociva P. minimumn&o apresentando diferencas significativas com o
grupo controle.

A atividade da fenoloxidase €é também um importante
imunoparéametro utilizado para monitorar as condicfle saude de
invertebrados, em especial crustaceos e insetael($al et al., 2007,
Cerenius et al., 2010). Em bivalves, no entant@tuacdo desta enzima
nao esta ainda claramente evidenciada em seu sigtaume. Contudo,
varios autores vém utilizando este parametro conuicativo de
situagdes de estresse durante variacdes ambi@ltmisel et al., 2010;
Park et al., 2010), infecgbes (Munoz et al., 20R&ftos e Butt, 2008) e
presenca de xenobiontes (Coles et al., 1994; Tiaggaet al., 2006).
Em nosso estudo, a atividade da PO se alterou drasaas espécies,
porém de maneira ndo uniforme. Nos mexilhdes homveaumento de
cerca de 50% durante a primeira floragdo (PA), néas se alterou na
segunda (PZ). Em contraste, a atividade da PO steasadiminuiu em
cerca de 40% durante a floracdo na PZ. Estes adssltdiferem dos
observados por Mello et al. (2010), onde a atividdd PO decresceu
(30%) emP. pernaexpostos a floracédo d& acuminatamas nao variou
nas ostra£. gigas Soudant et al. (2010) também obtiveram resultados
contrastantes ert. gigasalimentadas com a microalgdexandrium
minutum produtora de PSP. Em um primeiro experimento deresl
observaram uma reducao da atividade da PO e nwmdedouve um
aumento da atividade dessa enzima. Os autoredtaesisa porém, que
as ostras do segundo experimento se encontravanesghgio de
maturagdo gonadal mais avancado do que 0s aninsaipritheiro
experimento. E bem estabelecido que a maturacdadgbmexige um
dispéndio energético consideravel para os bivalgesertamente esse
fator pode influenciar na resposta imunologica eesmimais, o que
poderia explicar os resultados diferentes.

As lectinas sdo proteinas que se ligam a carboglrat
especificos da superficie de células causando gldinacdo. Estas
proteinas sdo encontradas no sangue de praticantedts os
organismos, incluindo moluscos bivalves e sdo denadas proteinas
de reconhecimento padrdo (PRP) por serem capazesalehecer e se
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ligar a aclcares especificos da parede de micnoigrgas invasores
(Song et al., 2010). A concentracao de lectinadsemaolinfa de bivalves
pode variar em situacdes de estresse como altsragéenais (Gullian e
Aguirre-Macedo, 2009) e fisiolégicas (Schlederlgt2008) e presenca
de xenobiontes (Chikalovets et al.,, 2010). No dntamdo foram
verificadas alteragdes no titulo aglutinante (TA) mexilhdes e ostras
durante as florag6es d& acuminata Houve, porém uma tendéncia a
maiores valores nos mexilhdes da primeira flora@@). No estudo
semelhante realizado por Mello et al. (2010) tambéfio houve
diferenca significativa no TA de ambos bivalves eshie a floracdo
natural deD. acuminata De forma semelhante, Soudant et al. (2010)
ndo observaram diferengas significativas no TA d&as C. gigas
alimentadas com a microalga nocivaminutume, da Silva et al. (2008)
e Hegaret et al. (2009), no berbigd& philippinarum expostos
experimentalmente a diferentes microalgas noclistes resultados em
conjunto, apesar de ainda escassos, parecem imglieaos niveis de
lectinas na hemolinfa dos bivalves ndo sejam maldsladurante
floragdes de microalgas nocivas.

A concentracdo de proteinas totais na hemolinfdidaives,
incluindo as proteinas imunoldgicas, pode ser déethurante situacdes
de estresse como alteragbes ambientais (Gulliang@rid-Macedo,
2009), fisiologicas (Schleder et al., 2008) e pmeaede xenobiontes
(Auffret et al., 2006; Figueras et al., 2007). Negente trabalho, apenas
os mexilhdes da segunda floracdo (PZ) apresentamammaumento
significativo (66%) da CP de sua hemolinfa duraatefloracéo.
Interessantemente, este aumento pronunciado déapadmde proteinas
totais ndo resultou num aumento especifico de ipateimunoldgicas
como a enzima PO e as lectinas. Resultados sernesdifanam também
relatados por Mello et al. (2010) para a CPPdgernaque também
aumentou durante a floracdo Be acuminataem contraste a da ostra
gue néo variou. Por outro lado, em outras espéedsvalves comd.
philippinarum ndo houve diferenga significativa na CP da herfelin
guando estes animais eram expostos experimentandemicroalga
nociva P. minimum (Hegaret et al., 2009) oWarenia selliformis
(Hegaret et al., 2007a).

Andlises histologicas foram realizadas apenas staaso Foram
analisados os diferentes tecidos expostos ao oodis¢to com as
microalgas nocivas (epitélios do manto, branquialpos labiais,
esdfago, estbmago, tubulos digestivos e intestindjgumas
anormalidades foram de fato observadas nos tedmosstras durante a
floragcdo (PZ) como a perda de epitélio dos tubwmgestivos e a
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presenca de varios hemdécitos no limen do estdmagooatraste as
ostras do grupo referéncia. Porém essas anomalisemm de forma
pontual e isolada. Varios estudos apontam pareoaémcia de lesdes
em diferentes tecidos de bivalves expostos a FANgenis de vieiras
(Nodipecten subnodosugxpostos a microalga nociv@ymnodinium
catenatumapresentaram regides melanizadas e agregacoesitéeias
na borda do manto, branquias e palpos labiais (kstcest al., 2007).
Também em sementes de osttagjigasforam relatadas anormalidades
como esfoliacdes e erosdes nos tubulos digestipos axposicdo a
microalga nociveP. minimum(lmojen et al., 2005). Em mexilho®s.
edulis Galimany et al. (2008b) observaram a diapedeseaicitos para
0 estbmago e intestino em animais expostos a nigear®a minimum

Dentre os imunoparadmetros analisados neste esauimles
dos mexilhde®. pernaparecem ter sido mais afetados que os das ostras
C. gigas durante floragbes naturais do dinoflagelddo acuminata
Estes resultados poderiam estar relacionados & manzentracdo de
AO e seus derivados acumulada nos tecidos doshfiezilassim como
também verificado por Mello et al. (2010). Outragtoaes também
relatam que os mexilhdes parecem bioacumular fimds em maior
quantidade que outros bivalves como ostras e si¢Reizopoulou et
al., 2008; Lindegarth et al., 2009; Kacem et aD1®. E também
possivel, que além de bioacumular mais toxinas, nexilhdes
apresentem ainda uma depuragdo mais lenta do cpsgras. Kacem et
al. (2010) mostraram que a taxa de depuracdo ddeA@stra<C. gigas
€ de fato mais rapida do que a dos mexilldegalloprovincialis Vale
(2004) também observou que bivalves de pla@éxspp.) apresentam
uma maior taxa de depuracdo de AO do que os mesiMdedulis

Foi ainda relatado que mexilhdelsl. edulis tém uma
alimentacao preferencial por espécies do gébBarophysisdo que por
diatoméaceas, grupo conhecidamente utilizado pairaeatacao de
bivalves (Sidari et al., 1998).

Apesar dos resultados obtidos ndo apresentarerormniiade
ou um padrao consistente de resposta, pode-seideduzonsonancia
com as observacbes de Mello et al. (2010) que afumgdros
imunologicos dos mexilhdes sdo de fato mais afstatipbque os das
ostras durante floracbes d& acuminata Como floracdes por esta
microalga vem se tornando recorrentes na costani@a £atarina, seria
importante avaliar se os efeitos causados por fit@®xinas podem
acarretar uma diminuicdo da resisténcia dos bisalealtivados,
funcionando como um fator agravante no estabeletorde infeccdes,
colocando em risco a maricultura regional.
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