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RESUMO 
 

Na aquicultura, o estresse causado por práticas de manejo nos cultivos 
pode comprometer a produção de moluscos bivalves marinhos, 
deprimindo imunologicamente os animais e podendo levá-los a 
episódios de mortalidade. Com o objetivo de gerar informações sobre a 
influência do manejo sobre os aspectos imunológicos, histopatologia e 
sobrevivência das ostras Crassostrea gigas (Thunberg, 1793) cultivadas, 
foi conduzido experimento na área aquícola do Laboratório de Moluscos 
Marinhos da Universidade Federal de Santa Catarina, na Praia da Ponta 
do Sambaquí, Florianópolis/SC, no período de dezembro de 2010 a 
março de 2011 e junho a setembro de 2011. Foram analisados dois 
tratamentos: sem manejo (SM) e com manejo (CM), que constou no 
jateamento das lanternas de cultivos e das ostras.  Foram coletados 
animais mensalmente nos dois tratamentos e formados pools de 
hemolinfa, para análise da expressão da proteína de choque térmico – 
HSP70 e para a contagem total de hemócitos – THC. Também foram 
preparadas lâminas para análises histopatológicas. Os valores de 
sobrevivência foram estatisticamente iguais nas ostras CM e SM. A 
THC das ostras também não foi influenciada pelo manejo, mas a 
temperatura da água influenciou esse fator, sendo que os maiores 
valores de THC foram observados no verão. A quantificação relativa na 
expressão da proteína HSP70 foi maior nas ostras CM. Maiores 
prevalências de protozoários do tipo Sphenophrya e Ancistrocoma 
foram observadas nas ostras do tratamento CM.  Nenhum patógeno que 
cause danos significativos à espécie e ao cultivo de Crassostrea gigas 
foi observado. 
 
Palavras-chave: Crassostrea gigas, ostra, manejo, HSP70, THC.  

 

 



 



ABSTRACT 
 
In aquaculture, the stress caused by the handling in cultivation may 
impair the production of marine bivalve mollusks, resulting in animal 
immunological depression and possible occurrence of deaths. In order to 
gather data that would indicate the effects of farm handling on the 
immunological aspects, histopathology, and survival of Crassostrea 
gigas oysters (Thunberg, 1793), collections were conducted in the 
aquaculture site at the Marine Mollusk Laboratory of the Federal 
University of Santa Catarina (Laboratório de Moluscos Marinhos da 
Universidade Federal de Santa Catarina) in Ponta do Sambaqui, 
Florianópolis / SC, Brazil, from December 2010 to March 2011, and 
from June to September 2011. Two treatments were thus analyzed: with 
no handling (SM, sem manejo) and with handling (CM, com manejo), 
which consisted of the water spraying of farm net cages and oysters. 
Every month, animals were collected from both treatments and pools of 
hemolymph were formed for the analysis of the expression of heat shock 
protein - HSP70 and for the total haemocyte count - THC. Slides were 
also prepared for histopathological analysis. Survival values were 
statistically equal for CM and SM oysters. Oyster THC was not affected 
by the handling, but it was affected by water temperature, where the 
highest count of hemocytes occurred in the summer months. Relative 
quantification in the expression of HSP70 protein was also higher for 
CM oysters. Higher prevalence of Sphenophrya-like and Ancistrocoma-
like protozoae were observed in CM oysters.  No pathogen that could 
cause harm to the species and to the farm of Crassostrea gigas was 
observed. 
 
 
Keywords: Crassostrea gigas, oyster, farm handling, HSP70, THC. 
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INTRODUÇÃO 
 
 O termo aquicultura faz referência a todas as atividades cujo 
objetivo é o desenvolvimento, crescimento e comercialização de 
organismos aquáticos, sejam eles cultivados em água doce, salobra ou 
salgada (PILLAY; KUTT, 2005). Nesse processo estão incluídas várias 
etapas para garantir a reprodução, o crescimento e a engorda dos 
animais, desde os primeiros estágios de vida até a fase adulta. Algas, 
peixes, crustáceos e moluscos constituem os grandes grupos de maior 
interesse para o cultivo aquícola. 
 Em termos mundiais, a aquicultura vem crescendo, tornando-se 
assim um setor importante na produção de alimentos altamente 
protéicos. A produção global relatada de peixes e outros animais 
aquáticos para o consumo humano, incluindo crustáceos e moluscos, 
alcançou 52,5 milhões de toneladas em 2008, sendo as ostras os bivalves 
produzidos em maiores porcentagens: 31,8% (FAO, 2010). Ainda no 
âmbito da aquicultura mundial, a América Latina e a região do Caribe 
mostraram uma média de crescimento anual de 22%, sendo que a 
produção de moluscos ocupa a segunda posição, com 14,1 milhões de 
toneladas, sendo precedida pela piscicultura de água doce (FAO, 2008). 
Quanto ao cultivo de moluscos bivalves, a espécie que domina a 
produção mundial é a ostra japonesa Crassostrea gigas 
(Thunberg,1793), chegando a valores de 648.574 toneladas no ano de 
2009 (FAO, 2009). 
 Crassostrea gigas é uma espécie de ostra de alto valor protéico e 
comercial.  Tem se adaptado a diferentes litorais no mundo e parece ser 
menos vulnerável a doenças e predadores. Devido ao acelerado ritmo de 
crescimento e facilidades de cultivo, no século 20 a espécie foi 
introduzida em diversas partes do mundo, incluindo Estados Unidos, 
Chile, Canadá, França, Espanha, Escócia, Inglaterra, entre outros 
(DORE, 1991). No Brasil, a espécie foi introduzida na década de 70, 
sendo os primeiros exemplares importados da Grã – Bretanha pelo 
Instituto de Pesquisas da Marinha para a realização de cultivos 
experimentais no Estado do Rio de Janeiro (POLI, 2004).  
 No Estado de Santa Catarina, a introdução da ostra japonesa 
ocorreu nos anos 80. Através de parceria entre os produtores e a 
Universidade Federal de Santa Catarina, o cultivo da espécie foi se 
especializando. Hoje, o Estado é responsável pela produção de 95% da 
espécie no País, chegando a valores de 1.908 toneladas no ano de 2010 
(Figura 1), sendo Florianópolis o município que mais contribuiu para a 
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produção total, representando um total de 1.477 toneladas, que 
representa 77,4% da produção estadual (EPAGRI, 2011). Por isso, 
Florianópolis é chamada “capital nacional da ostra”. A produção desses 
organismos é uma atividade de grande envolvimento social, 
principalmente de pescadores artesanais que encontraram na 
ostreicultura uma fonte de renda e trabalho, face à pesca em colapso. 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Saúde dos moluscos 

 
A elevada produção de bivalves a nível mundial, está relacionada 

com o aparecimento de enfermidades com distintos graus de severidade 
que, em alguns casos, tem sido associado com episódios de mortalidade 
(PORTELA, 2008). A mortalidade de verão, fenômeno detectado pela 
primeira vez no Japão no ano de 1940 e de ocorrência mundial para 
Crassostrea gigas (CHENEY; MACDONALD; ELSTON, 2000), tem 
causado grandes perdas no cultivo em diversos países, afetando animais 
jovens e adultos sem sinais clínicos evidentes (GOULLETQUER et al., 
1998). Estudos vêm sendo feitos ao longo dos anos e todos sugerem que 
a mortalidade de verão seja uma combinação de fatores intrínsecos e 
extrínsecos. Entre os fatores extrínsecos, o mais importante parece ser a 
elevação da temperatura da água, que associada com fatores intrínsecos 
como a gametogênese e a desova, debilitam o animal. Alguns outros 
fatores extrínsecos que podem auxiliar no estresse do animal, são a 
presença de patógenos e algumas práticas de cultivo. Na França, desde 
1991, sementes de C. gigas apresentam taxas de mortalidade de 60–
100% durante o verão (BERTHELIN; KELLNER; MATHIEU, 2000). 
Na Alemanha, Watermann et al. (2008) relataram perdas de 60% de 

Figura 1. Produção de ostras Crassostrea gigas cultivadas no Estado de Santa 
Catarina, em toneladas, nos anos de 1991 a 2010 (EPAGRI, 2011). 
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ostras Crassostrea gigas provenientes de bancos naturais, em que todos 
os tamanhos e idades foram afetados. 

No Brasil, a mortalidade de verão no cultivo de ostras foi 
observada em Santa Catarina, nos anos 90 (POLI, 1992).  Até hoje, os 
ostreicultores catarinenses relatam perdas de ostras para o período do 
verão (janeiro a março), quando as temperaturas da água do mar são 
mais elevadas. Contudo, ainda não existe um estudo apresentando a real 
ocorrência desta mortalidade, assim como sua intensidade e causa. A 
falta de manejo adequado nesse período de maior comercialização das 
ostras é apontada como a principal e talvez única causa das 
mortalidades. A ausência de corretas práticas de cultivo, em relação à 
densidade de ostras por lanternas, espaçamento entre espinhéis e 
lanternas e limpeza das estruturas envolvidas na ostreicultura, 
juntamente com perturbações ambientais, podem afetar o estado 
fisiológico e imunológico dos organismos gerando um estresse e, como 
consequência, induzindo suscetibilidade a doenças, favorecendo o 
estabelecimento de enfermidades.  

Para as ostras cultivadas no litoral do município de Florianópolis, 
as dúvidas também existem quanto à ocorrência dessa mortalidade de 
verão, sua intensidade e causas. A pesquisa para auxiliar nesse 
entendimento deve, também, se preocupar com questões relacionadas ao 
manejo no cultivo, além de acompanhamento de alguns parâmetros 
imunológicos e da saúde das ostras de forma geral.  

O Manual da BMLP (2003) – Brazilian Mariculture Linkage 
Program – cita que práticas de manejo corretas devem ser empregadas 
durante o cultivo, a fim de evitar o acúmulo de material incrustante nas 
ostras, tendo-se cuidado, principalmente, com a presença de organismos 
vivos indesejáveis e ainda com o acúmulo de lodo na malha, o que pode 
vir a impedir a circulação da água e favorecer o ataque de predadores e 
de organismos incrustantes, impedindo o desenvolvimento das ostras, 
podendo levá-las à morte. Nas fazendas de cultivo, para uma limpeza 
efetiva das ostras e das lanternas de cultivo são utilizadas as bombas de 
limpeza, um hidro-compressor ou moto-bomba. As lanternas são 
deixadas ao ar, para secagem, eliminação e morte dos organismos 
indesejáveis, facilitando em seguida a raspagem. 

A grande maioria dos parasitos conhecidos como causadores de 
morbidade e mortalidade em bivalves são os pertencentes ao grupo das 
bactérias e ao dos protozoários (MAGALHÃES et al., 2000; Da SILVA; 
MAGALHÃES; BARRACCO, 2002; FRIEDMAN et al., 2005; 
MAGALHÃES; FERREIRA, 2006 e WATERMANN et al., 2008). Em 
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muitos casos, as doenças por eles causadas provocam perdas 
recorrentes, que podem vir a dizimar os estoques naturais e estancar a 
indústria da produção, como foi o caso de Ostrea edulis na Europa, 
afetada por duas doenças: a marteiliose e a bonamiose, causadas pelos 
protozoários, Marteilia refringens e Bonamia ostreae, respectivamente. 
Outro protozoário que também causa mortalidades massiva em 
diferentes espécies de bivalves é o Perkinsus, de notificação obrigatória 
à OIE – Organização Internacional de Epizootias (OIE, 2012).  

No Brasil, a pesquisa na área de patologia de bivalves é ainda 
recente. São poucos os grupos de pesquisa no País que estudam esse 
tema, sendo realizados estudos principalmente em Santa Catarina, 
Bahia, Paraíba, Ceará e Pará.  

Das publicações que revisam as enfermidades encontradas até o 
momento na ostra Crassostrea gigas no Estado de Santa Catarina, como 
as de Sabry e Magalhães (2005) e Pontinha (2009), há citações de 
protozoários, como os dos gêneros Ancistocroma e Sphenophrya e os da 
familia Trichodinidae, todos em baixa patogenicidade e leve intensidade 
de infecção. Entre os metazoários infestantes de C. gigas, Ibbotson 
(2002) observou prevalências do anelídeo perfurante Polydora sp. 
(Polychaeta: Spionidae) em todos os meses amostrados, chegando a 
100% no período de águas mais frias. Os trabalhos de Sabry e 
Magalhães (2005) e Pontinha (2009) registraram a prevalência de 100% 
de Polydora websteri nas ostras durante a maior parte do ano, o que 
compromete a qualidade do produto final, ainda que não cause 
mortalidade nos moluscos. 

Entre os protozoários de notificação obrigatória, Sabry et al. 
(2009) relataram pela primeira vez no litoral cearense, a presença do 
protozoário patogênico do gênero Perkinsus, causador da enfermidade 
“Perkinsiose”, na  ostra-do-mangue  (Crassostrea rhizophorae) no 
Estuário do Rio Pacoti. Este foi primeiro registro da ocorrência de um 
parasito do gênero Perkinsus em bivalves no Brasil. Estudos recentes 
realizados por Da Silva et al. (2012) identificaram como sendo a espécie 
Perkinsus marinus. Na ostra nativa norte americana C. virginica, a 
espécie P. marinus causou mortalidades superiores a 95% (BOWER et 
al., 1994). É um protozoário que infesta todos os tecidos da ostra, onde 
só a observação microscópica dos tecidos revela o parasita. Crassostrea 
gigas parece ser mais resistente a esse patógeno, mas possui distribuição 
assinalada para a costa leste dos Estados Unidos, Jamaica, Porto Rico, 
Cuba (MAGALHÃES et al., 2000). Essa doença está relacionada a 
águas do mar com temperaturas superiores a 20°C, sendo um problema 
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potencial para os moluscos no litoral brasileiro. Por isso é necessário um 
constante monitoramento desse protozoário no litoral do País. 

Para a detecção de patógenos, é importante o estudo 
microscópico dos tecidos dos animais, através de técnicas histológicas, 
usadas para estudar estruturas da célula e dos tecidos sob microscopia de 
luz. As preparações do tecido a ser analisado incluem diferentes passos, 
com inclusão em parafina, cortes em micrótomo e coloração HE 
(hematoxilina-eosina), sendo as mais utilizadas e recomendadas 
(MAGALHÃES et al., 2000 e OIE, 2009). 

 
Sistema imunológico das ostras 

 
Segundo Abbas; Lichtman e Pillai (2010), imunidade é definida 

como uma reação frente a substâncias exógenas, vivas ou inertes, entre 
as quais se inclui tanto microorganismos e macromoléculas como 
proteínas ou lipopolissacarídeos. Para o reconhecimento e imobilização 
de microorganismos e parasitas, os bivalves necessitam de um 
mecanismo de defesa imediato e eficiente.  

Diferente dos vertebrados, as ostras não possuem um sistema 
imune adaptativo, com memória imunológica e produção de moléculas 
de reconhecimento altamente específicas como os anticorpos. A 
imunidade nos moluscos bivalves, assim como nos demais 
invertebrados, é conferida tanto pelas barreiras físicas e químicas 
protetoras, como a concha e a produção de muco, como também, por 
células de defesa, denominadas hemócitos e por moléculas líticas no 
plasma (FENG, 1988; ROCH, 1999; PORTELA, 2008).   

O sistema de defesa é dito como inato ou natural devido à 
presença de moléculas de defesa antes mesmo do contato com o 
patógeno. É um sistema inespecífico, pois não tem a capacidade de 
discriminar diferenças entre agentes estranhos, fazendo com que a 
resposta imune seja exatamente igual a cada reinfecção. Em todos os 
animais o sistema inato age de forma a proteger o organismo buscando 
manter a homeostasia corpórea. 

Nos bivalves, devido ao seu sistema circulatório aberto, todos os 
tecidos estão em maior contato com o fluido de defesa – a hemolinfa - 
que contém a fração líquida contendo diferentes fatores humorais e 
fração celular de defesa composta pelos hemócitos – células envolvidas 
em diversas funções, incluindo respiração e nutrição, resposta imune e 
resposta ao estresse (SONG et al., 2011). 
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Os hemócitos são responsáveis pelas reações imunológicas e 
agem fagocitando partículas, além de agirem secretando moléculas 
microbicidas como os peptídeos antimicrobianos (PAM) e espécies 
reativas de oxigênio e nitrogênio. Entre os fatores humorais do sistema 
imunológico desses animais, estão as proteínas que podem estar 
dissolvidas na hemolinfa, entre elas as proteínas de choque térmico 
(HSPs), enzimas hidrolíticas como a lisozima e aglutininas ou lectinas 
(FENG, 1988).  

O sucesso na resposta de defesa depende da quantidade de 
hemócitos e no tipo celular envolvido no processo. Sabendo que fatores 
bióticos e abióticos podem influenciar o mecanismo de defesa feito por 
essas células, o monitoramento do número de hemócitos circulantes tem 
sido considerado uma resposta aos estressores presentes no ambiente 
(PEREZ; FONTANETTI, 2011). Parry e Pipe (2004), através da 
contagem do número de hemócitos (THC), investigaram os efeitos do 
cobre no sistema imune do mexilhão Mytilus edulis, observando um 
aumento do número de hemócitos circulantes nos animais expostos a 
salinidade de 0,005ppm e temperatura de 15°C.  

Fisher; Oliver e Edwards (1996) observaram uma diminuição na 
THC da ostra Crassostrea virginica em períodos de temperaturas mais 
baixas. Barth (2002), estudando a ostra nativa C. rhizophorae em Santa 
Catarina, observou valores mais elevados de THC nos meses de verão.  

Lacoste et al.(2002) investigaram a consequência de perturbações 
mecânicas  no sistema imunológico de ostras C. gigas, simulando 
práticas de manejo aplicadas nos cultivos. O experimento constou na 
agitação dos animais em um agitador, durante 15 minutos. O THC, a 
atividade fagocítica e a produção de espécies reativas de oxigênio foram 
mensurados antes, durante e após a perturbação mecânica. Os resultados 
obtidos mostraram que houve decréscimo no número de hemócitos e 
inibição das outras funções imunes durante o estresse.  

 
Proteínas de choque térmico 

 
As células de vertebrados e invertebrados são capazes de 

sintetizar proteínas, conhecidas como proteínas de choque térmico 
(HSPs: do inglês heat shock proteins), originalmente caracterizadas por 
sua indução pelo calor (FEDER; HOFMANN, 1999; PORTELA, 2008 e 
FABBRI; VALBONESI; FRANZELLITTI, 2008). 

As HSPs são codificadas por um pequeno grupo de genes 
altamente conservados. Essas proteínas podem ser agrupadas em 
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isoformas constitutivas e isoformas induzíveis. As proteínas ditas HSC 
(do inglês heat shock cognate) representam a forma constitutiva; essas 
são expressas em condições fisiológicas e agem como chaperonas, 
sendo responsáveis pelo enovelamento e manutenção da estrutura de 
outras proteínas (FEDER; HOFMANN, 1999). 

As formas induzíveis, referidas como HSP, são sintetizadas por 
células sob condições perturbadoras e mostram um papel na defesa 
celular (FABBRI; VALBONESI; FRANZELLITTI, 2008), evitando a 
desnaturação protéica. Entre os fatores perturbadores podem-se citar 
extremos de temperatura, depleção de energia celular, concentrações 
extremas de íons, gases, substâncias tóxicas, metais pesados e agentes 
infecciosos (FEDER; HOFMANN, 1999 e ENCOMIO; CHU, 2005). 
Por esse motivo, sua expressão é utilizada como marcador em processos 
de estresse e contaminação (PORTE et al., 2001). As HSPs 
normalmente perfazem aproximadamente 5% do total de proteínas 
intracelulares. No entanto, sob condições de estresse, seus níveis podem 
ultrapassar 15% (SRIVASTAV, 2002).  

A classificação das HSPs é dada em função de seu peso 
molecular, podendo variar entre 15 e 110kDa (SONG et al., 2011). 
Sequências múltiplas de isoformas de HSP70 foram analisadas 
principalmente para as ostras Ostrea edulis e Crassostrea gigas e para o 
mexilhão Mytilus galloprovincialis como marcadores de estresse e 
contaminações (SNYDER; GIRVETZ; MULDER, 2001; IVANINA; 
TAYLOR; SOKOLOVA, 2009 e JACKSON; UHLINGER; CLEGG, 
2011). 

A modulação protéica também está relacionada com processos 
imunes já que sua expressão foi incrementada quando os hemócitos de 
M. galloprovincialis foram expostos à bactéria Vibrio anguillarum 
(CELLURA et al., 2007).  Em ostras C. virginica infectada por 
Perkinsus marinus, foi observada uma maior expressão de HSP69. As 
ostras preexpostas a estresse térmico subletal (40°C durante 1h) e 
posteriormente desafiadas com P. marinus, tiveram maior 
sobrevivência, indicando que a superexpressão HSP, devido ao calor, 
fornece tolerabilidade a um estímulo de estresse adicional, no caso, P. 
marinus (ENCOMIO; CHU, 2007). 
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OBJETIVO GERAL 
 
 O objetivo geral deste trabalho foi o de contribuir para o 
conhecimento do efeito do manejo na sobrevivência, patologia e 
imunologia de ostras Crassostrea gigas cultivadas na Baía Norte da Ilha 
de Santa Catarina, SC. 
 
 
Objetivos específicos 
 
• Avaliar a influência do manejo de cultivo na sobrevivência da ostra 

Crassostrea gigas no período de verão; 
• Avaliar a influência do manejo de cultivo sobre alguns parâmetros 

imunológicos, como na contagem total de hemócitos e na expressão 
da proteína de choque térmico HSP70, na ostra C. gigas no período 
de verão e de inverno; 

• Avaliar a influência do manejo de cultivo na ocorrência de 
patógenos na ostra C. gigas no período de verão e de inverno.
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Resumo 
 
Na aquicultura, o estresse causado por práticas de manejo pode 
comprometer a produção dos animais aquáticos, deprimindo 
imunologicamente os indivíduos e podendo causar mortalidade.  Com o 
objetivo de gerar informações sobre a influência do manejo sobre os 
aspectos imunológicos, histopatologia e a sobrevivência das ostras 
Crassostrea gigas (Thunberg, 1793) cultivadas, foi conduzido 
experimentos na área aquícola do Laboratório de Moluscos Marinhos da 
Universidade Federal de Santa Catarina, na Praia da Ponta do Sambaqui, 
Florianópolis/SC, Sul do Brasil, no período de dezembro de 2010 a 
março de 2011 e no período de junho a setembro de 2011. As ostras 
foram submetidas a dois tratamentos: com manejo (CM) e sem manejo 
(SM). O manejo constou no jateamento mensal das lanternas de cultivo 
e dos animais com água doce. Foram coletados animais mensalmente e 
formados pools de hemolinfa, para análise da expressão da proteína de 
choque térmico – HSP70 e para a contagem total de hemócitos – THC. 
Também foram preparadas lâminas para análises histopatológicas e 
calculada a sobrevivência dos animais para o período de verão. O 
manejo não interferiu na sobrevivência das ostras. O THC das ostras não 
foi influenciado pelo manejo e sim pela temperatura da água, com os 
maiores valores de THC ocorrendo no verão. A expressão da HSP70 
teve valores relativos maiores nas ostras CM em relação às ostras SM. 
Nos exames histopatológicos foram observados quatro diferentes 
protozoários, entre os quais os do tipo Sphenophyra e Ancistrocoma, 
encontrados com maior prevalência nas ostras CM. Nenhum dos 
protozoários encontrados foi considerado patógeno severo. 
 
Palavras-chave: Crassostrea gigas, ostra, manejo, HSP70, THC.  
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Effect of handling practices on survival, occurrence of pathogens 
and immune responses of the oyster Crassostrea gigas cultivated in 
Southern Brazil 
 
Abstract 
 
In aquaculture, cultivation handling may cause stress and impair the 
production of aquatic animals, resulting in animal immunological 
depression and possible occurrence of deaths. In order to gather data that 
would indicate the effects of farm handling on the immunological 
aspects, histopathology, and survival of Crassostrea gigas oysters 
(Thunberg, 1793), collections were conducted in the aquaculture site at 
the Marine Mollusk Laboratory of the Federal University of Santa 
Catarina (Laboratório de Moluscos Marinhos da Universidade Federal 
de Santa Catarina) in Ponta do Sambaqui, Florianópolis / SC, South of 
Brazil, from December 2010 to March 2011, and from June to 
September 2011. The oysters were subjected to two treatments: with no 
handling (SM, sem manejo) and with handling (CM, com manejo) The 
treatment consisted in the monthly water spraying of farm net cages and 
oysters with fresh water. Every month, animals were collected and pools 
of hemolymph were formed for the analysis of the expression of heat 
shock protein - HSP70 and for the total haemocyte count - THC. Slides 
were also prepared for histopathological analysis and animal survival 
was calculated. The survival of animals was the same for both 
treatments. Oysters THC was not affected by farm handling. It was only 
affected by water temperature, and in the summer months the oysters 
had higher THC values. The expression of HSP70 had increased relative 
values for CM oysters compared to SM oysters. Histopathology results 
indicated the presence of four protozoans, none of them pathogenic. 
Higher prevalence of Sphenophyra-like and Ancistrocoma-like type 
protozoae were observed in CM oysters. None of protozoans found was 
considered pathogen severe. 
 
 
Keywords: Crassostrea gigas, oyster, farm handling, HSP70, THC. 
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1. Introdução  
 

 A ostra do Pacífico Crassostrea gigas foi introduzida no Brasil 
no início da década de 70 (Poli 2004). Desde então, a espécie tem um 
papel importante na indústria aquícola, sendo um dos moluscos bivalves 
mais produzidos no País.  Em 2010, o Estado de Santa Catarina, maior 
produtor da espécie, atingiu a produção de 1.908 toneladas, sendo o 
Município de Florianópolis responsável pela produção de 77,4% desse 
valor (Epagri 2011).  

Na década de 90, Poli (1992) relatou a ocorrência de 
mortalidades massivas nos cultivos de ostras no Estado de Santa 
Catarina e, desde então, os ostreicultores catarinenses relatam perdas 
de ostras no período do verão (janeiro a março), quando as 
temperaturas da água do mar estão mais elevadas. A mortalidade 
massiva de verão, fenômeno detectado pela primeira vez no Japão em 
1940 e de ocorrência mundial para Crassostrea gigas, tem causado 
grandes perdas no cultivo em diversos países, afetando animais jovens 
e adultos (Cheney et al. 2000).  A combinação de fatores abióticos e 
bióticos – fisiológicos e patológicos - tem sido proposta para 
identificar as possíveis causas dessa mortalidade (Goulletquer et al. 
1998, Friedman et al. 2005, Soletchnik et al. 2006, Garnier et al. 
2007). 

Os parasitos são citados como causadores de morbidade e 
mortalidade em bivalves, principalmente os pertencentes ao grupo das 
bactérias e ao dos protozoários (Friedman et al. 2005, Magalhães & 
Ferreira 2006, Watermann et al. 2008). Em muitos casos, as doenças por 
eles causadas provocam perdas recorrentes, que podem vir a dizimar os 
estoques naturais e estancar a indústria da produção. 

Entre os protozoários que causam mortalidades massivas em 
diferentes espécies de bivalves, destaca-se o gênero Perkinsus, agente 
causador da perkinsiose, enfermidade de notificação obrigatória à OIE – 
Organização Internacional de Epizotias.  

A perkinsiose teve seu primeiro relato no Brasil recentemente.  
Sabry et al. (2009) registraram a ocorrência de protozoários do gênero 
Perkinsus em ostras nativas Crassostrea  rhizophorae  coletadas no 
Estuário do Rio Pacoti, município de Fortaleza/CE, nordeste do Brasil. 
Os mesmos autores, nesse trabalho, informam que não foi encontrado 
esse organismo em ostras C. gigas cultivadas e em ostras nativas do 
município de Florianópolis/SC. Todavia, essa ocorrência preocupa e o 
acompanhamento da saúde das ostras tem sido contínuo no litoral de 
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Santa Catarina. Estudos realizados por Da Silva et al. (2012), 
identificaram as espécies de ocorrência e entre elas a espécie 
Perkinsus marinus.  

Entre os fatores abióticos que podem vir a comprometer a saúde 
dos animais e causar mortalidades, são relatados o estresse causado 
pelas práticas de cultivo e estresses causados por mudanças nos fatores 
ambientais no cultivo (Carballal et al. 1998, Lacoste et al. 2002, Perez 
& Fontanetti 2011). Para manter a homeostasia do corpo nessas 
situações e para o reconhecimento e imobilização de microorganismos 
e parasitos, os bivalves necessitam de um mecanismo imediato e 
eficiente de defesa. Células imunológicas, conhecidas como 
hemócitos, são responsáveis pela manutenção corpórea. Essas células 
circulam na hemolinfa, fagocitando partículas estranhas, secretando 
moléculas microbicidas como os peptídeos antimicrobianos (PAM) e 
espécies reativas de oxigênio e nitrogênio. Entre os fatores humorais 
do sistema imunológico desses animais, estão as proteínas que podem 
se encontrar dissolvidas na hemolinfa, entre elas as proteínas de 
choque térmico (HSPs) e enzimas hidrolíticas como a lisozima e 
aglutininas ou lectinas (Feng 1988, Song et al. 2011). 

Entre as proteínas de choque térmico, a HSP70 tem sido 
estudada em diferentes bivalves (Boutet et al. 2003, Piano et al. 2004, 
Lesser et al. 2010).  As HSPs são codificadas por um pequeno grupo 
de genes altamente conservados que aumentam sua transcrição durante 
o período de perturbações, como por exemplo, extremos de 
temperatura, estresse oxidativo, agentes químicos, metais pesados e 
também agentes infecciosos (Encomio & Chu 2007, 2005, Fabbri et al. 
2008, Farcy et al. 2009), por esse motivo sua expressão é utilizada 
como marcador em processos de estresse e contaminação (Porte et al. 
2001, Fabbri et al. 2008). Segundo Cellura et al.(2007), a modulação 
protéica também esteve relacionada com processos imunes no mexilhão 
Mytilus galloprovincialis, pois sua expressão foi incrementada quando 
os hemócitos foram expostos à bactéria Vibrio anguillarum. 

 Na ausência de estudo apresentando a real ocorrência da 
mortalidade relatada pelos produtores de ostras do litoral de 
Florianópolis, assim como sua intensidade e causas, o presente trabalho 
teve como objetivo investigar o efeito causado pelo emprego de práticas 
de cultivo nas ostras. Avaliou-se a sobrevivência, a ocorrência de 
patógenos e o estado imunológico das ostras Crassostrea gigas 
cultivadas no Município de Florianópolis, Estado de Santa Catarina.  
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2.   Materiais e Métodos 
 

Foram utilizadas ostras Crassostrea gigas adultas, provenientes 
de sementes produzidas em laboratório. Os animais foram mantidos em 
lanternas japonesas no sistema suspenso do tipo espinhel, na área de 
cultivo experimental do LMM - Laboratório de Moluscos 
Marinhos/UFSC, localizado no litoral Norte da Ilha de Santa Catarina, 
na Praia da Ponta do Sambaquí (27°29’22”S – 48°32’15”W). 
 Foi avaliada a influência do manejo nas respostas dos animais nos 
seguintes parâmetros: i) imunológicos: nível de transcritos do gene da 
proteína HSP70 e contagem total de hemócitos (THC); ii) ocorrência de 
patógenos e iii)  sobrevivência dos animais. Para a avaliação desses 
parâmetros foram realizados experimentos em dois períodos: 
dezembro/2010 a março/2011 (verão) e junho/2011 a setembro/2011 
(inverno). Em ambos os experimentos foram analisados dois 
tratamentos: o tratamento “com manejo” (CM) e o tratamento “sem 
manejo” (SM). No tratamento CM, mensalmente as lanternas foram 
retiradas do mar, lavadas com jatos de água doce e retornadas para o 
mar. No tratamento SM não foi realizado manejo nas lanternas. 
 Em ambos os experimentos, foram realizadas amostragens 
mensais de ostras, com 20 animais por tratamento (CM e SM), incluindo 
a amostragem inicial chamada de T0, totalizando 280 animais. Para cada 
amostragem foi realizada a reposição dos animais retirados, mantendo a 
mesma densidade durante todo o período experimental. 
 Para o experimento dos meses de verão foram utilizadas 3 
lanternas definitivas de quatro andares, mantendo uma densidade de 20 
indivíduos/andar e para o experimento dos meses de inverno, 2 lanternas 
com 30 indivíduos/andar.  

Paralelamente às amostragens, a temperatura da água do mar foi 
mensurada diariamente com um datalogger da marca Tidbit e, a 
salinidade, foi registrada semanalmente com o uso de refratômetro. 
 
2.1 Sobrevivência 

 
A sobrevivência dos animais, nos tratamentos CM e SM, foi 

avaliada ao final do período de verão. A porcentagem de sobrevivência 
foi estimada como sendo o número de ostras vivas da lanterna de coleta 
ao final do experimento, dividido pelo número total de ostras colocadas 
no início do experimento e multiplicado por 100.  
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Para verificar diferenças na sobrevivência das ostras entre os dois 
tratamentos (CM e SM), os dados foram plotados em tabela de 
contingência no GraphPad Prism e analisados com o teste do qui 
quadrado, sob um nível de significância de 95%.   

 
2.2 Biometria 
 

Após a coleta mensal de campo, os animais foram levados para o 
Laboratório de Malacologia Experimental (LAMEX), no Núcleo de 
Estudos em Patologia Aquícola do Departamento de Aquicultura da 
UFSC, onde foram mensurados, obtendo-se valores de altura (cm). Essa 
medida constou na maior distância entre o umbo e a margem ventral das 
valvas de cada animal, conforme Galtsoff (1964). Foram obtidas médias 
e desvio padrão dos valores mensais da altura das ostras. 
  
2.3 Parâmetros imunológicos 
 
2.3.1 Extração da hemolinfa 

 

Após a biometria das ostras, com o auxílio de uma lâmina, 
perfurou-se a valva de cada animal, nas proximidades do músculo 
adutor, para a retirada da hemolinfa utilizando-se uma agulha acoplada a 
uma seringa. Alíquotas de hemolinfa de cada indivíduo foram analisadas 
em microscópio óptico para eliminar amostras com partículas 
contaminantes, gametas ou pedaços de tecido, que poderiam interferir 
no resultado dos procedimentos. Os microtubos de polietileno e seringas 
utilizados foram mantidos em gelo, para evitar a agregação hemocitária 
nas amostras extraídas. Em cada tratamento amostrado, foram utilizados 
4 pools de 5 animais (n = 4) para avaliação do nível de transcritos do 
gene da proteína HSP70 e contagem total de hemócitos (THC).  
 
2.3.2 Contagem total de hemócitos - THC 

 

A contagem total de hemócitos (THC) foi realizada mensalmente 
nos pools de hemolinfa dos animais. A THC foi estimada para cada 
pool, utilizando uma câmara de Neubauer (hemocitômetro). Os 
resultados do THC foram expressos como número de hemócitos (×106) 
mL x hemolinfa-1. 

Os dados obtidos foram analisados com o auxilio do programa 
estatístico GraphPad Prism Software, versão 5.01. Os valores de THC 
foram submetidos ao teste de normalidade de dados KS. A análise de 
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variância de duas vias (ANOVA) foi usada para avaliar o efeito do 
tratamento (CM e SM) e o efeito dos meses amostrados. 

   

2.3.3 Análise e quantificação dos níveis de transcritos da HSP70  
 

A técnica utilizada para a determinação da transcrição da proteína 
de choque térmico (HSP70) nos pools de hemolinfa submetidos aos dois 
tratamentos da expressão dos genes foi a PCR quantitativa ou PCR em 
tempo real (qPCR). Essa técnica é capaz de detectar a presença de 
poucas cópias gênicas e quantificar exatamente a expressão de um gene. 

A extração do RNA total dos hemócitos foi realizada nos pools 
de hemolinfa com reagente comercial TRIzol (Invitrogen) seguindo as 
instruções do fabricante. Ao final da extração as amostras foram 
ressuspendidas em água RNase-free. Para a determinação da 
concentração e da pureza do RNA extraído foi utilizado o 
espectrofotômetro Nanodrop, modelo ND-1000 UV-Vis (Nanodrop 
Technologies), a partir da absorbância a 260 nm. O RNA extraído foi 
tratado para eliminar qualquer vestígio de DNA. Para isso, utilizou-se 
um buffer juntamente com uma enzima DNAse II (SIGMA). 

Para síntese do cDNA foi realizada a transcrição reversa 
utilizando o sistema Omniscript RT Kit (Qiagen) e seguindo o protocolo 
recomendado pelo fabricante, a partir de 2µg do RNA extraído. As 
amostras dos pools contendo a reação final foram incubadas em 
termociclador por 90 min a 37°C para síntese do cDNA. A concentração 
e a pureza do cDNA foram checadas por espectrofotometria, como 
descrito anteriormente. 

Os níveis dos transcritos da hemolinfa dos animais foram 
analisados em um termociclador Rotor-Gene TM 6000 (Corbett Life 
Science) utilizando o kit QuantiTect SYBR Green qPCR Mix (Qiagen). 
As reações de 20µL continham 10µL de SYBR Green qPCR Mix 1x, 
2µL de sequências iniciadoras - primers, 1µL do cDNA da amostra e 
7µL de água RNase-free. Os parâmetros de ciclagem utilizados foram: 
uma desnaturação inicial a 95 °C por 5min, 40 ciclos de 95 °C por 10s, 
56 °C por 20s e 72 °C por 10s. 

A análise da curva de dissociação – melting - dos produtos 
amplificados foi realizada no final de cada reação de qPCR para 
confirmar que apenas um produto foi amplificado. 

As reações foram realizadas em triplicata, permitindo a detecção 
de possíveis erros. A análise da eficiência da reação foi feita a partir da 
qPCR em diferentes concentrações de cDNA (25, 50, 100 e  200ng) para 
os genes estudados. 
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Os iniciadores para o gene da HSP70 foram retirados da 
publicação de Boutet et al. (2003), enquanto os iniciadores específicos 
para o gene da actina foram desenhados utilizando-se o programa 
PrimerQuest (Integrated DNA Technology) e foram baseados na 
sequência de RNAm do gene obtida no banco de dados GenBank (tabela 
1).  

Os hemócitos dos animais do tratamento SM foram utilizados 
como grupo controle, tendo um nível de expressão igual a 1. Logo, as 
ostras CM tiveram  seus  níveis de expressão comparados com as ostras 
SM controle do mês analisado 

Os dados obtidos foram analisados usando o software REST 
(QIAGEN), o qual foi usado para determinar diferenças na expressão do 
gene da HSP 70 em relação à expressão do grupo controle e com o gene 
normalizador β-actina. 
 
Tabela 1. Sequências iniciadoras (primers) usados para o qPCR. 

            
 
 
2.4 Histopatologia 
 

Após a retirada de hemolinfa, cada uma das 280 ostras estudadas 
foi aberta através da secção do músculo adutor e retirou-se o corpo do 
animal da concha. Para a análise histopatológica foi feita uma secção 
transversal de tecido com aproximadamente 5mm de espessura, 
contendo brânquias,  glândula digestiva, gônada, manto e palpos labiais. 
Os tecidos foram fixados em solução de Davidson marinho com ácido 
acético por 48 horas e posteriormente conservados em etanol 70%. 

O material foi então submetido ao procedimento padrão de 
histologia, que incluiu desidratação, diafanização e inclusão em 
parafina. Os blocos obtidos foram cortados a 5µm de espessura e as 
lâminas foram coradas pelo método Hematoxilina de Harris e Eosina 
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(HHE) para posterior observação em microscópio de luz para a detecção 
de patógenos nos tecidos das ostras. 

A prevalência dos patógenos foi calculada como o total de ostras 
afetadas dividido pelo total de ostras coletadas. Foi calculada a 
prevalência mensal por tratamento no período avaliado, a prevalência 
mensal total (os dois tratamentos), prevalência total durante o 
experimento e a prevalência total por tratamento no período avaliado. 

Para verificar diferenças na prevalência dos patógenos nas ostras 
entre os tratamentos e os meses de estudo, os dados foram plotados em 
tabela de contingência no GraphPad Prism e analisados com o teste do 
qui quadrado, sob um nível de significância de 95%.   
 
3. Resultados 
 
3.1 Parâmetros físico - químicos 
 

Durante o período de experimento, a temperatura média da água 
do mar foi de 26,2 ± 1,3°C  no verão e de 17,6 ± 0,8°C no inverno. A 
salinidade média foi de 32,8 ± 2,7‰ no verão e 34,2 ± 2,9‰ no inverno 
(Fig. 1). Foram observadas duas estações definidas na região: inverno 
com baixas temperaturas e maiores valores de salinidade e verão, com 
temperaturas elevadas e menor salinidade.  

 
 
 

 
Fig. 1. Temperatura e salinidade da água do mar da Praia da Ponta do 
Sambaqui, Florianópolis/SC, durante o período de estudo. 
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3.2 Biometrias 

 
Os valores médios de altura das ostras utilizadas durante o 

experimento foram de 9,3 ± 0,47cm para as ostras no verão e 9,6 ± 
0,71cm no inverno (Tabela 2).  

 
 

Tabela 2. Valores de altura das ostras Crassostrea gigas utilizadas no 
experimento. Valores de média (cm) ± desvio padrão. 

     
 

3.3 Sobrevivência 

 
A sobrevivência das ostras no período de verão foi 

estatisticamente semelhante entre os dois tratamentos (p = 0,0962), 
tendo as ostras CM sobrevivência média de 52,4% e, as ostras SM, 
60,1% ao final do experimento. Na tabela 3 estão expostos os valores 
encontrados no final do experimento (mês de março) quando foram 
feitas as contagens de ostras mortas e vivas nas lanternas de cultivo. 
Pode-se observar a ocorrência de expressiva mortalidade. A figura 2 
apresenta o número de ostras vivas e mortas no período do verão. 
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Tabela 3. Sobrevivência das ostras Crassostrea gigas submetidas aos 
tratamentos CM (com manejo) e SM (sem manejo) no período de verão.         

 
 
 

                             
Fig. 2. Número total de ostras vivas e mortas, durante o período de verão. 
  
 
3.4 Contagem total de hemócitos (THC) 

 
A contagem no número de hemócitos nos pools de hemolinfa dos 

animais variou de 1,08 x 106 a 6,16 x 106.  
Os valores médios no número dessas células dos animais 

submetidos ao tratamento CM foram de 2,71 x 106 e, nos animais do 
tratamento SM, 2,49 x 106. Quando comparados os tratamentos CM e 
SM, o número total de hemócitos foi estatisticamente semelhante (p = 
0,3504). Este resultado pode ser melhor visualizado na figura 3. 
Quando analisou-se apenas os meses de experimento, sem levar em 
consideração o tratamento, pode-se observar uma relação temporal no 
aumento do número dessas células, tendo sido o número de hemócitos  
maior nos meses de verão em relação aos meses de inverno (p = 
0,0012) (Fig. 4).     
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Fig.3. Valores de THC - contagem total de hemócitos (céls x mL-1 x 106 ) nos 
tratamentos CM (com manejo) e SM (sem manejo) em ostras Crassostrea 
gigas cultivadas em Florianópolis. Mesma letra (a) significa não haver 
diferença significativa. 
 
 

 
Fig. 4. Valores mensais de THC - contagem  total de hemócitos (céls x mL-1 x 
106 ) na hemolinfa de ostras Crassostrea gigas cultivadas em Florianópolis. 
Letras diferentes significam diferenças estatísticas. 
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3.5.  Quantificação dos níveis de transcritos da HSP70 

 
A quantificação de HSP70 pelo método do qPCR analisou os  

níveis de transcritos da proteína nos tratamentos CM e SM.  
Tendo como base de comparação o nivel de expressão de HSP70 

igual a 1 do grupo controle, observou-se que os valores dos níveis de 
expressão da proteína nas ostras CM tiveram quantificação aumentada 
(UP) em relação ao grupo controle nos meses de janeiro, fevereiro, julho 
e agosto. Nos meses de março e setembro os níveis da proteína nas 
ostras CM foram estatisticamente semelhantes ao grupo controle 
(DOWN) (Fig.5). 

Os níveis de expressão da proteína nas ostras CM podem ser 
observados na tabela 4. 

 
 
Tabela 4. Níveis de expressão relativa da proteína HSP70 nas ostras manejadas 
(CM) durante o período de estudo. 
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Fig. 5. Expressão relativa da proteína HSP70 nas ostras Crassostrea gigas, 
submetidas aos tratamentos CM (com manejo) e SM (sem manejo). Letras 
diferentes significam diferenças estatísticas. 
 

 
3.6 Histopatologia 

 
O exame histopatológico nas ostras submetidas aos tratamentos 

revelou a presença de três protozoários e de uma alteração celular 
provocada por vírus.  

 
Hipertrofia do gameta  
 
 Células hipertrofiadas basófilas foram observadas no lúmen dos 
folículos dos indivíduos (Fig. 6A). Essas células mediam em média 
15µm (N = 3) de diâmetro, estando presentes apenas em indivíduos com 
as gônadas vazias. Em nenhuma ostra foram observados danos no tecido 
conjuntivo circundante. 
 A prevalência dessa condição foi baixa: 1,25%. Apenas um 
indivíduo com essa alteração no mês de março/11 e dois indivíduos no 
mês de setembro/11. 
 
Protozoário não identificado 
 
 Um protozoário não identificado foi observado em prevalência de 
2,1%. Apenas cinco indivíduos continham o protozoário, sendo dois 
observados na coleta T0 e, o restante, nos outros meses de verão. 
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  A forma mais abundante desse protozoário apareceu como 
vacúolos, semelhantes a cistos contendo esporos. Os cistos estavam 
localizados no citoplasma do oócito. Foi observada a presença de 
vários cistos por oócito e também de vários esporos por cisto. Em um 
exemplar foi observada uma distorção na membrana do núcleo do 
oócito, devido à presença do parasita no citoplasma (Fig. 6B - 6D). 
 Os vacúolos intracitoplasmáticos contendo os cistos tinham um 
formato elíptico a circular, com tamanho variando de 2 a 6µm (média 
4,6µm, n = 10), contendo número variável de cistos.  
 
Ancistrocoma-like 
 
 Protozoário ciliado do tipo Ancistrocoma foi observado no lúmen 
dos túbulos digestivos primários e secundários da glândula digestiva 
(Figuras 7A – 7C). Em uma ostra, o protozoário estava presente no 
tecido conjuntivo ao redor dos túbulos digestivos. Nenhuma reação 
hemocitária foi observada.  
 O ciliado possuía formato de pêra, com tamanho variando entre 5 
e 17µm (média 9,9 µm, n = 15), possuía um grande núcleo granular, 
basófilo  (média 4,4 µm, n = 10) e citoplasma eosinófilo. Em alguns 
indivíduos observou-se a presença do micronúcleo basófilo. As 
prevalências do patógeno são apresentadas na figura 9. 
 
Sphenophrya-like 

 
Protozoário ciliado do gênero Sphenophrya foi observado nas 

brânquias, em contato com o epitélio branquial, aderidos aos cílios 
branquiais e/ou entre os filamentos branquiais. Nos palpos labiais 
estavam em contato com o epitélio celular e no manto, foram 
observados aderidos ao epitélio através de seus cílios (Fig. 7D – 7F). 

O formato do parasita variou entre arredondado a oval e seu 
tamanho entre 5 a 9µm (média 7,2µm, n = 15), com um macronúcleo 
basófilo denso com tamanho variando entre 2,5 a 5µm (média 3,9µm, n 
= 10) e um citoplasma eosinófilo. Em alguns espécimes foi possível 
observar a presença de um micronúcleo próximo ao macronúcleo. Esse 
ciliado foi encontrado sozinho ou formando grupo de 3-8 células (Fig. 
7E). Nenhum dano ou alteração foi observado. 

As prevalências do patógeno são apresentadas na figura 9. 
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Influência do Manejo 
 

Entre os tratamentos analisados CM e SM, verificou-se que 
houve relação entre a presença dos protozoários ciliados e o tratamento. 

Maiores prevalências do ciliado Sphenophrya-like e 
Ancistrocoma-like foram observadas nas ostras manejadas (CM) ao 
longo do experimento (p = 0,0164 e p = 0,0043, respectivamente). Os 
resultados podem ser melhor visualizados na figura 8. 

Houve uma maior prevalência de Sphenophrya-like em ostras 
CM do verão (p = 0,0002). Como se pode observar na figura 9, as 
maiores prevalências desse protozoário foram encontradas nos meses de 
janeiro e fevereiro, período de temperaturas da água do mar mais altas. 

Para o ciliado Ancistrocoma-like, não foram observadas 
diferenças significativas entre ostras CM do inverno e CM do verão. No 
entanto, estatisticamente, foi encontrado o valor de p = 0,0550, para as 
ostras CM no inverno.  
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Fig. 6. Alterações e patógenos encontrados na ostra Crassostrea gigas. A - 
Gameta hipertrofiado (Barra= 20µm). B, C e D - Protozoário não identificado. 
Na figura D é possível visualizar o cisto distorcendo a membrana do núcleo do 
oócito (seta) (Barra= 10µm). 
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Fig. 7. A, B e C- Ciliados Ancistrocoma-like, no lúmen dos túbulos digestivos; 
seta mostrando os cílios (Barra= 20µm). D- Ciliado Sphenophrya–like entre os 
filamentos branquiais (Barra= 20µm). E- Ciliados Sphenophrya–like presentes 
no manto. As setas mostram a localização de sete patógenos (Barra= 10µm). F- 
Ciliado Sphenophrya–like (setas). 
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Fig. 8. Número de ostras infectadas pelos ciliados Sphenophrya-like e 
Ancistrocoma-like em ostras Crassostrea gigas manejadas (CM) e não 
manejadas (SM) durante o período de estudo. Letras diferentes significam 
diferenças estatísticas.  
          

 
Fig. 9. Prevalências mensais (%) dos ciliados Sphenophrya-like e 
Ancistrocoma-like em ostras Crassostrea gigas. As linhas preenchidas 
representam valores de prevalências nas ostras com manejo (CM) enquanto as 
linhas pontilhadas representam valores de prevalência nas ostras sem manejo 
(SM). 
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4. Discussão 
   

Como um ambiente dinâmico, o meio aquático providencia uma 
ampla variedade de estressores, como as flutuações bruscas de 
temperatura e salinidade e a presença de predadores e/ou competidores. 
O cultivo de ostras Crassostrea gigas poderia introduzir uma forma de 
estresse durante a manutenção, transporte e limpeza dos animais 
cultivados.  Todavia, no presente estudo, não foi verificada diferença 
estatística nos valores de sobrevivência e no número de hemócitos entre 
ostras CM e SM. A análise do efeito do manejo de limpeza sobre a 
imunologia e histopatologia das ostras, mostrou que a expressão da 
proteína HSP70 e a prevalência dos protozoários ciliados Ancistrocoma-
like e Sphenophrya-like foram significativamente maiores nas ostras 
manejadas. 

Ostreicultores da região relatam taxas de sobrevivência em torno 
de 50% para ostras de 6cm, manejadas em dois momentos: quando 
colocadas no mar como sementes e semanas antes da retirada para 
comercialização. Esse relato mostra um resultado de sobrevivência 
semelhante ao encontrado neste trabalho, apesar da diferença na 
densidade de ostras utilizada pelos produtores no cultivo comercial, que 
é de aproximadamente 60 animais/andar da lanterna.  

Uma ampla variedade de técnicas é usada para avaliar os efeitos 
de estressores em ostras, sendo que a maioria dos estudos mostra o 
efeito in vitro de fatores bióticos e abióticos. O presente estudo foi 
proposto com o objetivo de avaliar in vivo, se o manuseio dos animais 
empregado pelas práticas de cultivo utilizadas na região, denominado 
manejo, pode alterar a resposta funcional das células de defesa das 
ostras, que são os hemócitos. Para isso nós seguimos o protocolo de 
manejo utilizado pelo Laboratório de Moluscos Marinhos (LMM).  

Quanto a contagem no número de hemócitos, Lacoste et al. 
(2002) citam que o estresse em ostras, gerado por distúrbios mecânicos, 
pode diminuir o número de hemócitos circulantes na hemolinfa desses 
animais. No presente estudo não houve mudança na THC das ostras nos 
diferentes tratamentos, talvez pelo fato da aplicação do estresse ter sido 
diferente da utilizada por esses autores. Ainda, os autores citam a 
importância dos estudos de parâmetros imunes desses animais, os quais 
podem fornecer informações sobre a resposta em curto prazo do animal 
em relação ao seu ambiente de cultivo, sem a necessidade de precisar 
esperar por mudanças no crescimento ou nas condições ao longo dos 
períodos. Roberts et al. (2012) também fez um estudo semelhante, com 
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Crassostrea virginica, não evidenciando diferenças no número de 
hemócitos, conforme os resultados encontrados no presente trabalho.   

A THC das ostras mostrou apenas influencia temporal: maior nos 
meses de verão: janeiro - março.  O mesmo padrão foi observado para 
ostras Crassostrea rhizophorae analisadas em Florianópolis por Barth et 
al. (2005), em que os valores de THC foram maiores nos meses de 
temperaturas mais elevadas: verão e primavera. 

 Para Crassostrea gigas, diferente do observado no presente 
estudo, Malham et al. (2009) observaram aumentos no THC de ostras 
expostas a temperatura de 12°C, enquanto as ostras mantidas a 21°C 
tiveram menores valores de THC. Segundo Pipe & Coles (1995), o 
aumento nos valores de THC pode ser resultado da proliferação dos 
hemócitos dos tecidos para a hemolinfa, enquanto a diminuição no 
número dessas células pode ser resultado de lise celular ou aumento do 
movimento das células da hemolinfa para os tecidos. Não pode-se 
excluir que durante o estresse causado pelas práticas de manejo, os 
hemócitos também poderiam ser mobilizados para os tecidos feridos ou 
para os tecidos em que houvesse ataques de patógenos. 

Nas análises a nível celular, a quantificação relativa da expressão 
da proteína de choque térmico HSP70 nos hemócitos, apresentou 
diferenças significativas nas ostras CM, sugerindo um papel dessas 
proteínas de estresse durante o manejo. Como são proteínas de proteção 
celular, essas formas induzíveis são transcritas para prevenir as proteínas 
da desnaturação durante o estresse sofrido durante as práticas do 
manejo, como o manuseio das lanternas. É importante considerar que 
fatores fisiológicos e fatores biológicos em respostas às práticas de 
cultivo, como altas densidades de patógenos, hipoxia e proximidades 
com o sedimento, são citados com fortes estressores e podem induzir a 
expressão de HSPs (Feder & Hofman 1999, Encomio & Chu 2005, 
Soletchnik et al. 2006, Burge et al. 2007), corroborando com o 
observado no presente estudo.  

Encomio & Chu (2007) mostraram que a expressão de HSP é 
correlacionada com a presença de patógenos em Crassostrea virginica, 
tendo uma maior expressão de HSP69 as ostras infectadas por Perkinsus 
marinus; ostras preexpostas a estresse térmico subletal (40 ° C durante 1 
h) e posteriormente desafiadas com P. marinus tiveram maior 
sobrevivência, indicando que a superexpressão HSP, devido ao calor, 
fornece tolerabilidade a um estímulo de estresse adicional, no caso P. 
marinus. 
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Monari et al. (2011), observaram a uma sobreexpressão de 
HSP70  na glândula digestiva do molusco de areia Chamelea gallina, 
em condições de anoxia, com alta temperatura (30 °C) e baixa 
salinidade (28‰). 

No exame histopatológico, os protozoários ciliados foram os 
patógenos que tiveram maiores prevalências. Estudos citam que os 
ciliados são simbiontes comuns em ostras (Lauckner 1983, Magalhães 
& Ferreira 2006, Pontinha 2009). Porém como cita Kinne (1983), as 
doenças podem afetar a eficiência dos processos metabólicos, reduzindo 
o potencial de crescimento e reprodução, assim como a resistência ao 
estresse, a competitividade e por fim, a sobrevivência do animal. Então, 
mesmo quando não causando danos aos cultivos, o acompanhamento 
dos parasitas é fundamental nos cultivos. 

Entre os ciliados encontrados, destacaram-se os do tipo 
Ancistrocoma, os quais são encontrados na glândula digestiva de ostras, 
geralmente considerados não patogênicos (Bower et al. 1994). Nas 
lâminas analisadas, mesmo no caso em que foi encontrada grande 
quantidade do ciliado, não se observou nenhuma alteração microscópica 
no tecido ou infiltração hemocitária. O único efeito da presença do 
protozoário foi a oclusão ou interferência desses no lúmen do túbulo 
digestivo. O mesmo foi observado por Cáceres-Martínez et al. (2010) 
em estudos com a espécie Crassostrea corteziensis no México. Uma 
maior prevalência do protozoário foi encontrada nas ostras manejadas. 
Provavelmente essas ostras ficaram mais suscetíveis à entrada desse 
protozoário. Cabe ressaltar, que durante períodos de estresse, algumas 
funções de defesa das ostras, como a produção de espécies reativas de 
oxigênio, fagocitose e mesmo a migração dos hemócitos são inibidas 
durante a aplicação do distúrbio mecânico, o que pode providenciar uma 
oportunidade para certos patógenos se desenvolverem e se acumularem 
nos tecidos das ostras (Lacoste et al. 2002,  Mydlarz et al. 2006). Ainda, 
Lacoste et al. (2001) demonstraram que moluscos estressados 
mostraram aumento na susceptibilidade a infecções por bactérias. 

Durante os meses de coleta, as prevalências do ciliado foram 
estatisticamente semelhantes, no entanto os meses de inverno 
apresentaram valor de p = 0,0550. Com esse valor, pode-se deduzir que 
há certa influencia da temperatura da água nas ostras manejadas nos 
meses de temperatura mais baixas, tendo prevalências de 31,7% do 
patógeno em relação às manejadas no período de verão, com 
prevalências de 16%. Um aumento no número amostral talvez possa 
evidenciar essa diferença. 
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Outro ciliado observado foi o protozoário Sphenophrya-like. Esse 
ciliado costuma ocorrer nas brânquias, palpos e manto nos moluscos 
(Bower et al. 1994). No presente estudo foram os protozoários de 
maiores prevalências. Diferentes morfologias desse ciliado foram 
observadas. Alguns deles pareciam atacar os filamentos, pois se 
observava uma conformação atípica das células ao redor de onde o 
patógeno estava aderido. Alguns indivíduos foram observados entre os 
filamentos branquiais, porém sem causar conformação nas células 
circundantes. Pareciam estar em forma livre, apenas ancorados entre os 
filamentos. Essas morfologias talvez correspondam a diferentes estágios 
de desenvolvimento da mesma espécie de Sphenophrya sp. (Cáceres-
Martínez et al. 2010).  

A prevalência de Sphenophrya-like também foi influenciada pelo 
manejo e uma relação temporal também foi constatada.  As ostras 
manejadas nos meses de águas quentes tiveram prevalência de 62% do 
ciliado enquanto ostras manejadas nos meses de águas mais frias 
tiveram prevalência de 28,3% do ciliado (p = 0,0002). Pontinha (2009), 
estudando ostras Crassostrea gigas no município de Florianópolis, 
observou o oposto: maiores prevalências do patógeno em meses de 
águas frias. Para o mesmo município, da Silva et al. (2011a) observaram 
prevalências de 12,5% dos ciliados nas brânquias de C. gigas, nos meses 
de verão. No Brasil, também foi observada a presença se Sphenophrya 
sp. em ostras C. rhizophorae, no litoral da Bahia, com prevalência em 
torno de 2%, ainda os autores citam a formação de xenomas - hipertrofia 
celular devido ao acúmulo de parasitas dentro das células do epitélio 
branquial do hospedeiro, associando a presença de Sphenophrya sp. 
(Boehs et al. 2009) 

O protozoário dos oócitos, não identificado, foi encontrado em 
baixas prevalências, sem influência do manejo. Da Silva et al. (2011) 
encontraram prevalências de 2,5% em Crassostrea gigas no litoral 
catarinense. Esse parasita é muito semelhante ao encontrado no presente 
estudo, porém técnicas mais aprimoradas precisam ser feitas para 
identificação da espécie. Poucos oócitos parasitados foram observados, 
esses aparentemente sem causar danos às gônadas. Foi observada a 
presença de vários vacúolos, como cistos parasitando os oócitos.  

A alteração observada em alguns indivíduos foi uma hipertrofia 
dos gametas. Oócitos, espermatozóides e células germinativas 
hipertrofiadas têm sido observados em várias espécies do gênero 
Crassostrea (García et al. 2006). No estudo não foi possível caracterizar 
qual tipo celular estava hipertrofiado, pois em todos os indivíduos que a 
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alteração foi encontrada em indivíduos com gônadas vazias, não sendo 
possível determinar qual o gameta. 

A hipertrofia dos gametas tem sido atribuída à infecção por um 
vírus do tipo Papillomavirus (García et al. 2006, Bower 2009). Não tem 
sido associada mortalidade ou alterações teciduais com a hipertrofia e 
nossos resultados concordam com essas observações. Pontinha (2009) 
estudando a mesma espécie no litoral catarinense encontrou prevalências 
de 1,4%, valor similar ao encontrado, enquanto Sabry et al. (2011), na 
mesma região e mesma espécie encontraram prevalência de 3,3% de 
células masculinas hipertrofiadas. Nos EUA, Winstead et al. (2004) 
encontraram prevalências menores que 1% em Crassostrea  virginica. 
Choi et al. (2004) encontraram prevalências de até 7,7% em ostras C. 
gigas cultivadas na Coréia.  

Podemos concluir, através dos resultados obtidos no estudo, que 
o manejo não influencia a sobrevivência e a contagem total de 
hemócitos. Todovia, a prevalência de patógenos, como os protozoários 
Sphenophrya-like e Ancistrocroma-like, assim como a expressão da 
proteína HSP70 são influenciadas pela prática de manejo.  
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