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Infeccdo e potencial zoonotico de Perkinsus beihaiensis e Nematopsis sp. em ostras

Crassostrea spp. no litoral da Bahia

RESUMO

O estado da Bahia apresenta uma extensa faixa litordnea, com varios estuarios e baias, que favorecem o
estabelecimento de cultivos de moluscos bivalves. Para essa atividade, é necessario conhecer a biologia e
a ecologia das espécies, assim como de organismos associados a estes, alguns dos quais podem causar
enfermidades e consequentemente prejuizos a atividade de cultivo. Dentre os patdgenos de moluscos
bivalves estdo os protozoarios dos géneros Perkinsus Levine, 1978 (Perkinsozoa) e Nematopsis
Schneider, 1892 (Apicomplexa), sendo que o primeiro pode causar mortalidades em massa. Neste estudo
teve-se por objetivos: (1) identificar as espécies nativas de ostras no estado da Bahia; (2) verificar a
presenca de Perkinsus em cada espécie, assim como a sua prevaléncia, intensidade de infec¢do e a
correlacdo com a salinidade e (3) avaliar as alteracdes causadas por Perkinsus beihaiensis e Nematopsis
sp. em camundongos Swiss (Mus musculus), via infeccdo experimental, para avaliagdo do potencial
zoonotico desses protozodrios. Para o primeiro objetivo, foram coletadas 320 ostras em 12 estagdes
amostrais no centro-sul da Bahia, em bancos naturais de ostras, estruturas artificiais e em cultivos. A
identificacdo foi feita com uso das ferramentas moleculares PCR, PCR-RFLP, sequenciamento de DNA e
analise filogenética. Exceto pelo tamanho, ndo foram observadas diferengas morfoldgicas entre as
espécies. As analises genéticas evidenciaram a presenca de duas espécies de ostras na regido: Crassostrea
rhizophorae e C. gasar (= C. brasiliana). Para o segundo objetivo, 240 ostras Crassostrea spp. foram
coletadas em oito locais do litoral sul da Bahia. As amostras foram submetidas ao cultivo Meio Fluido de
Tioglicolato de Ray (RFTM), técnica histolégica, PCR e sequenciamento de DNA. Perkinsus beihaiensis
foi detectada nas duas espécies de ostras, com prevaléncia média de 82,8% via analise histol6gica e de
65,2% via RFTM em C. rhizophorae e de 70,5% e 35,7%, respectivamente, em C. gasar. A prevaléncia
mais baixa foi observada em C. gasar e esta pode ter sido influenciada pelo héabitat e pela salinidade. Em
ambas as espécies, este patdgeno localizou-se principalmente no epitélio gastrico e intestinal, onde
ocasionou, em casos de infeccdo severa, reacdo hemocitaria. Tanto a prevaléncia quanto o nivel de
infeccdo estiveram positivamente correlacionados com a salinidade (r = > 0,8; p<0,05), que variou de 18
a 36%o, considerando-se todos os locais. Para avaliar os possiveis efeitos de P. beihaiensis e de
Nematopsis sp. no humano, foi realizado um bioensaio com camundongos Swiss. Foram preparados pools
da ostra C. rhizophorae, que foram submetidos a digestdo péptica e depois inoculados nos camundongos
por via intraperitoneal. Foram utilizados trés grupos (G1-G3) com oito animais cada, que foram
eutanasiados em intervalos de 15 (G1), 30 (G2) e 45 (G3) dias ap6s a inoculacdo, sendo que do total, 6
animais eram o controle. Os camundongos foram monitorados durante todo 0 experimento quanto a sinais
clinicos. Foram coletadas amostras de tecidos de varios 6rgaos, que foram analisados via histologia,
RFTM e por ferramentas moleculares. Nos animais inoculados observou-se alteracdo de peso do bacgo e
do figado, além da presenca de nddulos, principalmente no figado. Na analise microscopica por RFTM
evidenciou-se P. beihaiensis, com prevaléncia de até 100% em alguns animais. Esse patégeno foi
associado a alteragbes nos nddulos linfoides do intestino (Placas de Peyer). Oocistos de Nematopsis sp.
foram observados no figado, causando infiltrado inflamatério. Os resultados sugerem um potencial
zoonGtico de ambos os patégenos. Com base nisso, recomenda-se monitoramentos costeiros mais
frequentes e atencdo para a qualidade sanitéria das ostras para 0 consumo humano.

Palavras-chave: Apicomplexa; bioensaio; moluscos; Mus musculus; Perkinsiose; potencial zoon6tico;
salide humana.
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Infection and zoonotic potential of Perkinsus beihaiensis and Nematopsis sp. in oysters

Crassostrea spp. on the coast of Bahia

ABSTRACT

The State of Bahia has an extensive coastline, with several estuaries and bays, which favor the
establishment of cultivation of bivalve molluscs. For this activity, it is necessary to know the biology and
ecology of the species, as well as organisms associated with them, some of which can cause diseases and
consequently damage to the cultivation activity. Among the bivalve mollusc’s pathogens is the protozoan
Perkinsus Levine, 1978 (Perkinsozoa) and Nematopsis Schneider, 1892 (Apicomplexa), being that the
former can cause mass mortalities. In Brazil, four species of this genus have already been recorded. In this
study, the objectives were: (a) to identify native oyster species in the state of Bahia; (2) to verify the
presence of Perkinsus in each species, as well as their prevalence, infection intensity and correlation with
salinity; and (3) to evaluate the changes caused by Perkinsus beihaiensis and Nematopsis sp. in Swiss
mice (Mus musculus), via experimental infection, in order to evaluate the zoonotic potential of these
protozoa. For the first objective, 320 oysters were collected in 12 sampling stations, in natural oyster
beds, in artificial structures and in crops. Identification was made using the molecular tools PCR, PCR-
RFLP, DNA sequencing and phylogenetic analysis. Except for size, no morphological differences were
observed between species. Genetic analysis revealed the presence of two species of oysters: Crassostrea
rhizophorae and C. gasar (= C. brasiliana). For the second objective, 240 oysters Crassostrea spp. were
collected from eight sites on the south coast of Bahia. Samples were submitted to Ray thioglycollate
culture (RFTM), histological technique, PCR and DNA sequencing. Perkinsus beihaiensis was detected
in both species of oysters, with a mean prevalence of 82.8% via histological analysis and of 65.2% via
RFTM in C. rhizophorae and 70.5% and 35.7%, respectively, in C. gasar. The lowest prevalence was
observed in C. gasar and this may have been influenced by habitat and by salinity. In both species, the
pathogen was mainly located in the gastric and intestinal epithelium, where it caused, in cases of severe
infection, hemocyte response. Both the prevalence and the level of infection were positively correlated
with salinity (r => 0.8, p <0.05), which ranged from 18 to 36%o, considering all sites. To evaluate the
possible effects of P. beihaiensis and Nematopsis sp. on humans, a bioassay was performed with Swiss
mice. Pools of the C. rhizophorae were prepared, which were subjected to peptic digestion and then
inoculated into the mice by intraperitoneal route. Three groups (G1-G3) with eight animals each were
used, which were euthanized at intervals of 15 (G1), 30 (G2) and 45 (G3) days after inoculation, of which
6 animals were the control. Mice were monitored throughout the experiment for clinical signs. Samples of
tissues from various organs were collected, which were analyzed by histology, RFTM and by molecular
tools. In the inoculated animals, it was observed a change in spleen and liver weight, besides the presence
of nodules, mainly in the liver. Microscopic analysis by RFTM revealed P. beihaiensis, with prevalence
of up to 100% in some animals. This pathogen was associated with changes in intestinal lymphoid
nodules (Peyer's patches). Oocysts of Nematopsis sp. were observed in the liver, causing inflammatory
infiltrate. Therefore, the results suggest a zoonotic potential of both pathogens. Based on this, more
frequent coastal monitoring and attention to the sanitary quality of oysters for human consumption is
recommended.

Keywords: Apicomplexa; bioassay; human health; molluscs; Mus musculus; Perkinsiose; zoonotic
potential.
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1. INTRODUCAO

A produgdo mundial de pescado via aquicultura, incluindo moluscos e
outros organismos aquaticos, passou de 32,4 para 66,6 milhGes de toneladas/ano
nos ultimos 22 anos (FAO, 2016). Dentre os moluscos, cultivam-se
principalmente bivalves marinhos. Dentre as espécies ja cultivadas no Pais,
destacam-se ostras, mexilhdes e vieiras (IBGE, 2014).

Crassostrea rhizophorae (Guilding, 1828) e C. gasar (= C. brasiliana)
(Lamarck, 1819) sdo ostras nativas da costa brasileira. A primeira, denominada
de ostra-do-mangue, ocorre desde o sul do Caribe até a costa do Uruguai e esta
presente em toda a costa brasileira (RIOS, 2009). Essa espécie fixa-se sobre
substratos consolidados, incluindo rochas, mas seu habitat preferencial é sobre as
raizes do mangue vermelho Rhizophora mangle L. (NASCIMENTO, 1983). Ja
C. gasar, a “ostra de fundo” (LEGAT et al., 2017) ¢ também comumente
encontrada sobre substratos consolidados ou nas raizes do mangue em regides
mais rasteiras, isto €, em niveis de maré mais baixos ou no sublitoral. Apresenta
tamanho maior em relacdo a C. rhizophorae, crescendo até 19 cm de altura de
concha (LAZOSKI et al., 2011) e também melhor desempenho (crescimento) em
cultivo (PEREIRA et al., 2003).

As ostras, assim como 0s demais bivalves, possuem habito filtrador como
modo de captacdo de particulas para obter alimentos. Em C. rhizophorae, esse
mecanismo permite a filtracdo de cerca de cinco litros de &gua por hora
(BARROS et al., 2005), agua esta que pode conter protozoarios e outros
organismos patogénicos (PEREIRA et al., 2006) de veiculacdo hidrica e
alimentar, que podem conduzir a um estado de doenca ou enfermidade tanto o
bivalve quanto o consumidor.

A ocorréncia de patégenos em moluscos bivalves pode ser um fator
inibidor para a producdo, pois estes podem causar recorrentes mortalidades e
consequentemente perdas na producdo (BOWER et al., 1994), representando um
fator limitante tanto para a manutencdo do cultivo, bem como a comercializagéo

desses produtos.
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Os principais agentes patoldgicos em bivalves de interesse econémico
incluem representantes de virus, bactérias, fungos, protozoarios e metazoarios
(BOEHS et al., 2012). Entre os grupos mencionados, 0s protozoarios sdo 0s mais
relevantes, devido aos danos aos bivalves (BOWER et al., 1994; VILLALBA et
al., 2011) .

Protozoarios do género Perkinsus (Phylum Perkinsozoa) sdo responsaveis
por danos e mortalidades em moluscos bivalves em diversas partes do mundo
(VILLALBA et al., 2011). Assim, das sete espécies descritas e reconhecidas no
género, quatro ja foram registradas no pais: P. marinus, P. olseni, P. beihaiensis
e P. chesapeaki, sendo as duas primeiras de declaracdo obrigatoria a Organizacao
Mundial da Saude Animal (World Animal Health Organization = Office
International des Epizooties - OIE). Os estudos no Brasil sobre esse patdgeno
foram realizados apenas na ultima década. Estes permitiram, além de identificar
as espécies presentes e principais hospedeiros, a obtencédo de informacdes sobre
as prevaléncias, os niveis de infeccdo, assim como conhecer alguns aspectos da
ecologia do patdgeno.

O género Nematopsis (Apicomplexa) engloba protozoarios parasitos
intrahemociticos, tendo como forma infectante a fase de vida de oocisto; ja foi
relatado em diversas regides do mundo parasitando diversas espécies de bivalves
de interesse econdmico, que utiliza os moluscos bivalves como hospedeiros
intermediarios, completando o seu ciclo de vida no trato digestivo de crustaceos
(LAUCKNER, 1983).

Apesar de ambos o0s protozoarios (Perkinsus e Nematopsis sp.) tendo sido
relatados ha alguns anos, alguns aspectos ainda necessitam ser elucidados, sendo

um deles o potencial zoonético.

Esta tese esta apresentada em quatro capitulos, conforme sumarizado
abaixo:
Capitulo 1 - Reviséo Bibliogréafica

Nessa sessdo, teve-se por objetivo revisar as informacgdes disponiveis na

literatura sobre os indices de producédo via aquicultura, aspectos sobre as ostras
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do género Crassostrea e infeccdo pelos patogenos Perkinsus e Nematopsis.
Nessa sessdo também foram abordados os registros de Perkinsus spp. no mundo

e no Brasil e seus impactos sobre o cultivo de moluscos.

Capitulo 2 - Ostras do género Crassostrea Sacco, 1897 no estado da Babhia,
Brasil

Nesse capitulo, foram identificadas as espécies de ostras ocorrentes na
costa da Bahia, utilizando-se ferramentas moleculares (PCR, PCR-RFLP) e

analises filogenéticas.

Capitulo 3 - Perkinsus beihaiensis (Perkinsozoa) em ostras do Litoral Sul
Bahia

Esse capitulo relata a ocorréncia de Perkinsus beihaiensis nas ostras
Crassostrea rhizophorae e C. gasar (= C. brasiliana) entre as latitudes 13°55°S e
15°42°S do litoral da Bahia. Aborda também aspectos de patogenia, niveis de
infeccdo, prevaléncias e correlacdo com a salinidade. Para tais avaliac6es, foram
utilizadas técnicas histologicas, meio de cultura em tioglicolato de Ray e

ferramentas moleculares.

Capitulo 4 - Avaliacdo do potencial zoondtico de Perkinsus beihaiensis e
Nematopsis sp. em Mus musculus

Nesse estudo, teve-se por objetivo verificar a infeccdo causada por
Perkinsus beihaiensis e por Nematopsis sp. em camundongos Swiss (Mus
musculus) via ensaio biologico por inoculacdo intraperitonial. Para tal, foram
analisadas alteracbes macro e microscopicas causadas pela inoculacdo dos
parasitos e propostos intervalos de tempo de experimentagcdo para avaliacdo da

infeccéo.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar a infeccdo natural de Perkinsus beihaiensis em ostras Crassostrea

spp. e experimental deste e de Nematopsis sp. em camundongos Swiss.

Objetivos Especificos

v

<N N X AN

<\

Identificar as espécies de ostras do género Crassostrea no litoral centro-
sul da Bahia;

Verificar os locais de ocorréncia das espécies das ostras;

Comparar, através de filogenia, as espécies de ostras ocorrentes na costa
da Bahia com os registros anteriores no Brasil e mundo;

Detectar a presenca do patdgeno Perkinsus em ostras da regido;

Verificar sinais macroscopicos relacionados a presenca deste patogeno;
Identificar a(s) espécie(s) de Perkinsus nas ostras da regido;

Comparar a prevaléncia da (s) espécie (s) identificada (s) nas ostras
Crassostrea rhizophorae e C. gasar;

Comparar os niveis de infeccdo de P. beihaiensis em cada uma das
espécies;

Estabelecer correlacdo entre a salinidade e a prevaléncia/ niveis de
infeccdo de P. beihaiensis;

Verificar alteracGes macroscopicas em 6rgédos internos de camundongos
Swiss infectados experimentalmente por P. beihaiensis e por Nematopsis
sp.;

Verificar alteracBes microscopicas em 0Orgdos internos de camundongos
Swiss por ambo os patdgenos;

Verificar respostas imunes associadas a infec¢do por P. beihaiensis e por
Nematopsis sp;

Verificar o potencial zoonoético de P. beihaiensis e de Nematopsis sp. para
0 humano;

Determinar intervalos experimentais como modelo para o humano.
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Producéo de bivalves no Brasil

O cultivo de organismos aquéaticos (Aquicultura) é uma atividade
sustentavel, pois, aléem de aumentar a oferta de proteinas para as populacdes
humanas, contribui para a preservagdo dos estoques naturais de moluscos, peixes
e crustdceos na medida em que reduz o extrativismo desses recursos (BUYS,
2007).

A producdo mundial de pescados via aquicultura, incluindo moluscos e
outros organismos aquaticos no mundo, cresceu em meédia 8,6% ao ano em 22
anos, passando de 32,4 para 66,6 milhdes de toneladas/ano. O Brasil atualmente
ocupa a 122 posicédo na producdo mundial, havendo perspectivas, segundo a Food
and Agriculture Organization of the United Nations (Organizacdo das Nacoes
Unidas para Agricultura e Alimentacdo = FAO) (FAO, 2016) de figurar entre 0s
cinco maiores produtores nesse setor até 2020, o que se deve, segundo essa
organizacdo, a investimentos para melhorar a qualidade dos animais cultivados.

A malacocultura (cultivo de moluscos) se concentra mundialmente em um
pequeno grupo de espécies de moluscos bivalves, que incluem pectinideos,
ostreideos, mitilideos e venerideos (LAUCKNER, 1983), o que também ocorre
no Brasil (BOEHS et al., 2012), onde as espécies de maior interesse econdmico
sdo os mariscos Perna perna (Linnaeus, 1758), Mytella guyanensis (Lamarck,
1819) e Mytella falcata (Orbigny, 1846), a lambreta Lucina pectinata (Gmelin,
1791) (Lucinidae), o moapem Tagelus plebeius (Lightfoot, 1786), 0 magunim ou
berbigdo Anomalocardia brasiliana (Gmelin, 1791), a vieira Nodipecten nodosus
(Linnaeus, 1758) e as ostras Crassostrea gigas (Thunberg, 1795), a ostra-do-
Pacifico, Crassostrea rhizophorae (Guilding, 1828), a ostra-do-mangue e C.
gasar (C. brasiliana), a ostra de fundo (LEGAT et al., 2017). Recentemente, no
estado de Santa Catarina esta sendo cultivada experimentalmente também Pteria
hirundo (Linnaeus, 1758) (Pteriidae). Exceto C. gigas, todas as outras espécies
mencionadas sdo nativas do territdrio brasileiro.

O Brasil possui mais de 8.000 km de faixa litoranea, 12% das reservas de
agua doce do planeta, mais de dois milhdes de hectares de manguezais e grande

potencial para os diversos tipos de cultivo (FAO, 2012). O estado da Bahia
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apresenta um extenso litoral, de cerca de 1.100 km, o maior dentre os estados
brasileiros e ao longo de sua costa encontram-se diversos estuarios, distribuidos
ao longo de 40 bacias hidrograficas, cujo encontro de &guas continentais e

marinhas, gera riquezas inestimaveis (TELES; SAITO, 2009).

Ostras do género Crassostrea no Brasil

O Phylum Mollusca é o segundo maior grupo em nimero de espécies
(cerca de 100 mil espécies) do Reino Animalia, sendo a Classe Bivalvia a de
maior expressdo econdémica dentro do filo (BOEHS et al., 2012). Essa classe
engloba organismos comumente sésseis e cosmopolitas, sendo grande parte das
espécies euritérmica, suportando variacGes de temperatura entre 5 e 30°C, mas
com faixa 6tima de temperatura entre 21 e 28°C (NEHRING, 2006). Os bivalves
séo fisiologicamente sensiveis a poluicdo organica e quimica, a eutrofizacéo e a
colmatacdo, porém, resistentes a tais impactos devido a sua habilidade de
adaptacdo ecolégica (FERREIRA; MAGALHAES, 2002; NEHRING, 2006).

Ostras do género Crassostrea Sacco, 1897 possuem valvas relativamente
finas, com a concha direita maior e escavada e a esquerda encaixada nesta e nas
proximidades da margem dorsal das valvas. Observa-se a cicatriz muscular
desenvolvida pela existéncia do musculo adutor (RIOS, 2009). Como os demais
bivalves, sdo filtradoras, alimentando-se principalmente de fitoplancton, bem
como de bactérias, protozoéarios e de larvas de outros invertebrados presentes no
plancton, alem de particulas organicas presentes em suspensdo (FERREIRA,;
MAGALHAES, 2002; NEHRING, 2006). As particulas rejeitadas como alimento
podem refluir para a parte posterior direita das branquias e entdo sdo eliminadas
na forma de pseudofezes (GALTSOFF, 1964).

As ostras desse género sdo hermafroditas sequenciais protandricas, que
dispersam seus gametas diretamente na agua, sem incubacgdo prévia, ocorrendo
fertilizagdo e ontogénese na coluna d’agua, condi¢do que dura de duas a quatro
semanas, seguido pela fixacdo em substrato consolidado, onde os juvenis
peladgicos planctotroficos realizam  metamorfose (GALTSOFF, 1964;
VILLARROEL et al., 2004; NEHRING, 2006). Segundo Nehring (2006), 6rgéos
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especificos conferem as larvas capacidade livre natante e a dispersdo destas pode
ser realizada de forma ativa através da natacdo, embora ocorra de forma passiva a
favor da corrente. A maturidade sexual dessas ostras € alcancada com
aproximadamente 30 mm de altura (LENZ; BOEHS, 2011).

Na costa brasileira sdo encontradas duas espécies de ostras nativas desse
género: C. rhizophorae e C. gasar (= C. brasiliana) e a exdtica C. gigas,
cultivada no estado de Santa Catarina. Crassostrea rhizophorae (Guilding,
1828), comumente denominada de ostra-do-mangue (Figuras 1A e 1B), ocorre
desde o sul do Caribe até a costa do Uruguai, estando presente em toda a costa
brasileira (RIOS, 2009). Essa espécie fixa-se sobre substratos consolidados,
incluindo rochas, mas seu habitat preferencial € sobre as raizes do mangue
vermelho Rhizophora mangle L. (NASCIMENTO, 1983), planta halofita que
ocupa a regido entremarés (RI1OS, 2009). Assim como as demais espécies desse
género, C. rhizophorae é hermafrodita sequencial protandrica e ovulipara (com
fertilizacdo externa em meio aquatico), cujas larvas fixam-se sobre o substrato
apoOs aproximadamente duas semanas, ocasido em que sofrem metamorfose
(ALVES; MAGALHAES, 2010; LENZ; BOEHS, 2011). Em estagio adulto, a
concha atinge tamanho médio de altura de 6,5 cm, com formato variavel e
tonalidade que varia de clara a escura (LAZOSKI et al., 2011).

Crassostrea gasar (Lamarck, 1819) (=C. brasiliana) (Figuras 2A e 2B),
denominada muitas vezes de “ostra de fundo” (LEGAT et al., 2017) ¢ também
comumente encontrada sobre substratos consolidados ou nas raizes do mangue
em regides mais rasteiras, isto €, em niveis de maré mais baixos ou no sublitoral.
Apresenta tamanho maior em relacdo a C. rhizophorae, crescendo até 19 cm de
altura de concha (LAZOSKI et al., 2011) e também melhor desempenho
(crescimento) quando cultivada em relacdo a esta (PEREIRA et al., 2003).
Conforme Nascimento (1991), a cicatriz muscular em C. gasar apresenta-se
geralmente em tom azul ou castanho, enquanto que em C. rhizophorae, esta €

geralmente ndo pigmentada.



Figura 1. Valvas de Crassostrea rhizophorae, sendo: a esquerda: valva direita,
vista externa e a direita, valva esquerda, vista interna.

Figura 2. Valvas de Crassostrea gasar (= C. brasiliana), sendo: a esquerda:
valva direita, vista externa e a direita, valva esquerda, vista interna.
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Até meados da década de 1970, baseado apenas em caracteristicas
morfoldgicas, C. rhizophorae e C. gasar eram consideradas a mesma espécie.
Entretanto, segundo Ignacio et al. (2000), caracteristicas externas nao sdo
confidveis em termos de identificacdo dessas espécies, visto que apresentam alta
plasticidade da concha, isto é, a morfologia desta varia de acordo com as
condicdes ambientais e isso pode dificultar a identificacdo, sendo mais indicado,
para esse fim, o uso de analises moleculares como ferramentas confirmatdrias.

A identificacdo genética de ostras do género Crassostrea tem sido
realizada com primer 16S rDNA e posterior digestdo com enzimas de restricao,
principalmente Hae Il (PIE et al., 2006). As enzimas de restricdo sao
responsaveis por “cortar” regides especificas do DNA, por isso também sdo
denominadas de “tesouras inteligentes”. A diferenciagdo das espécies permite a
construcao de bancos de dados que possibilitem o estudo evolutivo e ecoldgico,
bem como o manejo adequado para 0 uso com sucesso em cultivos com fins de
alimentacdo e comercial (ALMEIDA et al., 2014).

Parasitismo

As ostras, assim como 0s demais bivalves, possuem habito filtrador como
modo de alimentagdo. Na ostra C. rhizophorae, por exemplo, cerca de cinco
litros de agua sdo filtrados por hora, podendo ocorrer a retencdo de 75% das
bactérias presentes no ambiente (BARROS et al., 2005), bem como a ingestéo de
particulas em suspensdo, que podem conter estes ou outros microrganismos
patogénicos (PEREIRA et al., 2006).

O parasitismo pode levar o bivalve a um estado de enfermidade (doencga),
que segundo Kinne (1983), pode ser definida como um desvio negativo,
funcional e/ou estrutural, do estado normal, de saldde de um organismo,
ocasionando a reducdo do seu potencial ecolégico em termos de sobrevivéncia,
crescimento, obtencdo de energia, resisténcia ao estresse, capacidade de
competicdo e reproducdo. A doenca pode causar, também, alteracGes
imunoldgicas e fisiolégicas (MORLEY, 2010). De acordo com Bower et al.

(1994), as doengas em moluscos bivalves de interesse econd0mico podem causar
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recorrentes mortalidades e consequentemente perdas na producéo, representando
um fator limitante para o cultivo e a comercializagdo desses organismos.

Segundo revisdo de Boehs et al. (2012), para a costa brasileira, 0s
patdgenos ja registrados em bivalves marinhos sdo pertencentes aos seguintes
grupos de seres vivos: bactérias, fungos, protozoarios (Apicomplexa, Ciliophora,
Microspora e Perkinsozoa) e metazoarios (Cestoda, Copepoda, Pinnotheridae,

Polychaeta, Trematoda Digenea e Turbellaria).

Patdgenos de moluscos de notificacdo obrigatoria

Atualmente, a Organizagédo Internacional de Epizootias (OIE) considera, em
nivel mundial, sete espécies de parasitos de declaracdo obrigatoria para os
moluscos bivalves: Herpesvirus, Xenohaliotis californiensis, Bonamia ostreae,
Bonamia exitiosa, Marteilia refringens, Perkinsus marinus e Perkinsus olseni,
sendo os cinco Ultimos protozoéarios (OIE, 2011). Dos patdgenos supracitados, 0s
protozoarios sdo os de maior gravidade para os moluscos, ocasionando prejuizos
significativos aos cultivos, bem como as populaces naturais (GUENN, 2006;
MORLEY, 2010).

O protozoario Perkinsus

O género Perkinsus Levine, 1978 engloba espécies responsaveis por
mortalidades em massa em moluscos bivalves em diversas partes do mundo
(VILLALBA et al., 2011), incluindo ostras, vieiras, mexilhdes e outros bivalves
de interesse econdmico cultivados, inclusive no Brasil (SABRY et al., 2009;
BRANDAO et al., 2013; DA SILVA et al., 2013; QUEIROGA et al., 2013;
SABRY et al., 2013; FERREIRA et al., 2015; LUZ; BOEHS, 2016; PINTO et
al., 2016; DA CUNHA, 2016). Além dos bivalves, esse patogeno pode também
afetar algumas espécies de gastropodes (PETTY, 2010).
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1 - Histdrico e aspectos de taxonomia

Em 1940 no Golfo do México e na Louisiana, costa atlantica dos Estados
Unidos, eventos de mortalidade frequente comecaram a ser observados em
populacOes de ostras. Por varios anos, as perdas e 0 comprometimento sanitario
desses animais foi atribuido a poluicdo por éleo, fato recorrente nessas areas
naquela época (MACKIN et al., 1950; LAUCKNER, 1983). Com as perdas
econdmicas, foram feitas pesquisas mais aprofundadas, que levaram a descoberta
e descri¢do de Perkinsus, sendo este inicialmente classificado como um fungo e
denominado de Dermocystidium marinum (MACKIN et al., 1950). Em
decorréncia, a enfermidade recebeu o nome de “Dermo”, termo ainda utilizado
por alguns pesquisadores.

A posicdo taxondmica desse protozoario sofreu diversas mudancas nas
décadas seguintes, sendo que em 1978, Perkinsus marinus foi estabelecido na
classe Perkinsea (LEVINE, 1978) no filo Apicomplexa, baseado na descoberta
da presenca de uma estrutura conoide apical (PERKINS, 1976), também presente
nos demais integrantes do grupo Apicomplexa. Porém, apds estudos
morfoldgicos e moleculares, observou-se que esse protozoario também possui
caracteristicas dos dinoflagelados, tendo sido constatado ser este mais préximo
geneticamente deste grupo (FONG et al., 1993; GOGGIN; BARKER,1993).

Norén et al. (1999) entdo sugeriram a criacdo do filo Perkinsozoa para
agrupar, além de Perkinsus, outros alveolados (grupo que inclui dinoflagelados,
ciliados e apicomplexos) com caracteres tanto dos apicomplexos quanto dos
dinoflagelados (VILLALBA et al.,, 2011). Ja Cavalier-Smith e Chao (2004)
propuseram agrupar os apicomplexos e os dinoflagelados junto com outros
protozoarios muito proximos evolutivamente no filo Myzozoa, de forma que,
nessa classificagdo, Perkinsus estaria muito proximo evolutivamente aos
dinoflagelados. De acordo com essa classificagdo, o género Perkinsus ficaria
incluido na Ordem Perkinsida, Classe Perkinsea, Infraphylum Protalveolata,

Subfilo Dinozoa, Filo Myzozoa.
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2 - Especies descritas

Sete espécies sdo conhecidas até 0 momento, sendo elas:
e Perkinsus marinus (MACKIN et al., 1950)
e Perkinsus olseni (= P. atlanticus) (LESTER e DAVIS, 1981)
e Perkinsus qugwadi (BLACKBOURN et al., 1998)
e Perkinsus chesapeaki (= P. andrewsi) (MCLAUGHLIN et al.,

2000)

e Perkinsus mediterraneus (CASAS et al., 2004)
e Perkinsus honshuensis (DUNGAN; REECE, 2006)
e Perkinsus beihaiensis (MOSS et al., 2008)

Concordando com Abollo et al. (2006), para os dois casos de sinonimia,
conforme o International Code of Zoological Nomenclature (Codigo
Internacional de Nomenclatura Zooldgica), tem prioridade 0 nome mais antigo,
no caso, P. olseni (sobre P. atlanticus) e P. chesapeaki (sobre P. andrewsi).
Conforme j& mencionado anteriormente, P. olseni e P. marinus sdo de

notificacdo obrigatdria a OIE.

2.1 - Perkinsus olseni

Infeccbes por essa espécie foram relatadas pela primeira vez no
gastropode abalons Haliotis ruber Leach, 1814 (LESTER; DAVIS, 1981) na
Australia, onde esse patogeno foi associado a mortalidades nesses moluscos.
Posteriormente, essa espécie foi registrada em outras espécies e locais, como em
Ruditapes decussatus em Portugal (AZEVEDO, 1989), em R. philippinarum
(Adams e Reeve, 1850) na Coréia do Sul (CHOI; PARK, 2010), em Pitar
rostrata (Koch, 1844) no Uruguai (CREMONTE et al., 2005), em Protothaca
jedoensis (Lischke, 1874) na Coréia do Sul (PARK et al., 2006), em Austrovenus
stuchburyi (W. Wood, 1828) na Nova Zelandia (DUNGAN et al., 2007), em
Tridacna crocea Lamarck, 1819 no Vietna (SHEPPARD; PHILLIPS, 2008) e em
R. decussatus no Mediterraneo espanhol (ELANDALOUSSI et al., 2009). Em

ostras, foi registrada em Crassostrea hongkongensis Lam e Morton, 2003 e em
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C. ariakensis no Sul da China (MOSS et al., 2007). Os trofozoitos (uma de suas
formas parasitarias) de P. olseni apresentam diametro de 13-16 um (LESTER;
DAVIS, 1981).

Perkinsus olseni representa a espécie do género de maior distribuicéo
geografica e incidéncia em hospedeiros (VILLALBA et al., 2004, 2011). Essa
espécie esta associada a alta mortalidade de ostras e outros bivalves no
Hemisfério Norte (VILLALBA et al., 2011).

2.2 - Perkinsus marinus

Perkinsus marinus tem sido associado & alta mortalidade de ostras,
principalmente durante o verdo e por isso € considerado de alta patogenicidade
guando em temperaturas e salinidades adequadas para a sua proliferacédo
(VILLALBA et al., 2011).

Essa espécie ja foi relatada na Baia de Delaware, Chesapeake, costa
atlantica do Estado de Lousiana nos Estados Unidos e no Golfo do México
(BOWER et al., 1994; VILLALBA et al., 2004) na ostra americana Crassostrea
virginica (Gmelin, 1791) assim como em C. gigas, a ostra japonesa
(ENRIQUEZ-ESPINOZA et al., 2010). No México, P. marinus foi registrada na
ostra nativa Crassostrea corteziensis (Hertlein, 1951) (CACERES-MARTINEZ
et al., 2008) e na ostra Saccostrea palmula (Carpenter, 1875) (CACERES-
MARTINEZ et al., 2012). Além das ostras, este também j& foi encontrado no
bivalve Mercenaria mercenaria (Linnaeus, 1758) na Florida, Estados Unidos
(MCCOQY, 2005).

Nos ultimos anos, P. marinus continua causando efeito devastador nas
populacdes de ostras do Atlantico Norte e no Golfo do México. Como medida de
controle, outras espécies de ostras foram introduzidas nessas baias para substituir
C. virginica, como C. ariakensis, proveniente da China (MOSS et al., 2008).
Essa ultima ostra foi escolhida por apresentar melhor crescimento, mais
resisténcia a este protozoadrio, assim como a outros parasitos como
Haplosporidium nelsoni. Por isso tem sido vista como nova opgao para resolver
as perdas sofridas (MOSS et al., 2008).
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2.3 - Perkinsus chesapeaki

Perkinsus chesapeaki foi registrada pela primeira vez em Mya arenaria
(Myidae) (MCLAUGHLIN et al., 2000) e posteriormente na ostra Crassostrea
virginica (BURRESON et al., 2005; IFREMER, 2009), ambos 0s registros nos
Estados Unidos. Mais recentemente, foi observada em Cerastoderma edule na
costa Mediterranea da Espanha (CARRASCO et al.,, 2014), em Ruditapes
philippinarum na costa Galicia na Espanha (RAMILO et al., 2016) e em C.
rhizophorae na costa do Nordeste do Brasil (DANTAS-NETO et al., 2016). Ha

pouca informacéo sobre as caracteristicas morfologicas dessa espécie.

2.4 - Perkinsus mediterraneus

Essa espécie foi observada na ostra Ostrea edulis na Espanha (CASAS et
al., 2004) e mais recentemente nos bivalves Arca noae, Mimachlamys varia e
Chamelea gallinana, também na Espanha (VALENCIA et al., 2014), em Ostrea
edulis na Itdlia e na Espanha (RAMILO et al., 2015) e em Venus verrucosa na
Espanha (RAMILO et al., 2015).

2.5 - Perkinsus honshuensis

Encontrada no Japédo infectando Ruditapes philippinarum (DUNGAN;
REECE, 2006) e mais recentemente foi observada em R. variegatus na Coréia do
Sul (KANG et al., 2016).

2.6 - Perkinsus qugwadi

Foi registrada infectando apenas a vieira japonesa Patinopecten yessoensis
no Canadd (BLACKBOURN et al., 1998). A validade dessa espécie dentro do
género tem sido questionada e muito discutida, pois ndo é possivel detecta-la
através do método de cultivo Meio Fluido de Tioglicolato de Ray (RFTM) e
também via regido ITS (espacador interno transcrito) do DNA comum entre as
outras espécies (CASAS et al., 2002). Até 0 momento, sO se tem registro dessa
espécie na regido de British Columbia, no Canada, e acredita-se que esse

isolamento a tenha tornado geneticamente diferente das demais espécies
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conhecidas (FERNANDEZ; PEREZ, 2008), tornando-se inviavel a deteccdo

através de RFTM e do primer para 0 género.

2.7 - Perkinsus beihaiensis

E a espécie mais nova do género e foi registrada por Moss et al. (2008)
nas ostras Crassostrea hongkongensis e C. ariakensis no Sul da China, nas
provincias de Fujan a Guangxi, Sanil et al. (2012) relataram essa espécie em C.
madrasensis da India. No Brasil, essa espécie foi observada no Estado do Ceara,
na regido de Fortaleza, na ostra C. rhizophorae por Sabry et al. (2013) e em
Anomalocardia brasiliana (FERREIRA et al., 2015) também nesse local, e em C.
rhizophoae (LUZ; BOEHS, 2016; LUZ et al., 2017) e em C. gasar (= C.
brasiliana) na Bahia (LUZ et al., 2017).

Perkinsus na América do Sul e no Brasil

Das sete espécies do género Perkinsus, quatro foram observadas no Brasil
(P. marinus, P. olseni, P. beihaiensis e P. chesapeaki), sendo duas de declaragéo
obrigatoria (P. marinus e P. olseni). O resumo da ocorréncia das espécies esta

apresentado na tabela 1.

Perkinsus olseni

A primeira observacdo de uma espécie de Perkinsus na América do Sul foi
realizada, via analises moleculares, por Cremonte et al. (2005) no Uruguai, no
venerideo Pitar rostrata. Essa espécie foi observada posteriormente na Paraiba
por Da Silva et al. (2014), infectando um exemplar da ostra nativa C. gasar

(=brasiliana) também infectada por P. marinus.

Perkinsus marinus

O primeiro relato dessa espécie para a América do Sul foi realizado por
Da Silva et al. (2013) no estado da Paraiba, com prevaléncias acima de 80%, sem
mencdo de ocorréncia de mortalidade. Recentemente, essa espécie foi observada

na costa sul do estado da Bahia em populacGes naturais de C. rhizophorae na
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regido de Camamu (PINTO et al., 2016), no estado do Ceard (DANTAS-NETO
et al., 2016), assim como no sul do Brasil, em Santa Catarina, no municipio de
Séo Francisco do Sul nas ostras C. gigas e C. gasar (DA CUNHA, 2016). O
registro mais recente dessa espécie foi realizado em Sergipe nas ostras C. gasar e
C. rhizophorae (SCARDUA et al., 2017).

Perkinsus beihaiensis

No Brasil, o primeiro registro de Perkinsus sp. foi realizado no estado do
Ceara por Sabry et al. (2009) no Rio Pacoti, em Fortaleza, em populacGes
naturais de C. rhizophorae. Ndo foi observada mortalidade relacionada a
ocorréncia do protozoario. Em um estudo posterior, Sabry et al. (2013)
identificaram, via técnica molecular, o referido protozoario, tratando-se de P.
beihaiensis, que até entdo s6 havia sido observada no litoral sul da China (MOSS
etal., 2008).

No litoral sul da Bahia, Brandédo et al. (2013) observaram Perkinsus sp.
em prevaléncia acima de 50% em ostras Crassostrea rhizophorae, sem
observacdo de mortalidade. Posteriormente, Luz e Boehs (2016), em um estudo
com populagdes naturais e cultivadas de ostras Crassostrea spp., constataram que
nessa regido ha a ocorréncia de P. beihaiensis.

Perkinsus beihaiensis também foi registrada no berbigdo Anomalocardia
brasiliana em dois estuarios no estado do Ceara, em populacBes naturais desse
bivalve (FERREIRA et al., 2015).

Os mais recentes registros dessa espécie ocorreram em Balneario Barra do
Sul, Santa Catarina, na ostra Crassostrea gasar (DA CUNHA, 2016) e em C.
gasar e C. rhizophorae em Sergipe (SCARDUA et al., 2017).

Perkinsus chesapeaki
Essa espécie foi relatada no Estado do Ceara por Dantas-Neto et al. (2016)

na ostra C. rhizophorae, tendo sido o primeiro registro desta na América do Sul.



Tabela 1. Espécies de Perkinsus relatados para a America do Sul.
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Espécie Hospedeiro Local Referéncia Bibliografica
Perkinsus marinus Crassostrea rhizophorae Paraiba Da Silva et al., 2013

Crassostrea gasar Sergipe Da Silva et al., 2014
Crassostrea rhizophorae Bahia Pinto et al., 2016
Crassostrea gasar Paraiba Queiroga et al., 2015
Crassostrea rhizophorae Ceara Dantas-Neto, 2015
Crassostrea gigas e C. gasar Santa Catarina Da Cunha, 2016
Crassostrea gasar e C. rhizophorae Sergipe Scardua et al., 2017

Perkinsus olseni Pitar rostrata Uruguai Cremonte et al., 2005
Crassostrea gasar Sergipe Da Silva et al., 2014
Crassostrea gasar Paraiba Queiroga et al., 2015

Perkinsus chesapeaki Crassostrea rhizophorae Ceara Dantas-Neto et al., 2016
Perkinsus beihaiensis Crassostrea rhizophorae Ceara Sabry et al., 2013

Anomalocardia brasiliana Ceara Ferreira et al., 2015
Crassostrea rhizophorae Bahia Luz e Boehs, 2016
Crassostrea gasar Paraiba Queiroga et al., 2015
Crassostrea rhizophorae Maranhéo Dantas-Neto, 2015
Crassostrea rhizophorae Piaui Dantas-Neto, 2015
Crassostrea rhizophorae Ceara Dantas-Neto, 2015
Crassostrea gasar Santa Catarina Da Cunha, 2016
Crassostrea gasar e C.rhizophorae Sergipe Scardua et al., 2017
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Transmisséo de Perkinsus spp.

A transmissdo de Perkinsus spp. € horizontal (entre individuos) e sem
hospedeiros intermediarios, sendo que o patdgeno apresenta duas fases: a de vida livre
e a parasitaria. A transmissdo por proximidade entre individuos € a forma mais
frequente de transmissdo e foi comprovado atraves de experimento realizado por
Lauckner (1983), no qual ostras saudaveis e ostras doentes foram colocadas juntas,
resultando em 95% de infeccdo, assim como em mortalidade de 50% nas ostras ora
saudaveis. Nesse estudo, o autor comprovou também que ao se depositar fragmentos
de ostras infectadas junto a ostras saudaveis, estas foram contaminadas em um
percentual de 87%, atestando que o patdgeno pode também ser transmitido via
alimento, no momento que o patdgeno passa dos fragmentos para a agua do local,
sendo esta filtrada pelas ostras saudaveis, com aquisi¢cdo do patégeno. Em um estudo
experimental realizado por Park et al. (2010) com R. philippinarum, na Coréia, foi
possivel isolar e identificar P. olseni nas fezes dos animais, comprovando que esta

também é outra maneira de transmissdo do protozoario.

Ciclo de Vida

Todo o ciclo de vida de Perkinsus € infeccioso, sendo caracterizado por trés
fases: trofozoito, hipnésporo e zodsporo (CHOI; PARK, 2010; VILLALBA et al.,
2011) (Figura 3).
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Ciclo de Vida de Perkinsus
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Figura 3. Ciclo de vida de Perkinsus marinus na ostra Crassostrea virginica. Fonte:
Fernandez-Robledo (2015), editado.

O trofozoito é uma célula esférica com vacuolo ocupando grande parte do

volume celular, ocorrendo, geralmente, no tecido conjuntivo e epitelial do hospedeiro

(Figura 4A e 4B). Ap6s o seu amadurecimento, os trofozoitos entram em sucessivas

divisbes por biparticdo, alternando entre cariocinese e citocinese para formar de 4 a 64

células, que ficam envoltas por uma parede, estagio a que se denomina de roseta,

esporangio ou esquizonte. Com o rompimento da parede, ocorre a liberacdo dos

trofozoitos imaturos (aplandsporos), que medem de 2 a 4 pm, que posteriormente terdo

0 seu vacuolo ocupado, assim como na célula progenitora, dando inicio novamente a
essa fase do ciclo (CASAS et al., 2002; CHOI; PARK, 2010; VILLALBA et al.,

2011).
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Figura 4. Perkinsus beihaiensis na ostra Crassostrea rhizophorae, mostrando em A
trofozoito e em B rosetas, indicados, respectivamente, por setas, Barras = 10 um. Fonte: Luz,
2014.

A fase de hipnosporo, também chamada de prezoosporo, pode ser observada
quando tecidos infectados s&o incubados em RFTM. Nessa fase, o parasito apresenta-

se com formato esférico e parede espessa (Figura 5).

Figura 5. Hipnosporo de Perkinsus beihaiensis na ostra Crassostrea rhizophorae em
aumentos de 40x e 10x (figuras A e B, respectivamente). Barras: 25 um, respectivamente.
Fonte: Luz, 2014.

Em meio experimental ou em ambiente natural, quando os hipndsporos estdo
em 4gua salina com temperatura adequada (acima de 20°C), inicia-se a esporulacéo.
Nessa fase ocorrem sucessivas divisdes, formando varios zoosporos envolvidos por

parede celular. Como resultado das indmeras cariocineses e citocineses, ocorre a
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liberacdo dos zodsporos através de uma estrutura chamada de tubo de descarga. Os
zoosporos, que sdo biflagelados e possuem forma elipsoidal, sdo liberados, iniciando
novamente o ciclo do protozoario (CASAS et al., 2002, 2004). Todos 0s aspectos

morfoldgicos mencionados estdo ilustrados na figura 6.

-

Figura 6. Processo de zooesporulagdo (fase Zooesporangio) de Perkinsus olseni. A.
Zooesporangio unicelular mostra o tubo de descarga (seta); B. com 2 células; C. com 4
células; D. em divisdo, correspondente a transicdo entre 4 e 8 células; E. com 8 células; F.
com 16 células; G. com zoospdros moveis; H. Liberacdo dos zoosporos. Fonte: Villalba et al.,
2011, editado.

Sintomas e patogenia da Perkinsiose

A Perkinsiose na ostra americana Crassostrea virginica causada por P. marinus
causa grave emagrecimento, abertura involuntaria das valvas (gaping), aparéncia
palida da glandula digestiva, encolhimento considerdvel dos tecidos, musculo adutor
emacerado, encolhimento do manto e inibicdo no desenvolvimento das gonadas, com
consequente reducdo da capacidade reprodutiva do individuo (MARTINEZ;
YEOMANS, 2001; VILLALBA et al., 2004, 2011).
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A presenca de pustulas esbranquicadas é frequente na superficie das branquias
ou manto de animais altamente infectados por P. marinus e P. olseni, que
correspondem a grandes bolsas de hemdcitos em torno de acumulacBes dos parasitas
(VILLALBA et al., 2011). Em infeccGes mais avangadas causadas por P. olseni, foram
observadas pustulas nas branquias de Ruditapes decussatus e de R. philippinarum
(AZEVEDO, 1989). Na vieira japonesa Patinopecten yessoensis infectada por P.
qugwadi, observou-se pustulas com até 5 mm de cor branca (BOWER et al., 1998;
BLACKBOURN et al., 1998). Em estudos realizados na Coréia, Choi e Park (2005),
observaram o retardamento do desenvolvimento das génadas de R. philippinarum e
infiltracdo hemocitaria em torno de &reas infectadas. Nos gastropodes Haliotis rubra e
H. laevigata, as pustulas podem chegar a mais de 8 mm de diametro, ocorrendo no pé
e no manto, causando destruicdo do tecido conjuntivo e do tecido epitelial do tubo
digestorio (BOWER et al., 1994). Uma vez no tecido conjuntivo, o patégeno pode ser
distribuido pela hemolinfa para todas as partes do corpo do animal (LAUCKNER,
1983).

As regibes anatdbmicas mais suscetiveis a infeccdo sdo: glandula digestiva,
manto e branquias. Apds a invasdo do parasito, a resposta inicial do hospedeiro
consiste em uma tentativa de encapsulamento por varias camadas de hemdcitos, mas,
pelo aumento do namero de células do Perkinsus, essa capsula desaparece, causando a
liberacdo dos patogeno (SOUDANT et al., 2013).

Aspectos epidemioldgicos
1 - Influéncia dos fatores ambientais

Segundo alguns estudos (CHOI; PARK, 2010; La PEYRE et al., 2010; DANG
et al., 2012), a temperatura e a salinidade sdo os principais fatores abidticos que
regulam o potencial de infeccdo do protozoario, sendo que a maioria dos estudos
relacionados a esses aspectos sao referentes a P. marinus, em que a proliferagdo ocorre
facilmente acima de 20°C. A ocorréncia desse parasito em aguas tropicais e
subtropicais sugere que a temperatura pode ser um fator limitante para a sua existéncia

em algumas faixas geograficas (BOWER, 2003). Assim, no Hemisfério Norte, a
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incidéncia e a intensidade da infec¢cdo aumentam linearmente com a temperatura, onde
sdo relatadas mortalidades mais altas durante os meses mais quentes e declinio no
inicio de meses mais frios (VILLALBA et al., 2011). Segundo revisdo de Villalba et
al. (2011), a prevaléncia e a intensidade das infec¢des por P. marinus aumentam com o
aumento da temperatura, de modo que em latitudes intermediarias com ciclos anuais
de periodos frios e quentes hd um padrdo sazonal de variacdo de prevaléncia e
intensidade da infeccédo, enquanto que em latitudes mais baixas, quente ao longo do
ano, observou esse padrdo sazonal na dinamica da infeccdo. Por outro lado, a
influéncia da temperatura determinou que fosse possivel a dispersdo de P. marinus em
latitudes cada vez mais altas como consequéncia de uma tendéncia de aumento da
temperatura média de inverno ligada ao aquecimento global (FORD; CHINTALA
2006; VILLALBA et al., 2011).

Quanto a salinidade, Ray (1954) e Dang et al. (2012) relataram que P. marinus
requer salinidades entre 12 e 15 Unidades Praticas de Salinidade (UPS) para o seu
desenvolvimento proliferativo em ostras. Conforme VILLALBA et al. (2011),
salinidades inferiores a esses valores ou excessivamente altas inibem a atividade do
patdgeno, mas ndo erradicam o patogeno do seu hospedeiro. Segundo esses autores,
guando esta aumenta, tanto a prevaléncia quanto a intensidade de infeccdo também
aumentam e nos casos nos quais o parasito ja havia se estabelecido em determinado

ambiente, este persistia por trés meses em salinidade 5%o (VILLALBA et al., 2011).

2 - Influéncia de estresse e idade

Para Perkinsus marinus, foi observado que a acdo antropica na &gua,
juntamente com a extracdo descontrolada (destruicdo de habitat) acentua o progresso
da infeccdo em ostras (CHU; HALE, 1994; ANDERSON et al., 1996). Para P. olseni,
observou-se favorecimento da infeccdo em areas nas quais ha intensa atividade
humana (LEITE et al., 2004). Em Portugal, mortalidades na populacdo de R.
decussatus foram atribuidas a trés fatores: infec¢do por P. olseni (AZEVEDO, 1989),
contaminacdo (BEBIANNO, 1995) e hipoxia (SOBRAL; WIDDOWS, 1997).
Acredita-se que as acfes desses eventos juntos contribuem de forma sinérgica para a

mortalidade do hospedeiro.
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Para P. marinus infectando ostras e outros bivalves observou-se que a
prevaléncia varia, também, de acordo com a idade dos hospedeiros. Individuos adultos
sd0 mais susceptiveis a infeccdo imediatamente apds a desova, pois ha um grande
investimento energético previamente dispendido para os eventos da reproducdo, ao
passo que para individuos no primeiro ano de vida, as taxas sdo mais baixas
(LAUCKNER, 1983; La PEYRE et al., 2010; CASAS; VILLALBA, 2012). Acredita-
se que isso esteja intimamente relacionado a taxa de filtracdo realizada pelos animais,
que proporcionalmente aumenta com o seu crescimento (RAY, 1954),

A associacdo entre a prevaléncia e a intensidade da infeccdo por P. olseni e a
idade do molusco R. decussatus de bancos naturais também foi observada, de modo
gue o parasito ndo foi detectado em individuos com menos de um ano, enquanto que

todos os animais com 3 anos estavam infectados (VILLALBA et al., 2005).

Métodos Diagndsticos

A Perkinsiose, doenca causada por Perkinsus spp., pode ser detectada em
alguns casos macroscopicamente, como observado na vieira japonesa Patinopecten
yessoensis infectada por Perkinsus qugwadi (BOWER et al., 1998; BLACKBOURN et
al., 1998). Porém, na maioria das vezes, a doenca é imperceptivel macroscopicamente.
Em funcéo disso, foram desenvolvidas ferramentas diagndsticas, que a OIE (2017)
recomenda que sejam utilizadas de modo conjugado e que sdo: (a) cultivo em Meio
Fluido de Tioglicolato de Ray (RFTM), (b) Histologia e (c) técnicas moleculares,
sendo: Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), PCR-RFLP (Restriction Fragment

Length Polymorphism) e sequenciamento de DNA.

1 - Meio Fluido de Tioglicolato de Ray - RFTM

Esse método foi desenvolvido por Ray (1952) e consiste em cultivar in vitro o
protozoario Perkinsus através de tecidos infectados pelo parasito. Nessa técnica, é
possivel visualizar a fase de hipnosporo, com aumento de 40-50 um de diametro,

sendo que este apresenta parede espessa de natureza polissacaridica, que quando
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corada com lugol, apresenta cor desde o castanho claro ao azul escuro e preto
(VILLALBA etal., 2011).

A especificidade desse método é restrito em nivel de género, sendo, portanto,
um metodo presuntivo. O RFTM, por ser de baixo custo e com alta sensibilidade, é
amplamente utilizado, tendo ainda a vantagem de permitir quantificar a intensidade da
infeccdo (BRANDAO, 2011).

O tipo de 6rgdo utilizado para incubacdo no RFTM ¢é variavel, a depender da
espécie hospedeira em investigacdo. No caso das ostras, geralmente sdo usados
fragmentos do reto e das branquias, enquanto que, no caso das améijoas, geralmente
sdo usadas somente as branquias. Gauthier e Fisher (1990) adaptaram o método para
incubar exclusivamente amostras de hemolinfa do molusco como um modo néo letal
para diagnosticar a Perkinsiose. Nickens et al. (2002) otimizaram esse protocolo,
permitindo que um maior numero de hipndsporos fosse coletado, reduzindo os
residuos de tecido e a viscosidade da amostra. Porém, a maior sensibilidade do método
é alcancada quando todo o tecido do hospedeiro é incubado (BUSHEK et al., 1994;
RODRIGUEZ; NAVAS, 1995; VILLALBA et al., 2005).

A incubacéo é realizada por um periodo de 5 a 7 dias, a temperatura ambiente
(24°C), em tubos fechados, com auséncia de luz e ventilacdo (VILLALBA et al.,
2011). Apoés esta, os tecidos sdo retirados dos tubos, colocados sobre I&mina,
macerados e cortados com bisturi e depois cobertos com solucdo de Lugol (3%). A
intensidade € calculada a partir de uma escala proposta por Mackin (em Ray, 1954),
baseada na contagem de hipndsporos, com as seguintes categorias de intensidade de
infeccdo: 0,5 (muito leve), 1 (leve), 2 (leve a moderada), 3 (moderada), 4 (moderada a

grave) e 5 (grave).

2 - Histologia

A técnica histologica permite a visualizacdo da fase de trofozoito nos tecidos do
hospedeiro em microscopia de luz (BRANDAO et al., 2013; LUZ; BOEHS, 2016).

Este método néo possibilita a identificacdo da espécie.
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3 - Métodos moleculares

A PCR possibilita a deteccdo do DNA do parasito e ndo o patogeno viavel, ou
seja, causando o desenvolvimento da doenca (BRANDAO, 2011). Casas et al. (2002)
propuseram o par de primers PerkITS-85F (5°CCGCTTTGTTTGGATCCC)
PerkITS-750R (5’ ACATCAGGCCTTCTAATGATG 3’), que anelam especificamente
em regides conservadas dos espacadores internos transcritos (ITS1 e 2) e a regido 5.8S
do complexo de genes do &cido ribonucléico ribossémico (rRNA), exclusivos para 0s
membros do género Perkinsus (exceto para P. qugwadi). A reacdo produz amplicons
de 700pb. Posteriormente, outros iniciadores foram desenhados com a finalidade de
identificar de forma especifica a espécie.

Outro método complementar é o uso de enzimas de restricdo (PCR-RFLP), que
dependendo das endonucleases utilizadas, os padrbes de restricdo sdo diferentes entre
P. marinus e P. chesapeaki (KOTOB et al., 1999) e entre eles, P. olseni e P.
mediterraneus (ABOLLO et al., 2006).

O sequenciamento também tem sido uma técnica bastante difundida como um
meétodo confirmatdrio, para casos nos quais ha primers ou quando ndo ha iniciadores
para a identificacdo. As sequéncias encontradas podem ser comparadas com outras
depositadas no banco de dados GenBank (http://ncbi.nih.gov) e com essas informacoes
é possivel realizar analises filogenéticas que comprovem, através da histéria evolutiva,

a origem e a confirmacéo da espécie estudada.

Nematopsis Schneider, 1892

Nematopsis € um protozoario do filo Apicomplexa, caracterizado por possuir
um oocisto formado por uma parede espessa que envolve um unico esporozoito, sendo
que os oocistos ocorrem dentro de um fagocito, que passa a mover-se dentro do tecido
para a maioria dos 6rgdos do molusco (LAUCKNER, 1983). O nimero de oocistos por
hemocito € variavel, podendo variar de um a 20, mas na maioria das vezes, esse
namero é de um a trés oocistos/fagocito (BOEHS et al., 2010). Os locais mais
frequentes de infeccdo em moluscos bivalves sdo as branquias e 0 manto, mas sao
encontrados, também, em outros locais como na glandula digestiva, palpos labiais,
gbnadas e no pe (BOEHS et al., 2012).


http://ncbi.nih.gov/
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A identificacdo das espécies do Nematopsis sp. é feita através da forma, do
tamanho e espessura da parede dos oocistos, assim como da morfologia do operculum,
sendo a maioria descrita com base em microscopia eletronica de varredura ou
transmissdo (MAGALHAES et al., 2006).

O protozoario utiliza moluscos bivalves como hospedeiros intermediarios e
completa seu ciclo de vida no trato intestinal de crustaceos (LAUCKNER, 1983). O

ciclo de vida, com as descri¢cfes das respectivas fases, esta representado na Figura 7.

Cicloem
caranguejo

decapoda

Cicloem
ostras

Figura 7. Ciclo de vida de Nematopsis ostrearum na ostra Crassostrea virginica. 1: Oocisto
contendo um Unico esporozoito; 2: Esporozoito eclodindo de esporos no intestino de um
caranguejo; 3: Adesdo ao epitélio do intestino do hospedeiro; 4: Desenvolvimento em
trofozoito; 5: Associacdo de trofozoitos; 6: Reajuste temporéario ao epitélio intestinal; 7:
desenvolvimento em gamonte maduro; 8-9: Estagio seguido por fixacdo ao reto do
caranguejo; 10: Formacdo de gametocistos; 11: Libertacdo de gimnosporos de ruptura do
gametocisto; 12: gimnosporo Unico; 13: engolfamento de gimndsporos por fagdcitos de ostras
e interrupcdo desse estagio; 14-16: crescimento de esporozoitos dentro de fagocitos; 17:
formacéo de oocistos resistentes dentro de fagocitos. Adaptado de Lauckner, 1983.
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Protozodrios patogénicos de veiculacdo hidrica e alimentar

Segundo a Organizacdo Mundial da Saide (World Health Organization -
WHO) (OMS, 2010), existe uma grande diversidade de patdgenos para 0s humanos
que podem estar sendo veiculados através do consumo da agua e alimentos.

Protozoarios, como 0s pertencentes aos géneros Cryptosporidium e Giardia,
podem se alojar nos tecidos de ostras cultivadas em aguas contaminadas por diversos
residuos (SOUZA, 2014). Esses patdgenos entéricos sdo mais comuns em humanos e
animais domesticos, mas também podem ser observados em hospedeiros silvestres
(LEAL; FRANCO, 2008). Ambos os protozoarios sdo transmitidos mediante a rota
fecal-oral, ap6s os estagios infectantes de Cryptosporidium e Giardia (oocistos e
cistos, respectivamente) serem ingeridos por hospedeiros susceptiveis (LEAL;
FRANCO, 2008).

A transmissdo para 0s humanos ocorre por meio do contato direto de hospedeiro
para hospedeiro, ou de maneira indireta, via agua ou alimentos contaminados,
superficies contaminadas e mecanicamente por artropodes e, ja se evidenciou a
transmissdo de oocistos de Cryptosporidium por via aérea (FAYER et al., 2000;
TZIPORI ; WARD, 2002; THOMPSON et al., 2004).

A criptosporidiase € causada pelo protozoario coccideo Cryptosporidium
parvum, que atinge as ceélulas epiteliais das vias gastrointestinais, biliares e
respiratérias do homem, de diversos animais vertebrados e de grandes mamiferos. Essa
doenca ndo € considerada de notificagdo compulséria (BRASIL, 2010).

J& a giardiase é uma infeccdo por protozoarios que atinge, principalmente, a
porcéo superior do intestino delgado. Os agentes etioldgicos sdo Giardia lamblia e G.
duodenalis, protozoarios flagelados que existem sob a forma de cisto e de trofozoito.
Assim como a criptosporidiase, essa também ndo é doenca de notificagdo compulséria
(BRASIL, 2010).

Outro protozoario patogénico transmitido via alimentacdo é a toxoplasmose,
uma zoonose cosmopolita, responsavel por determinar quadros variados, desde
infeccdo assintomatica a manifestacdes sistémicas extremamente graves (BRASIL,
2010). Toxoplasma gondii € um agente etioldgico intracelular, que possui como

hospedeiros definitivos os gatos e outros felinos. Os hospedeiros intermediarios sdo 0s
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humanos, mamiferos ndo felinos e outros animais (HILL et al., 2005; BRASIL, 2010).
Essa doenca néo é considerada de notificacdo compulsoria.

Todas as trés doencas supracitadas séo consideradas zoonoses.

Oocistos e cistos de Cryptosporidium e de Giardia (LEAL et al., 2013),
respectivamente, ja foram relatados na ostra Crassostrea rhizophorae com potencial
de infeccéo via alimentacdo (LEAL, 2008; LEAL;FRANCO, 2008). Para Toxoplasma
gondii, ndo ha relatos de contaminacdo via ingestdo de bivalves, mas a detec¢do de
DNA dessa espécie na ostra C. rhizophorae ja foi relatada (RIBEIRO et al., 2015).

Quanto a protozoarios do género Perkinsus, apesar de mortalidades relatadas
nos seus hospedeiros moluscos e de sua descoberta na década de 1940, apenas um
estudo em todo o mundo foi realizado com mamiferos, que consistiu em uma infeccéo
experimental por via oral, com duracao de sete dias de observacdo (WIJAYALATH et
al., 2014). Nesse estudo, os animais ndo desenvolveram diarréia ou qualquer patologia
detectavel no trato gastrointestinal ou respiratério apés alimentacdo Unica ou repeticéo
com P. marinus vivos. Além disso, as populacdes de linfocitos no tecido linfoide
associado ao intestino e no bagco estavam inalteradas nos camundongos alimentados
com o parasito, excluindo a possibilidade de inflamacdo local ou sistémica. Esse
estudo também demonstrou que mesmo sem causar lesdo ou inflamacéo nos 6rgéos, ha
estimulo de respostas imunes especificas. Assim, foram observadas IgM
(Imunoglobulina M) e IgG (Imunoglobulina G) pré-existentes e que o seu aumento foi
bastante significativo. Entretanto, a IgA (Imunoglobulina A) ndo foi estimulada e

portanto, ndo reativa ao parasita.
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RESUMO

As ostras do género Crassostrea Sacco, 1897 tém ampla distribuicdo mundial, sendo
importantes recursos extrativistas e de cultivo na costa brasileira. Por apresentarem grande
plasticidade morfolégica, a identificacdo fenotipica das mesmas nem sempre é segura. O
objetivo neste estudo foi identificar as espécies de ostras em estudrios do litoral da Bahia.
Para tal, foram feitas coletas em 12 estacdes amostrais (n = 320) entre as latitudes 12°39" e
15°42’S, em bancos naturais, estruturas artificiais e ambientes de cultivo. A identificacio foi
feita com uso das ferramentas moleculares PCR, PCR-RFLP, sequenciamento de DNA e
andlise filogenética. Exceto pelo tamanho, ndo foram observadas diferencas morfolédgicas
entre as espécies. As analises genéticas evidenciaram a presenca de duas espécies: Crassostrea
rhizophorae e C. gasar (= C. brasiliana). A primeira esta tipicamente fixa na parte aérea (raizes e
troncos) de Rhizophora mangle L. e em outros substratos consolidados na regido entremarés,
ao passo que a segunda foi observada em niveis entremarés mais baixos e no sublitoral,
evidenciando que as espécies tem habitat levemente distinto. Todas as ostras dos cultivos
eram C. gasar.

Palavras-chave: bivalves; identificacdo genética; ostreicultura; recursos pesqueiros.

OYSTERS OF THE GENUS Crassostrea SACCO, 1897 IN STATE OF BAHIA, BRAZIL

ABSTRACT

Oysters of the genus Crassostrea Sacco, 1897 are widely distributed worldwide, being
important extractive and cultivation resources in the Brazilian coast. Because they have great
morphological plasticity, the phenotypic identification of them is not always safe. The
objective of this study was to identify oyster species in estuaries of the coast of Bahia (NE-
Brazil). For this purpose, samples were collected in 12 sample stations (n=320) between
latitudes 12°39-15°42'S, in natural stocks, artificial structures and cultivation environments.
Identification was made using the molecular tools PCR, PCR-RFLP, DNA sequencing and
phylogenetic analysis. Except for size, no morphological differences were observed between
species. Genetic analysis revealed the presence of two species: Crassostrea rhizophorae and C.
gasar (= C. brasiliana). The first is typically fixed on the aerial part (roots and trunks) of
Rhizophora mangle L. and other substrates consolidated in the intertidal region, while the
second was observed at lower intertidal and sublittoral levels, showing that the species have
slightly different habitats. All the oysters of the cultures were C. gasar.

Key words: bivalves; genetic identification; ostreiculture; resources.
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INTRODUCAO

Ostras do género Crassostrea Sacco, 1897 (Bivalvia: Ostreidae) estdo amplamente
distribuidas em nivel mundial, tendo relevante valor econdmico, tanto como recurso
extrativista quanto como em ostreicultura. Sua concha tem formato varidvel, sendo
geralmente alongada, com valvas desiguais, sendo a valva superior (direita) menor e mais
achatada e a inferior (esquerda) maior e concava (escavada) (GALTSOFF, 1964; RIOS, 2009),
pela qual ocorre a fixagdo no substrato consolidado (AMARAL e SIMONE, 2014). Esse
género ainda se caracteriza pela presenca de uma cdmara promial, no lado direito do corpo,
que inverte a movimentacgdo da corrente exalante, que é considerada uma adaptacao a locais
com elevada turbidez (GALTSOFF, 1964), sendo um dos motivos de sua ampla ocorréncia
em manguezais.

No género Crassostrea estdo descritas 21 espécies, sendo que outras 21 constam como
sinonimias (BOUCHET e GOFAS, 2012). O principal motivo por ndo haver unanimidade a
respeito da denominagdo das espécies é a alta plasticidade fenotipica dessas ostras (TACK et
al., 1992), o que também ocorre com as ostras desse género encontradas no Brasil (VARELA
et al., 2007). Contudo, as identificacbes se tornaram mais seguras nas tltimas décadas com o
advento do uso de marcadores moleculares.

Rios (2009), com base em andlises morfolégicas, aceita a existéncia de apenas uma
espécie nativa na costa brasileira: Crassostrea rhizophorae (Guilding, 1828). Segundo esse
autor, C. brasiliana (Lamarck, 1819) estaria sinonimia com esta. Porém, analises eletroforéticas
apontaram, ha aproximadamente duas décadas (ABSHER, 1989; IGNACIO et al., 2000) para a
existéncia de ambas as espécies no Brasil. Na tultima década, outros estudos moleculares
indicaram C. brasiliana tratar-se, de fato, de C. gasar (PIE et al., 2006; VARELA et al., 2007;
MELO et al., 2010b; LAZOSKI et al., 2011), uma espécie que também ocorre na costa da
Africa.

Ja num estudo sobre o género Crassostrea do Brasil e Caribe, utilizando analise morfo-
anatomica e revisdo taxondmica, AMARAL e SIMONE (2014) afirmam que as espécies
brasileiras sdo Crassostrea brasiliana, com distribuicdo da Paraiba a Santa Catarina e
Crassostrea mangle Amaral e Simone, 2014, com ocorréncia do Para a Santa Catarina, sendo
que esta dltima, segundo os proprios autores, seria a espécie equivalente a conhecida C.
rhizophorae do litoral brasileiro. Esses autores refutaram a existéncia de C. gasar
(Dautzenberg, 1891) no Brasil e atestam que C. rhizophorae é de fato uma espécie que ocorre
no Caribe. Crassostrea gigas (Thunberg, 1793), a ostra do Pacifico, é também mencionada por

esses autores como espécie exética, sendo a espécie mais cultivada em Santa Catarina, sul do
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Brasil (LEGAT et al., 2017), onde esta ja foi encontrada, também, em bancos naturais (MELO
et al., 2010b).

O litoral do estado da Bahia, com cerca de 1.100 km, caracteriza-se como uma faixa
costeira com extensas praias, além de varias baias, com diferentes niveis de antropizagao,
sendo as maiores a Baia de Todos os Santos, localizada em Salvador, seguida da Baia de
Camamu, a cerca de 100 km desta, ao sul, abrangendo municipios como Camamu e Marat.
Ostras do género Crassostren sdo recursos extrativistas locais de grande relevancia,
principalmente para as populacdes ribeirinhas, que as utilizam para consumo e explotagao
(LENZ e BOEHS, 2011). Além do extrativismo, em alguns locais do centro sul do estado, ja
existe a ostreicultura de pequena escala, seja em sistema de mesa ou em espinhel (long line),
uma atividade predominantemente praticada por comunidades tradicionais, em sua maioria
com o apoio de universidades estaduais e federais e de 6rgaos governamentais, como a Bahia
Pesca. Porém, devido a grande semelhanga fenotipica das ostras da regido, ndo se sabe ao
certo determinar as espécies, exceto por dedugdes empiricas de locais de sua ocorréncia
(habitat) ou pelo tamanho de individuos, pardmetros estes que nem sempre se mostram
seguros. As sementes de ostras sdo localmente provenientes dos préprios cultivos, j4 que
ainda ndo ha uma larvicultura instalada na regido.

Apesar da importdncia sécio-econdmica das ostras na regido, ndo ha estudos
envolvendo técnicas moleculares para a identificagdo das espécies, o que dificulta a obtengao
e o uso de sementes para a ostreicultura local, que é um dos entraves a expansdao da
atividade no estado.

Neste estudo, objetivou-se fazer a identificacdo genética de ostras provenientes do
litoral centro-sul do estado da Bahia, cuja informagdo podera ter relevante aplicabilidade na
ostreicultura regional, como por exemplo, em larvicultura, em estudos de associagdo de
patégenos, assim como ao conhecimento da ecologia e conservacao das espécies em seus

bancos naturais.

MATERIAL E METODOS

As coletas de ostras foram feitas em 12 estacdes de amostragem (St1-5t12) localizadas
entre as latitudes 12°39'27,00"S e 15°42'41,41"S, sendo que a estacdo Stl esteve localizada em
Salvador, as estagdes St2-5t6 no municipio de Camamu, as estagdes St7-5t8 no municipio de
Marad, as estagdes St9 e St10 em Ilhéus e as estagdes St1l e St12 em Canavieiras (Figura 1).

As coletas foram feitas em 2014 (outubro a dezembro) e em 2015 (janeiro a margo) e foram
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autorizadas pelo Instituto Chico Mendes para Conservacdo da Biodiversidade - ICMBio,
Brasil (Licenga namero 20912-3; Anexo p. 148).

Os espécimens (n = 320) foram removidos dos troncos e raizes de Rhizophorae mangle
L. ou das rochas e estruturas de concreto, com o auxilio de uma faca, sempre durante maré
baixa. Nas estagdes St1, St7a and St8a também foram obtidos exemplares de cultivos, sendo
que no primeiro local as ostras foram obtidas de cultivos em sistema mesa (tabuleiro) e nos
outros dois locais em sistema espinhel (long line). Estas foram colocadas em baldes contendo
uma pequena porcao de agua do mar de cada local e processadas no periodo de 6 horas apds
sua coleta. Os primeiros processamentos foram feitos no Laboratério de Moluscos Marinhos
da Universidade Estadual de Santa Cruz (LMM/UESC), onde as ostras foram medidas ao
longo do seu maior eixo (altura = eixo dorso-ventral), de acordo com GALTSOEFF (1964). As
andlises genéticas foram feitas no Laboratério de Genética Veterindria da UESC,

complementadas em laboratério do sul do Brasil.
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Figura 1. Mapa da area de estudo, indicando as estacdes de coleta (St1-S5t12).
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Para as analises moleculares, foram utilizados fragmentos do musculo adutor de
todos os exemplares (n = 320), que foram congelados e armazenados a -80°c até o seu
processamento. A extracdo total de DNA foi feita usando o protocolo fenol-cloroférmio (OIE,
2012). A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foi feita com um total de 100-200 ng de
DNA, 0.25 U de Taq Polymerase (Invitrogen®), 2.5 mM de dNTP, 10.0 pmol de cada primer e
25 mM de MgClL. Foi utilizado o 165 rDNA par de primers de 165.AR (5'-
CGCCTGTTTATCAAAAACAT-3') e 16SBR (5'-CCGGTCTGAACTCAGATCACGT-3")
(PALUMBI et al., 1991), com um total de 35 ciclos com temperatura de anelamento de 56°C
por 40s, produzindo amplicons de 530 pares de bases (pb). A seguir, foi usada uma segunda
técnica de biologia molecular, a PCR-RFLP - Polimorfismo no Comprimento de Fragmento
de Restricao (Restriction Fragment Length Polymorphism), em que o produto das reagdes de
PCR foram digeridas com 10U endonuclease Haelll, com volume final de 10 uL; as amostras
foram incubadas por 1 h a 37°C e foram posteriormente observadas em gel de agarose a 2%
corado com Syber Safe®, sendo esperados amplicons de 230pb para C. gasar e 260pb para C.
rhizophorae (PIE et al., 2006). O sequenciamento das amostras foi realizado na empresa
ACTGene Andlises Moleculares, Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre (RS),
utilizando o sequenciador automatico AB 3500 Genetic Analyzer armado com capilares de 50
cm e polimero POP7 (Applied Biosystems). Os DNA-moldes (50 ng) foram marcados
utilizando-se 2,5 pmol do primer (165.AR e 165.BR) e 0,5 pL do reagente BigDye Terminator
v3.1 Cycle Sequencing Standart (Applied Biosystems) em um volume final de 10 pL. As
reacdes de marcacdo foram realizadas em termociclador GeneAmp PCR System 9700
(Applied Biosystems) com uma etapa de desnaturacao inicial a 96°C por 3 min seguida de 25
ciclos de 96°C por 10 seg, 55°C por 5 seg e 60°C por 4 min. Uma vez marcadas, as amostras
foram purificadas pela precipitagdo com isopropanol a 75% e lavagem com etanol a 60%. Os
produtos precipitados foram diluidos em 10 pL de formamida Hi-Fi (Applied Biosystems),
desnaturados a 95°C por 5 min, resfriados em gelo por 5 min e eletroinjetados no
sequenciador automatico.

Os resultados foram comparados com a ferramenta “Basic Local Alignment Search
Tool” (BLAST) com outros dados depositados no “National Center for Biotechnology
Information” (NCBI). Os dados da sequéncia de nucleotideos para os haplotipos utilizados
neste estudo serdo depositados no GenBank.

Um representante de Saccostrea cuccullata foi utilizado para verificar se este género é
irmao ou derivado de Crassostrea. Uma espécie de Ostrea (Ostrea edulis) que pertence a

mesma subfamilia (Ostreinae) foi utilizada como grupo externo (outgroup). Os alinhamentos



73

de seqiiéncias foram produzidos usando os programas BioEdit (HALL, 1999) e ClustalX. As
frequéncias de nucleotideos e a relagdo transicdo/trans-versdo foram obtidas usando o
software Mega 6.6 (TAMURA et al., 2013), que também foi usado para as analises
tilogenéticas usando o método Neighbor-Joining (NJ) (SAITOU e NEI, 1987) e da Maxima
Parsimonia (MP). As seqiiéncias de outras espécies de Crassostrea foram obtidas do GenBank
(Tabela 1). A analise envolveu 24 sequéncias de nucleotideos. As posicdoes de codons
incluidas foram 1% + 2% + 3% + ndo codificados. Todas as posicdes com menos de 100% de
cobertura do site foram eliminadas. Ou seja, menos de 0% de lacunas de alinhamento, dados
perdidos e bases ambiguas foram permitidos em qualquer posicdo. Havia um total de 365

posic¢des no conjunto de dados final.
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Tabela 1. Informacdes sobre os ntimeros de acesso no GenBank utilizados para as anélises

filogenéticas deste estudo.

Espécie Numero de Referéncia Local

acesso
Crassostrea brasiliana DQ839413 PIE et al., 2006 Sul do Brasil
Crassostrea brasiliana FJ478027 MELO et al., 2010a Sul do Brasil
Crassostrea brasiliana JN849099 GALVAO et al,, 2013 Sudeste do Brasil
Crassostrea brasiliana JN849103 GALVAO et al., 2013 Sudeste do Brasil
Crassostrea brasiliana HQ711626  INTROINI et al., 2012 Sudeste do Brasil
Crassostrea gasar AJ312937 LAPEGUE et al.,, 2002 Ameérica do Sul, Atlantico
Crassostrea gasar EF473270 VARELA et al., 2007 Brasil*
Crassostrea rhizophorae AJ312938 LAPEGUE et al., 2002 América do Sul, Atlantico
Crassostrea rhizophorae FJ478030 MELO et al., 2010a Sul do Brasil
Crassostrea rhizophorae JN849107 GALVAO et al., 2013 Sudeste do Brasil
Crassostrea rhizophorae JN849104 GALVAO et al., 2013 Sudeste do Brasil
Crassostrea rhizophorae DQ839415 PIE et al., 2006 Sul do Brasil
Crassostrea gigas AF280611 YU et al., 2000 China
Crassostrea hongkongensis ~ AY160756 ~ LAM e MORTON, 2001 China
Crassostrea angulata KC170322  WANG, 2012 China
Crassostrea virginica KC429253 SHARMA et al., 2013 EUA
Crassostrea virginica AF092285 MCcCARTHY et al., 1998 EUA
Crassostrea ariakensis AY160757 LAM e MORTON, 2002 China
Crassostrea ariakensis FJ743506 JUNG et al., 2009 Sul da Coreia
Saccostrea cuccullata AF458909 LAM e MORTON, 2001 Hong Kong e Austrélia
Ostrea edulis AF540597 LAM et al., 2002 Australia

*Santa Catarina, Espirito Santo, Alagoas, Pard, Piaui, Ceard, Maranhdo, Tocantins
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RESULTADOS

As analises moleculares confirmaram a existéncia de duas espécies de ostras no litoral
da Bahia, identificadas como Crassostrea rhizophorae (Guilding, 1828) e C. gasar (Deshayes,
1830). As similaridades com o banco de dados do NCBI para as sequéncias ja depositadas
foram de 98 a 100%. Os amplicons obtidos apresentaram o tamanho esperado, sendo que na
PCR foram de 530 pares de bases (pb) (Figura 2) e na PCR-RFLP de 260 pb para C. rhizophorae
e 230 pb para C. gasar (Figura 3). A analise filogenética, mostrada nas figuras 4 (método de
Neighbor-Joining) e 5 (Método da Parsimonia), evidencia que ndo hé diferenciacdo genética
entre C. gasar e C. brasiliana.

Nao foram observadas diferencas morfolégicas entre as duas espécies, exceto que C.
gasar apresentava tamanho geralmente maior e foi encontrada em niveis entremarés mais
baixos e no infralitoral. As amostras de C. rhizophorae apresentaram altura média de 4,91 £ 1,2
cm (n = 236) e de C. gasar (= C. brasiliana) de 7,47 £ 1,77 cm (n = 84). As ostras dos cultivos,
correspondentes as amostras das estagdes ST1 (Baia de Todos os Santos), St7 (Ilha de

Tanques) e St8 (Marat) foram todas identificadas como sendo C. gasar (Table 2).

Figura 2. Eletroforese em gel de agarose (2%) com amplificacdes de fragmentos de 530 bp,
obtidos em PCR para a identificagdo das ostras. A primeira linha superior mostra o marcador
molecular (M), seguido pelo controle positivo (C+), negativo (C-) e as amostras (1, 2, 3, 5, 6),

todas positivas.
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Figura 3. Eletroforese em gel de agarose (2%) com amplificacdes de fragmentos de 230 bp e
260 pb obtidos em PCR-RFLP para a identificagdo das ostras. M= Marcador molecular Cr =

Crassostrea rhizophorae; Cg = C. gasar.
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IN849104 Crassostrea rhizophorae

DQ839415 Crassostrea rhizophorae
99

IN849107 Crassostrea rhizophorae
F1478030 Crassostrea rhizophorae
Oyster 1 this study

97 Oyster 2 this study

AJ312938 Crassostrea rhizophorae

AF092285 Crassostrea virginica
LKC4292536 rassostrea virginica

100 Oyster 3 this study

F1478027 Crassostrea brasiliana
IN849099 Crassostrea brasiliana
HQ711626 Crassostrea brasiliana
100 | AJ312937 Crassostrea gasar

EF473270 Crassostrea gasar
DQ839413 Crassostrea brasiliana

IN849103 Crassostrea brasiliana
gg AY160757 Crassostrea ariakensis
[ F1743506 Crassostrea ariakensis

g9 AY160757 Crassostrea hongkongensis
EE[AFZSOGM Crassostrea gigas
99 KC170322 Crassostrea anqulata

I AF458909 Saccostrea cuccullata
99 AF540597 Ostrea edulis

Figura 4. Arvore filogenética obtida a partir do Método de Neighbor-Joining para os géneros
Crassostrea e Saccostrea cuccullata com base em 16S rRNA, com inclusdo das ostras deste

estudo. Ostrea edulis foi utilizada como grupo externo.
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Oyster 1 this study

DQ839415 Crassostrea rhizophorae

gg | IN849104 Crassostrea rhizophorae

IN849107 Crassostrea rhizophorae

F1478030 Crassostrea rhizophorae

94 Oyster 2 this study

AJ312938 Crassostrea rhizophorae

AF092285 Crassostrea virginica
99 ?' KC429253 Crassostrea virginica

F1478027 Crassostrea brasiliana
IN849099 Crassostrea brasiliana
HQ711626 Crassostrea brasiliana
AJ312937 Crassostrea gasar

100 EF473270 Crassostrea gasar
DQ839413 Crassostrea brasiliana
Oyster 3 this study

IN849103 Crassostrea brasiliana

100 | AY160757 Crassostrea ariakensis

L_ FI743506 Crassostrea ariakensis
99 —AY160757 Crassostrea hongkongensis

09 EAF280611 Crassostrea gigas
100 KC170322 Crassostrea angulata

I AF458909 Saccostrea cuccullata
99 !

AF540597 Ostrea edulis
I 5 I

Figura 5. Arvore filogenética obtida a partir do Método da Parsiménia para os géneros
Crassostrea e Saccostrea cuccullata com base em 16S rRNA, com inclusdo das ostras deste

estudo. Ostrea edulis foi utilizada como grupo externo.
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Tabela 2. Locais de coleta (=St, dispostas no sentido norte-sul) com as respectivas
coordenadas e municipios de localizagao e espécie (s) de ostras encontradas em cada estagao
amostral. A letra “a” indica ostras coletadas de estoque natural, sobre raizes e caules de
Rhizophorae mangle; a notacdo “a*” indica ostras de estoques naturais incrustadas sobre
rochas e estruturas artificiais de concreto; “a**” indica ostras provenientes de estoques
naturais, aderidas na parte mais basal das raizes de R. mangle ou parcialmente enterradas no
sedimento (St12); a letra “b” = ostras de cultivo do tipo tabuleiro ou mesa; a letra “c” indica

ostras de cultivo em sistema espinhel.

Locais Coordenadas Municipio N Espécie

St1-Baia de Todos os Santosb 12°3927.00”S/ 38°51°20.00” W Cachoeira 30 C. gasar

St2-11ha Pequena? 13°55’08.18”S/39°00°09.63” W Camamu 30 C. rhizophorae
St3-Cajaiba? 13°57/39.72”S/39°01'24.73"W Camamu 30 C. rhizophorae
St4-Porto do Campo? 13°57°07.79”S /39°02'09.48" W Camamu 30 C. rhizophorae
St5-Ilha do Caranguejo? 13°57°09.62”S/ 39°00"00.22"W Camamu 30 C. rhizophorae
St6-Ponta de Caieiras? 13°5813.90”S/39°00"13.80"W Camamu 10 C. rhizophorae
St7a-Ilha de Tanques® 14°00'52.30”5/39°58'09.71"W Marat 10 C. gasar
St7b-1lha de Tanques? 14°00'52.30”5/39°58'09.31"W Marat 10 C. rhizophorae
St8a-Marauc 13°58'32.5175/38°57/39.03”W Marau 10 C. gasar
St8b-Marat 13°58'32.51”S/38°57"39.03" W Marau 10 C. rhizophorae
St9-Barra do Itaipe? 14°46'11.30”S/ 39°03'11.60"W IThéus 30 C. rhizophorae
St10-Baia do Pontal®* 14°48'10.217S/39°02'20.79"W [Théus 30 C. rhizophorae

C. gasar
St11-Caisa* 15°41°00.75”S/38°56'38.06” W Canavieiras 30 C. rhizophorae
St12-Campinhos*** 15°42°41.41”S/38°55'56.17"W Canavieiras 30 C. gasar
DISCUSSAO

Por ndo ter havido diferenciacdo genética entre C. gasar e C. brasiliana, neste estudo
assume-se que a segunda estd em sinonimia com a primeira, respeitando-se a Lei da
Prioridade do Coédigo Internacional de Nomenclatura Zoolégica, em concordancia com
analises genéticas feitas em estudos anteriores na costa brasileira (VARELA et al., 2007;

MELO et al., 2010a; LAZOSKI et al., 2011).
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ABSHER (1989) ja havia chamado a aten¢do, hd duas décadas, com base em andlise
morfolégica das larvas e também por eletroforese, para a existéncia de C. rhizophorae e de C.
brasiliana (= C. gasar) no litoral do estado do Parand, para a alta plasticidade fenotipica das
valvas, assim como para a ocorréncia dessas espécies em habitats levemente distintos, o que
foi confirmado neste estudo, j4 que a primeira, geralmente denominada de “ostra-do-
mangue” adere-se geralmente a raizes aéreas de Rhizophorae mangle (L.), o mangue vermelho,
mas também a substratos duros como rochas e outros substratos consolidados (RIOS, 2009),
razdo pela qual essa ostra é também denominada de “ostra da pedra” (NASCIMENTO,
1983), enquanto que C. gasar (= C. brasiliana), também denominada de “ostra do fundo”
(LEGAT et al., 2017), tem ocorréncia sobre rochas no infralitoral (ABSHER, 1989; GALVAO et
al., 2013) ou em regides entremarés baixas, como visto no presente estudo. Essa tltima ostra é
referida como tendo tamanho maior em relagdo a primeira (ABSHER, 1989; CHRISTO e
ABSHER, 2006), o que também confirmado neste estudo.

Crassostrea gasar tem se mostrado favoravel para o cultivo (PEREIRA et al., 2001;
LEGAT et al., 2017), sendo coincidentemente a ostra identificada nos cultivos em sistema long
line da Baia de Camamu (estagdes amostrais St7a e St8a) e nas amostras provenientes do
cultivo em mesa da Baia de Todos os Santos (St1). Por outro lado, a coleta de sementes e o
cultivo C. rhizophorae, seja em sistema mesa ou espinhel, ndo se mostrou favoravel na regiao
(observacao pessoal), o que reforca a importancia de mais estudos e o investimento no
aprimoramento da técnica de cultivo de C. gasar, uma tendéncia ja em curso em estados do
sul e sudeste brasileiros (Santa Catarina, Parana e Sao Paulo), mas ainda ndo explorada no

nordeste brasileiro, uma regido também propicia ao cultivo dessa espécie.

CONCLUSAO
Duas espécies de ostras foram geneticamente identificadas no litoral do estado da
Bahia: C. rhizophorae e C. gasar (= C. brasiliana), morfologicamente semelhantes, mas com

caracteristicas ecoldgicas (habitat) levemente distintas.
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Perkinsus beihaiensis (Perkinsozoa) em ostras do Litoral Sul da Bahia
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Resumo

Este estudo relata o patdgeno Perkinsus beihaiensis em ostras do género Crassostrea no
litoral do Estado da Bahia (Brasil), sua prevaléncia, intensidade de infeccdo e correlagdo com
a salinidade. As ostras (n = 240) foram coletadas entre outubro e dezembro de 2014 em oito
estagdes amostrais entre as latitudes 13°55°S e 15°42°S. Os procedimentos laboratoriais
incluiram analise macroscopica, histologia, cultivo em meio de tioglicolato de Ray (RFTM),
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e sequenciamento de DNA. PCR e sequenciamento
foram também utilizados para a identificacdo genética das ostras. Foram identificadas duas
espécies de ostras: Crassostrea rhizophorae e C. gasar (= C. brasiliana). Em ambas as
espécies, P. beihaiensis foi a Unica espécie de Perkinsus detectada. Em C. rhizophorae, a
prevaléncia média foi de 82,8% por histologia e de 65,2% por RFTM. Em C. gasar, as
prevaléncias foram de 70,5% e 35,7%, respectivamente. A maior prevaléncia de P.
beihaiensis em C. rhizophorae foi provavelmente influenciada pela salinidade, com a qual
este apresentou correlacdo positiva (r>0,8). Em ambas as espécies, P. beihaiensis esteve
localizada principalmente no epitélio gastrico. A infeccdo foi geralmente leve ou moderada,
sem danos aparentes aos hospedeiros, mas em casos de infecgdo severa, houve reacdo
hemocitaria e desorganizacdo de tecidos. As prevaléncias geralmente altas na regido sugerem
que as ostras devam ser monitoradas com relacdo a este patdgeno, principalmente em areas de
cultivo.

Palavras-chave: bivalves, doencas, patologia, salinidade.

Abstract

This study reports the pathogen Perkinsus beihaiensis in oysters of the genus Crassostrea on
the coast of the State of Bahia (Brazil), its prevalence, infection intensity and correlation with
salinity. Oysters (n = 240) were collected between October and December 2014 at eight
sampling stations between latitudes 13°55’S and 15°42°S. The laboratory procedures included
macroscopic analysis, histology, culture in Ray’s fluid thioglycollate medium (RFTM),
Polymerase Chain Reaction (PCR) and DNA sequencing. PCR and sequencing have been
used for the genetic identification of oysters as well. Two species of oysters have been
identified: Crassostrea rhizophorae and C. gasar (= C. brasiliana). In both oyster species P.
beihaiensis was the only Perkinsus species detected. In C. rhizophorae, the average
prevalence was 82.8% by histology and 65.2% by RFTM. In C. gasar, the prevalences were
70.5% and 35.7%, respectively. The higher prevalence of P. beihaiensis in C. rhizophorae
was probably influenced by salinity, with which was positively correlated (r> 0.8). In both
oysters, P. beihaiensis was located mainly in the gastric epithelium. The infection was
generally mild or moderate, without apparent harm to the hosts, but in cases of severe
infection, there was hemocytical reaction and tissue disorganization. The generally high
prevalence in the region suggests that oysters should be monitored with respect to this
pathogen, especially in growing areas.

Keywords: bivalves, diseases, pathology, salinity.
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1. Introducéo

E conhecido que para o sucesso de cultivo de moluscos s&o essenciais a0 manejo e ao
monitoramento de doencas, que podem comprometer a producao. Segundo revisao de Boehs
et al. (2012), na costa brasileira foram inventariados varios patégenos em moluscos bivalves
na Ultima década, incluindo representantes de bactérias, protozoarios, fungos e metazoarios.
Mas, de modo geral, tanto no Brasil quanto no restante da América do Sul, ha ainda pouca
informacdo sobre enfermidades que acometem moluscos de interesse econémico,
principalmente no que se refere ao ciclo de vida de patégenos e a interacao destes com 0s
respectivos hospedeiros.

Dentre os patdgenos ja relatados na costa brasileira, esta o género Perkinsus Levine,
1978 (Perkinsozoa), que afeta moluscos em varias partes do mundo, incluindo alguns bivalves
de grande interesse econémico, como as ostras. Sete espécies foram descritas em todo o
mundo, duas das quais (P. marinus e P. olseni) sdo notificaveis a Organizagdo Mundial da
Saude Animal (OIE, 2012). No Brasil, quatro espécies foram registradas nos ultimos cinco
anos, todas no Nordeste: P. beihaiensis, P. marinus, P. olseni e P. chesapeaki (Dantas-Neto,
2015).

Perkinsus beihaiensis Moss, Xiao, Dungan and Reece, 2008 foi descrita pela primeira
vez no sul da China (Moss et al., 2008) em Crassostrea ariakensis (Fujita, 1913) e em C.
hongkongensis Lam and Morton, 2003. Sanil et al. (2012) relataram essa espécie em C.
madrasensis (Preston, 1916) da india. No Brasil, P. beihaiensis foi registrada em espécies de
Crassostrea no Nordeste do Brasil, nos estados do Ceara (Sabry et al., 2009; Sabry et al.,
2013), Paraiba (Queiroga et al., 2015) e Bahia (Luz e Boehs, 2016) e também em
Anomalocardia brasiliana (Gmelin, 1791) (Veneridae) (Ferreira et al., 2015), no Ceara. No
geral, ainda h& poucas informagdes sobre essa espécie em termos de sua ecologia, potenciais

hospedeiros e riscos para a producdo de moluscos.
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As ostras Crassostrea rhizophorae (Guilding, 1828) e C. gasar (= C. brasiliana)
(Lamarck, 1819) séo importantes recursos para 0 consumo e comercializagdo de extrativistas
na costa brasileira. O cultivo desses moluscos j& é praticado em varios locais. Este estudo
relata a presenca de P. beihaiensis nestas especies no estado da Bahia, com informacdes sobre

patologia, intensidade de infeccdo, prevaléncia e correlagédo com a salinidade.

2. Material e Métodos
2.1. Coletas

As coletas foram feitas em oito estaces amostrais (St1-8), localizadas entre as
latitudes 13°55°S e 15°42°S no litoral sul da Bahia, num trecho de cerca de 200 km de
extensdo. As estagdes amostrais St1-St4 localizaram-se no municipio de Camamu, St5 e St6
em llhéus e St7 e St8 em Canavieiras (Figura 1; Tabela 1). As amostragens foram feitas
entre outubro e dezembro de 2014, mediante autorizagdo de numero 20912-3, concedida pelo
Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade - ICMBIo, Brasil.

Os exemplares foram retirados com o auxilio de uma faca, nos troncos ou raizes do
mangue vermelho Rhizophorae mangle L. (St1-St5 e St8) ou em rochas e estruturas de
concreto (St6 e St7), sempre em maré baixa de sizigia. Em cada estacdo amostral foram
coletadas 30 ostras. Estas foram trazidas em baldes contendo uma pequena porcéo de agua do
mar e processadas em um periodo maximo de 6 horas apds a sua coleta. A temperatura e a
salinidade da agua foram registradas em cada dia de amostragem usando, respectivamente,

um termémetro de mercdrio padrdo e um refractdbmetro optico Atago S/Mill.
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Figura 1. Mapa da area de estudo, com a indicacdo dos pontos de coleta (St1-St8).

2.2. Procedimentos Laboratoriais

As ostras foram inicialmente medidas quanto ao seu maior eixo (altura = eixo dorso-
ventral), segundo Galtsoff (1964). Apds a abertura, os espécimes foram analisados
macroscopicamente quanto a sinais clinicos de Perkinsus sp., tais como perda de peso,
aparéncia palida, encolhimento do manto e presenca de pustulas, conforme relatado
anteriormente por Bower et al. (1994) e por Bondad-Reantaso et al. (2001).

Foi feita uma seccdo transversal de cerca de 5 mm em cada espécime, que foi fixada
na solucdo de Davidson (Shaw e Battle, 1957) durante 24 a 30 horas. Os tecidos foram
processados por técnica histolégica classica, incluindo desidratacdo em uma série de
concentragodes crescentes de alcool e incorporagdo em parafina. Secgdes de espessura de 5 um
foram cortadas usando um microtomo e foram coradas com Harris hematoxilina e eosina (H

& E) (Howard et al., 2004). As se¢Oes histologicas foram analisadas no microscopio de luz
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Olympus a 40 e 100 x. Apos a analise, as laminas foram depositadas no Laboratério de
Moluscos Marinhos (LMM) na Universidade Estadual de Santa Cruz, sob os cuidados dos
autores.

As brénquias e o reto de cada ostra (n = 240) foram removidos e incubados para
cultura no meio fluido de tioglicolado de Ray - RFTM, desenvolvido por Ray (1966),
seguindo o protocolo internacional (OIE, 2012) com adicdo de antibidticos (Penicilina e
Estreptomicina) e antifungico (Nistatina), para inibir a proliferacdo de microorganismos. O
meio de cultura foi mantido no escuro durante 7 dias a temperatura ambiente (20-25°C). Os
tecidos foram macerados e corados em solucdo de iodo a 3% para visualizagdo sob
microscépio de luz.

Amostras com resultado positivo em RFTM foram submetidas a PCR. A extracdo total
de DNA foi realizada a partir de subamostras da glandula digestiva e branquias, que foram
preservadas em etanol a 95%. Para este passo, utilizou-se DNAzol (Invitrogen®) seguindo o
protocolo do fabricante e protocolo de fenol-cloroférmio proposto pelo OIE (2012). Para as
reacOes de PCR utilizou-se o par de iniciadores PerkITS 85/750, exclusivo para membros do
género Perkinsus (exceto P. qugwadi) (Casas et al., 2002). As reacdes de PCR foram
realizadas em volumes de 12,5 uL, contendo 100-200ng de DNA genémico, 1x concentrado
de tampéo de PCR, 1,5 mM de MgClI2, 2,5 mM de dNTP, 10 picomol de cada iniciadore 1 U
Taq DNA polimerase (Invitrogen®). O DNA de P. beihaiensis identificado anteriormente por
Luz e Boehs (2016) foi usado como controle positivo. O protocolo incluiu: desnaturacdo do
DNA a 94 °C durante 5 minutos; 35 ciclos de amplificacdo a 94 °C durante 40 segundos,
60°C durante 40 segundos e 72 °C durante 1 minuto, seguido de uma extenséo final a 72 °C
durante 7 minutos. Os produtos de PCR foram separados em gel de agarose a 1,5%, corados

com Syber Safe® e visualizados usando luz UV. Vinte amostras positivas foram selecionadas
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aleatoriamente para sequenciacdo de DNA. As amostras foram sequenciadas pela ACTGene
Molecular Analysis (Porto Alegre, Brasil). A sequéncia obtida foi depositada no GenBank.
2.3. Tratamento dos Dados

A prevaléncia do patogeno foi calculada como o numero de ostras infectadas dividido
pelo nimero total de ostras analisadas (Bush et al., 1997). A intensidade da infecgdo (anélise
por RFTM) foi calculada de acordo com a escala desenvolvida por Ray (1954) e modificada
por Sabry et al. (2009), nos seguintes niveis (L): Nenhuma infeccdo: zero hipndsporos na
lamina inteira (100 x) (= LO); Infeccdo muito leve: até 10 hipnosporos na lamina inteira (100
x) (= L1); Infeccdo suave: 11-100 hipnosporos na lamina inteira (100 x) (= L2); Infeccdo
moderada: pelo menos 40 hipndsporos observados em 10 campos diferentes (400 x) (= L3);
Infeccdo grave: mais de 40 hipnésporos observados em 10 campos diferentes (400 x) (= L4).

A andlise de correlagdo de Pearson foi utilizada para relacionar os dados de prevaléncia
e a intensidade da infeccdo com a salinidade nas estacBes de amostragem e espécies e um
teste t foi associado para mostrar diferencas significativas. Foi utilizado o ASSISTAT, versdo
7.7 beta. Uma ordenacdo multivariada (Analise de Componentes Principais - PCA), gerada
pelo software MVSP, foi utilizada para mostrar graficamente as correlagcdes. O nivel de
confianca foi de 95%. Para garantir a alta confiabilidade dos valores de salinidade de cada
local, para essas analises foram utilizadas a média dos valores obtidos neste estudo com
registros feitos ao longo de um ano em cada regido, como segue: Lenz e Boehs (2011) e Luz e
Boehs (2015) em Camamu, Boehs et al. (2010) em Ilhéus e Zeidan et al. (2012) em

Canavieiras.

3. Resultados
A temperatura variou entre 26 e 29°C (Média = 27,8°C; DP + 1,12) e a salinidade

entre 18 e 36%o0 (Média = 29,6+7,67) (Tabela 1).
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Nas analises moleculares para confirmar o patdgeno, os amplicons obtidos na PCR
apresentaram 700 pb, tamanho esperado para protozoarios do género Perkinsus. O
sequenciamento comprovou tratar-se de P. beihaiensis, com 98 a 100% de similaridade com
as sequéncias disponiveis no NCBI, como as depositadas por Sanil et al. (2012) e Sabry et al.
(2013), para a India e o nordeste setentrional do Brasil, respectivamente. As sequéncias
obtidas foram depositadas no GenBank com nimero KX923545.

Em uma ostra infectada por P. beihaiensis coletada na St7, foram observadas pequenas
pustulas, com aproximadamente 1 mm de didmetro, de cor branco-amarelada no manto e
branquias. Nos demais exemplares (n = 239), ndo houve qualquer sinal macroscépico

indicativo de enfermidade.
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Tabela 1. InformacGes sobre as estacdes de coleta (coordenadas, localizacdo e dados pontuais de temperatura e salinidade) e resultados de prevaléncia
(P) de Perkinsus beihaiensis em duas espécies de ostras no litoral sul da Bahia, para 240 exemplares coletados entre outubro e dezembro de 2014 e
analisados por histologia e Meio Fluido de Tioglicolato de Ray (RFTM), sendo: - Auséncia da espécie ou de dados; Cg = Crassostrea gasar; Cr =
Crassostrea rhizophorae; S = salinidade; T = temperatura.

Estacdo Coordenadas Municipio T (°C) S (%o) P (%) - Histology P (%) - RFTM
Cr Cg Cr Cg
Stl (llha Pequena) 13°55°. 818’S, 39°. 00.963"W Camamu 29 36 100 - 93,3 -
St 2 (Cajaiba) 13°56°. 848’S, 39°. 00.867"W Camamu 28 36 96,6 - 86,6 -
St3 (Porto do Campo) 13°57°.779°’S, 39°. 02°. 948°W Camamu 27 36 86,6 - 83,3 -
St4 (llha do Caranguejo) 13°57°.962°’S, 39°. 00.022°W Camamu 27 36 86,6 - 86,6 -
St5 (Barra do Itaipe) 14°46°.113°S,39° 3. 116”°W IIhéus 26 18 60,7 - 25,0 -
St6 (Baia do Pontal) 14°48°10.21°°S, 39°2°20.79°W IIhéus 28 30 66,6 58,3 16,6 4,16
St7 (Cais) 15°41°. 075°°8S, 38°56°38.06°W Canavieiras 29 20 - 86,6 - 76,6
St8 (Campinhos) 15°42°41.41°°S, 38°55°56.17”°W Canavieiras 29 25 - 66,6 - 26,6
Média/Desvio Padrdo - - 27,8/€1,12 29,6/+7,67 82,8/+159 705/145 65,2/34,6 35,7/37,0

Resultados do x* - - - - p=0,19 p=0,19 P=0,86 P=0,86
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Trofozoitos, tipicamente com um grande vacuolo e nicleo periférico, assim
como de esquizontes (trofozoitos em divisdo) foram observados nos tecidos das duas
espécies de ostras. Os trofozoitos, com tamanho entre 3 e 10um (Média = 6,8; DP
+2,03; n = 240), foram vistos predominantemente no trato digestivo, preferencialmente
no epitelio do estdbmago, mas estes tambem foram observados no manto e no musculo
adutor, em baixa intensidade. No trato digestivo, em casos de infeccdo grave, houve
infiltracdo hemocitica moderada e desorganizacgdo tecidual.

Considerando-se todos os locais, a prevaléncia média foi de 82,8% + 15,9 em C.
rhizophorae e de 70,5% * 14,5 em C. gasar (Tabela 1).

Os hipnosporos resultantes do cultivo em RFTM apresentaram grande variacao
de tamanho, isto é, mediram entre 2 e 75um, sendo que os menores valores foram
observados nas culturas do material proveniente das estacdes St3 (2-4 um) e St7 (2-8
pum). A prevaléncia media foi de 65,2% * 34,6 em C. rhizophorae e de 35,7% + 37,0 em
C. gasar, notadamente mais baixa em relacdo aos resultados da histologia e mais alta
em C. rhizophorae (Tabela 1).

Niveis de infeccdo moderados (L3) a severos (L4) foram observados em C.
rhizophorae nas esta¢fes St1-St4, no municipio de Camamu e em C. gasar da St7 em
Canavieiras. Nas estacGes St5 e St6 (Ilhéus) e St8 (Canavieiras) predominou o nivel
nulo de infeccdo ou entdo, os exemplares apresentavam nivel muito baixo (L1) ou baixo
(L2) de infeccdo (Figura 2 e Figura 3).

As analises estatisticas evidenciaram correlacdo positiva entre a prevaléncia de
P. beihaiensis e a salinidade (r = 0.8798; p<0.01). A salinidade também esteve
positivamente correlacionada com os niveis L2 (r = 0.7437; p <0,05), L3 (r = 0.7261,
p<0,05) e L4 de infeccdo (r = 0.8841; p<0,01) e negativamente correlacionada com o

nivel LO (auséncia da infecgdo) (r = -0.7526) (p<0,05). Os locais com alta prevaléncia
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também estiveram fortemente correlacionados com niveis severos de infec¢do (r =
0,8803; p<0,01).

Nas estagdes com alta salinidade (St1-St4, onde s6 ocorreram C. rhizophorae e
St7, onde ocorreu apenas C. gasar), foram observados, tanto alta prevaléncia de P.
beihaiensis quanto altos niveis de infeccdo. Os componentes 1 e 2 da Analise de

Componentes Principais - PCA explicaram 86,5% da variabilidade total dos dados

(Figure 3).
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Figura 2. Frequéncia absoluta dos niveis de intensidade de infeccdo* de Perkinsus
beihaiensis nas ostras Crassostrea rhizophorae (Cr) e C. gasar (Cg) do litoral sul da
Bahia, observados em microscopia de luz apés cultivo em Fluido de Tioglocolato de
Ray - RFTM. N = 240. *Niveis de infec¢do segundo classificacdo de Ray (1954), onde:
LO = Infeccdo nula; L1= Infeccdo muito baixa; L2= Infeccdo baixa; L3= Infeccdo
moderada; L4= Infeccao severa.
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Figura 3. Resultado grafico da Analise de Componentes Principais (PCA), evidenciando
correlacdo positiva entre a prevaléncia (P) e intensidade de infeccdo (niveis 0-4) de
Perkinsus beihaiensis com a salinidade (S) nas ostras Crassostrea rhizophorae (Cr) e
C.gasar (Cb). St = estagOes amostrais (St1-St8).

4. Discusséo

Em ambas as espécies de ostras, foi Perkinsus beihaiensis foi detectada como a
Unica espécie de Perkinsus presente, com localizacdo preferencial no epitélio digestivo,
especialmente no estdmago e em baixo nimero, também no manto e musculo adutor. A
localizacdo preferencial de P. beihaiensis no epitélio digestivo foi relatada em estudos
anteriores sobre o género Crassostrea (Moss et al., 2008; Sanil et al., 2012; Sabry et al.,
2013; Queiroga et al., 2015; Luz e Boehs, 2016).

Ostras com infeccdo grave (nivel 4, escala de Ray) apresentaram desorganizagao
do epitélio gastrico e intestinal e foram avaliados como comprometidos pela infeccao.
Por sua vez, tanto no manto como no musculo adutor, assim como em ostras que
apresentavam baixo nivel de infec¢do, ndo houve mudancas nos tecidos. Sanil et al.

(2012) relataram a destruicdo de tabulos digestivos em alguns casos de infeccdo por P.

beihaiensis. Moss et al. (2008) relataram lesdes epiteliais e necrose no estdmago,
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intestino e glandula digestiva. De acordo com Villalba et al. (2004), em infecgOes mais
severas causadas por Perkinsus, como as causadas por P. marinus, pode ocorrer
emaciacdo do musculo adutor, com consequente abertura involuntaria das valvas, perda
de peso, encolhimento do manto, comprometimento do sistema imunoldgico e morte do
hospedeiro.

Comparando-se os resultados de prevaléncia de P. beihaiensis deste estudo com
outros obtidos em Crassostrea spp. no Brasil, verifica-se que os valores obtidos no
litoral da Bahia sdo maiores. Considerando apenas os resultados obtidos pela histologia,
Sabry et al. (2013) encontraram prevaléncias entre 3 e 20% no estado do Ceard, em uma
regido com salinidade média de 33,1%o e Queiroga et al. (2015) verificaram prevaléncia
média de 48,9% no estado da Paraiba, mas ndo mencionaram valores de salinidade. No
estado da Bahia, Luz e Boehs (2016) encontraram anteriormente uma média de 93,3%
de prevaléncia na Baia de Camamu (Bahia), em uma regido com salinidade média de
28,4%0. Neste estudo, os valores de salinidade foram geralmente superiores a 20%o € a
prevaléncia média geral de P. beihaiensis foi de 78,7%, considerando as duas espécies
de ostras.

Nossos resultados mostraram correlacdes positivas entre a salinidade e a
prevaléncia e a intensidade da infeccdo, o que reforca os resultados de estudos
anteriores (Volety, 2008; La Peyre et al., 2010). De acordo com Villalba et al. (2004),
em alguns lugares, as variacdes sazonais da salinidade e da temperatura modulam a
ocorréncia de espécies do género Perkinsus. No Brasil, este patdgeno foi detectado até o
momento apenas na regido Nordeste do pais, onde, coincidentemente, as temperaturas
sdo altas ao longo do ano.

Com relacdo a prevaléncia e niveis de infeccdo, geralmente maiores em C.

rhizophorae em relagdo a C. gasar, concluimos que este resultado foi, em principio,
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afetado por niveis de salinidade, uma vez que a primeira espécie foi coletada em locais
mais salinos. Entretanto, uma maior prevaléncia entre C. rhizophorae também foi
observada na estacdo St6, onde houve a ocorréncia simultdnea das duas espécies,
sugerindo que talvez C. rhizophorae seja mais severamente afetada por P. beihaiensis
do que C. gasar. Assim, as diferengas ecoldgicas entre as duas espécies de ostra (C.
rhizophorae habitat niveis entremarés ligeiramente mais altos em relacdo a C. gasar)
podem ter influéncia na susceptibilidade a P. beihaiensis.

Quanto a maior sensibilidade da detec¢do de P. beihaiensis na histologia em
relacdo ao RFTM, concluimos que essa diferenca é devido ao uso de diferentes 6rgaos
em cada uma das técnicas. O protocolo atualmente utilizado (OIE, 2012) indica o uso do
reto e as branquias para RFTM, onde parece haver uma menor concentracdo do
patdgeno em relagdo ao estbmago, 6rgao geralmente incluido na analise histoldgica.
Essa diferenca ja foi observada em estudos anteriores (Sabry et al., 2009; 2013; Ferreira
et al., 2015; Luz e Boehs, 2016). Sugerimos 0 uso de mesmos 6rgdos em histologia e
RFTM (e também em PCR), para obter maior uniformidade no diagnostico.

A presenga de pustulas em uma ostra infectada na estagdo St7 indica a
possibilidade de usar o diagndstico presuntivo como complemento de diagnostico, no
entanto, como observamos 0 evento em uma Unica ostra, a confiabilidade de ocorréncia
de evidéncias macroscopica do patdgeno em questao ainda é baixa.

Concluimos que P. beihaiensis ndo afeta massivamente a saude das ostras do
Litoral Sul da Bahia. No entanto, para o desenvolvimento do cultivo de ostras, o

monitoramento periodico desse patdgeno deve ser enfatizado.
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CAPITULO 4

Avaliacao do potencial zoonoético de Perkinsus beihaiensis e Nematopsis sp.

em Mus musculus



103

Avaliacao do potencial zoonoético de Perkinsus beihaiensis e Nematopsis sp.

em Mus musculus

Mariane dos Santos Aguiar Luz ; Daniele de Santana Rocha; Juneo Freitas Silva;

George Rego Albuquerque; Guisla Boehs

Universidade Estadual de Santa Cruz - UESC; Programa de Pds-Graduacgdo em
Ciéncia Animal; Rodovia Ilhéus-Itabuna, km 16, CEP 45652-900, Ilhéus, Bahia,

Brasil

Titulo resumido: Infeccdo experimental de Perkinsus e Nematopsis...

*Autor para correspondéncia

Mariane Luz. Universidade Estadual de Santa Cruz, Rodovia Jorge Amado km
16, Salobrinho, Ilhéus, Bahia, Brasil. CEP 45652-160.

Tel: + 55 073 3680-5361

e-mail: msaluz@uesc.br



104

Resumo

Os protozoarios do género Perkinsus infectam moluscos bivalves de interesse
econémico em Vvarios paises, sendo que duas das sete espécies conhecidas sdo de
declaracdo obrigatoria a Organizacdo Mundial para a Saude Animal (OIE).
Nematopsis Schneider, 1892 (Apicomplexa) é um protozoario frequente em
bivalves, que utiliza como hospedeiros intermediarios. Apesar de sua ampla
distribuicdo e importancia na patologia de moluscos, o potencial zoondtico de
ambos o0s patdgenos ainda ndo é conhecido. Neste estudo teve-se por objetivo
avaliar o potencial zoonotico de Perkinsus beihaiensis e de Nematopsis sp. no
camundongo Swiss (Mus musculus). Para tanto, foi feito um ensaio em que
foram utilizados pools da ostra Crassostrea rhizophorae, que foram submetidos a
digestdo péptica e inoculados nos camundongos por via intraperitoneal. Foram
utilizados trés grupos (G1-G3) com camundongos cada. Estes foram
eutanasiados em intervalos de 15 (G1), 30 (G2) e 45 (G3) dias ap0s a inoculacéo.
Durante todo o periodo do experimento, os camundongos foram monitorados
quanto a sinais clinicos. Ap6s eutanasia, foram coletadas amostras de tecidos de
varios 6rgdos, que foram analisados via histologia, cultivo em Meio Fluido de
Tioglicolato de Ray (RFTM) e por ferramentas moleculares. Nos animais
inoculados observou-se alteracdo de peso do baco e do figado, além da presenca
de nodulos, notadamente no figado. Oocistos de Nematopsis sp. (Apicomplexa)
foram observados no figado, causando infiltrado inflamatdrio. Perkinsus
beihaiensis foi observado apenas pela técnica de RFTM e pela anélise de tecidos
evidenciou-se 0 aumento das placas de Peyer (nddulos linfoides) no intestino
delgado, concluindo-se que o fato ocorreu em reacdo a este patdogeno. Com base
nesses resultados, sugere-se que ambos 0s patdgenos possuem potencial
zoondtico e que por isso, monitoramentos devem ser realizados para garantir a
qualidade de satde do molusco e do consumidor.

Palavras-chave: Ensaio bioldgico, ostra, patologia, Perkinsiose, Apicomplexa,
Zoonose.
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Introducéo

Os moluscos bivalves sdo organismos amplamente distribuidos e com
relevante interesse tanto para o cultivo como para a alimentacdo. Estes podem
filtrar grande volume de agua, tendo potencial para acumular, reter e concentrar
substancias quimicas (TURECK et al., 2006) e biolégicas (PEREIRA et al.,
2006). Dentre os organismos que podem se associar aos bivalves, constam varias
espécies de protozodrios patogénicos ao molusco e outras ao humano, de
veiculacdo hidrica e alimentar. Dentre os protozoarios de interesse médico estédo
Cryptosporidium spp. e Giardia spp. (LEAL; FRANCO, 2008) que podem ser
transmitidos por bivalves (SOUZA, 2014).

Perkinsus Levine, 1978 € um género de protistas do filo Perkinsozoa, cuja
espécie-tipo € Perkinsus marinus, além de englobar outras seis espécies. Destas,
P. marinus e P. olseni s&o de notificacdo obrigatoria a Organizacdo Mundial para
a Saude Animal (OIE), por serem responsaveis por altas mortalidades em
populacbes de moluscos (VILLALBA et al., 2011). Esse patdgeno é amplamente
estudado no Hemisfério Norte, onde afeta vérias espécies de bivalves e também
alguns gastropodes, causando prejuizos a populacdes naturais e de cultivo
(VILLALBA et al., 2011). Na América do Sul foi registrado pela primeira vez no
Uruguai (CREMONTE et al., 2005) e depois no Brasil (SABRY et al., 2009).
Quatro espécies ja foram registradas no Pais e com exce¢do de um registro em
Anomalocardia brasiliana (FERREIRA et al., 2015), os demais referem-se a
ocorréncias em ostras do género Crassostrea, em que 0s estudos estdo mais
concentrados. Foram feitos registros de P. marinus em C. rhizophorae nos
estados da Paraiba (DA SILVA et al., 2013), Bahia (PINTO et al., 2016) e Santa
Catarina (DA CUNHA, 2016), de P. olseni em C. gasar na Paraiba (DA SILVA
et al., 2014), de P. beihaiensis em C. rhizophorae no Ceara (SABRY et al.,
2013), Bahia (LUZ; BOEHS, 2016) e Santa Catarina (DA CUNHA, 2016) e
ainda de P. chesapeaki em C. rhizophorae no Ceara (DANTAS-NETO et al.,
2016).

O nome da infeccdo causada por esse protozoario € Perkinsiose. Apesar de

esta poder apresentar alta patogenicidade ao molusco, hd apenas um estudo
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experimental de efeitos em mamiferos, utilizando camundongos Mus musculus,
feito nos Estados Unidos por Wijayalath et al. (2014), que realizaram infec¢éo
por curto periodo (7 dias) e inoculacdo via oral.

Protozoarios do género Nematopsis Schneider, 1892 (Apicomplexa) séo
comumente relatados em varias espécies de bivalves de interesse enconémico no
mundo (LAUCKNER, 1983) e também sdo frequentes no Brasil, onde,
aparentemente, ndo causam danos severos ou mortalidade nos moluscos (BOEHS
et al., 2012). Em Portugal ha um relato de mortalidade do bivalve Cerastoderme
edule causado por este patdgeno (AZEVEDO; CACHOLA, 1992). Apesar de
alguns apicomplexos ocorrentes em moluscos apresentarem potencial zoonético,
nédo ha estudos sobre possiveis efeitos deste protozoario sobre os mamiferos.

No litoral da Bahia ocorrem duas espécies nativas de ostras: Crassostrea
rhizophorae (Guilding, 1828) e C. gasar (=C. brasiliana) (Deshayes, 1830)
(LUZ et al., capitulo 2, presente tese), sendo que ambas sdo comercializadas via
extrativismo e a segunda é cultivada em alguns locais em sistema longline
(espinhel) ou mesa (tabuleiro). Ambas as espécies sdo apreciadas como fonte de
alimentacdo pelas comunidades produtoras, bem como em restaurantes e outros
estabelecimentos comerciais da regiéo.

Neste estudo objetivou-se, em uma prospec¢do zoonotica, verificar
possiveis alteragdes morfoldgicas, macro e microscépicas, no camundongo Swiss
(Mus musculus) infectado experimentalmente por Perkinsus beihaiensis e por

Nematopsis sp., via inoculagéo utilizando pools da ostra C. rhizophorae.

Material e Métodos
Obtencéo das amostras

Os exemplares da ostra C. rhizophorae foram coletados nas raizes de
Rhizophorae mangle em um manguezal localizado na Baia de Camamu, Bahia
(13°57'S, 39°02'W), nos meses de agosto e setembro de 2016. No local ja havia
sido confirmada a presenca, tanto de Perkinsus beihaiensis (LUZ; BOEHS,
2016) quanto de Nematopsis sp. (LUZ e BOEHS, 2015). As ostras foram

coletadas com o auxilio de uma faca e conduzidas semisubmersas em agua do
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mar em um balde até a Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC), onde
foram processadas. A coleta foi autorizada pelo Instituto Chico Mendes de
Conservacdo da Biodiversidade - ICMBIo, Brasil (Licenca nimero 20912-3). Os
camundongos Swiss foram obtidos a partir de recria no Biotério da UESC. O uso
destes foi previamente aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
UESC (Concessdao CEUA numero 035/15).

Ensaio bioldgico

Um experimento piloto foi realizado inicialmente para determinar os
tempos das observagdes. Antes da realizagdo dos procedimentos experimentais e
apos a chegada de campo, as ostras foram mantidas em um aquario aerado
durante 48 horas, sem alimentacdo, com o objetivo de aumentar as chances de
transmissdo horizontal do patdgeno. Depois disso, 30 ostras foram trituradas e
submetidas ao processo de digestdo péptica, com adaptacdo da técnica proposta
por Dubey et al. (1998). Completado esse processo, 1 mL do produto foi
inoculado por via intraperitoneal em 21 camundongos com peso entre 25 e 35 g,
dos quais oito receberam a solucdo tampdo PBS (Phosphate-buffered saline),
servindo de controle. Os camundongos foram eutanasiados ap0s 0s seguintes
intervalos: 4h, 24h, 48h, 72h, 5d, 7d, 10d e 15d.

Alteraces macro e microscopicas foram evidenciadas no teste piloto com
15 dias. Dessa forma, para o experimento propriamente dito, utilizou-se
intervalos de 15 (G1), 30 (G2) e 45 (G3) dias para a realizacdo das eutanésias.
Assim como para 0 ensaio piloto, fez-se a digestdo péptica, para o qual foram
utilizadas 45 ostras, cujo pool foi inoculado em trés grupos de oito camundongos
cada, dos quais seis foram inoculados com o produto da digestdo e dois
receberam PBS. A eutanasia foi feita por deslocamento cervical sem o uso de
anestésicos para evitar aumento do baco e figado. Constatando-se o Obito, foram
realizados os seguintes procedimentos: (a) abertura dos animais e observagédo
macroscopica dos Orgdos quanto a presenca de lesbes ou outros sinais de
infeccdo, que, quando presentes, eram registrados e fotografados; (b) retirada dos

6rgdos (com auxilio de bisturi e tesoura cirdrgica) e pesagem em balanca digital
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com 0,01 g de preciséo; (c) obtencdo de fragmentos de cérebro, pulmdo, coracéo,
figado, baco, estbmago, intestino (delgado e grosso) e rins, para procedimentos
posteriores (histologia, cultura em RFTM e analises moleculares).

Durante todo o experimento, os camundongos foram visualmente
monitorados quanto a possivel ocorréncia de sinais clinicos (alteragcdes na
frequéncia de alimentacdo, apatia, espasmos, etc.) indicativos de presenca de

enfermidade.

Histologia

Seccbes de aproximadamente 5 mm de cada 6rgdo foram fixados em
formaldeido a 10% por um periodo de 24 a 48 horas e depois processados por
histotécnica convencional, incluindo desidratacdo em série alcodlica crescente,
clareamento em xileno, inclusdéo em parafina e obtencdo de cortes, por
microtomia, de 3, 5 e 7 um de espessura, cujos tecidos foram corados com
hematoxilina de Harris e eosina (H&E) (HOWARD et al, 2004) e
posteriormente analisados em microscopio Olympus 30X. A prevaléncia
parasitaria foi calculada como a razdo entre o nimero de camundongos
infectados e o numero total de camundongos analisados (BUSH et al., 1997). As
laminas foram depositadas no Laboratdrio de Moluscos Marinhos (LMM/UESC),
sob a responsabilidade do primeiro e do ultimo autor.

Para classificar os tipos de lesGes encontradas no figado (6rgdo mais
afetado), foi estabelecida a sequinte escala:

Grau 0 — Sem les&o;

Grau 1 — Infiltrado discreto focal a multifocal;

Grau 2 — Infiltrado discreto a moderado sem granuloma;

Grau 3 — Infiltrado moderado/granuloma focal;

Grau 4 — Infiltrado intenso e granuloma multifocal.

Cultivo em Meio Fluido de Tioglicolato de Ray (RFTM)
Uma seccdo de 8 mm de cada orgao foi retirada e incubada pela técnica de

cultivo em Meio Fluido de Tioglicolato de Ray (RFTM), seguindo protocolo
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internacional (OIE, 2012), incluindo o acréscimo de antibidticos (Penicilina e
Estreptomicina) e antifungico (Nistatina), para inibir a proliferacdo de
microrganismos no meio de cultura. Conforme o protocolo, 0 meio de cultura foi
mantido no escuro por 6-7 dias, a temperatura ambiente (20-25°C). Ap0s esse
periodo, os tecidos foram macerados e corados em solugédo de iodo a 3% para
visualizacdo em microscépio de luz. O RFTM permite a obtencdo de
hipndsporos, formas aumentadas de Perkinsus e facilmente visualizaveis e
quantificaveis, o que possibilita a certificacdo da presenca do patdégeno na
amostra. A intensidade de infeccdo foi calculada de acordo com a escala
desenvolvida por Ray (1954) com adaptacdo, nos seguintes niveis (N): (a)
Infeccdo nula: nenhum hipnésporo em toda a lamina (100 x) (=NO); (b) Infecc¢éo
muito baixa: menos de 10 hipndsporos em toda a lamina (100 x) (=N1); (c)
Infeccdo baixa: 11-100 hipnésporos em toda a lamina (100 x) (=N2); (d)
Infeccdo moderada: ao menos 40 hipndsporos observados em 10 diferentes
campos (400 x) (=N3); (e) Infeccdo severa: mais de 40 hipndsporos observados
em 11 diferentes campos (400 x) (=N4).

Procedimentos moleculares

Uma porcdo de 25mg de cada 6rgdo (cérebro, pulmao, coracdo, figado,
baco, estbmago, intestinos e rins) foi utilizada para a extragéo, utilizando o mini-
kit Invitrogen®, seguindo instrucdes do fabricante. Para as reacOes da PCR, foi
utilizado o par de primers PerkITS 85F (5’CCGCTTTGTTTGGATCCC)
PerkITS—750R (5’ACATCAGGCCTTCTAATGATG 3°) (CASAS et al., 2002),
exclusivo para os membros do género Perkinsus (exceto para P. qugwadi). As
reacOes da PCR foram realizadas em volume de 12,5 ul, contendo 100-200 ng de
DNA gendmico, tampéo de PCR 1x concentrado, MgCl, a 1,5 mM, nucleotideos
a 0,2 mM cada, primers a 0,8 UM e uma unidade de Taq DNA polimerase. O
DNA de P. beihaiensis identificado em estudo anterior (LUZ; BOEHS, 2016) foi
utilizado como controle positivo. O protocolo incluiu desnaturacdo do DNA a
94°C por 5 minutos, 35 ciclos de amplificacdo a 94°C por 40 segundos, 60°C por

40 segundos e 72°C por 1 minuto, seguido de uma extenséo final a 72°C por 7
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minutos. Os produtos da PCR foram separados em gel de agarose a 1,5%,
corados com Sybr Green® e visualizados usando luz UV. O amplicon esperando

para os iniciadores utilizados foi de 700pb.

Analise estatistica

O teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis foi utilizado para comparar 0s
peso do baco e do figado dos animais inoculados e animais do controle, assim
como entre 0s grupos experimentais. O nivel de confianca adotado foi de 95% e
os softwares utilizados para esse teste foram Assistat 7.7pt e Origin 2017. Para
avaliar a associacdo dos niveis de lesdo no figado dos animais inoculados com o
periodo dos grupos experimentais, foi utilizado o teste ndo parametrico Qui-

quadrado (¥2), utilizando o programa estatistico R.

Resultados
Alteragdes morfologicas macroscépicas

As alteragdes macroscopicas observadas nos animais inoculados com pool
de ostras com Perkinsus beihaiensis e Nematopsis sp. foram: aumento de peso do
baco e do figado (Figura 1a), nédulos no figado (em um animal do G1, dois
animais do G2 e um do G3) e no intestino delgado de dois animais do G2, que
continham aumento das placas de Peyer (Figura 1b) e uma fina membrana de
fibrina cobrindo o figado e o baco (Figuralb). A maioria das alteracdes ocorreu
concomitantemente. Os nodulos observados no figado eram coesos, de cor
branca a amarelo claro, medindo de 0,5 a 0,8 mm. Em um individuo do grupo G3
observou-se aumento de um dos rins. Os resultados de aumento de peso do baco
e figado e as prevaléncias de outros sinais macroscépicos estdo apresentados na
Tabela 1. Conforme mostra essa tabela, houve diferenca significativa de peso
entre os inoculados e ndo inoculados apenas do baco, tendo o peso do figado sido
semelhante entre esses grupos, 0 mesmo tendo ocorrido para os pesos do baco e
do figado quando comparados os animais inoculados dos trés grupos (G1, G2 e
G3).
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AlteracGes microscopicas

Foram observadas infiltracdes no figado e no epitélio intestinal. De acordo
com a escala proposta para a intensidade das les6es no figado, foram observadas
lesbes de grau 1 com mais frequéncia no G1 (66,6%) e no G2 (50%) e com
presenca de grau 4 apenas nesses grupos. Em G3 foram identificados quatro
animais com grau zero (0), um com grau 3 e outro com grau 4. O teste qui-
quadrado indicou diferenca estatistica (p = 0,001499) no grupo G3 (45 dias),
associando os niveis de lesbes nesse grupo com o tempo amostrado. G1 e G2 néo
indicaram diferencas significaticas em relacdo ao controle (p= 0,2959 e p=
0,1974, respectivamente).

Oocistos de Nematopsis sp. (Apicomplexa) foram observados no figado
associados a um infiltrado inflamatério granulamatoso nos animais dos grupos 1
(G1) e 2 (G2) (Figura 2).

Apesar das alterac6es macro e microscopicas, nenhum sinal clinico visivel

foi observado nos animais. Os resultados brutos podem ser vistos no Apéndice II.
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Tabela 1. Resultados numéricos de peso do baco, figado e rins (média e desvio padrdo), comparacdes pelo teste Kruskal-Wallis (valores de p) de
camundongos Swiss (Mus musculus) inoculados com produto de digestdo péptica contendo Perkinsus beihaiensis e Nematopsis sp. apos 15, 30 e

45 dias e comparacdes, com as respectivas alteracdes macro e microscopicas em cada grupo e prevaléncias. | = inoculados; C = controle; n total
=24.
Grupos (G) Peso do bago (g) Peso do figado (g) Peso dos rins (g) Alterac6es macroscopicas (1) e
prevaléncia (%)
I* C** | C | C
G1 (15 dias) 0,46+0,13 0,2240,11 3+0,55 1,8+0,14 - e Membrana de fibrina no figado
(33,3)
Nodulos no figado (16,6)
Placa de Peyer no intestino
(33,3)
G2 (30 dias) 0,30+0,08 0,22+0,12 3,1+0,36 2,0£0,11 e e Membrana de fibrina no figado
e baco (16,6%)
Nodulos no figado (33,3%)
G3 (45 dias) 0,39+0,10  0,20+0,11 2,8+0,32 2,1+0,12 0,41+0,09 0,32+0,11 Nodulos no figado (16,6%)
Comparagéo-I1 x C p=0,04 p=005 e
Comparacéo- p =0,07 p=018

G1xG2xG3




Figura 1. Alteracdes macroscépicas em camundongos Swiss (Mus musculus) infectados
experimentalmente com Perkinsus beihaiensis e Nematopsis sp.. A) hepatoesplenomegalia
(aumento do figado e baco); B) Presenca de membrana fibrina sobre o figado (cabeca de seta) e
formacdo de pequenos nodulos (*); C) Nédulo no intestino (seta); D) Nodulos no figado (cabeca
de seta).
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Figura 2. Oocistos de Nematopsis sp. (seta) no figado de camundongo Swiss infectado
experimentalmente. Aumento de 100X.

Os resultados do cultivo RFTM evidenciaram que apenas nos tubos com secgoes
dos intestinos delgado e grosso (incluindo o reto) foram observados organismos
assemelhados a Perkinsus. Os hipnosporos observados possuiam parede espessa, formato
esférico e coloracdo marrom clara (Figura 3). O diametro dos hipndsporos variou entre
30 e 50 pum. A prevaléncia em animais com 15 e 30 dias de inoculado foi de 100%. Em
camundongos com 45 dias de inoculados, apenas 33,3% (dois animais) apresentaram o
patdgeno. A intensidade de infeccdo variou de muito baixa (N1) a baixa (N2). Nenhuma

das amostras foi positiva para Perkinsus spp. mediante o uso de ferramentas moleculares.
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Figura 3. Hipndsporos no camundongo Swiss infectado experimentalmente com pool de ostras
com Perkinsus beihaiensis. Barra= 25 pm.

Discussao

O método de inoculagéo por via intraperitonial permitiu a entrada e acéo tanto de
Perkinsus beihaiensis quanto de Nematopsis sp., indicando que esses protozoarios
possuem potencial de infeccdo e lesdo em mamiferos.

N&o h& estudos de avaliagdo do potencial zoonotico de Nematopsis sp. Para
Perkinsus, ha apenas um relato (WIJAYALATH et al., 2014), cujo estudo consistiu em
uma infeccdo experimental de P. marinus em Mus musculus, por via oral, com duracéo
de sete dias de observacdo. Os animais ndo desenvolveram diarréia ou qualquer patologia
detectavel no trato gastrointestinal ou nos pulmdes apés alimentagdo Unica ou repetigéo.
Segundo os autores, as populagdes de linfécitos no tecido linfoide associado ao intestino
e baco permaneceram inalteradas nos camundongos alimentados com o parasito,
excluindo a possibilidade de inflamag&o local ou sistémica. Porém, o estudo demonstrou
que mesmo sem causar lesdo ou inflamacdo nos 6rgdos, houve estimulo de respostas

imunes especificas, isto &, foram observadas IgM e IgG pré-existentes e que 0 seu
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aumento foi bastante significativo apds a administracdo do patogeno. No presente estudo,
a alteracdo nos nodulos linfaticos no intestino (Placa de Peyer) de dois animais do G1
pode indicar uma resposta imune (humoral) a presenca de P. beihaiensis. Uma outra
questdo € que os mencionados autores utilizaram o parasito vivo, apos o que foi
administrado por via oral, colocando o patdgeno em contato direto com 0s sucos gastrico
e entérico. No presente estudo, foi feita a digestdo do tecido de modo analogo ao que
ocorre no trato digestivo, 0 que poderia beneficiar a preservacdo das estruturas do
protozoario, visto que 0 mesmo estaria em contato com os tecidos das ostras que também
foram digeridos.

A presenca de nodulos e de uma membrana no figado e baco observados neste
estudo corrobora uma observacdo feita em Portugal por Azevedo (1989) no bivalve
Ruditapes decussatus infectado por Perkinsus olseni, em que este observou pustulas nas
branquias do bivalve nos casos mais graves. No presente estudo ndo foram observadas
alteracdes no peritdnio, nos 6rgaos internos ou bordas do figado dos animais inoculados.
Esse resultado indica que ndo houve peritonite causada pelas inoculagdes e que os sinais
macroscépicos supracitados estdo relacionados a presenca dos parasitos, sendo a
alteracdo no figado associada possivelmente a Nematopsis sp.

A presenca de hipnosporos de P. beihaiensis na porcdo final do intestino de
camundongos inoculados pode indicar uma estratégia de sobrevivéncia do patdgeno
devido a disponibilidade de alimento nesse local, bem como uma forma de propagacéo e
dispersdo do mesmo pelas fezes. Em um estudo realizado na Coréia com Ruditapes
philippinarum, Park et al. (2010) isolaram e identificaram P. olseni nas fezes desse
bivalve, o que é mais um resultado indicativo de uma possivel transmissdo fecal deste
protozoario. Em ostras do género Crassostrea do nordeste brasileiro, foi observada
preferéncia de Perkinsus spp. pelo epitélio gastrico e intestinal (BRANDAO et al., 2013;
SABRY et al.,, 2013; LUZ; BOEHS, 2016). A coloracdo mais clara do hipndsporo
observada no presente estudo, quando comparada a observada em bivalves, pode ser um
indicativo que essa forma de vida (fase) do protozoario pode se apresentar de modo
diferente nos mamiferos, visto que em invertebrados as substancias e a dieta no intestino

e reto sao distintas.
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As ostras utilizadas no experimento ndo apresentaram sinais macroscopicos como:
abertura involuntaria das valvas, coloracdo escura nas branquias ou dos demais tecidos e
palidez da glandula digestiva relatados em estudos anteriores da Perkinsiose
(MARTINEZ; YEOMANS, 2001; VILLALBA et al., 2011). Os camundongos tambem
ndo apresentaram sinais clinicos (apatia ou outras mudancas), o0 que pode indicar que P.
beihaiensis e Nematopsis sp. se comportam de modo analogo no mamifero com o que
ocorre em ostras, sendo a infec¢do, portanto, assintomatica. Em um estudo realizado com
a ostra C. virginica (VOLETY; CHU, 1995) foi observado que P. marinus libera
substancias quimicas que inibem a acdo dos hemdcitos na ostra, de modo que sua
presenca nao seja combatida de imediato pela defesa do hospedeiro.

No que se refere aos intervalos utilizados, as observacfes de alteracdes apds 15
dias de inoculacdo indicam esse € o tempo suficiente para que 0s protozoarios
desenvolvam um ciclo e se adaptem, assim como para que o sistema imune dos
camundongos identifique e combata 0s mesmos.

Os resultados negativos da PCR para Perkinsus possivelmente ocorreram em
funcdo da pequena quantidade de tecido analisado, assim como pequena carga
parasitaria. Outra possibilidade é que os nodulos do figado (dos quais foram realizadas as
extragdes) tenham ocorrido em decorréncia da presenca de Nematopsis sp. € ndo de P.
beihaiensis. Apesar de a descricdo do género Nematopsis ter sido realizada hd muitos
anos, a taxonomia desse grupo se baseia no tamanho dos oocistos encontrados nos
hospedeiros e em estudos ultraestruturais, ndo havendo mencéo na literatura de trabalhos
com analises moleculares, motivo pelo qual ndo foi feita a analise genética da presenca
desse patogeno.

Nematopsis sp. utiliza os bivalves como hospedeiros intermediarios, completando
seu ciclo de vida no tubo digestério de crustaceos (LAUCKNER, 1983). A forma como
ocorre a infeccdo nesses invertebrados ndo estd elucidada, se é pela agua ou pela
alimentacdo de ostras com o parasito, mas em ambas as possibilidades os oocistos sdo
uma forma resistente até a infeccdo do hospedeiro final (os crustaceos). Toxoplasma
gondii € um protozoario do mesmo grupo, com oocisto de parede dupla, que confere alta
resisténcia a fatores ambientais, podendo permanecer no ambiente por dias e até meses

se houver condices favoraveis (DUBEY et al, 1998). Esse patdgeno possui como
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hospedeiro final os felideos, mas pode infectar diversos hospedeiros ndo obrigatérios e
acidentais como o homem (DUBEY et al., 1998). Este pode ser transmitido mediante
rota fecal-oral por meio do contato direto de hospedeiro para hospedeiro, ou de maneira
indireta, via agua ou alimentos contaminados, apds 0s oocistos serem ingeridos por
hospedeiros susceptiveis (LEAL; FRANCO, 2008). Apesar de esse patdgeno ser mais
comum no humano e em animais domésticos, 0 mesmo pode se alojar nos tecidos de
ostras provindas de locais contaminados (SOUZA, 2014).

Os camundongos nos quais foram observados Nematopsis sp. apresentaram uma
membrana de fibrina no figado. Microscopicamente, foi observado um infiltrado
inflamatorio, uma lesdo tecidual provavelmente associada a presenca desse parasito.
Conforme DE SOUZA et al. (2018), a membrana de fibrina é rica em glicoproteinas e
em fatores de crescimento. A sua presenca sobre o figado dos camundongos deste estudo
pode indicar resposta imunolégica frente a presenca deste patdgeno. O extravasamento
desse tipo de membrana ocorre como um mecanismo de protecdo para inibir a acdo de
agentes infecciosos que possam causar infec¢bes mais graves, estando também associado
a fatores de crescimento que melhoram a acgéo regeneradora (ALMEIDA et al., 2016) e a
cicatrizacdo tecidual (CHOUKROUN et al., 2006).

No presente estudo, nos camundongos inoculados com P. beihaiensis e
Nematopsis sp. havia geralmente aumento concomitante do baco e do figado. Em
mamiferos, a esplenomegalia pode estar relacionada a infecgbes crénicas causadas por
virus, bactérias e doencgas parasitarias, como observado por Albuquerque et al. (2002) em
experimento realizado com coelhos inoculados com o apicomplexo Toxoplasma gondii.

Em concluséo este estudo permitiu concluir que:

(@) Perkinsus beihaiensis e Nematopsis sp. sdo viaveis, mesmo ap0s digestdo
péptica, indicando que estes sdo resistentes a compostos estomacais e que provavelmente
uma infeccdo oral, mediante ingestdo de ostras (ou outros bivalves infectados por este
patdgeno), pode ser possivel,

(b) As alteracdes patoldgicas observadas no camundongo sugerem um potencial
zoonotico de ambos os patdgenos e de inducéo de respostas pelo mamifero;

(c) Todos os resultados relacionados a presenca de Nematopsis sp. indicam que

houve o desenvolvimento de uma resposta crénica;
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(d) A localizagdo de Perkinsus beihaiensis no reto e porcdo final do intestino
grosso de M. musculus é coincidente ao observado em ostras submetidas as analises do
Meio Fluido de Tioglicolato de Ray (RFTM);

(e) No camundongo, em condicbes experimentais, Nematopsis sp. e Perkinsus
beihaiensis desenvolvem um ciclo inferior a 30 dias ap6s 0 que ocorre uma diminuicédo
da infeccéo;

(f) Os intervalos e o tipo de inoculagdo utilizados no presente estudo foram
viaveis para a observacdo tanto de P. beihaiensis através da técnica de RFTM e de

Nematopsis sp. em técnica histologica.
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CONCLUSOES GERAIS

Os resultados do estudo permitem tecer as seguintes conclusoes:

Existem duas especies de ostras do género Crassostrea no estado da Bahia:
Crassostrea rhizophorae e C. gasar (C. brasiliana);

Com excecdo do tamanho, ndo foram observadas diferengas morfoldgicas entre
as espécies de ostras;

Crassostrea gasar apresenta tamanho geralmente maior em relagdo a C.
rhizophorae e pode ser encontrada em niveis de maré mais baixos. Ja C.
rhizphorae foi encontrada em niveis mais altos das raizes dos mangues;

As analises filogenéticas demonstraram que C. brasiliana e C. gasar sdo a mesma
espécie;

Em todas as estagcOes amostrais, houve apenas o registro de Perkinsus beihaiensis,
sendo o epitélio digestivo o local mais frequente do parasito nas ostras;

A prevaléncia de P. beihaiensis em ostras do género Crassostrea da Bahia €
maior que em outros estudos realizados no Brasil e esse fato pode estar
relacionado a salinidade, mas talvez também a outros fatores;

Existe correlagdo positiva entre a salinidade e a prevaléncia e intensidade da
infeccdo de P. beihaiensis nas ostras Crassostrea spp. da regido;

As diferencas ecologicas entre as duas especies de ostras (C. rhizophorae, com
habitat em niveis entremarés ligeiramente mais altos aos de C. gasar) podem ter
influéncia na susceptibilidade a P. beihaiensis;

Alteracbes macro e microscopicas foram observadas em Orgdos internos de
camundongos Swiss infectados experimentalmente por P. beihaiensis e por
Nematopsis sp.;

O uso de bioensaio pode ser um protocolo viavel para estudos de parasitos que
ocorrem em ostras em modelos para humano;

O uso de intervalos maiores no experimento evidenciou que P. beihaiensis requer
maior tempo para causar alteracdes macroscopicas e microscopicas no
camundongo Swiss;

Tanto P. beihaiensis quanto Nematopsis sp. possuem potencial zoonotico.
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CONSIDERACOES FINAIS

A costa da Bahia, assim como do Brasil, é bastante extensa com grande numero
de rios, areas de manguezal e enseadas, que proporcionam relevante riqueza de seres
vivos. Os moluscos bivalves sdo animais bem adaptados as areas costeiras e de
manguezais, ocorrendo em diversos ambientes, sendo utilizados tanto como produto para
alimentagdo como para comercializagdo. Conhecer as espécies existentes em
determinadas regiGes com caracteristicas para o cultivo, € um dos aspectos que
contribuem para o sucesso do manejo e producdo em maiores escalas. Os resultados
observados neste estudo indicaram que ha ocorréncia de duas espécies de ostras no litoral
da Bahia (Crassostrea rhizophorae e C. gasar), sendo C. gasar de maior tamanho,
ocorrendo em regides entremarés mais baixas e de infralitoral, enquanto C. rhizophorae
pode ser observada principalmente nas raizes do mangue.

Uma vez conhecidas as espécies de ostras e os seus locais de ocorréncia, foi entéo
possivel constatar a ocorréncia de Perkinsus beihaiensis no litoral Sul da Bahia. O
protozoario foi observado em ambas as espécies de ostras, tendo sido a prevaléncia e 0s
niveis de infeccdo correlacionados a salinidade.

Apos a identificacdo do patdgeno, foi realizado uma avaliacdo, por infeccdo
experimental em camundongo Swiss (Mus musculus), do potencial zoondtico de P.
beihaiensis e de Nematopsis sp. Foi constatado que intervalos de tempo de 15, 30 e 45
dias sdo eficientes para observacdo de respostas cronicas do modelo utilizado. Nesse
estudo foi possivel verificar que ambos os parasitos inoculados foram resistentes a
digestdo péptica, causando resposta do sistema imunologico. Perkinsus beihaiensis
possivelmente causou alteracdes nos nddulos linfoides do intestino delgado (Placa de
Peyer). Ja Nematopsis sp. foi associado ao aumento do baco e do figado, assim como a
formacédo de uma membrana de fibrina sobre o figado e ainda a formacgéo de nodulos
sobre este. Todas as analises indicam que houve desenvolvimento de uma infeccéo
crbnica por este protozoario.

Essa é a primeira infeccdo experimental de P. beihaiensis e de Nematopsis sp. em
camundongos Swiss. O estudo permite afirmar que € possivel observar parasitos

ocorrentes em ostras em modelo de mamifero, sendo uma ferramenta eficiente para
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novas investigacdes e que pode ser um meio para elucidar como infecgfes alimentares

causadas por ostras podem acometer o humano.
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HISTOLOGIA — PERKINSUS

3.8A

Pulmao: Infiltrado linfohistiocitario intersticial multifocal discreto associado a hemorragia intraalveolar
e intersticial multifocal moderada com macréfagos apresentando pigmento amarronzado
intracitoplasmatico multifocal moderado (hemossiderina).

Rim: Infiltrado inflamatério linfohistiocitario focal discreto.

3.8B

Bacgo: Nao foi possivel avaliar histologicamente.

3.8C

Intestino delgado (jejuno e ileo): Sem alteracdo histoldgica significativa.

Estdmago: Sem alteragdo histoldgica significativa

3.7A

Encéfalo (cérebro e cerebelo): Sem alteracdo histoldgica significativa

Pulmao: Infiltrado linfohistiocitario intersticial multifocal peribronquiolar discreto associado a
hemorragia intra-alveolar multifocal discreta com macréfagos apresentando pigmento amarronzado
intracitoplasmatico multifocal moderado (hemossiderina).

3.7B

Rim: Sem alteracao histoldgica significativa

Bacgo: Ndo foi possivel avaliar histologicamente.

Figado: Area focalmente extensa de fibroplasia circundada por infiltrado inflamatério linfohistiocitario
moderado e célula gigante multinucleada (?7?). Infiltrado inflamatério linfohistiocitario periportal
multifocal discreto a moderado.

3.7C

Intestino delgado (jejuno e ileo): Sem alteracdo histoldgica significativa.

3.6A

Cérebro: Sem alteragao histoldgica significativa

Pulmao: Infiltrado linfohistiocitario intersticial multifocal discreto associado a hemorragia intra-alveolar
multifocal discreta com macréfagos apresentando pigmento amarronzado intracitoplasmatico
multifocal moderado (hemossiderina).

Rim: Sem alteragao histoldgica significativa

3.6B

Bago: Ndo foi possivel avaliar histologicamente.

Figado: Infiltrado inflamatdrio linfohistiocitario aleatdrio multifocal moderado.

3.6C

Intestino delgado (jejuno e ileo): Sem alteracdo histoldgica significativa.

35A

Encéfalo (cérebro): Sem alteracgdo histoldgica significativa
Pulmao: Infiltrado linfohistiocitario intersticial multifocal discreto.
Rim: Sem alteracao histoldgica significativa

3.5B

Bago: Ndo foi possivel avaliar histologicamente.

Figado: Sem alteragao histoldgica significativa

3.5C
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Intestino delgado (jejuno e ileo): Presenca de parasitas intraluminais no jejuno com grandes
dimensdes, alongado e apresentando revestimento externo pregueado.

34A

Encéfalo (cérebro): Sem alteracdo histoldgica significativa
Pulmao: Sem alteracdo histolégica significativa

3.48B

Bago: Ndo foi possivel avaliar histologicamente.

Rim: N3ao foi possivel avaliar histologicamente.

Figado: Sem alteracdo histoldgica significativa

3.4C

Intestino delgado (jejuno): Sem alteragdo histoldgica significativa
Estomago: Sem alteragdo histoldgica significativa

3.3A

Figado: Sem alteracdo histoldgica significativa
Bacgo: Ndo foi possivel avaliar histologicamente.
3.3B

Pulmdo: Macréfagos intersticiais apresentando pigmento amarronzado intracitoplasmatico multifocal
moderado (hemossiderina).

Cérebro: Sem alteragao histoldgica significativa

Estdmago (porgao aglandular): sem alteracdo histoldgica significativa

Coragdo: Sem alteracao histoldgica significativa

3.3C

Intestino delgado (jejuno e ileo): Sem alteracdo histoldgica significativa

3.1A

Rim: Sem alteracado histoldgica significativa

Cérebro: Sem alteracdo histoldgica significativa

3.1B

Bago: Ndo foi possivel avaliar histologicamente.

Pulmao: Macréfagos intersticiais apresentando pigmento amarronzado intracitoplasmatico multifocal
discreto (hemossiderina).

Figado: Sem alteracdo histoldgica significativa

3.1 C Lamina com artefato

Intestino delgado (jejuno): Sem alteragdo histoldgica significativa
Intestino grosso: Sem alteracdo histoldgica significativa
Estomago: Sem alteragdo histoldgica significativa

2.8A

Pulmao: Macréfagos intersticiais apresentando pigmento amarronzado intracitoplasmatico multifocal
discreto (hemossiderina).

Rim: Sem alteracao histolégica significativa

Bago: Ndo foi possivel avaliar histologicamente.

2.8B

Cérebro e cerebelo: Sem alteracao histoldgica significativa
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Figado: Infiltrado inflamatdrio linfohistiocitario neutrofilico aleatério multifocal intenso associado a
degeneracdo de hepatdcitos multifocal a coalescente moderada.

2.8 C Lamina com artefato

Intestino delgado (jejuno): N3o foi possivel avaliar histologicamente. L&mina com muito artefato.
Estomago: Infiltrado inflamatério linfocitico multifocal discreto na mucosa.

2.7A

Coragao: Sem alteragdo histoldgica significativa

Rim: Sem alteracao histoldgica significativa

Cérebro: Sem alteracdo histoldgica significativa

Pulmao: Infiltrado inflamatdrio linfohistiocitario neutrofilico intersticial multifocal discreto e
hemorragia intraalveolar focalmente extensa moderada associado a macrdéfagos com pigmento
amarronzado (hemossiderina) discreto.

2.7B

Figado: Infiltrado inflamatdrio linfohistiocitario neutrofilico aleatério multifocal discreto.

Bacgo: Ndo foi possivel avaliar histologicamente.

2.7C

Intestino delgado (ileo e jejuno): Sem alteracdo histoldgica significativa

Estomago: Sem alteracdo histoldgica significativa

26A

Coragao: Sem alteracdo histoldgica significativa

Cérebro: Sem alteragao histoldgica significativa

Pulmao: Infiltrado inflamatdrio linfohistiocitario neutrofilico intersticial multifocal discreto associado a
macréfagos com pigmento amarronzado (hemossiderina) discreto multifocal.
2.6B

Rim: Sem alteracao histoldgica significativa

Bago: Ndo foi possivel avaliar histologicamente.

Intestino delgado (jejuno): Sem alteragdo histoldgica significativa

26C

Intestino delgado (ileo e jejuno): Sem alteracdo histoldgica significativa
Estomago: Sem alteragdo histoldgica significativa

25A

Rim: Sem alteragao histoldgica significativa

Coragao: Sem alteragdo histoldgica significativa

Bago: Ndo foi possivel avaliar histologicamente.

Encéfalo (Cérebro e cerebelo): Sem alteracdo histoldgica significativa
Pulmao: Macrdéfagos com pigmento amarronzado (hemossiderina) discreto multifocal no intersticio.
258B

Baco: Ndo foi possivel avaliar histologicamente.

Figado: Infiltrado inflamatério linfocitico aleatério multifocal discreto.
25C

Intestino delgado (jejuno): Sem alteracgdo histoldgica significativa
Estomago: Sem alteracdo histoldgica significativa

24A
Coragdo: Sem alteracao histoldgica significativa
Encéfalo (Cérebro e cerebelo): Sem alteracdo histoldgica significativa
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Pulmdo: Hiperemia difusa intensa associada a hemorragia intra-alveolar multifocal moderada,
macrdéfagos intersticiais com pigmento amarronzado (hemossiderina) difuso intenso.

248B

Bago: Sem alteragdo histoldgica significativa

Rim: Sem alteracado histoldgica significativa

Figado: Infiltrado inflamatério linfocitico aleatdrio multifocal discreto.

24C

Intestino delgado (jejuno e ileo): Sem alteragdo histoldgica significativa

Estomago: Sem alteragdo histoldgica significativa

23A

Coragao: Sem alteragdo histoldgica significativa

Cérebro: Sem alteragao histoldgica significativa

Pulmado: Macrofagos intersticiais com pigmento amarronzado (hemossiderina) multifocal discreto.
2.3B

Rim: Sem alteracdo histoldgica significativa

Figado: Sem alteracao histoldgica significativa

2.3C

Intestino delgado (jejuno e ileo): Sem alteragdo histoldgica significativa

Estomago: Sem alteragdo histoldgica significativa

2.2A

Figado: Area focalmente extensa de necrose de liquefacdo circundada por infiltrado inflamatério
linfohistiocitario neutrofilico intenso, com fibroplasia, células gigantes e estruturas circulares com 30 a
40 micrometros de didmetro, parede espessa, intralesional. Areas multifocais aleatdrias com infiltrado
linfohistiocitario discreto.

Coragdo: Area focalmente extensa de fibroplasia associado a infiltrado inflamatério linfohistiocitario
intenso, hemorragia moderada e perda e degeneragdo de cardiomidcitos.

Pulmao: Infiltrado inflamatério linfohistiocitario intersticial multifocal a coalescente discreto.

2.2B

Bago: Ndo foi possivel avaliar histologicamente.

Coragao: Sem alteragdo histoldgica significativa

Encéfalo (cérebro e cerebelo): Sem alteracdo histoldgica significativa

2.2C

Intestino delgado (jejuno): Sem alteragdo histoldgica significativa. (autdlise superficial).

Estomago: Sem alteragdo histoldgica significativa

2.1A

Intestino delgado (jejuno): Sem alteragado histoldgica significativa

Coragao: Sem alteracdo histoldgica significativa

Pulmao: Sem alteragdo histoldgica significativa

2.1B

Encéfalo (cérebro e cerebelo): Sem alteragdo histoldgica significativa

Figado: Sem alteracdo histoldgica significativa (pouco fragmento)

2.1 C Muito artefato

Intestino delgado (jejuno e ileo): Sem alteragdo histoldgica significativa. (autdlise superficial)

1.8A
Rim: Sem alteracdo histolégica significativa
Pulmao: Macrdfagos intersticiais com pigmento amarronzado (hemossiderina) multifocal discreto.
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Cérebro: Sem alteracado histoldgica significativa

Coragao: Sem alteragdo histoldgica significativa

1.8B

Figado: Infiltrado inflamatério linfohistiocitario neutrofilico multifocal aleatério discreto a moderado.
Intestino delgado: Sem alteracdo histolégica significativa. Tecido autolisado.

1.8C

Intestino delgado (jejuno): Sem alteracgado histoldgica significativa.

Estomago: Sem alteragdo histoldgica.

1.7A

Rim: Sem alteracdo histolégica significativa

Pulmao: Macrofagos intersticiais com pigmento amarronzado (hemossiderina) multifocal discreto.
Cérebro: Sem alteragao histoldgica significativa

1.7B

Figado: Area focalmente extensa de necrose de liquefacdo circundada por infiltrado inflamatdrio
linfohistiocitario neutrofilico moderado, com fibroplasia e estruturas circulares com 30 a 40
micrometros de didmetro, parede espessa, intralesional. Areas multifocais aleatérias com infiltrado
linfohistiocitario neutrofilico moderado.

Bago: Ndo foi possivel avaliar histologicamente.

1.7C

Intestino delgado (jejuno): Sem alteragao histoldgica significativa.

16A

Rim: Sem alteracdo histolégica significativa

Coragao: Sem alteragdo histolégica significativa

Cérebro: Sem alteragao histoldgica significativa

Figado: Infiltrado inflamatdrio linfohistiocitario periportal multifocal discreto.
1.6B

Bago: Ndo foi possivel avaliar histologicamente.

Figado: Infiltrado inflamatdrio linfohistiocitario periportal multifocal discreto.
16C

Intestino delgado (jejuno e ileo): Sem alteracdo histoldgica significativa.

15A

Figado: Infiltrado inflamatdrio linfohistiocitario neutrofilico aleatério multifocal a coalescente intenso
com fibroplasia discreta e circundando areas multifocais com degeneracgdo e necrose de hepatdcitos.
Bacgo: Ndo foi possivel avaliar histologicamente.

15B

Rim: Sem alteracao histoldgica significativa.

Coragao: Sem alteragdo histoldgica significativa.

Cérebro: Sem alteracdo histoldgica significativa.

1.5C

Intestino delgado (jejuno): area folcamente extensa na submucosa e musculatura apresentando
infiltrado inflamatédrio linfohistiocitdrio neutrofilico intenso circundando uma d4rea de necrose de
liguefagdo que apresenta no seu interior colonias bacterianas e fragmentos de corpo estranho
eosinofilico alongado.

Intestino grosso: Sem alteracdo histolégica significativa.
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14A

Rim: Area focal de infiltrado inflamatdrio linfocitico moderado na medular.
Bago: Nao foi possivel avaliar histologicamente.

148B

Figado: Infiltrado linfohistiocitario aleatdrio multifocal discreto.

Cérebro: Sem alteragado histolégica significativa.

1.4cC

Intestino delgado (jejuno): Sem alteracdo histoldgica significativa.
Estdmago: Sem alteracdo histoldgica significativa.

1.3A

Rim: Sem alteracdo histoldgica significativa.
Coragao: Sem alteragdo histoldgica significativa.
Bago: Ndo foi possivel avaliar histologicamente.
Figado: Sem alteracao histoldgica significativa.
1.3B

Figado: Sem alteragao histoldgica significativa.
Cérebro: Sem alteragao histoldgica significativa.

Pulmao: Macréfagos intersticiais com pigmento amarronzado (hemossiderina) multifocal moderado.

1.3C
Intestino delgado (jejuno): Sem alteragdo histoldgica significativa.
Estdmago: Sem alteracdo histoldgica significativa.

1.2A

Rim: Sem alteracao histoldgica significativa.

Encéfalo (cérebro e cerebelo): Sem alteracdo histoldgica significativa.
Bago: Ndo foi possivel avaliar histologicamente.

1.2B

Figado: Infiltrado inflamatério linfocitico neutrofilico multifocal discreto.

Pulmdo: Infiltrado inflamatdrio linfohistiocitario peribronquiolar multifocal discreto e macréfagos

intersticiais com pigmento amarronzado (hemossiderina) multifocal moderado.
1.2C

Intestino delgado (jejuno): Sem alteracgado histoldgica significativa.

Estdmago: Sem alteracdo histoldgica significativa. Pouco fragmento.

Intestino grosso: Sem alteracdo histoldgica significativa. Muito artefato.

1.1A

Rim: Sem alteracao histoldgica significativa.

Pulmao: Muito artefato. Ndo foi possivel avaliar histologicamente.
Figado: Infiltrado inflamatdrio linfocitico multifocal discreto.

1.1B

Coracao: Sem alteragdo histoldgica significativa.

Encéfalo (cérebro e cerebelo): Sem alteracao histoldgica significativa.
Bacgo: Ndo foi possivel avaliar histologicamente.

1.1C

Intestino delgado (jejuno e ileo): Sem alteracdo histoldgica significativa.
Estdmago: Sem alteracao histoldgica significativa.
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INSTRUCOES AOS AUTORES

ESCOPO DA REVISTA
O BOLETIM DO INSTITUTO DE PESCA, ISSN 0046-9939 (impresso) e ISSN 1678-2305

(online), tem por objetivo a divulgagcdo de trabalhos cientificos inéditos, relacionados a Pesca,

Aquicultura e Limnologia.

Politica Editorial

A politica da Instituicdo para o Boletim do Instituto de Pesca inclui a publicagdo de artigos cientificos,
notas cientificas, relatos de caso e artigos de revisdo, originais, que contribuam significativamente
para o conhecimento nas dreas de Zootecnia, Limnologia, Biologia e Pesca. A publica¢cdo dos trabalhos

depende da aprovagdo do Conselho Editorial, baseada em revisdo por pares.

Informagdes gerais sobre o Boletim

E publicado um volume por ano, com o necessario numero de fasciculos. Os

trabalhos podem ser redigidos em portugués, inglés ou espanhol.

O processo de avaliagdo utilizado pelo Comité Editorial do Instituto de Pesca é o sistema por pares

“blind review”, ou seja, sigilo sobre a identidade, tanto dos autores quanto dos revisores.

O original do trabalho (uma cdpia impressa e uma cépia gravada em CD ROM), bem como dos
documentos necessarios (relacionados no item Submisséo de trabalho), devem ser encaminhados ao
Comité Editorial, via correio, sendo todos os tramites necessarios para avaliacdo e publicacdo

realizados via e-mail.

Apds a publicagdo da edicdo impressa, o autor responsavel pelo trabalho recebera 19 (dezenove)

separatas.

Os trabalhos enviados para publicagdo no Boletim do Instituto de Pesca podem ter a forma de Artigo
Cientifico, Nota Cientifica, Relato de Caso ou Artigo de Revisao. O(s) autor(es) deve(m) indicar, no
oficio de encaminhamento, que tipo de trabalho desejam seja publicado. Entretanto, apds avaliagdo
do original, os revisores e/ou editores podem propor que o mesmo seja publicado sob outra forma,

se assim julgarem pertinente.
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Em todos os casos, os dados constantes do trabalho ndao podem ter sido publicados, exceto na

forma preliminar, como resumo, dissertagao, tese ou parte de palestra publicada.

Tipos de publicagéo

Artigo Cientifico

Trabalho resultante de pesquisa cientifica, apresentando dados originais, obtidos por meio de
experimentacdo e/ou teoria, baseada em métodos consagrados e com planejamento estatistico

adequado e discussao criteriosa, com base cientifica sdlida.

Nota Cientifica

Comunicacdo curta de fato inédito resultante de pesquisa cientifica, cuja divulgacdo imediata se
justifica, mas com informacGes insuficientes para constituir artigo cientifico. Incluem-se nesta
categoria a descricdo de uma técnica, o registro da descoberta de uma nova espécie bioldgica,
observacdes e levantamentos de resultados de experimentos que ndo podem ser repetidos, e outras
situagBes Unicas. Deve ter o mesmo rigor cientifico de um Artigo Cientifico e conter os elementos

necessarios para avaliagdo dos argumentos apresentados.

Relato de Caso

Trabalho constituido de dados descritivos ou observacionais de um ou mais casos, explorando um

método ou problema por meio de um exemplo investigado.

Artigo de Revisiao

Estudo aprofundado sobre tema especifico ou questdo que requer amplo debate interdisciplinar. Nao
deve consistir apenas de um resumo de dados, mas conter também uma avaliagao critica e objetiva

dos dados, o estado da arte e a investigacdo necessaria para o avanc¢o do conhecimento sobre o tema.

PROCEDIMENTOS EDITORIAIS

Submissao de trabalho

Os trabalhos deverao ser enviados, via correio, com a seguinte documentacao devidamente assinada:

1. Oficio de encaminhamento do trabalho ao Comité Editorial do Instituto de Pesca, contendo titulo
do artigo, nome completo do(s) autor(es), seus enderecos institucionais e e- mails, bem como o
nome do autor indicado para correspondéncia e a especificacdo do tipo de publicagdo (Artigo
Cientifico, Nota Cientifica, Relato de Caso ou Artigo de Revisdo) (modelo no link Documentos, no site:
http://www.pesca.sp.gov.br/siteOficialBoletim.php);

2. Original do trabalho: uma cdpia impressa (rubricada) e uma cdpia gravada em CD-ROM,


http://www.pesca.sp.gov.br/siteOficialBoletim.php)
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devidamente identificado;

3. Quando necessario, atestado que a pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica e Biosseguranca

da instituicdo de origem da pesquisa.

Endereco:
Comité Editorial do Instituto de Pesca
CAIXA POSTAL 61070 — CEP: 05001-970 - Sao Paulo — SP - Brasil Tel.:
(11) 3871-7535

site: http://www.pesca.sp.gov.br/siteOficialBoletim.php

O trabalho também deverd ser enviado, devidamente identificado, via e-mail, para:

ceip@pesca.sp.gov.br.

Os tramites para publicacdo s6 serao iniciados apds o recebimento dos documentos via

correio.

Ap0ds aprovagao do trabalho, devera ser encaminhada:

1. Cessdo de Direitos Autorais e Autorizacdo para publicacdo em meio eletronico (modelo no link
Documentos, no site: http://www.pesca.sp.gov.br/siteOficialBoletim.php). O documento deve ser
assinado pelo(s) autor(es). Excepcionalmente, na impossibilidade de obter a assinatura de algum dos

autores, o autor responsavel pelo trabalho deve assumir a responsabilidade pelas declaracdes.

Avaliacao do trabalho

1. O trabalho, submetido ao Boletim, que atender a politica Editorial, as normas para submissdo e as
normas de estruturacdo do texto (formatacdo) serd pré-selecionado para avaliagdo linguistica (*) e
técnica. Caso contrario, sera solicitada a adequac¢do as normas ou a inclusdo de documentos, para
gue a tramitacdo do mesmo se inicie.
(*) Recomenda-se que o(s) autor(es) busque(m) assessoria linguistica profissional (revisores e/ou
tradutores certificados em lingua portuguesa e/ou inglesa e/ou espanhola) antes de encaminhar o

trabalho para publicacao.

2. Original de trabalho com inadequagdes linguisticas, morfoldgicas ou sintaticas, que por isso exigir
revisao criteriosa, podera ser recusado pelo Comité Editorial.
3. Apds aprovacgdo pelo CEIP, e segundo a ordem cronoldgica de recebimento, o trabalho é enviado a

revisores (no minimo dois) de reconhecida competéncia no assunto abordado. Em seguida, se


http://www.pesca.sp.gov.br/siteOficialBoletim.php
mailto:ceip@pesca.sp.gov.br
mailto:ceip@pesca.sp.gov.br
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necessario, retornard ao(s) autor(es) para modificacdes/correcées. O retorno do texto manuscrito

podera ocorrer mais de uma vez, se assim o(s) revisor(es) solicitar(em).

O prazo de retorno do trabalho corrigido pelo(s) autor(es) ao CEIP, cada vez que
solicitado, sera de até 30 (trinta) dias; caso o prazo nao seja obedecido, o processo sera
automaticamente cancelado.
4. O trabalho serd aceito para publicacdo se tiver dois pareceres favoraveis, ou rejeitado quando
pelo menos dois pareceres forem desfavoraveis. No caso de pareceres contraditdrios, o trabalho sera
enviado a um terceiro revisor.

Ao Comité Editorial é reservado o direito de efetuar os ajustes que julgar necessarios.
5. Os originais ndo aceitos para publicacdo ficardo a disposicdo do(s) autor(es) por um ano (12
meses).
6. O trabalho aceito retornard ao(s) autor(es) para eventuais alteracdes e checagem (versdo
preliminar), necessarias no processo de editora¢do e normatizacdo ao estilo do Boletim. O prazo para

devolucdo sera de sete (7) dias.

Disposigoes finais

Casos omissos serdo avaliados pelo Comité.

ESTRUTURACAO DO TRABALHO - Formatacio
Instrugdes gerais
O trabalho deve ser digitado no editor de texto Microsoft Word (arquivo “doc”), de acordo com a

seguinte formatacao:

- fonte Book Antiqua, tamanho 11;

- espagamento entre linhas: 1,5;

- tamanho da pégina: A4;

- margens esquerda e direita: 2,5 cm;

- margens superior e inferior: 3,0 cm;

- nimero maximo de paginas, incluindo Figura(s) e/ou Tabela(s) e Referéncias:
. Artigo Cientifico e Artigo de Revisdo: 25 paginas;
. Nota Cientifica: 15 paginas;
. Relato de Caso: 15 paginas.

- as linhas devem ser numeradas sequencialmente, da primeira a altima pdgina. As paginas
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também devem ser numeradas.Estrutura de Artigo Cientifico

A estrutura de Artigo Cientifico é a seguinte: Titulo, Autor(es), Enderecos institucionais e eletrénicos,
Resumo, Palavras-chave, Titulo em inglés, Abstract, Key words, Introducdo, Material e Métodos,
Resultados, Discussdo (ou Resultados e Discussdo), ConclusGes, Agradecimentos (opcional),

Referéncias.

O Titulo, o Resumo e as Palavras-chave devem ser traduzidos fielmente para o inglés, no caso de
artigos redigidos em portugués ou espanhol, e para o portugués, no caso de artigos redigidos em

inglés ou espanhol.

Os termos: Introducdo, Material e Métodos, Resultados, Discussdo, Conclusdo(des), Agradecimentos e

Referéncias devem ser alinhados a esquerda e grafados em letras maiusculas e em negrito.

TITULO

Deve ser claro e conciso, redigido em portugués e inglés ou, se for o caso, em espanhol, inglés e
portugués. Deve ser grafado em letras mailsculas e centralizado na pagina. No caso de trabalho
desenvolvido com auxilio financeiro, informar qual a Agéncia, na primeira pagina, indicada com
asterisco, também aposto ao final do titulo. Recomenda-se ndo colocar nome de descritor de espécie

bioldgica, a ndo ser que seja imprescindivel. Evitar titulos longos.

NOME(s) DO(s) AUTOR(es)
Deve(m) ser apresentado(s) completo(s) e na ordem direta (prenome e sobrenome). Redigir em caixa
alta apenas o sobrenome pelo qual o(s) autor(es) deve(m) ser identificado(s). A filiagdo do(s) autor(es),
bem como o enderego completo para correspondéncia e o e-mail, deverdo ser colocados na primeira
pagina, logo apds o nome dos autores, sendo identificado(s) por nimeros arabicos, separados por

virgula quando necessario.

O numero maximo de autores devera ser de seis (6), no caso de Artigos Cientificos, e quatro (4), no
caso de Nota Cientifica e Relato de Caso. Serdo aceitos mais autores, desde que justificada a atuagdo

de todos na execucdo/elaboracdo do trabalho. Caberd ao CEIP verificar a pertinéncia da justificativa.
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RESUMO + Palavras-chave
Obrigatério em qualquer tipo de trabalho. O Resumo deve conter concisamente o objetivo, a
metodologia, os resultados obtidos e a conclusdao, em um numero maximo de palavras de 250
(duzentas e cinquenta) para Artigos Cientificos e 150 (cento e cinqlienta) para Notas Cientificas e

Relatos de Caso.

- palavras-chave: no maximo seis (6) e minimo de trés (3), redigidas em letras minusculas e

separadas por ponto e virgula. Nao devem repetir palavras que constem do Titulo.

ABSTRACT + Key words

Devem ser estritamente fiéis ao Resumo e Palavras-chave.

INTRODUCAO
Deve ocupar, preferencialmente, no maximo duas paginas. Deve apresentar o problema cientifico a
ser solucionado e sua importancia (justificativa para a realizacdo do trabalho), e estabelecer sua
relacdo com resultados de trabalhos publicados sobre o assunto. O ultimo paragrafo deve expressar

o objetivo, de forma coerente com o constante no Resumo.

MATERIAL E METODOS
As informa¢Oes devem ser organizadas de preferéncia em ordem cronolégica e descrever

sucintamente a metodologia aplicada, de modo que o experimento possa ser reproduzido.

Deve conter, de acordo com a natureza tematico-cientifica, a descricdo do local, a data e o
delineamento do experimento, a descri¢do dos tratamentos e das varidveis, o nUmero de repeti¢cdes

e as caracterisiticas da unidade experimental.

Deve-se evitar detalhes supérfluos, extensas descri¢cdes de técnicas de uso corrente e a utilizacdo de

abreviaturas ndo usuais.

Deve conter informagao sobre os métodos estatisticos e as transformagdes de dados.

Evitar o uso de subtitulo, mas, quando indispensdvel, grafa-lo em itdlico, com letras minusculas,

exceto a letra inicial, na margem esquerda da pagina.

RESULTADOS
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Podem ser apresentados sob a forma de Tabelas e/ou Figuras, quando necessario. Dados

apresentados em Tabelas ou Figuras ndo devem ser repetidos sistematicamente no texto.

Tabelas: devem ser numeradas com algarismos arabicos e encabegadas pela legenda
(autoexplicativa); recomenda-se que os dados apresentados em tabelas ndo sejam repetidos em

grafico, a ndo ser quando absolutamente necessdrio. As Tabelas devem ter, no maximo,

16 cm de largura. Deve-se evitar, sempre que possivel, tabela em formato paisagem. Abreviaturas
também devem ser evitadas, a nao ser quando constituirem unidades de medida. As Tabelas
devem ser enviadas em word (ndo transforma-las em “Figuras”). Figuras: representadas por
graficos, desenhos, mapas ou fotografias, devem ter, no maximo, 16 cm de largura e 21 cm de
altura. Devem ser numeradas com algarismos ardbicos, com titulo autoexplicativo abaixo delas.
Graficos e mapas devem ser apresentados em fontes legiveis. Recomenda-se nao inserir graficos,

mapas ou fotos em tabelas ou quadros.

Tabelas e Figuras devem ser inseridas no decorrer do texto. Desenhos, mapas e fotografias devem
ser apresentados no original e em arquivos distintos, preferencialmente em formato digital “tif” ou
“ipeg”, Ex.: figura x.tif ou figura x.jpeg, e permitir reducdo para 16 cm ou 7,5 cm de largura, sem
perda de definicdo. Figuras coloridas poderdo ser incluidas somente quando estritamente

necessario.

DISCUSSAO
A Discussdao deve ser elaborada e ndao apenas uma comparacdao dos dados obtidos com os
observados na literatura. Evitar repetir valores numéricos, constantes dos resultados, assim como
citar Tabelas e Figuras. A Discussdao deve conter comentarios adequados e objetivos dos resultados,

discutidos a luz de observagdes registradas na literatura.

CONCLUSOES

As ConclusGes devem ser claras, concisas e responder ao(s) objetivo(s) do estudo.

AGRADECIMENTOS (opcional)

Devem ser sucintos, dirigidos a Instituicdo(s) ou pessoa(s) que tenha(m) prestado colaboragdo para

a realizacdo do trabalho, e, de preferéncia, ndo ultrapassar cincolinhas.
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Estrutura de Nota Cientifica e Relato de Caso

Nota Cientifica e Relato de Caso devem seguir ordenacdo similar a de Artigo Cientifico, contendo
Titulo, Autor(es), Enderegos institucional(s) e eletronico(s), Resumo, Palavras-chave, Titulo em
inglés, Abstract, Key words, Introducdo, Material e Métodos, Resultados, Discussdo (ou Resultados e

Discussao), Agradecimentos (opcional) e Referéncias.

A formatagdo segue o mesmo padrdo, com exce¢do do nimero maximo de palavras no resumo (150

palavras) e nimero maximo de paginas (incluindo Tabelas e Figuras): 15 paginas.

Estrutura de Artigo de Revisdo
Por se tratar de um artigo diferenciado, ndo é obrigatdrio seguir a mesma ordenacdo aplicada aos
demais tipos de artigos. Entretanto, deve conter: Titulo, Autor(s), Endereco(s) Institucional(s) e
eletronico(s), Resumo, Palavras-chave, Titulo em inglés, Abstract, Key words, Introdugdo, Discussao,

Agradecimentos (opcional) e Referéncias.

REFERENCIAS (normas para TODOS os tipos de publicacao)
Sdo apresentadas em ordem alfabética do sobrenome dos autores, sem numeragdo. Devem conter
os nomes de todos os autores da obra, a data de publicacdo, o nome do artigo e do periddico, por
extenso, local da publicacdo (SEMPRE que possivel), volume e/ou edicdo e niumero/intervalo de
paginas.
A exatiddo e adequacdo das referéncias a trabalhos que tenham sido consultados e citados no texto

sdo de responsabilidade do autor.

Trabalhos de conclusao de curso (TCC) ou monografias nido serao aceitos como
referéncias.
Dissertagdes, teses e resumos devem ser evitados como referéncias. Se for imprescindivel sua

citagdo, indicar a URL (enderego na Internet).

Exemplos:
Citagles no texto

- Usar o sistema Autor/Data, ou seja, o sobrenome do(s) autor(s) (em letras maiusculas) e do ano
em que a obra foi publicada. Exemplos:

- para um autor: “MIGHELL (1975) observou...”; “Segundo AZEVEDO (1965), a
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4

piracema...”; “Estas afirmacbes foram confirmadas em trabalhos posteriores (WAKAMATSU,

1973)".

- para dois autores: “RICHTER e EFANQOV (1976), pesquisando...” Se o trabalho que esta
sendo submetido (ou seja o SEU trabalho) estiver redigido em portugués usar “e”ligando os
sobrenomes dos autores. Se estiver redigido em inglés ou espanhol usar “and” (RICHTER and
EFANOV, 1976) ou “y” (RICHTER y EFANQV, 1976), respectivamente.

- para trés ou mais autores: o sobrenome do primeiro autor deve ser seguido da

”

expressao “et al.” (redigido em itdlico). Exemplo: “SOARES et al. (1978) constataram...” ou “Tal
fato foi constatado na Africa (SOARES et al., 1978).”

- para o mesmo autor em anos diferentes, respeitar a ordem cronoldgica, separando os
anos por virgula. Exemplo: “De acordo com SILVA (1980, 1985)...”

- para citacdo de varios autores sequencialmente, respeitar a ordem cronolégica do ano

de publicacdo e separa-los por ponto e virgula.

Exemplo: “...nos viveiros comerciais (SILVA, 1980; FERREIRA, 1999; GIAMAS e BARBIERI, 2002)....”

- Ainda, quando for ABSOLUTAMENTE necessario referenciar um autor citado em trabalho
consultado, o nome desse autor sera citado apenas no texto (em letras minusculas), indicando-se,
entre virgulas e precedido da palavra latina apud, o nome do autor do trabalho consultado, o qual
ird figurar na listagem de referéncias. Ex.: “Segundo Gulland, apud SANTOS (1978), os

coeficientes...”.

Citagdes na listagem de REFERENCIAS

1. Documentos impressos — Para dois autores, relacionar os artigos referidos no texto, com o
sobrenome dos autores (em letras maitsculas), das iniciais dos prenomes (separadas por ponto,

“. o n

sem espaco), separados por “e”, “and” ou “y”, se o texto submetido (ou seja, o SEU trabalho)
for redigido em portugués, inglés ou espanhol, respectivamente.

Se mais de dois autores, separa-los por ponto e virgula.

As referéncias devem ser ordenadas alfabeticamente pelo sobrenome do autor. Havendo mais de

uma obra com a mesma entrada, considera-se a ordem cronoldgica e, em seguida, a alfabética do

terceiro elemento da referéncia.

Exemplos:

a) Artigo de periddico



146

BARBIERI, G. e SANTOS, E.P. dos 1980 Dinamica da nutricdo de Geophagus brasiliensis (Quoy e
Gaimard, 1824), na represa do Lobo, Estado de Sdo Paulo, Brasil. Ciéncia e Cultura, Sdo Paulo,

32(1): 87-89

WOHLFARTH, G.W.; MOAY, R.; HULATA, G. 1983 A genotype-environment interaction for growth
rate in the common carp, growing in intensively manured ponds. Aquaculture, Amsterdam, 33:

187-195.

b) Dissertacado e tese (utilizar apenas quando ABSOLUTAMENTE necessario)

SOUZA, K.M. 2008 Avaliagdo da politica publica do defeso e andlise socioeconémica dos
pescadores de camardo-setebarbas (Xiphopenaeus kroyeri) do Perequé — Guarujd, Sdo Paulo,

Brasil. Santos. 113p. (Dissertacdo de Mestrado. Instituto de Pesca, APTA). Disponivel em:

<http://www.pesca.sp.gov.br/dissertacoes_pg.php> Acesso em: 22 ago. 2009.

¢) Livro
GOMES, F.P. 1978 Curso de estatistica experimental. 82 ed. Piracicaba: Escola Superior de

Agricultura “Luiz de Queiroz”. 430p.

ENGLE, R.F. and GRANGER, C.W.J. 1991 Long-run economic relationship: readings in cointegration.
New York: Oxford University Press. 301p.

d) Capitulo de livro e publicacdo em obras coletivas
MACKINNON, J.G. 1991 Critical values for cointegration tests. In: ENGLE, R.F. and GRANGER, C.W.J.
Long-run economic relationship: readings in cointegration. New York: Oxford University Press.

p.267-276.

e) Publicacdo em anais e congéneres de congresso, reunido, seminario (utilizar

RESUMOS como referéncia apenas quando ABSOLUTAMENTE necessario)

AMORIM, A.F. e ARFELLI, C.A. 1977 Contribui¢cdo ao conhecimento da biologia e pesca do espadarte
e agulhGes no litoral Sul-Sudeste do Brasil. In: CONGRESSO PAULISTA DE AGRONOMIA, 1., Sdo

Paulo, 5-9/set./1977. Anais... Sdo Paulo: Associacdo de Engenheiros Agrénomos. p.197-199.

AVILA-DA-SILVA, A.O.; CARNEIRO, M.H.; FAGUNDES, L. 1999 Gerenciador de banco de
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dados de controle estatistico de producdo pesqueira maritima — ProPesq@. In: CONGRESSO
BRASILEIRO DE ENGENHARIA DE PESCA, 11.; CONGRESSO LATINO AMERICANO DE ENGENHARIA DE
PESCA, 1., Recife, 17-21/0out./1999. Anais... v..2, p.824-832.

2. Meios eletrénicos (Documentos consultados online e em CD-ROM)
- Utilizar as normas de referéncia de documentos impressos, acrescentando o endereco
eletrénico em que o documento foi consultado e a data do acesso.

Exemplos:

CASTRO, P.M.G. (sem data) A pesca de recursos demersais e suas transformagées temporais.

Disponivel em: <http://www.pesca.sp.gov.br/textos.php> Acesso em: 3 set. 2004.

SILVA, R.N. e OLIVEIRA, R. 1996 Os limites pedagdgicos do paradigma da qualidade total na
educagdo. In: CONGRESSO DE INICIAGAO CIENTIFICA DA UFPE, 4., Recife, 1996.

Anais eletrénicos... Disponivel em: <http://www.propesq.ufpe.br/anais/anais.htm> Acesso em: 21
jan. 1997.
NINHAUS-SILVEIRA; FORESTI; TABATA; RIGOLINO; VERISSIMO-SILVEIRA
2002
Cryopreservation of rainbow trout semen: diluent, straw and the vapor column. B. Inst. Pesca,
Sdo Paulo, 28(2): 135-139. Disponivel

em:

<http://www.pesca.sp.gov.br/boletins_online.php> Acesso em: 21 set. 2009.

TOLEDO PIZA, A.R.; LOBAO, V.L.; FAHL, W.0. 2003 Crescimento de Achatina fulica (gigante africano)
(Mollusca: Gastropoda) em fun¢do da densidade de estocagem. In: REUNIAO ANUAL DA
SOCIEDADE BRASILEIRA PARA O PROGRESSO DA CIENCIA,

55., Recife, 14-18 jul./2003. Anais... Recife: Sociedade Brasileira para o Progresso da Ciéncia. 1 CD-
ROM.

OBSERVACOES:

1. Férmulas, expressdes e equacdes matematicas
Podem ser escritas inseridas no texto, se ndo apresentarem caracteres especiais; caso
contrario, devem ser apresentadas isoladamente na linha. Exemplo: Ganho de peso = peso

final — peso inicial.


http://www.pesca.sp.gov.br/textos.php
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2. Unidades de medida
Devem ser apresentadas segundo o Sistema Internacional de Unidades (SI). Exemplo: 10 m?; 100

peixes m1; 20 t hal.

3. Anexos e apéndiceDevem ser incluidos apenas quando imprescindiveis a
compreensao do trabalho. Cabera aos Revisores e Editores julgar a necessidade de sua
publicacao.

LISTA DE CHECAGEM

1. Preparar Oficio de encaminhamento (modelo no link Documentos — donwload), devidamente

assinados pelos autores (preferencialmente) ou pelo autor responsavel.

2. Verificar se o texto, incluindo Tabelas e Figuras, esta digitado em fonte Book Antiqua, tamanho

11, com espagamento 1,5, em pagina A4, com margens superior e inferior de 3,0 cm, e esquerda e

direita de 2,5 cm.

3. Verificar se o texto ndo excede o limite de 25 paginas (artigo cientificos e artigo de revisdo), 15

paginas (relato de caso) ou 10 paginas (nota cientifica), incluindo Tabelas e Figuras e Referéncias, e

se as linhas foram numeradas sequencialmente, da primeira a ultima pagina.

4. Verificar se o Resumo e o Abstract ndo excedem o limite de 250 palavras (artigo cientifico e

artigo de revisdo) ou de 150 palavras (nota cientifica e relato de caso).

5. Verificar se todas as informac&es sobre os autores estdo completas (nome completo, filiagdo,

endereco institucional e e-mail).

6. Fazer revisdo linguistica criteriosa do texto.

7. Verificar se as CitacGes e Referéncias estdo de acordo com as normas adotadas pelo Boletim e

devidamente correlacionadas.

8. Verificar se as Tabelas e Figuras estdo formatadas de acordo com as normas, ndo excedendo 16

cm de largura.

9. Enviar, via correio, uma cépia impressa do texto original, uma cépia gravada em CD-ROM

(arquivo “doc”), devidamente identificado, e os demais documentos solicitados e, via e-mail, uma

copia (arquivo “doc”, devidamente identificado). E de total responsabilidade do autor a

integridade dos textos enviados.

10. A documentacdo que ndo atender estritamente a estas normas nao sera aceita.

11. Apds a aprovagdo, encaminhar a Cessdo de Direitos Autorais e Autorizagdo para publicacdo

em meio eletrénico (modelo no link Documentos — donwload) devidamente assinados pelos

autores (preferencialmente) ou pelo autor responsavel.
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ANEXO 11
Instrucdes aos autores — Brazilian Journal of Biology
Finalidade e normas gerais

O Brazilian Journal of Biology publica resultados de pesquisa original em qualquer ramo
das ciéncias bioldgicas. Estard sendo estimulada a publicacdo de trabalhos nas areas de
biologia celular, sistematica, ecologia (auto-ecologia e sinecologia) e biologia evolutiva, e
gue abordem problemas da regido neotropical.

A revista publica somente artigos em inglés. Artigos de revisfes de temas gerais também
serdo publicados desde que previamente propostos e aprovados pela Comissdo Editorial.

Informacdes Gerais: Os originais deverdo ser enviados a Comissdo Editorial e estar de
acordo com as Instrucdes aos Autores, trabalhos que ndo se enquadrem nesses moldes seréo
imediatamente devolvidos ao(s) autor(es) para reformulagéo.

Os trabalhos que estejam de acordo com as Instrucdes aos Autores, serdo enviados aos
assessores cientificos, indicados pela Comissdo Editorial. Em cada caso, 0 parecer sera
transmitido anonimamente aos autores. Em caso de recomendacgéo desfavoravel por parte
de um assessor, sera usualmente pedida a opinido de um outro. Os trabalhos seréo
publicados na ordem de aceitacéo pela Comisséo Editorial, e ndo de seu recebimento.

Os artigos aceitos para a publicacao se tornam propriedade da revista.

Preparacéo de originais

O trabalho a ser considerado para publicacdo deve obedecer as seguintes recomendagdes
gerais:

Ser digitado e impresso em um s6 lado do papel tipo A4 e em espaco duplo com uma
margem de 3 cm a esquerda e 2 cm a direita, sem preocupac¢ao de que as linhas terminem
alinhadas e sem dividir palavras no final da linha. Palavras a serem impressas em italico
podem ser sublinhadas.

O titulo deve dar uma idéia precisa do conteldo e ser o mais curto possivel. Um titulo
abreviado deve ser fornecido para impressdo nas cabecas de pagina.

Nomes dos autores — As indicac¢des Junior, Filho, Neto, Sobrinho etc. devem ser sempre
antecedidas por um hifen. Exemplo: J. Pereira-Neto. Usar também hifen para nomes
compostos (exemplos: C. Azevedo-Ramos, M. L. Lopez-Rulf). Os nomes dos autores
devem constar sempre na sua ordem correta, sem inversdes. Nao usar nunca, como autor ou


http://www.scielo.br/revistas/bjb/pedboard.htm
http://www.scielo.br/revistas/bjb/pedboard.htm
http://www.scielo.br/revistas/bjb/pedboard.htm
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co-autor nomes como Pereira-Neto J. Usar e, y, and, et em vez de & para ligar o tltimo co-
autor aos antecedentes.

Os trabalhos devem ser redigidos de forma concisa, com a exatiddo e a clareza necessarias
para sua fiel compreensdo. Sua redacgdo deve ser definitiva a fim de evitar modificacGes nas
provas de impressdo, muito onerosas e cujo pagamento ficara sempre a cargo do autor. Os
trabalhos (incluindo ilustracdo e tabelas) devem ser submetidos através da interface de
administracao do sistema “Submission da SciELO” cujo
endereco www.scielo.br/bjb (SUBMISSAO - ONLINE).

Serdo considerados para publicacdo apenas os artigos redigidos em inglés. Todos os
trabalhos deverdo ter resumos em inglés e portugués. Esses resumos deverdo constar no
inicio do trabalho e iniciar com o titulo traduzido para o idioma correspondente. O Abstract
e 0 Resumo devem conter as mesmas informacfes e sempre sumariar resultados e
conclusGes.

Em linhas gerais, as diferentes partes dos artigos devem ter a seguinte seriacéo:

12 pagina — Titulo do trabalho. Nome(s) do(s) autor(es). Institui¢cdo ou instituicdes, com
endereco. Indicacdo do numero de figuras existentes no trabalho. Palavras-chave em
portugués e inglés (no maximo 5). Titulo abreviado para cabeca das paginas. Rodapé: nome
do autor correspondente e endereco atual (se for o caso).

2% pégina e seguintes — Abstract (sem titulo). Resumo: em portugués (com titulo);
Introducdo, Material e Métodos, Resultados, Discussdo, Agradecimentos.

Em separado - Referéncias, Legendas das figuras, Tabelas e Figuras.
As seguintes informagGes devem acompanhar todas as espécies citadas no artigo:

» Para zoologia, 0 nome do autor e da data de publicacdo da descri¢do original deve ser
dada a primeira vez que a espécie ¢ citada nos trabalhos;

* Para botanica e ecologia, somente o nome do autor que fez a descrigao deve ser dada a
primeira vez que a espécie é citada nos trabalhos.

O trabalho devera ter, no maximo, 25 paginas, incluindo tabelas e figuras, em caso de Notes
and Comments limitar-se a 4 paginas.

A seriacdo dos itens de Introducdo e Agradecimentos s6 se aplicam, obviamente, a
trabalhos capazes de adota-la. Os demais artigos (como os de Sisteméatica) devem ser
redigidos de acordo com critérios geralmente aceitos na area.


http://www.scielo.br/bjb
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Referéncias Bibliogréaficas:

1. Citacédo no texto: Use o nome e 0 ano de publicacdo: Reis (1980); (Reis, 1980); (Zaluar
and Rocha, 2000); Zaluar and Rocha (2000). Se houver mais de dois autores, usar “et al.”

2. CitacOes na lista de referéncias devem estar em conformidade com a norma ISO
690/2010.

No texto, serd usado o sistema autor-ano para citacdes bibliograficas (estritamente o
necessario), utilizando-se “and” no caso de 2 autores. As referéncias, digitadas em folha
separada, devem constar em ordem alfabética. Nas referéncias de artigos de periddicos
deverdo conter nome(s) e iniciais do(s) autor(es), ano, titulo por extenso, nome da revista
(por extenso e em italico), volume, numero, primeira e ultima paginas. Referéncias de
livros e monografias deverdo também incluir a editora e, conforme citacdo, referir o
capitulo do livro. Deve(m) também ser referido(s) nome(s) do(s) organizador(es) da
coletédnea. Exemplos:

Livro:
LOMINADZE, D.G., 1981. Cyclotron waves in plasma. 2nd ed. Oxford: Pergamon Press.
206 p. International series in natural philosophy, no. 3.

Capitulo de livro:
WRIGLEY, E.A., 1968. Parish registers and the historian. In: D. J. STEEL, ed. National
index of parish registers. London: Society of Genealogists, pp. 15-167.

Artigo de periodico:
CYRINO, J.E. and MULVANEY, D.R., 1999. Mitogenic activity of fetal bovine serum,
fish fry extract, insulin-like growth factor-1, and fibroblast growth factor on brown bullhead
catfish cells--BB line. Revista Brasileira de Biologia = Brazilian Journal of Biology, vol.
59, no. 3, pp. 517-525. http://dx.doi.org/10.1590/S0034-71081999000300017. PMid:
10765463.

Dissertacéo ou tese:
LIMA, P.R.S., 2004. Dinamica populacional da Serra Scomberomorus brasiliensis
(Osteichthyes; Scombridae), no litoral ocidental do Maranha-Brasil. Recife: Universidade
Federal Rural de Pernambuco, 45 p. Dissertacdo de Mestrado em Recursos Pesqueiros e
Aquicultura.

Trabalho apresentado em evento:
RANDALL, D.J., HUNG, C.Y. and POON, W.L., 2004. Response of aquatic vertebrates to
hypoxia. In: Proceedings of the Eighth International Symposium on Fish Physiology,
Toxicology and Water Quality, October 12-14, Chongqging, China. Athens, Georgia, USA:


http://dx.doi.org/10.1590/S0034-71081999000300017
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EPA, 2006, pp. 1-10.

Referéncia disponivel online:
AGENCIA NACIONAL DE AGUAS — ANA, 2013 [viewed 4 February 2013]. Hidro
Web: Sistema de Informagdes hidroldgicas [online]. Available

from: http://hidroweb.ana.gov.br/

A Revista publicara um indice inteiramente em inglés, para uso das revistas internacionais
de referéncia.

As provas serdo enviadas aos autores para uma revisdo final (restrita a erros e composicao)
e deverdo ser devolvidas imediatamente. As provas que ndo forem devolvidas no tempo
solicitado - 5 dias - terdo sua publicacdo postergada para uma proxima oportunidade,
dependendo de espaco.

Material Ilustrativo — Os autores deverdo limitar as tabelas e as figuras (ambas numeradas
em arabicos) ao estritamente necessario. No texto do manuscrito, 0 autor indicara 0s
locais onde elas deverdo ser intercaladas.

As tabelas deverdo ter seu proprio titulo e, em rodapé, as demais informacdes explicativas.
Simbolos e abreviaturas devem ser definidos no texto principal e/ou legendas.

Na preparacdo do material ilustrativo e das tabelas, deve-se ter em mente o tamanho da
pagina util da REVISTA (22 cm x 15,0 cm); (coluna: 7 cm) e a idéia de conservar o sentido
vertical. Desenhos e fotografias exageradamente grandes poderdo perder muito em nitidez
quando forem reduzidos as dimensdes da pagina util. As pranchas deverdo ter no maximo
30 cm de altura por 25 cm de largura e incluir barra(s) de calibragéo.

As ilustracdes devem ser agrupadas, sempre que possivel. A Comissdo Editorial reserva-se
0 direito de dispor esse material do modo mais econémico, sem prejudicar sua
apresentacao.

Disquete — Os autores sdo encorajados a enviar a versao final (e somente a final), ja aceita,
de seus manuscritos em disquete. Textos devem ser preparados em Word for Windows e
acompanhados de uma cépia idéntica em papel.

Recomendacgbes Finais: Antes de remeter seu trabalho, preparado de acordo com as
instrucbes anteriores, deve o autor relé-lo cuidadosamente, dando atencdo aos seguintes
itens: correcdo gramatical, correcdo datilografica (apenas uma leitura silaba por silaba a
garantird), correspondéncia entre os trabalhos citados no texto e os referidos na
bibliografia, tabelas e figuras em arabicos, correspondéncia entre os numeros de tabelas e
figuras citadas no texto e os referidos em cada um e posic¢éo correta das legendas.

Taxa de Publicagéo
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Este periodico cobra apenas a seguinte taxa aos autores:

Custo por pagina diagramada R$ 200,00 (vigéncia 2016)



