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“Eu sei. Isso ndo é justo. Na verdade, nem deveriamos estar aqui. Mas estamos. E como nas
grandes historias, Mr. Frodo. As que tinham mesmo importancia eram repletas de
escuriddo e perigo. E, as vezes, vocé nao queria saber o fim, porque, como poderiam ter um
final feliz? Como poderia o mundo voltar a ser o que era depois de tanto mal? Mas, no fim,
essa sombra é s uma coisa passageira. Até a escuridao tem de passar. Um novo dia vira e
quando o sol brilhar, brilhara ainda mais forte. Eram essas as historias que ficavam na
lembranca, que significavam algo. Mesmo que vocé fosse pequeno demais para entender o
por qué. Mas acho, Mr. Frodo, que eu entendo, sim. Agora eu sei. As pessoas dessas
historias tinham varias oportunidades de voltar atras, mas ndo voltavam. Elas sequiam em
frente, porque tinham no que se agarrar. [...] O que tinham é o bem que h& neste mundo,
Mr. Frodo, pelo qual vale a pena lutar.”

Samwise Gamgee — The Lord of Rings (2002)
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RESUMO

As populagdes costeiras usufruem dos oceanos para comunicacdo, transporte, lazer ou fonte
alimentar. Todavia, essas fontes alimentares, no decorrer dos Ultimos séculos, sofreram e
sofrem rotineiramente com os impactos oriundos de acdo antropica. Dentre 0s organismos
utilizados para o consumo humano destacam-se os mariscos, em especial os mexilhdes. No
Brasil, o mexilhdo mais utilizado é Perna perna. Ciente de sua importancia econdmica e
social, identificar e compreender possiveis alteracdes advindas da agdo humana tornam-se
necessarios tanto para a espécie de molusco quanto para os seus consumidores. Desta
maneira, objetivou-se nessa dissertacdo analisar o uso do ciclo reprodutivo de Perna perna
como possivel biomarcador de contaminacdo ambiental. Para tal, foram coletados
organismos em uma area antropica (Vitdria) e uma area de referéncia (Setiba) ao longo de
um ciclo anual. Os animais foram analisados macroscopicamente e encaminhados para as
analises microscépicas a partir de processos histotécnicos padrdes. As analises de 712
organismos indicaram que os animais do ponto amostral Vitoria sdo afetados diretamente
pela agdo antropica presente na regido, uma vez que apresentam maior incidéncia parasitaria
por trematddeos bucefalideos (44,16% de prevaléncia em Vitoria e 18,46% em Setiba).
Esses parasitas se alimentam das reservas energéticas dos tecidos reprodutivos,
especialmente dos évulos maduros das fémeas. Isso ocasiona a ruptura dos évulos gerando
assim, maior percentagem de Ovulos atrésicos (média de 3,825 em Vitdria para 1.58 em
Setiba), o que indica menor viabilidade dos gametas e consequentemente influencia no
sucesso reprodutivo da espécie neste local. Em decorréncia desses fatores, € provavel que
para compensar 0 baixo recrutamento esses organismos estejam produzindo e liberando
gametas continuadamente durante o decorrer do ano, vide que Vitoria apresenta
significAncia para o estadio I11-A. A somatdria desses resultados corrobora o desvio na razdo
sexual dessa espécie para 0s machos de Vitéria (X? 1,20), uma vez que as fémeas sdo os
maiores alvos de estressores e contaminantes ambientais. Como produto deste estudo
desenvolveu-se um guia macroscopico para 0s estadios sexuais gonadais, vitais para o
entendimento da reproducdo desta espécie. Portanto, conclui-se que o ciclo reprodutivo de
P. perna é um excelente biomarcador para a contaminagdo ambiental.

Palavra chave: Ecotoxicologia marinha. Antropogénico. Eutrofizacdo. Mexilhdo marrom.
Reproducéo.



ABSTRACT

Coastal populations use the oceans for communication, transportation, recreation or food
sources. However, these food sources have suffered and routinely suffer from the impacts of
anthropic action. Among the target organisms for human consumption, shellfish stand out,
especially mussels. In Brazil, the most used mussel as food source is Perna Perna. Aware of
its economic and social importance, identifying and understanding possible changes arising
from human action have become necessary for both species and consumers. Thus, the
objective of this work was to analyze the use the reproductive cycle of P. perna as a possible
biomarker of environmental contamination. For this, individuals of P. perna were collected
in an anthropic area (Vitoria) and a reference area (Setiba) over an annual cycle. The
animals were macroscopically analyzed and forwarded for microscopic analysis using
standard histotechnical processes. The analysis of 712 organisms indicated that the animals
from Vitoria sampling point are directly affected by the anthropic action occurring in the
region, once they have a higher parasitic incidence of bucefalids trematodes (44,16%
prevalence in Vitoria and 18,46% in Setiba) that feeds on the energetic reserves of the
reproductive tissues, mainly of female mature eggs. This causes eggs disruption and thus
generating a higher percentage of atresic egg (mean from 3,825 in Vitéria to 1,58 in Setiba),
which indicates lower gamete viability and consequently influences reproductive success of
the species at this location. As result of these factors, it is likely that to compensate the low
recruitment, these organisms are continuously producing and releasing gametes throughout
the year. The association of these results corroborates the deviation in the sex ratio of this
species for males of Vitéria (X 1,20), since females are the main targets of stressors and
environmental contaminants. As a product of this study, a macroscopic guide was developed
for gonadal sexual stages, which are vital for understanding the reproduction of this species.
Therefore, the reproductive cycle of P. Perna is an excellent biomarker for environmental
contamination.

Keywords: Marine ecotoxicology. Anthropogenic. Eutrophication. Brown mussel.
Reproduction.



INTRODUCAO GERAL

A origem da vida ocorreu no oceano e até os dias atuais ele continua sendo o lar da
maior parte das plantas e animais presentes no planeta (DAMINELI & DAMINELI, 2007).
N&o é ao acaso que este é 0 maior ecossistema entre todos 0s existentes e, por conseguinte,
sdo classificados como grandes massas de dgua que dominam a superficie da terra (UCMP,
2019) ocupando mais de 70% do seu espaco (NATIONAL GEOGRAPHIC, 2018). Os
oceanos em conjunto conttm 1,35 bilhdes de quildmetros cubicos de agua, incluindo
aproximadamente 3,5% de sal e apresentando residuos de todos os elementos quimicos
descritos até a atualidade (SCAPUCIN et al., 2018).

Desde os primérdios da evolugdo humana, utilizou-se os oceanos como fonte
indispensavel para a vida e sobrevivéncia. Dentre os beneficios indispensaveis para os seres
humanos se destacam: a produgdo de mais de 50% do oxigénio que o planeta produz, além
da captura, absorcdo e retencdo de cinquenta vezes mais dioxido de carbono da atmosfera;
regulacdo do clima ao transportar o calor do Equador para os polos, estabilizando os padrdes
climéticos; transporte da maior parte dos produtos comercializados, cerca de 90% em todos
0s paises do mundo, sendo entdo uma das principais fontes de movimentacdo da eco nomia;
fonte de muitos medicamentos; fonte de alimento como os frutos do mar e o sal de cozinha;
e por fim, sdo fundamentais para o ciclo da agua, que é o formador das nuvens e das chuvas
que irrigam e fornecem &gua potavel para a humanidade (SODRE, 1980; FOGACA et al.,
2017; GRILO et al., 2017; GUEVARA et al., 2019).

N&o é de se estranhar, portanto, que a maior parte da populagdo estd inserida a no
maximo, 100 quilémetros dos oceanos e que 0S principais centros econdmicos estdo
contidos nas zonas costeiras (MARINHA DO BRASIL, 2012), fazendo com que na
sociedade atual, estas regides sejam as de maior importancia para as nagoes.

A partir do século XX, com a evolugdo tecnoldgica, mostraram-se outras vertentes
na exploracdo das zonas costeiras, corroborando que 0s oceanos sdo uma importante fonte
de riqueza e matéria-prima, consagrando ainda mais o espago maritimo como fundamental
para a economia internacional (SODRE, 1980). Esse cenario é encontrado no Brasil, onde
70% do Produto Interno Bruto (PIB) esta concentrado no litoral, seja na forma de turismo,

indUstria, agricultura, pesca, exploracdo mineral, biotecnologia e energia (ABREU, 2015).
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Emdecorréncia desse extrativismo e exploracdo dos oceanos, as areas costeiras estao
entre as mais ameacadas de polui¢do e declinio do planeta, principalmente devido a pressao
sofrida sobre sua integridade, equilibrio ambiental, conflitos de uso (ABREU, 2015) e do
falso pensamento de que a capacidade do mesmo de receber dejetos e residuos era ilimitada
(ASLAN et al., 2017). Essa poluicdo, dependendo da origem de introducdo no meio
ambiente pode ser considerada pontual ou ndo pontual.

Fontes Pontuais de Poluicdo (FPP) sdo aquelas onde o poluente atinge o corpo d'agua
de forma concentrada no espaco, com localizagéo definida e frequentemente com regime
continuo de producdo, assim, podemos destacar como as principais FPP os efluentes
domesticos e as descargas industriais (LIMA et al., 2016). Por outro lado, Fontes N&o
Pontuais de Poluicdo (FNPP) sdo aquelas produzidas por fontes difusas, ndo sendo originada
de apenas uma fonte, mas sim de mistura de diferentes poluentes (tais como agrotoxicos,
residuos de recreacdo, comércio, derrames acidentais e intencionas) (CARPENTER et al.,
1998; FLORY & ALBENDER, 2005; LIMA et al., 2016).

Logo, os oceanos recebem tanto FPP quanto FNPP, resultando entdo em poluicédo
por compostos antropogénicos, que séo as substancias produzidas pelo homem e que entram
no meio ambiente a partir da atividade humana (COSTA, 2012). Como resultado dessas
préticas sdo originados milhdes de toneladas de produtos quimicos sintéticos, nutrientes,
varios compostos e substancias antropogénicas que se dirigem para lagos, rios e oceanos a
cada ano, resultando uma serie de efeitos adversos no metabolismo de organismos ndo
alvos, bem como a acumulacéo e persisténcia na cadeia alimentar (DAVIES & MCKIE,
1987; BAYNI & MARQUES, 2003). Os impactos causados por essas substancias que
entram nos oceanos ndo sdo facilmente estimados, mas sabe-se que a toxidade é aumentada
se 0 composto € persistente e movel no ambiente (ROMANO, 2007).

Desta maneira, no cenario atual observam-se efeitos adversos causados pela
antropizacgdo, que incluem a perda de importantes habitats como manguezais e recifes de
corais, menor qualidade da &gua costeira e subterranea, proliferacéo de algas, diminuicdo da
disponibilidade de oxigénio, declinio da pesca comercial e artesanal, diminuicdo da fauna e
de substancias quimicas vitais pra esse ambiente, aumento de inundagdes e erosdo costeira
(ABREU, 2015) resultando em pressdes sobre os ecossistemas marinhos (CHAMP, 2000;
TURNER, 2010).

17



Os aportes toxicos mais comuns em areas costeiras sdo 0s de origem organica,
oriundos de despejos de esgotos e constituidos basicamente de matéria organica (ASLAN et
al., 2017). Como a matéria organica é composta principalmente de nitrogénio e fosforo,
ocorre o crescimento desordenado de microalgas que culminam na eutrofizagcdo do ambiente
em virtude do desequilibrio entre os processos de fotossintese e decomposicdo (BARRETO
et al.,, 2013; ASLAN et al., 2017). Isto acarreta 0 aparecimento de espécies indesejaveis
como as cianobactérias que sdo potencialmente toxicas, aumento da concentracdo idnica,
aumento da condutividade elétrica, diminuigdo da diversidade de espécies de fitop lancton e
zooplancton e, diminuicdo do oxigénio dissolvido na dgua (CETESB, 2017).

Outrossim, além de toda a matéria organica encontrada nos residuos de origem
doméstica, agricola e na drenagem urbana, diversos tipos de contaminantes podem ser
observados, em particular aqueles originados de residuos industriais, como hidrocarbonetos
e substancias quimicas inorganicas (ASLAN et al., 2017).

Os hidrocarbonetos, especialmente os derivados do petrOleo, afetam todos os
organismos invertebrados e vertebrados da biota marinha, podendo levar a permanentes
mudancas na estrutura bioldgica dos mares e oceanos (MIRONOV, 1968). Segundo Crapez
(2001) essa substancia tem consideravel efeito nas propriedades estruturais e funcionais das
membranas celulares, agindo concomitantemente com as estruturas hidrofobicas da
membrana celular (i.e., &cidos graxos, fosfolipideos e a parte central das proteinas integrais)
ocasionando a perda da integridade e a caracteristica de barreira seletiva da membrana,
tornando-a permeavel a prétons e outros ions. A toxicidade dos hidrocarbonetos varia de 50-
150 mg/L* com lesdo celular ocorrendo de 24-96 horas ap6s exposicdo inicial, assim, como
consequéncia da perda de seletividade, causa nos organismos uma disfuncdo no transporte
de solutos, liberacdo dos residuos produzidos no metabolismo e na manutencdo do controle
do pH intracelular (SIKKEMA et al., 1994; SIKKEMA et al., 1995; CRAPEZ, 2001).

Grande parte dos bens de consumo que fornecem aos humanos as tecnologias atuais
sdo proporcionadas mediante a manipulacdo de produtos quimicos, que precisam ser
retirados de alguma fonte natural ou ser sintetizados em laboratério. Em decorréncia deste
fato, esses produtos sdo armazenados, transportados, processados, transformados e
misturados a outros produtos (GREIF, 2006). Por serem resultados de acdo antropica,

qualquer erro no processo, acidente e manipulacdo de elementos quimicos podem introduzir
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essas substancias na natureza. As substdncias quimicas inorganicas mais toxicas
introduzidas nos oceanos sdo conhecidas como metais. Esses metais podem ser elementos
essenciais, micro-contaminantes ambientais (metais pesados) ou ambos.

Os metais essenciais sdo aqueles (sddio, potassio, calcio e magnésio) imprescindiveis
para todos 0s organismos vivos, porém sdo sempre requisitados em baixas concentracoes,
pois podem causar efeitos colaterais (NAKATO & AVILA-CAMPOS, 2012). Os metais
pesados, segundo esses autores, ao contrario de outros agentes toxicos, ndo sao sintetizados
ou destruidos pelo homem, sdo altamente reativos e acumulativos. Os metais mistos sdo
aqueles que sdo essenciais, porém, acumulativos. Assim, sdo observados gque concentracfes
maiores do que as permitidas pela legislacdo sdo passiveis de intoxicar a biota marinha. Essa
toxicidade oriunda de diversas atividades antropicas sdo uns dos maiores agentes de
contaminagdo das aguas oceénicas (NAKATO & AVILA-CAMPOS, 2012; GREIF, 2006).

Outra importante fonte de substancias quimicas para 0s oceanos sdo 0s residuos de
agrotoxicos empregados na agricultura (JARDIM et al., 2009). A toxicidade dos agrotdxicos
é influenciada e potencializada dependendo de suas propriedades fisico-quimicas, da
quantidade empregada, a frequéncia do uso, os métodos de aplicacéo, as caracteristicas do
ambiente — bidticas e abibticas — e as condi¢cbes meteoroldgicas (BORSOI et al., 2014).
Ferreira et al. (2006) salientam que a crescente utilizacdo dos agrotdxicos tem trazido
diversos transtornos e modificagdes na biota, seja pela bioacumulagdo nos organismos ou
seja pela contaminacdo dos ecossistemas. Assim, paises como o Brasil que s6 em 2019
liberou 0 uso de mais 189 agrotoxicos, totalizando 382 produtos (em 2016 eram apenas 90
agrotoxicos legalizados e liberados para uso) (GREENPEACE, 2019; TOOGE, 2019) que
por lixiviacdo, aplicacdo intencional, deriva ou contaminagdo dos solos e lencdis freéticos,
sdo lancados ao mar diariamente (JARDIM et al., 2009), podem gerar graves danos ao
ecossistema. Agrotoxicos contendo organosfosforados e carbamatos sdo apontados como
causadores de morte, pois sdo acumulados principalmente no cérebro, gerando lesdes no
sistema nervoso; outros a base de organoclorados sdo persistentes no meio ambiente,
lipofilicos e se acumulam em tecidos gordurosos de organismos vivos, interferindo no
sistema enddcrino e provocando o fracasso reprodutivo de alguns animais e até cancer
(BORSOI et al., 2014; FONSECA, 2018).

Além dos agrotoxicos com agente biocida a base de fosforo e cloro, ha décadas vem
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sendo utilizados biocidas a base de estanho (ALZIEU et al., 1986; CASTRO, 2002;
FERNANDEZ, 2006). Os Compostos Organoestanicos (COEs), especificamente o
Tributilestanho (TBT), passou a ser utilizado como estabilizador de cloreto de polivinila
(PVC) contra a acdo da luz e do calor (COSTA, 2012). Porém, na década de 50, estudos
feitos pelo Instituto de Quimica em Utrecht na Alemanha, descobriram a finalidade biocida
deste composto, 0s quais comecaram a ser empregados como pesticidas, pois verificou-se
que os COEs agiam sobre fungos e bactérias, organismos marinhos, vermes parasitas,
caramujos aquaticos e insetos (GODOI et al., 2003). As propriedades desses COEs foram
entdo descobertas e passaram a ser exploradas comercialmente (COSTA, 2012). No final da
década de 60, os COEs, especialmente o TBT e TPT (Trifenilestanho) passaram a ser os
componentes ativos em tintas biocidas de acéo anti-incrustante, substituindo as tintas a base
de cobre anteriormente utilizadas e sendo extensivamente aplicadas em estruturas off-shore,
dutos, estruturas para aquicultura, além de embarcacbes (SCHATZBERG, 1987;
GARAVENTA et al., 2006). Goldberg (1986) e Stewart et al. (1992), afirmamque o TBT é
a substancias mais toéxica produzida pelo homem e deliberadamente introduzida no meio
ambiente.

Como consequéncias da acdo do TBT, sdo descritos quatro fendmenos: balling,
descrito em bivalves, onde ocorre formacdo de septos entre as camadas de carbonato de
calcio, conferindo aspecto arredondado nas valvas que acarretam na diminuigdo do valor de
mercado destes animais (ALZIEU et al., 1986; RUIZ et al., 1996; CASTRO, 2002);
intersex, a disrupcdo enddcrina que consiste na transformagdo gradual do 6rgéo reprodutivo
palial feminino por uma prostata, bem como o desenvolvimento de pénis e ducto
esperméatico (BAUER et al., 1995); imposex, sindrome caracterizada pela formacdo de um
pénis e vaso deferente ndo funcional em individuos do sexo feminino (SMITH, 1981),
ocorrendo em concentracdes abaixo de 1ng/L™ (AXIAK et al., 1995), utilizado assim como
biomarcador para detectar diferentes niveis de concentracdo de TBT (SMITH, 1996), sendo
considerado a resposta biol6gica mais sensivel a este contaminante (GIBBS & BRYAN,
1994 e 1996); por fim, ovotestis, na qual ocorre a masculinizacdo do ovario, onde o tecido
gonadal da fémea desenvolve tecido testicular, sem formacéo de pénis (HORIGUCHI et al.,
2000). Devido a sua toxicidade, tintas anti-incrustantes a base de TBT foram banidos

mundialmente em 2008 pela Organizagdo Internacional Maritima (IMO, 2008). No Brasil
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foram normatizados pelo CONAMA (2005), entretanto ainda sdo produzidas,
comercializadas e usadas tintas anti-incrustantes a base de TBT aqui € em paises ndo
signatarios do acordo (CASTRO, 2002).

Outra fonte de liberacdo de substancias quimicas sdo os farmacos ou nanofarmacos.
Com as populacdes humanas vivendo tdo perto da costa, é crescente a preocupacdo com
aumento dos insumos medicamentosos humanos e seus metabdlitos nos ambientes costeiros
(GAW et al., 2014). As fontes basicas de farmacos sdo os esgotos (domiciliares, hospitalares
e das indUstrias farmacéuticas), medicamentos usados na aquicultura, criagdo de animais, na
horticultura e depdsito de lixo (GAW et al., 2014). Uma vez descarregados em ambientes
aquaticos, os produtos farmacéuticos e seus metabdlitos podem sofrer transformacédo bidtica
e abiotica (degradacdo), serem adsorvidos a material particulado em suspensdo ou
sedimentos e podem até acumular-se nos tecidos de organismos aquaticos (RAMIREZ et al.,
2009). A maior frequéncia de notificacdo para o ambiente marinho sdo antibidticos,
analgésicos, antidepressivos e anti-hipertensivos (GAW et al., 2014). Os efeitos na vida
marinha vao desde o plancton até vertebrados e incluem: a nivel celular, como atividade da
catalase, sensibilidade da membrana plasmaética, atividade da acetilcolinesterase; na
reproducdo, prejudicando o desenvolvimento embrionario, tamanho e peso de juvenis, taxa
de reproducéo e espermotoxicidade; no metabolismo, afetando a metamorfose, a excregéo e
0 consumo de energia; na locomocdo e no comportamento; na resposta de estresse; na
biodiversidade e composicdo da comunidade; na dinamica de nutrientes; na estrutura do
habitat; e na dindmica de doengas (PRICHARD & GRANEK, 2016).

Recentemente houve crescente deteccdo de prejuizos na biota marinha causados por
Microplasticos (MPs). Os MPs sdo comumente definidos como particulas com tamanho
inferior a 05 mm e originados de duas fontes principais: podem ser derivados a partir da
degradacdo e quebra de detritos plasticos maiores, ou podem ser produzidos e introduzidos
diretamente em ambientes aquaticos com tamanho microscopico (ANDRADY, 2011).

As principais consequéncias dos microplasticos no ambiente marinho estdo
relacionadas ao sistema digestivo, uma vez que o consumo destes materiais por organismos
vivos podem provocar o bloqueio do trato intestinal ocasionando Ulceras no estdmago,
reducdo na absorcdo de nutrientes vitais para a manutencdo da vida dos organismos
marinhos, além de alterar a reproducdo dos animais (BUGONI et al., 2001; DERRAIK,
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2002; COLABUONO et al., 2009; GREGORY, 2009). Além desses prejuizos relacionados
ao consumo de MPs, diferentes compostos e elementos quimicos podem se associar a esses,
aumentando assim seu potencial toxico no ambiente (LIU et al., 2016). MPs podem também
absorver metais (ROCHMAN et al., 2014; BRENNECKE et al., 2016).

Assim, para o0 monitoramento desses diferentes tipos de poluentes, técnicas
quimicas, fisicas e biolégicas podem ser empregadas. As técnicas fisico-quimicas sdo mais
precisas no sentido de quantificar os poluentes ou os pardmetros abioticos, entretanto,
estudos utilizando quimica e fisica sdo caros e demorados, principalmente em paises em
desenvolvimento como o Brasil, que ainda ndo possuem as condicGes necessarias para que
essas analises acontecam de forma rotineira. Dessa forma, os estudos bioldgicos séo os mais
indicados, uma vez que, podem delimitar dois tipos de informagdes sobre os poluentes ao
nivel de parametros bidticos, indicando organismos bioindicadores ou indicando organismos
com funcBes biomarcadoras para a presenca de poluentes no ambiente.

Organismos bioindicadores sdo aquelas espécies, grupos taxonémicos ou
comunidades bioldgicas cuja presenca, abundancia e condicdo sdo indicativos biologicos de
certa condi¢do ambiental (MARQUES et al., 2016). Cada espécie bioindicadora responde as
alteracGes na qualidade da dgua de acordo com seu tempo e com a sua especificidade com
relacdo as mudancas, assim, por exemplo, se 0 estudo tem por meta monitorar os niveis de
contaminantes na agua, o mais indicado é escolher uma espécie que seja capaz de
bioacumular os elementos quimicos em questdo (MARQUES et al., 2016). Esses autores
ainda completam afirmando que “espécies capazes de refletir com segurangca os niveis
ambientais de contaminantes em seus proprios tecidos, sdo conhecidas como biomonitoras”
(MARQUES et al., 2016, pag. 225). Todavia, biomarcadores sdo mais especificos, pois séo
alteraces a nivel molecular, celular, fisiolégico ou comportamental que sdo expressados
quando o organismo € exposto aos efeitos subletais dos contaminantes ou condicfes
ambientais adversas, servindo portanto, como sinais de aviso prévio da degradacdo dos
ecossistemas (MARQUES et al., 2016).

Os bivalves, pertencentes ao Filo Mollusca, por serem em sua maioria organismos
filtradores, sdo os invertebrados mais utilizados em biomonitoramentos ao redor do mundo
(FERREIRA et al., 2013). Séo inteiramente aquaticos, em geral com simetria bilateral e

corpo comprimido lateralmente por uma concha externa formada por duas valvas (RIOS,
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1994) unidas dorsalmente por um ligamento, geralmente sdo de sexos separados e sua
fecundacdo ocorre liviemente na dgua (HENRIQUES, 2004; GALVAO et al., 2006).

Os bivalves utilizam as branquias para respirar e se alimentar, uma vez que filtram
grandes volumes de agua que as banham e onde ficam retidos o fitoplancton, os
microrganismos e as particulas organicas em suspensdao (RAINBOW, 1995). Dentre essas
particulas orgénicas estdo associadas, em aguas contaminadas, agentes patogénicos (por
exemplo, bactérias, virus e parasitas) e quimicos (metais pesados, hidrocarbonetos, residuos
de pesticidas, TBT, entre outros) (MORAES, 2000). Desta maneira, a bioacumulagdo e
biomarcacdo desses materiais nos animais reflete as carateristicas ambientais do corpo
d’agua onde o animal esta inserido (EVANGELISTA-BARRETO et al., 2008; FERREIRA
et al.,, 2013), uma vez que pela quantidade de agua filtrada ao dia, esses animais podem
acumular em seus tecidos 1.000 a 10.000 vezes mais contaminantes inorganicos do que
aquelas encontradas nas FPP (UNEP, 2004).

Todas essas caracteristicas peculiares dos bivalves que os tornam imprescindiveis
nos monitoramentos ambientais, estdo reunidas em Mytilidae, a familia dos bivalves mais
abundante e com a maior riqueza. Os mitilideos, conhecidos popularmente como mexilhdes,
ocorrem em costdes rochosos e estuarios, sendo fonte de alimentacdo das populacdes
viventes na regido litoranea (FERREIRA et al., 2013). Dos mitilideos comestiveis e de
importancia comercial, destacam-se 0 género Perna, especialmente a espécie Perna perna,
maior mitilideo nativo brasileiro (KLAPPENBACH, 1965; FERREIRA et al., 2013; PIERRI
et al.,, 2016) e distribuido na maior parte da costa do pais (RIOS, 1994 e 2009), na
Venezuela e Uruguai e na Africa (PIERRI et al., 2016).

O P. perna, também conhecido como mexilhdo marrom, pode atingir até 182
milimetros (MAGALHAES, 1998). Sua filtracdo ocorre continuadamente, com exce¢io nos
momentos que S&80 expostos ao ar ou quando submetidos a condigdes ambientais
desfavoraveis, como a baixa salinidade (MARQUES & LIMA-PEREIRA, 1998). Ndo ha
dimorfismo sexual externo, mas no periodo reprodutivo, machos apresentam coloracdo
gonadal branco leitoso e as fémeas, gbnadas alaranjadas/vermelho tijolo (HENRIQUES,
2004).

A fecundacdo ocorre na agua, 0s gametas sdo liberados por estimulos fisico-

quimicos e climéticos, especialmente a concentracdo de nutrientes e variacdo repentina da
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temperatura ou salinidade (LUNETTA, 1969; HENRIQUES, 2004). O hermafroditismo ja
foi descrito por alguns autores (GALVAO et al., 2006; MARCHIORI, 2013). A larva da
espécie é planctonica e sua fixacdo ocorre em substratos como talos da alga Ulva fasciata
(fixacdo primaria), costdo rochoso ou outra superficie dura (fixacdo definitiva), onde
formam densas populacdes (i.e., bancos naturais) que podem se localizar em areas expostas
a acdo das ondas ou areas abrigadas (FREITAS, 1997). Porém, a reproducdo pode ser
prejudicada pela presenca de patdgenos, especialmente trematodeos Bucephalinae, que
parasitam o sistema reprodutor, provocando a esterilidade e enfraquecimento, podendo até
ocasionar a morte dos animais (HENRIQUES, 2004). Além desse parasito, ainda podem ser
encontrados poliquetas (Annelida) e caranguejos (Crustacea), que perfuram as conchas e
danificam o manto, respectivamente (MARQUES & LIMA-PEREIRA, 1998).

Devido & sua ampla distribuicdo na costa brasileira “é a espécie amplamente
utilizada como indicadora do grau de poluigdo marinha” (FERREIRA et al., 2013, pag. 03).
Para tal, diferentes tipos de metodologia vem sendo utilizadas a fim de detectar a
bioacumulacdo de contaminantes nestes animais (MALAGRINO, 2003; MAIA et al., 2006;
GALVAO et al., 2009; FERREIRA et al., 2013; CAMARGO, 2018), entretanto, poucos
estudos utilizaram técnicas histomorfol6gicas com esse proposito (LIMA et al., 2001;
HENRIQUES, 2004, GARCIA & MAGALHAES, 2008).

Procedimentos histotécnicos incluem analises citoquimicas, histoquimicas e imuno-
histoquimicas, dependendo do objetivo que se tem com os tecidos a serem analisados
(CAPUTO et al., 2012). A importancia dessas analises se deve ao fato de que grandes
mudancas causadas pelos poluentes ocorrem nos tecidos celulares, assim, para visualizacdo
das estruturas teciduais e os constituintes da matriz extracelular, esta técnica é necesséria.

Tendo ciéncia de que o ecossistema aquatico é considerado o mais susceptivel a
contaminagdo (BERTOLETTI, 1990) por diferentes compostos antropogénicos, que 0S
principais detectores de poluicdo sd@o os moluscos bivalves (especialmente P. perna no
Brasil), aliado ao fato da espécie P. perna ser amplamente usada para fins alimenticios e
possuir alto valor proteico e econbmico, e que a deteccdo dos efeitos toxicos dos poluentes

pode se dar ao nivel tecidual, justifica-se a realizacdo desse estudo.
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RESUMO

Nas zonas costeiras diversas espécies de animais marinhos sdo utilizados como fonte
alimentar, sendo os mexilhdes um dos principais grupos consumido. No Brasil, a espécie
Perna perna, também conhecida como mexilhdo marrom, obtidas a partir de bancos
naturais e de cultivo, sdo amplamente usadas como fonte alimentar. Sabe-se que
compreender os ciclos reprodutivos dos organismos viventes auxilia na preservacdo da
espécie, especialmente se estas tém valor comercial e sdo fontes de extrativismo. Assim, a
fim de auxiliar na identificacdo dos estadios sexuais por meio de uma metodologia de
baixo custo proporcionando o entendimento dos periodos de liberacdo de gametas, bem
como impulsionar o consumo consciente e o extrativismo controlado desta espécie,
produziu-se este guia fornecendo subsidios claros e ilustrativos sobre os diferentes estadios
do ciclo reprodutivo de Perna perna. Para tanto, foram coletados 712 exemplares dessa
espécie na costa do Espirito Santo, Sudeste do Brasil, em bancos naturais durante a mare
baixa ao longo de um ano. Os estadios sexuais dos individuos foram identificados com
auxilio de bibliografia especializada, observando a olho nu a génada e o foliculo.
Posteriormente, esses estadios foram confirmados a partir de analises em
Estereomicroscopio Leica Mod S8APOQO. Neste equipamento os tecidos reprodutivos de
todos os animais foram fotografados com cadmera acoplada Leica MC170 HD. Os estadios
apresentam especificacbes que os tornam distintos uns dos outros, principalmente se
associados as informac6es obtidas a partir das gdnadas em conjunto com as informacées
contidas no foliculo. Os estadios I11-A, I11-B e 111-C apresentam distingdo bem definida e
demarcada, contudo, os estadios 0, | e Il apresentam detalhes que, se ndo observados,
podem culminar em erro de identificacdo. A producdo desse guia descritivo e ilustrado
pretende fornecer uma ferramenta clara, rapida e de baixo custo para futuros estudos sobre
o ciclo reprodutivo de Perna perna.

Palavras-chave: Mexilhdo marrom. Reproducdo. Cultivo. Bancos naturais. Estadios
sexuais.



1. INTRODUCAO

Conhecer a biologia reprodutiva de uma espécie € necessario para entender a sua
historia de vida bem como 0 manejo de seus bancos naturais para possiveis aplicacfes de
normas conservacionistas e exploratérias de organismos que sdo comercializaveis
(AVENDANO & LA PENNEC, 1997; GARNER et al., 1999). Por esta razio, é de se
esperar que estudos se concentrem nos grupos taxondmicos mais abundantes.

O Filo Mollusca é o maior grupo taxondmico depois de Insecta (MAGALHAES,
1987) e os bivalves sdo utilizados em larga escala para manejo e comercializacdo
(MAGALHAES, 1998), por isso diversos estudos foram realizados ao longo dos ultimos
anos visando descrever e elucidar o ciclo reprodutivo desses organismos (NARCHI, 1976;
NASCIMENTO & LUNETTA, 1978; POUVREAU et al., 1999; GIL & THOME, 2004;
MORSAN & KROECK, 2005; WOLFF & SANTOS, 2007; RODRIGUES et al., 2010;
AVEIRO et al., 2011; PEHARDA et al.,2013; BRAHIM & BELDI, 2016; GADELHA et
al., 2019). Dentre esses, destacam-se os estudos sobre reproducdo e desenvolvimento
sexual dos mitilideos (MESQUITA et al., 2001), seja em virtude da sua distribuicdo
geografica, abundancia em costbes rochosos de todos os continentes ou pela importancia
econdmica (MAGALHAES, 1998; KRAMPAH et al., 2016).

A espécie Perna perna (Linnaeus, 1758), conhecida como mexilhdo marrom, da
familia Mytilidae, apresenta ocorréncia no Brasil, de Pernambuco a Santa Catarina, na
Venezuela, no Uruguai, na costa atlantica da Africa e em Madagascar, representando fonte
alimentar para 0s seres humanos e com grande potencial de cultivo (FERREIRA, 1997,
MAGALHAES, 1998; KRAMPAH et al., 2016). Esta espécie é o maior mitilideos
brasileiro (KLAPPENBACH, 1965) podendo chegar a 182mm de comprimento
(MAGALHAES, 1998).

No geral, mitilideos ndo possuem dimorfismo sexual externo e as gdnadas se
desenvolvem no interior do foliculo (i.e., manto). Em P. perna, a coloracdo das gbnadas e
foliculos reprodutivos difere: os machos apresentam a coloragdo creme e as fémeas
coloragio alaranjada (MAGALHAES, 1998; HENRIQUES, 2004). Essa coloracdo das
fémeas decorre da deposicdo lipidica e glicogénica (LUNETTA, 1969). Segundo
Magalhdes (1998), o arranjo gonadal se da na forma de um conjunto de canais genitais
ramificados que entram em outros 6rgdos e tecidos, cuja por¢do mais fina desemboca no

foliculo (onde ocorre a oogénese e/ou espermatogénese) e a outra extremidade desemboca
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no poro genital situado proximo do muasculo adutor. Por esta Ultima via, de acordo com
Camacho (1991), sdo eliminados os gametas. A reproducdo € sexuada com fecundacédo
externa e ocorre na agua, sendo a desova estimulada por fatores mecanicos,
biodisponilidade de nutrientes, variacbes bruscas de temperatura ou salinidade
(LUNETTA, 1969; HENRIQUES, 2004). Casos de hermafroditismo ja foram descritos
para a espécie (GARCIA et al., 1991; MAGALHAES, 1998; GALVAO et al., 2006).

Posteriormente a fecundacdo ocorre o processo de clivagem holoblastica espiral.
Sua segmentacdo origina uma larva trocofora entre 31 a 102 horas apds o inicio dessa fase
(VELEZ & MARTINEZ, 1967; MAGALHAES, 1998). Em seguida, ocorre a Gltima fase
planctdnica da espécie, com formacéo da larva véliger (MAGALHAES, 1998). Entre 30 a
40 dias apds a fecundacéo, dependendo de fatores bioticos e abidticos, o pequeno mexilhdo
de 20mm, plantigrado, passa para a vida bentdnica (MAGALHAES, 1998), a partir da
fixacdo em superficies basibiontes pelo bisso (KRAMPAH et al.,, 2016). O bisso, de
acordo com Henriques (2004) é composto por filamentos proteicos produzidos por
glandulas bissogénicas localizadas no pé. Até 30mm os individuos sdo imaturos
(GALVAO et al., 2006) e a partir desse tamanho ocorre o inicio da gametogénese.

As informacdes fornecidas pelo conhecimento dos estadios sexuais podem auxiliar
em atividades de cultivo e extrativismo de mitilideos. A identificacdo macroscopica dos
estadios e a identificacdo dos periodos de liberacdo de gametas (que estdo correlacionados
coma massa Umida total da carne do animal que pode ser perdida em apenas um evento de
desova) (SCHURINK & GRIFFITHS, 1991), juntamente com a descricdo detalhada e
ilustrada de cada etapa dos estadios sexuais poderdo contribuir como uma ferramenta
objetiva, facil e de baixo custo quando comparado as técnicas histologicas de identificacéo
dos estddios sexuais. Portanto, objetivou-se com este guia fornecer subsidios claros e

ilustrativos sobre os diferentes estadios do ciclo reprodutivo de P. perna.

2. MATERIAIS E METODOS

A fim de descrever macroscopicamente os estadios gonadais de P. perna, coletou-
se individuos ao longo de doze meses (entre maio de 2017 e abril de 2018) no litoral do
Estado do Espirito Santo, Sudeste do Brasil (20°18°27.9”S 40°16°44.5”W e 20°38°07.6’S
40°25°23.6”W). Foram coletados durante a maré baixa em costdo rochoso, 712 individuos,

todos maduros sexualmente. No instante de coleta, o costdo estava completamente exposto
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ao ar. Para desprender os filamentos do bisso do substrato, 0s organismos foram removidos
com auxilio de faca de mergulho. Os espécimes coletados foram acondicionados em potes
plasticos contendo agua do mar e encaminhados vivos para o laboratorio.

Em laboratorio, imediatamente apds a chegada dos espécimes, 0s epibiontes foram
removidos para facilitar o manejo e acuracdo das analises. O musculo adutor posterior foi
seccionado para a separac¢do das valvas a fim de expor os tecidos reprodutivos. A gbnada e
o foliculo foram observados a fim de acurar na definicdo dos estddios sexuais, 0S sexos
foram identificados e os estddios gametogénicos foram classificados segundo Lunetta
(1969), inicialmente & olho nu e em seguida confirmados com auxilio do Lupa Leica Mod
S8APO com camera acoplada Leica MC170 HD. Neste equipamento, todos os individuos
tiveram suas gbnadas e foliculos fotografados, ndo sendo necessarios programas para

edicdo de imagens.
3. RESULTADOSE DISCUSSAO

A literatura disponivel para a distincdo dos estadios gonadais macroscépicos de P.
perna baseia-se no estudo de Lunneta (1969) que por sua vez fundamentou-se nos estudos
de Chipperfield (1953) para Mytilus edulis e Lubet (1959) para Mytilidae e Pectinidae.
Assim, existe apenas uma descricdo dos estadios pobremente ilustrada e sem um guia que
descreva e exemplifique ilustrativamente os mesmos. Além disso, a maior parte das
observagdes realizadas por estes autores focaram em modificacbes e fendmenos nos
foliculos, deixando em segundo plano as modificagbes ocorridas nas gdnadas. Dessa
forma, este guia se propds a detalhar os eventos que estdo ocorrendo em ambos os tecidos

e as modificaces ocorridas neles em todos os estadios sexuais.
3.1 ESTADIO ZERO 0)

Este estadio inicial do ciclo gametogénico se caracteriza pelo repouso sexual dos
organismos, no qual nota-se a auséncia de gametas nas gbnadas e nos foliculos
(LUNETTA, 1969), como demonstrado pela Figura 1. Desta maneira, ndo ha distin¢éo
entre machos e fémeas, pois com a auséncia de gametas ha auséncia da coloracdo
caracteristica e distintiva dos sexos (i.e., alaranjado para fémeas e creme para 0s machos).

Isso confere ao foliculo uma semitransparéncia, sendo possivel a observacdo da
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coloracdo e de aspectos da camada nacarada das valvas. O foliculo é espesso em virtude da
abundancia de reservas energéticas contidas nos tecidos conjuntivos ali presentes
(CHIPPERFIELD, 1953), podendo chegar de 01 a 03mm. Essa espessura pode ser
observada com o togque ou com objetos ndo-pontiagudos que adentram no foliculo.
Entretanto, em locais com baixa disponibilidade de alimento pode ocorrer diminuigdo na
espessura (ao tocar, ndo ha afundamento dos foliculos ou chega-se a no maximo 1mm) em
virtude da menor disponibilidade de matérial de reserva. Importante destacar que as
caracteristicas gerais de semitransparéncia do foliculo e observacdo da camada nacarada
sdo perceptiveis em qualquer espessura.

As gdnadas também sdo semitransparentes, com tamanho reduzido (em geral, de 05
a 12 mmde comprimento e area total de 10 a 15 mm) apresentando maleabilidade ao toque
(i.e., ndo apresenta rigidez ou tragcdo em virtude da presenca apenas dos tecidos conjuntivos

interfoliculares).
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Figura 1: Gonada e foliculo de Perna perna emestéadio 0. Nesse estadio ndo é possivel diferenciar os sexos,
visualizando-se em ambos os tecidos reprodutivos semitransparéncia que possibilita, nos foliculos, por
exemplo, a visualizagdo da camada nacarada bem como de suas caracteristicas peculiares e particulares,
como pequenas lesdes, abaulagdes ou marcas oriundas da deposicdo de calcio. Aumento de 10x
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3.2 ESTADIO |

Este estadio & marcado pelo inicio dos primeiros sinais da gametogénese (Figura 2),
caracterizado pelas perdas do aspecto homogéneo e da semitransparéncia dos foliculos
(LUNETTA, 1969) e das gonadas, mas ndao sendo possivel ainda diferir os sexos pela
auséncia de gametas.

Nos foliculos séo observados esbogos foliculares gaméticos que se iniciam na parte
central e inferior da valva, ou seja, a regido mais proxima das visceras dos animais. 1sso
torna esta regido opaca, perdendo assim a transparéncia caracteristica do Estadio 0. Devido
ao inicio do consumo das reservas lipidicas e glicogénicas ha diminui¢cdo na espessura dos
foliculos.

A gbnada apresenta esbocos foliculares com pouca ou nenhuma coloracéo,
perdendo a maleabilidade caracteristica do estddio anterior, ocasionado pelo
intumescimento do tecido conjuntivo em virtude do inicio do preenchimento dos espagos

liminicos pelos gametas. Isto aumenta a opacidade desse 6rgao.
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Figura 2: Gonada e foliculo de Perna perna em estadio I. Note-se que nédo é possivel fazer a sexagem
nesse estadio, entretanto, é possivel observar a opacidade da gbnada bem como o inicio do
preenchimento dos foliculos a partir das vias gaméticas. Aumento de 10x




3.3 ESTADIOI

Como o aumento da quantidade de gametas nos foliculos e nas gdnadas, este
estadio caracteriza-se pela nitidez dos esbocos foliculares devido ao curso ativo da
gametogénese (LUNETTA, 1969). Assim, como observado por esse autor, sdo facilmente
visiveis neste estadio a diferenciagdo entre machos e fémeas (Figura 3 e 4). Chipperfield
(1953, pag. 451) ainda completa afirmando que estes tecidos estdo “cheios de Ovulos e
espermatozoides verdes”, ou seja, em fase de amadurecimento gametogénico para a
posterior liberacdo dos gametas.

Os foliculos estdo semi-repletos de gametas e com cerca de dois tercos de sua area
preenchidos. Uma observacdo importante e clara entre os sexos € que as fémeas
apresentam foliculos com deposicdo de gametas circulares e nos machos, a deposicdo dos
gametas se da em forma ramificada.

As gbnadas apresentam alto grau de intumescéncia, sem flacidez, mas suas bordas
ainda apresentam indistingdo da coloracdo caracteristica, principalmente em virtude do
andamento da producdo de gametas, que ndo chegou ao apice e por isso a gdnada ndo

alcancou o seu tamanho total (i.e., com a gametogénese alcancando a capacidade maxima).
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Figura 3: Gonada e foliculo de Perna perna macho em estadio Il. Nota-se o aspecto arborescente e
ramificado dos foliculos dos machos. Aumento de 10x
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Figura 4: Gonada e foliculo de Perna perna fémea em estadio Il. Nota-se o aspecto arredondado dos
foliculos das fémeas e borda opaca nas gonadas. Aumento de 10x.




3.4 ESTADIO Il

Diferente do que foi proposto originalmente por Chipperfield (1953), com apenas o
estadio 111 para o desenvolvimento gamético, Lunetta (1969) subdividiu este estadio em
trés, pois segundo suas observagdes, ocorrem em cada um “fendmenos tipicos que

determinam aspectos distintos nos foliculos” (LUNETTA, 1969, pag. 56) e gobnadas.

3.4.1 Estadio HI-A

Segundo a interpretacdo por equivaléncia do que descreve Chipperfield (1953) para
o0 estadio 11, este subestadio é semelhante ao estadio Il com a excecdo de que a massa da
gbnada é maior e o tecido conjuntivo interfolicular é ainda mais ocluido. Segundo Lunetta
(1969), este estadio é caracterizado pela replecdo total dos tecidos reprodutivos por
gametas masculinos e femininos (Figura 5 e 6).

O foliculo esta repleto de gametas, sendo impossivel visualizar a camada nacarada
da concha. Além disso, a espessura do foliculo chega quase ao dobro do tamanho
observado para o estadio 0, apresentando um abaulamento devido a quantidade de gametas
presentes neste tecido.

Assim como no foliculo, a gbnada também esta repleta de gametas, apresentando
intumescéncia completa e com auséncia de flacidez ou regides semitransparentes. Nos
machos, as gbnadas sdo mais curtas no comprimento, porem mais altas na regido anterior
(i.e., porcdo mais alta na gdnada). Nas fémeas ocorre 0 oposto: as gbnadas sdo mais

alongadas no comprimento e a porcéo inicial apresenta-se mais curta.
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Figura 5: Gonada e foliculo de Perna perna macho em estadio IlI-A. Na regido anterior dos machos
podemos observar altura maior se comparado ao seu comprimento. Aumento de 10x.
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Figura 6: Gdnada e foliculo de Perna perna fémea em estadio Il1-A. Nas fémeas a porcdo anterior tem
menor altura, conferindo aspecto longelineo a mesma. Aumento de 10x.




3.4.2 Estadio 111-B

Neste estadio ha o esvaziamento parcial dos tecidos gonadais (LUNETTA, 1969),
mas ainda ha diferenciacdo entre machos e fémeas (Figura 7 e 8).

Os foliculos diminuem de espessura e, por consequéncia, ha a diminuicdo e
exclusdo do abaulamento originado no estadio IlI-A devido a liberagdo gamética. Assim, é
possivel visualizar novamente a coloracdo da camada nacarada da valva em algumas
regides com baixa opacidade folicular.

As gbnadas tornam-se mais flacidas, sendo que suas bordas apresentam a
semitransparéncia caracteristica dos estadios iniciais do ciclo gamético. Todavia, ainda
apresenta em seu interior gametas visiveis na génada e no foliculo. E distinguivel do
estadio 1l com bastante clareza pela distribuicdo dos gametas nas gonadas e pela flacidez

da mesma. Sendo assim, essa é a melhor técnica para diferenciar esses estadios.
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Figura 7: Gbnada e foliculo de Perna perna macho em estadio 111-B. Em ambos os sexos é possivelobservar
gametas remanescentes, indicando esvaziamento parcial dos mesmos. Aumento de 10x.
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Figura 8: Gbnada e foliculo de Perna perna fémea em estadio I111-B. Em ambos os sexos é possivel observar
gametas remanescentes, indicando esvaziamento parcial dos mesmos. Aumento de 10x
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3.4.3 Estadio IlI-C

Este estadio, de acordo com o estudo conduzido por Lunetta (1969) é
compreendido pela reestruturacdo gonadal. Este autor completa dizendo que ha maior
nitidez dos foliculos, diferenciando-se do estadio | por apresentar a cor caracteristica para
machos e fémeas (Figura 9 e 10). Todavia, ele ressalta que como a coloracdo é mais
atenuada, o ideal seria realizar um esfregaco dos foliculos a fim de verificar se pigmentos
nestas regides sdo provenientes dos gametas ou do epitélio.

Com relagdo aos foliculos, como bem descreve Lunetta (1969) ainda ha a coloracao
caracteristica de cada sexo e é possivel ver a cor e parcialmente as estruturas da camada
nacarada da valva.

As gbnadas reduziram de tamanho, possuem resquicios da coloracdo dos gametas,
sdo altamente flacidas (i.e., consegue-se manusea-la para qualquer direcdo) e estdo se

tornando  semitransparentes.
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GONADA

r

FOLICULO

Figura 9: Gdnada e foliculo de Perna perna macho no estadio I11-C. Neste estadio ndo ha gametas nos
foliculos, sendo possivel visualizar a camada nacarada. Todavia, as g6bnadas apresentam gametas
remanescentes que tornam possivel a distin¢do entre 0s sexos. Aumento de 10x.
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FOLICULO

Figura 10: Gonada e foliculo de Perna perna fémeas no estadio 11I-C. Neste estadio ndo ha gametas nos
foliculos, sendo possivel visualizar a camada nacarada. Todavia, as gbnadas apresentam gametas
remanescentes que tornam possivel a distingdo entre 0s sexos. Aumento de 10x.
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4. CONCLUSAO

Compreender o ciclo de vida desta espécie é fundamental para a manutengéo do seu
equilibrio populacional e, consequentemente, de varios outros invertebrados marinhos a
eles associados. Apos as analises macroscopicas observa-se distingdes claras entre os
estadios, principalmente quando associadas as informagdes contidas no foliculo e na
gbnada. Os estadios O, | e Il apresentam detalhes que requisitam mais atencdo, pois
equivocos de avaliagdo podem culminar em erro de avaliagdo que comprometerdo a
definicdo dos estadios e o resultado final da pesquisa.

Por se tratar de uma fonte alimentar, principalmente originarios de estoques dos
bancos naturais, conhecer e entender o ciclo reprodutivo pode fomentar e definir melhor os
periodos de mariscagem e defeso para cada Estado Federativo e/ou pais, dado que cada
regido apresenta particularidades em seu ciclo reprodutivo e a retirada desenfreada pode
culminar na eliminacdo local dos individuos pela discrepancia entre a taxa de reproducédo
com a taxa de retirada dos organismos do ambiente marinho. Atualmente para P. perna,
segundo a Portaria Interministerial do IBAMA n° 105, de 20 de julho de 2006, estabeleceu-
se 0 defeso da espécie em bancos naturais da regido sul e sudeste do Brasil no periodo de
1° de setembro a 31 de outubro. Assim, a associacdo destas informacdes compiladas neste
guia pode proporcionar o direcionamento para a coleta e manejo, possibilitando unir os
periodos mais adequados de coleta com a prote¢do legal desta espécie.

Este guia aplicado ao cultivo da espécie, amplamente utilizado na regido sul e
sudeste do Brasil, elucidara o periodo mais adequado de despesca, além do melhor periodo
para a obtencdo dos gametas e de deposicdo das sementes para cultivo.

Como o ciclo reprodutivo destes organismos também é utilizado amplamente em
programas de biomonitoramento onde a espécie ocorre, este guia atuard como ferramenta
priméria em pesquisas a fim de monitorar e biomarcar o ciclo como uma resposta a alguma
alteracdo ambiental. Ademais, cada fase do ciclo pode indicar uma resposta diferente ao
fator a ser analisado, assim, ao identificar os ciclos e os periodos de maneira precisa
podemos aumentar a acuracao e confiabilidade do material a ser analisado.

Conclui-se que a criacdo e a descricdo deste guia € uma ferramenta vital, clara,
rapida e de baixo custo para o conhecimento da espécie por cientistas, pesquisadores e

pescadores que fazem uso da mesma para 0 consumo, o cultivo ou o estudo.
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CAPITULO 2

CICLO REPRODUTIVO DE Perna perna (LINNAEUS, 1758)
(BIVALVIA, MYTILIDAE) COMO BIOMARCADOR PARA
POLUICAO AMBIENTAL EM BANCOS COSTEIROS NATURAIS



Ciclo reprodutivo de Perna perna (Linnaeus, 1758) (Bivalvia: Mytilidae) como
biomarcador para poluicdo em bancos costeiros naturais
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(Artigo a ser submetido)
RESUMO

As populagdes costeiras usufruem dos oceanos para comunicagado, transporte, lazer e fonte
alimentar. As fontes alimentares, no decorrer dos ultimos séculos, sofreram rotineiramente
com impactos oriundos de acdo antropica. Dentre os organismos utilizados para 0 consumo
humano destacam-se os mexilhdes. No Brasil, 0 mexilhdo mais utilizado é Perna perna.
Devido a sua importancia econbmica e social, identificar e compreender possiveis
alteracOes advindas da acdo humana tornam-se necessarios tanto para a espécie de molusco
guanto para os seus consumidores. Desta maneira, objetivou-se neste estudo analisar o0 uso
do ciclo reprodutivo de P. perna como biomarcador de contaminagdo ambiental de bancos
naturais da zona costeira. Para tal, foram coletados organismos em area antrépica (P1 —
Vitoria) e area de referéncia (P2 — Setiba) ao longo de doze meses. Os animais foram
retirados de substratos consolidados, em maré baixa, quando expostos ao ar. Os filamentos
do bisso foram desprendidos com auxilio de faca de mergulho e os espécimes foram
imediatamente acondicionados em potes plasticos contendo agua do mar. Em laborat6rio,
os espécimes foram analisados macroscopicamente e encaminhados para analises
microscépicas a partir de processos histotécnicos padrdes. As analises de 712 organismos
indicaram que os animais do ponto amostral Vitoria sdo afetados diretamente pela acdo
antropica presente na regido, uma vez que apresentam maior incidéncia de atresia celular
(média de 3.825 em Vitdria para 1.58 em Setiba). Essa atresia, associada a disponibilidade
de fontes alimentares neste ambiente antropico indicam menor viabilidade dos gametas e
consequentemente influencia no sucesso reprodutivo da espécie neste local. Em
decorréncia desses fatores, é provavel que para compensar 0 baixo recrutamento esses
organismos estejam produzindo e liberando gametas continuadamente durante o decorrer
do ano, vide que Vitdria apresenta significAncia estatistica para o estadio Ill1-A. Além
disso, em Vitoria, a razdo sexual é desviada para machos (X? 1.20), uma vez que as fémeas
sd0 0s maiores alvos de estressores e contaminantes ambientais. Portanto, com 0s
resultados obtidos, conclui-se que o ciclo reprodutivo de P. perna é um excelente
biomarcador para a contaminagdo ambiental.

Palavra chave: Antropogénico. Biomonitoramento. Costdo Rochoso. Histologia.
Reproducéo.
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1. INTRODUCAO

Desde os primdrdios da evolugdo humana utiliza-se o0s oceanos como fonte
indispensavel para a vida e sobrevivéncia e, em decorréncia de sua utilizacdo, as areas
costeiras estdo entre as mais ameacadas por poluicdo no planeta, principalmente devido a
pressdo sofrida sobre sua integridade, equilibrio ambiental, conflitos de uso (ABREU,
2015) e do falso pensamento de que a capacidade do mesmo de receber dejetos e residuos é
ilimitado (ASLAN et al., 2017).

Os oceanos recebem diariamente compostos antropogénicos, na forma de milhdes
de toneladas de produtos quimicos sintéticos, nutrientes e outras substancias que se
dirigem para 0 ambiente marinho, resultando em uma série de efeitos adversos sobre
organismos ndo alvos (DAVIES & MCKIE, 1987; BAYNI & MARQUES, 2003). Os
impactos causados por essas substancias que entram nos oceanos ndo sdo facilmente
estimados, mas sabe-se que a toxicidade € aumentada se 0 composto € persistente e mével
no ambiente (ROMANO, 2007).

Os aportes tdxicos mais comuns em areas costeiras sao 0s de origem organica,
oriundos de despejos de esgoto doméstico, agricola e industrial (BARRETO et al., 2013;
ASLAN et al., 2017), além de farmacos e nanofarmacos (GAW et al., 2014; PRICHARD
& GRANEK, 2016). Também estdo expostos a hidrocarbonetos (MIRONOV, 1968;
CRAPEZ, 2001), residuos organicos e inorganicos como os metais pesados (NAKATO &
AVILA-CAMPOS, 2012) e os agrotdxicos (FERREIRA et al., 2006; BORSOI et al.,
2014), compostos organicos de estanho, em particular o tributilestanho (TBT) (SMITH,
1981; ALZIEU et al., 1986; GODOI et al., 2003), por fim, microplasticos (GREGORY,
2009; ANDRADY, 2011).

Para 0 monitoramento desses diferentes tipos de poluentes, técnicas gquimicas,
fisicas e bioldogicas podem ser empregadas. As técnicas fisico-quimicas podem ser mais
precisas para mensurar 0s poluentes ou os parametros abidticos. Entretanto, esses métodos
sdo caros e paises em desenvolvimento ndo possuem as condi¢cbes econdmicas e
tecnoldgicas para que essas analises acontecam rotineiramente. Assim, as técnicas que
avaliam a qualidade do meio ambiente por meio das condigdes dos organismos sao
métodos mais acessiveis, bem como confidveis. Tais métodos envolvem dois fatores
principais, sdo 0s organismos bioindicadores de poluicdo, onde sua presenca, abundancia e
condicdo sdo indicativos de certa condicdo ambiental (MARQUES et al., 2016) e aléem

deles, organismos com funcbGes biomarcadoras, na qual caracteristicas moleculares,
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celulares, fisioldgicas ou comportamentais que sdo expressadas quando o organismo €
exposto aos efeitos subletais de contaminantes ou condicbes ambientais adversas
(MARQUES el al., 2016).

Os bivalves, sdo amplamente utilizados em biomonitoramentos e biomarcagéo ao
redor do mundo (FERREIRA et al., 2013), principalmente por serem organismos
filtradores. Ao realizar tal pratica filtram grandes volumes de agua que banha as branquias
onde retém as particulas organicas e inorganicas em suspenséo (RIISGARD, 2001). Dentre
as particulas organicas estdo associados agentes patogénicos (e.g. bactérias, virus e
parasitas) e quimicos (metais pesados, agrotoxicos, TBT, entre outros) (MORAES, 2000).
Desta maneira, por meio da bioacumulacdo e biomarcacdo esses organismos refletem as
caracteristicas ambientais do corpo d’agua onde vivem (EVANGELISTA-BARRETO et
al., 2008; FERREIRA et al., 2013).

A caracteristica descrita acima, somado ao fato de serem organismos sésseis,
tornam os bivalves excelentes instrumentos em biomonitoramentos. Nesta classe destaca-
se a espécie Perna perna ou mexilhdo marrom, maior mitilideo nativo brasileiro
(KLAPPENBACH, 1965; FERREIRA et al., 2013; PIERRI et al., 2016), podendo atingir
att 182 mm (MAGALHAES, 1998). Ocorrem na Venezuela, costa brasileira de
Pernambuco até o Uruguai, especialmente do Rio de Janeiro a Santa Catarina (RIOS,
2009), na Africa a espécie se encontra na Africa do Sul, Marrocos, Angola, Namibia, nas
ilhas de Cabo Verde, na costa indica de Mocambique e na costa oeste de Madagascar
(WOOQOD et al., 2007; PIERRI et al., 2016). P. perna, ndo apresenta dimorfismo sexual
externo, mas no periodo reprodutivo, os machos apresentam coloracdo gonadal
branco/leitoso e as fémeas, gbnadas alaranjadas/vermelho tijolo (HENRIQUES, 2004). O
hermafroditismo ja foi descrito (LUNETTA, 1969; GALVAO et al., 2006; MARCHIORI,
2013). A fecundacdo ocorre na &gua, os gametas sdo liberados por estimulos fisico-
quimicos, especialmente a concentracdo de nutrientes e variacdo repentina da temperatura
ou salinidade (LUNETTA, 1969). A larva da espécie é planctdnica e sua fixacdo ocorre em
substratos como talos da alga Ulva fasciata (fixacdo primaria), costdo rochoso ou outra
superficie dura (fixacdo definitiva), onde formam densas populac@es (i.e., bancos naturais)
que podem se localizar em areas expostas a acdo das ondas ou areas abrigadas (F REITAS,
1997). A reproducdo pode ser prejudicada pela presenca de patdgenos, especialmente
trematddeos Bucephalidae que sdo parasitas do sistema reprodutor, além de poliquetas e

caranguejos que perfuram a concha e danificam o manto (MARQUES & LIMA-
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PEREIRA, 1998; HENRIQUES, 2004).

Devido a sua ampla distribuicdo na costa brasileira € a espécie mais utilizada como
indicadora do nivel de poluicdo marinha (FERREIRA et al., 2013). Para tal, diferentes
tipos de metodologias vém sendo utilizadas a fim de detectar a bioacumulagdo de
contaminantes nestes animais (MALAGRINO, 2003; MAIA et al., 2006; GALVAO et al.,
2009; FERREIRA et al., 2013; CAMARGO, 2018). Entretanto, poucos estudos utilizaram
técnicas histomorfoldgicas com esse proposito (LIMA et al., 2001; HENRIQUES, 2004,
GARCIA & MAGALHAES, 2008) apesar dessas analises permitirem avaliar alteracdes
causadas por poluentes nos tecidos a nivel celular.

Tendo ciéncia de que o ecossistema aquatico é considerado o mais susceptivel a
contaminacdo (BERTOLETTI, 1990) por diferentes compostos antropogénicos, que P.
perna é um excelente biomarcador da qualidade ambiental e a detec¢do dos efeitos toxicos
dos poluentes pode se dar ao nivel tecidual, objetivou-se avaliar as alteracdes
gametogénicas do ciclo reprodutivo de P. perna coletados por um ano, em bancos naturais
em area antropogénica e uma area de referéncia, por meio de duas diferentes abordagens,
analises macroscdpicas e microscopicas. Vale ressaltar que a espécie foco possui alto valor

nutricional e econbmico, sendo consumida e comercializada por toda costa brasileira.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. AREA DE ESTUDO

Os exemplares de P. perna foram coletados em dois pontos amostrais (Figura 1) no
litoral do estado do Espirito Santo, sudeste do Brasil, durante um ano (maio de 2017 a abril
de 2018). O ponto um (P1), localizado em Vitoria (20°18°27.9”S 40°16°44.5”°W) esta
situado em area altamente antropogénica e comprovadamente contaminada por compostos
organoestanicos, metais pesados, esgoto, residuos solidos (JESUS et al., 2004; COSTA et
al., 2008; ORTIZ, 2010; COSTA et al., 2013; PODRATZ et al., 2015; COSTA et al,,
2017). A é&rea é abrigada da acdo das ondas por diversos afloramentos rochosos e a praia é
classificada como reflectiva (PAVANI, 2006; OTEGUI et al., 2019). O ponto dois (P2),
localizado em Setiba (20°38°07.6”'S 40°25°23.6”W), é considerado area controle (ORTIZ,
2010; COSTA et al., 2017) por ndo possuir aporte fluvial e urbanizagcdo proxima. Em
virtude da acdo das ondas e pela exposicdo a acdo do mar, essa praia € classificada como
exposta e dissipativa (PAVANI, 2006; OTEGUI et al., 2019).
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Figura 1: Localizacdo dos pontos onde foramamostrados os exemlares de Perna perna. Vitéria (P1)
localizado naregido central e Setiba (P2) localizado na regido sul do Estado do Espirito Santo.

2.2. COLETA DOS INDIVIDUOS

Em cada ponto foram coletados mensalmente 30 individuos com comprimento de
concha variando entre 04 a 07 cm, visando garantir a obtencdo de individuos em periodo
reprodutivo, que para esta espécie inicia a partir de 03 cm (GALVAO et al., 2006). Todas
as amostragens ocorreram durante a maré baixa, quando o costdo rochoso estava
completamente exposto ao ar. Apds a sec¢do dos filamentos bissais 0s organismos
coletados foram acondicionados em potes plasticos contendo 4gua do mar e transportados
vivos para analise.
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2.3. TEMPERATURA ATMOSFERICAE MEDIA DE PRECIPITACAO

Os niveis de precipitacdo e temperatura atmosférica foram obtidos a partir dos
dados fornecidos pelo Instituto Capixaba de Assisténcia Técnica e Extensdo Rural
(INCAPER) a partir de boletins trimestrais fornecidos sobre o estado no qual os pontos

amostrais estdo inseridos.

2.4.ANALISES MACROSCOPICAS

Em laboratorio, os organismos epibiontes foram removidos para melhor manuseio
dos exemplares e acurar as analises, as conchas foram abertas, o sexo foi identificado a
partir da coloracdo gonadal (i.e., laranja para fémeas e creme para machos) e os estadios de

desenvolvimento gonadal macroscopico foram classificados (LUNETTA, 1969).

2.5. ANALISES MICROSCOPICAS

As gbnadas dos seis primeiros machos e das seis primeiras fémeas em cada
ponto/més foram selecionadas e acondicionadas em cassetes, fixados em formalina em
tampéo fosfato por 48 horas. Em seguida, as amostras foram lavadas em agua corrente por
10 minutos e preservadas em alcool 70%. As gbnadas passaram pelo processo de
desidratacdo em série crescente de etanol, diafanizacdo em xilol e impregnacdo em
parafina (54-56°C). Ap6s a impregnacdo, as gonadas foram incluidas em parafina (56-
58°C) para realizacdo de cortes seriados de 05um em micrétomo com navalha de aco, onde
0s cortes do tecido respeitaram a posicdo anatdmica dos animais. Os cortes foram
montados em laminas histolégicas, corados em solu¢do de Hematoxilina e Eosina (HE) e
cobertas por laminulas. As laminas foram analisadas em microscopio éptico, sendo quatro
campos de cada tecido fotografados em camera acoplada e analisadas no software de
processamento de imagens digitais (ImageJ). Os estadios de desenvolvimento das gbnadas
foram identificados de acordo com Barreira & Araujo (2005) e Morsan & Kroeck (2005).
Os oo6citos foram identificados, contados e tiveram sua area medida conforme técnica
usada por Corte (2014).

2.6. ANALISES ESTATISTICAS

Todas as analises estatisticas foram realizadas no programa Statistica 10. Foram

considerados significativos valores em p < 0,05. A normalidade foi testada com o teste de
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Shapiro-Wilk e a homocedasticidade com o teste de Levene, em anormalidade, realizou-se
a transformacdo logaritmica de base dez. A razdo sexual foi estimada a partir do nimero
total de machos e fémeas e possiveis diferencas na razdo sexual foram verificadas com o
teste qui-quadrado. Valores inferiores a 1 indicam um desvio na populagdo para fémeas e
valores acima de 1 indicam um desvio para macho (BIRCHENOUGH et al., 2002).

O teste de Kruskal-Wallis foi usado para detectar as diferencas entre os estadios de
maturacdo gametogénica macro e microscopico, os estadios de maturacdo gametogénica e
a quantidade de odcitos e em todos os casos foram comparados entre 0s pontos e meses
amostrais. A posteriori para o teste foi realizado o teste de comparagdes multiplas para
detectar diferencas entre as informacGes geradas. A prevaléncia entre 0s acertos serd
calculada a partir da porcentagem de resultados compativeis obtidos comparando as
analises macroscopicas dos estadios sexuais e as microscopicas.

Para comparar possiveis diferencas nos resultados obtidos na descricdo
macroscopica e microscopica dos estddios gametogénicos foi realizado um test t. O
didmetro médio dos 6vulos maduros e o comprimento dos mesmos foram comparados
entre as duas areas e entre 0s meses a partir do teste ANOVA one-way com a posteriori do

teste de Tukey.

3. RESULTADOS

Ao longo do periodo amostral foram coletados cerca de 1000 individuos nos dois
pontos amostrais, sendo 712 exemplares analisados macroscopicamente e 288 analisados
microscopicamente. A classificacdo macroscopica dos estadios sexuais foi confirmada
posteriormente por meio das analises histoldgicas. Obteve-se 349 machos (189 no P1 e 160
no P2) e 326 fémeas (163 tanto no P1 quanto no P2). Além disso, em 36 individuos
analisados macroscopicamente oriundos do P2 ndo foi possivel a identificacdo do sexo

devido ao repouso sexual (i.e., estadio zero).
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Figura 2: Individuo de Perna perna hermafrodita encontrado em Vitéria no més de marco de 2018. GF,
gametas femininos; GM, gametas masculinos.

3.1. RAZAO SEXUAL

Analisando a razdo sexual total de cada ponto amostral observou-se proporcao
entre os sexos de 1.02 para Setiba e 1.20 para Vitdria. Em relacdo aos meses amostrados, a
razio sexual ndo apresentou diferenca significativa em Setiba e em Vitéria (X? 9.2358 e X?

6.9503, respectivamente).
3.2. TEMPERATURA ATMOSFERICAE PRECIPITACAO MEDIA

Os pontos amostrais estdo localizados em uma regido climatologicamente
homogénea, de acordo com o INCAPER (2020). Ao longo do periodo amostral a
precipitagdo variou entre os pontos (Figura 2), sendo que em P1 houve incidéncia maior no
nivel de precipitacdo se comparado a P2. Com relagdo a temperatura atmosferica, ndo
houve diferenca entre os dois pontos amostrais, exceto para o més de abril.
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Figura 3: Valores médios mensais da precipitacdo e temperatura do ar entre 0s pontos amostrais P1 e P2 ao
longo dos meses de estudo. Fonte: INCAPER (2020).

3.3. ESTADIOS DE MATURACAO GONADAL

3.2.1. Avaliacdo microscopica dos estadios de maturacdo gonadal

O periodo de recuperacdo gamética sao aqueles em que se observa mais de 50% dos
individuos em estadios gonadais I11-C ou 0, pois a gdnada esta finalizando seu ciclo
reprodutivo e entrando em pausa para o inicio de novo ciclo. Sdo considerados como
periodos de liberacdo de gametas quando mais de 50% dos individuos apresentam estadios
gonadais Il1-A e I1I-B, ou seja, encontram-se maduros e estdo eliminando o0s gametas.

A nivel microscpico no P2 é principalmente para a fase de recuperacio gamética ,
exceto para os meses de fevereiro, marco e abril, onde predomina a liberagdo gamética. Ja
para P1, houve liberacdo gamética nos meses de junho a setembro e de novembro a abril,

nos meses de maio e outubro predomina a recuperacdo gameética. Comparando més a meés,
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P2 apresentou liberagdo gamética sincrbnica entre 0s sexos na maior parte dos meses
(maio, outubro, janeiro, fevereiro e abril), as fémeas liberam gametas antes meses de julho,
setembro e marco e os machos liberam antes nos meses de junho, agosto, novembro e
dezembro. Para o P2 Vitoria, a liberacdo de gametas é sincrénica nos meses de maio a
agosto, outubro, dezembro e janeiro, sendo assincronica, com liberagdo anterior das fémeas
em junho, setembro e marco e para machos em novembro, fevereiro e abril.

Sobre a maturagdo gametogénica (Figura 4), os resultados do teste de Kruskal-
Wallis indicaram que ha diferenca significativa no estddio 0 (H: 5,60, p=0.024) e IlIC
(H:1,99, p=0.045) para P2 e para P1 ha diferenca para o estadio I11A (H: 2,.30, p=0.009). O
teste indicou auséncia de significancia para os estadios I, Il e 11IB entre os dois pontos. O
teste ndo demonstrou diferenca significativa para os estadios gonadais entre 0s sexos e

entre 0s meses amostrais (Figura 4).
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Figura 4: Distribuicdo temporal (%) dos estadios gametogénicos microscépicos de Perna perna, machos e
fémeas, coletados em P1 e P2, ao longo de um ciclo anual.
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3.2.2. Avaliacdo macroscopica dos estadios de maturacdo gonadal

Sobre o estado gonadal macroscopico, houve em P2 maior incidéncia de
recuperacdo gonadal, todavia, esse fendbmeno ndo foi observado em janeiro, fevereiro,
maio e junho, onde houve predominio de liberagdo de gametas. Para P1, a recuperacao
gonadal ocorreu de maio a setembro e a liberacdo dos gametas ocorreu de outubro a abril,
com o apice de liberacdo no més de fevereiro. Além disso, observa-se que P2 apresentou
sincronia na liberacdo de gametas entre 0s sexos durante todos os meses amostrais.
Entretanto, em P2 observou-se sincronia na liberacdo de gametas em maio, agosto,
setembro, novembro e de janeiro a abril. Nos demais meses, fémeas liberaram os gametas
antes dos machos.

O teste de Kruskal-Wallis indicou diferenca singificativa entre os pontos a nivel
macroscopico (Figura 5) para P2 no estadio 0 (H: 2,.04, p=0.014) e IIIC (H: 0,.046,
p=0.045). Em contrapartida, P1 apresentou significancia para o estadio I1lA (H: 2,.30,
p=0.009). O teste indicou que ndo ha diferenca significativa entre os pontos para o estadio

I, 11, 1B, além da auséncia para 0s Sexos e meses amostrais.
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Figura 5: Distribuicdo temporal (%) dos estadios gametogénicos macroscépicos de Perna perna, machos e
fémeas, coletados em P1 e P2, ao longo de um ciclo anual.
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3.2.3. Prevaléncia de acerto entre metodologias

Quando comparadas as duas metodologias, macroscopica e microscopica, para
avaliar os estadios de desenvolvimento gonadal, observou-se que a prevaléncia de acertos
(i.e., comparando nos mesmos animais analises macroscopicos com o0s resultados

microscopicos) para P2 foi de 84%, enquanto em P1 a prevaléncia foi de 88%.

3.4. VIABILIDADE GAMETICA FEMININA

Nas imagens microscopicas observa-se diferentes estadios gonadais e gaméticos de
fémeas em cada estadio sexual (Figura 6). O teste de Kruskal-Wallis indicou auséncia de
significdncia na viabilidade gamética entre os pontos amostrais para ovocitos pré-
vitelogénicos (OPV), ovdcitos vitelogénicos pedunculados (OVP), 6vulos maduros totais
(OMT) e 6vulos maduros nucleados (OMN) (Figura 7), mas ha diferenca significativa para
0s Ovulos atrésicos (OAT) para P1 (r: 3,29; p=0,001). Com relacdo a atresia, entre 0s
pontos, P2 apresentou média de 1.58 de OAT, enquanto P1 apresentou 3,825 de incidéncia

de OAT, o que reitera a significincia encontrada para este ponto amostral.
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Figura 6: BExemplificacdo das fases de maturagdo gamética de Perna perna em cada estadio sexual baseado
na classificacdo macroscopica, sendo: TIF — tecido interfolicular; BUC — filamentos do parasito bucefalideo;
OPV —ovdcito pré-vitelogénico; BIN — 6vulos binucleados; OAT — 6vulo atrésico; OVP — ovdcito

vitelogénico pedunculado; OMT — 6vulo maduro total; OMN — 6vulo maduro nucleado.
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Figura 7: Frequéncia relativa (%) dos estadios de maturacdo gamética nos pontos de P1 e P2 entre 0s meses
amostrais. PO, ovocitos pré-vitelogénicos; PVO, ovécitos vitelogénicos pedunculados; TMO, 6vulos
maduros totais; OMN, évulos maduros nucleados; AO, dvulos atrésicos.

3.5. MEDIDAS HISTOLOGICAS DOS OVULOS MADUROS TOTAIS

Nossos resultados indicaram que o diametro médio dos OMT (Figura 8) dos

organismos coletados em Vitoria € 14% superior aos valores encontrados em Setiba,

73



demonstrado que os Ovulos maduros deste ponto apresentam maior area celular do que
Setiba. Entretanto, o teste ANOVA demonstrou que ndo ha diferenca significativa entre os
diametros dos OMT em relacdo aos pontos amostrais (F= 1,2403; p=0,2774) e meses
amostrais (F=1,9180; p=0,13919). Vale ressaltar que nos meses de maio, junho, novembro,
dezembro e abril os maiores valores ocorreram para o ponto amostral de Setiba.

Na Figura 8 também demonstra-se o comprimento dos évulos, o ponto amostral de
Vitoria apresentou valor 13,66% maior que os 6vulos oriundos da praia de Setiba. Apesar
disso ndo houve diferenca significativa entre os pontos (F=1,3396; p= 0,25951). O teste
ANOVA indicou que ndo ha diferenca estatistica (F=1,1163; p=0,42424) entre os valores

de comprimento dos Ovulos nos pontos/meses amostrais.
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Figura 8: Valores médios do diametro e comprimento dos 6vulos maduros totais (OMT) (uUM) de Perna
perna coletados emP1 e P2 ao longo do ano amostral.
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4. DISCUSSAO

Este artigo que buscou avaliar ciclo reprodutivo de P. perna como biomarcador de
contaminacdo ambiental reflete um estudo pioneiro na regido amostral. Nossos resultados
evidenciam que regides antropicas sofrem com a diminuicdo da viabilidade dos gametas.
Possivelmente por razdes de disponibilidade alimentar e como reagdo a defasagem das
células reprodutivas em areas impactadas, o P1 apresentou liberacdo de gameteas durante
todo o0 ano, sem interrupcdo e com poucos espécimes em repouso sexual. Além disso, 0s
resultados mostram que o ciclo reprodutivo de P. perna é sensivel, influenciado por
contaminantes ambientais, logo, um bom biomarcador. Contudo, a ac&o-resposta de cada
composto sobre a reproducdo desta espécie ainda precisam ser avaliados e analisados.

Estudos que exploram as razdes sexuais das espécies sdo fundamentais para
demonstrar a organizacdo de uma populacdo. Fatores genéticos, tais como genes de razdo
sexual ou genes determinantes do sexo, influenciam a variacdo da proporcao sexual dos
mitilideos (SAAVEDRA et al., 1997; KENCHINGTON et al., 2002; YUSA et al., 2013).
Com base nesses fatores e em estudos de distribuicdo sexual, a proporcéo esperada para P.
perna é 1:1, ou seja, em populacbes naturais para cada macho hd uma f€mea (COE, 1943).
Uma proporcdo sexual equilibrada € um bom indicativo de equilibrio natural das
populacdes (SILVESTRI et al., 2018) e este equilibrio igualitario foi observado, ao longo
do estudo em P2, fato observado por Souza et al. (2019) em localidades regides proximas a
P2. Para P1, obteve-se uma razéo sexual desviada para machos. Populagfes que tendem a
machos foram encontradas em estudos com P. perna para outras localidades brasileiras
(MAGALHAES, 1998; MESQUITA et al., 2001; GALVAO et al., 2006) e em um deles,
conduzido por Galvéo et al. (2006), em areas com diferentes hidrodinamismos, observou-
se que areas expostas apresentam mais individuos machos do que as areas abrigadas a fim
de aumentar as chances de fecundacdo. O P1 é uma area exposta, demonstrando o
hidrodinamismo pode ter afetado a distribuicdo dos sexos. Ademais, P1 se localiza em area
antropizada por diferentes tipos de contaminantes, incluindo os COEs, como o TBT
(COSTA et al., 2017), composto reconhecido como desregulador endécrino e que pode
afetar a reproducdo de diversas espécies, incluindo a razdo sexual, assim como observou
Evans et al. (1991).

Alguns autores descreveram a ocorréncia de individuos hermafroditas em Perna
perna (COE, 1943; LUNETTA, 1969; GALVAO et al., 2006), porém outros autores

(KRAMPAH et al., 2016; SILVESTRI et al., 2018; SOUZA et al., 2019) indicam que este
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fendmeno se faz raro na natureza. Segundo Lee (1988) possivelmente a ocorréncia
ocasionalmente relatada de hemafroditas pode ser fruto de erro de identificacdo, dado que a
espécie é gonocorica. Apesar dessa observacdo contraria ao hermafroditismo, em nossas
analises histoldgicas dos 288 individuos, um deles ocorreu este fendmeno, confirmando
que embora raro, pode acontecer.

Com os resultados observados de temperatura e pluviosidade, percebe-se que as
areas amostrais ndo apresentam variacbes na temperatura, mas que existe variagdo
pluviométrica. Essa oscilagdes de chuva estdo entrelacadas com os periodos de liberagdo
de gametas observados neste estudo, uma vez que assim como observado por Lenz (2008)
para a espécie Crassostrea rhizophorae, a pluviosidade pode diminuir a salinidade e
consequentemente estimular a liberacdo de gametas.

Observamos também que existe liberacdo continua de gametas durante todo o ano,
evento suportado por outros estudos (LUNETTA, 1969; MORALES, 1983;
MAGALHAES et al., 1987; ARAUJO, 1994; GALVAO et al., 2006). Observou-se que h&
diferenca na recuperacao (estadios I11-C e 0) e liberacdo (estadios I11-A) de gametas entre
0S pontos.

Em P2, apesar de ocorrer significAncia para recuperacdo gametica, em todos 0s
meses ocorre também a liberacdo gamética, sendo o apice em fevereiro e junho. Tais
resultados seguem o que foi observado por Lunetta (1969) com pequenas variacdes, este
autor cita que o repouso atinge apenas uma parcela das populagfes, principalmente de
outubro a dezembro. Em nosso estudo a liberagcdo de gametas ocorreu de julho a setembro
e abril, mas apenas uma pequena parcela da populacdo e periodos de reproducdo acentuada
de abril a junho e janeiro e fevereiro — (diferente do Lunetta (1969), que encontrou outro
pico em Setembro). Para P1 a liberacdo de gametas se estende de outubro a abril, ja 0
repouso sexual ocorre apenas em setembro, sendo esses resultados similares aos
encontrados por Silvestri et al., (2018) para Angra dos Reis, area potencialmente
impactada por agBes antropicas. Os padrdes observados em P1 podem ser explicados
devido ao baixo recrutamento do local, altamente impactado por compostos
antropogénicos e que podem estar alterando o sucesso da fecundagdo entre os animais.
Portanto, é possivel que haja maior liberacdo de gametas para potencializar as chances de
fecundacéo e o sucesso reprodutivo da espécie. Outro fator preponderante para a liberacao
de gametas é a disponibilidade de nutrientes e de fontes alimentares para o
desenvolvimento  gdnado-somatico (CHONCHENCHOB, 1980; COCHOA &
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MAGALHAES, 2008). Regides tropicais ndo antropizadas s&o menos influenciados por
oscilacbes na disponibilidade de fontes alimentares, e em contrapartida, regides como P1
que sdo caracterizadas pela eutrofizacdo do ambiente, que resulta em maior aparecimento
de fitoplancton e zooplancton (fontes alimentares de P. perna). Dessa forma, com
disponibilidade alimentar em concentragdes maiores do que as necessarias para O
desenvolvimento corporal, 0os organismos podem alocar mais energia para a reproducao,
propiciando a reestruturacdo da populacdo a partir de constantes ciclos reprodutivos.

Os estadios de maturacdo gonadal diferem entre os pontos, com exce¢do do estadio
Il que ndo foi encontrado na analise macroscépica em nenhum deles (principalmente pela
auséncia de um guia macroscopico sexual gonadal). Comparando a avaliagcdo dos estadios
macroscopicos com 0s microscopicos, a taxa de incidéncia de acerto foi elevada,
demonstrando que na auséncia da microscopia, 0 exame macroscopico é uma ferramenta
eficaz para verificar os estadios sexuais. Para P2, nas analises microscopicas e
macroscopicas, houve tendéncia para os estadios 0 e IlI-C, isso sugere que seu ciclo
gonadal segue os padrdes que foram observados por Lunetta (1969), indicando que essa
regido apresenta um sistema ecoldgico natural e equilibrado para P. perna. Em P1, a partir
das analises observou-se a tendéncia para o estadio IlI-A, que como discutido, pode estar
relacionado a alta taxa de inviabilidade gamética observados a partir da quantidade de
células atrésicas. Essa atresia gamética poderia implicar em uma producdo continua de
gametas quando associados a alta disponibilidade de recursos nutritivos, pois como
salientou Magalhdes (1998), os individuos necessitam de material de reserva para a
reproducdo. Assim, locais antropizados onde a disponibilidade de matéria organica é
elevada, pode-se esperar que os individuos ndo necessitam de repouso sexual, ja que a
fonte energética € constante ou com pouca oscilacdo. Associando isso ao fato da espécie
sofrer severos danos por atresia gonadal, € possivel que esses individuos potencializam sua
reproducdo. Portanto, ao que parece, os individuos de P1 apresentem baixas taxas de
repouso sexual e producdo constante de gametas para reequilibrar a populagéo.

Reitera-se que alteracdes ambientais podem prejudicar toda a cadeia trofica, uma
vez que o mexilhdo, em bancos naturais, sdo bioatratores de diversidade, sendo seus
estoques quase 300 outras espécies, 20% delas exclusivas do microambiente fornecido pelo
P. Perna (MAGALHAES, 1998). Portanto, qualquer adversidade ocorrida nas populagdes
de P. perna que diminuam a sua quantidade e abundancia nos costdes rochosos, podem

afetar diretamente aos organismos que ali estdo associados e que utilizam-se desses
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mexilhGes para uma interacdo bioldgica fundamental para o equilibrio ecossistémico.

Os dados obtidos demonstram que os animais de P1 sdo afetados diretamente pela
acdo antrépica, dado o elevado indice de atresia celular diminui a viabilidade dos gametas
e por consequéncia, influenciam no sucesso reprodutivo da espécie, assim, para manter a
capacidade reprodutiva, eles produzem e liberam gametas durante todo o ano, em altas
guantidade e concentracdes. Essas fatos somados podem justificar a razdo sexual tendendo
para 0os machos, pois segundo Costa et al. (2017) as fémeas sdo as que mais sofrem com a
presenca de estressores e contaminantes. Isto leva a concluséo que o ciclo reprodutivo de
P. perna € um excelente biomarcador para a contaminacdo ambiental, uma vez que, ao
comparar as duas areas amostrais e como os resultados indicaram, P1 foi reconhecida
como area afetada por multiplos impactos. Ressalta-se que a acdo especifica de cada fator
que contribuiu para os resultados obtidos neste estudo precisam ser melhor investigados
para adequar especificamente o ciclo de P. perna para cada estressor ou contaminante,
assim, poderdo ser delimitados especificamente para cada componente o tempo de resposta
necessario para a biomarcacdo. Mas, ja podemos concluir que o ciclo reprodutivo é viavel

como ferramenta de biomonitoramento.
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CAPITULO 3

BUCEFALOSE EM Perna perna (LINNAEUS, 1758) (BIVALVIA,
MYTILIDAE): HA MAIOR PREVALENCIA EM AREAS
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Bucefalose em Perna perna (Linnaeus, 1758) (Bivalvia: Mytilidae: ha
maior prevaléncia para areas antropicas?
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RESUMO

Os organismos marinhos estdo sujeitos a diferentes tipos de interacbes ecoldgicas, as que
causam beneficios e maleficios. Dentre as maléficas, ha o parasitismo. A bucefalose, ou
enfermidade laranja, vem sendo descrita ao longo das Gltimas décadas como causadora de
diferentes prejuizos para os bivalves marinhos. Perna perna se destaca como um desses
mexilhdes alvo dos bucefalideos, assim objetivou nesse artigo verificar a incidéncia de
bucefalose ao longo de umciclo anual, comparando-se a incidéncia entre 0s sexos, meses e
pontos amostrais a partir de analises dos tecidos reprodutivos de P. perna. Os animais
foram coletados em duas areas: antropizada no municipio de Vitdria e de referéncia em
Guarapari, ambos municipios localizados no litoral do Espirito Santo. Mensalmente
durante um ano, 30 organismos foram coletados em maré baixa, quando expostos ao ar,
foram armazenados em potes plasticos contendo agua do mar e transportados para
laboratorio. No laboratorio os epibiontes foram removidos, as partes moles expostas e a
presenca de parasitos foi identifica a partir de analise microscopicas a partir de histotécnica
padrdo e macroscopicas com auxilio de estereomicroscopio. Para as analises histotécnicas,
12 animais em cada ponto/més foram analisados. Concomitantemente, individuos
parasitados foram fixados e identificados a partir de analises taxondmicas e moleculares
(gene 28S ~1300pb). Os resultados demonstraram que ha preferéncia do parasitismo pela
area antropizada e pelas fémeas em ambos os pontos, mas que ndo ha diferenca
significativa entre 0s meses amostrais. Para Vitdria, o parasitismo ocorre em virtude de a
area ser abrigada, com multi-impactos que podem prejudicar a resposta-imune dos animais.
Como esses parasitas se alimentam das reservas nutritivas do hospedeiro e sua
concentracdo € maior em fémeas, € esperado que a infeccdo ocorra em maior quantidade
neste sexo. Os estudos moleculares e taxondmicos indicaram que a espécie que infectou os
mitilideos deste estudo foram Prosorhynchoides paralichthydis ou P. waeschenbachae.
Entretanto, estudos serdo necessarios para inferir com precisdo qual a espécie encontrada
em P. perna e o quanto estdo prejudicando a sobreviéncia e reproducdo da especie.

Palavras-chave: Bucefalideos. Parasitismo. Mexilhdo marrom. Ciclo reprodutivo.
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1. INTRODUCAO

Bivalves (Mollusca) marinhos possuem ampla gama de parasitos e microrganismos
que podem provocar alta taxa de mortalidade na classe (BOWER et al., 1994) em virtude
de sua natureza filtradora, que aumenta a suscetibilidade desses organismos a interagdes
ecoldgicas com outros organismos presentes nas aguas circundantes (ANDRADE, 2017).
Para Perna perna (Linnaeus, 1758) sdo encontrados diferentes parasitos, de acordo com
(BOEHS et al., 2012), sendo eles pertencentes aos filos e subfilos: Apicomplexa (LIMA et
al., 2001; SILVA et al., 2012), Platyhelmintes (UMWJI et al., 1976; MAGALHAES, 1998;
LIMA et al., 2001; SILVA et al., 2002; HENRIQUES, 2004; GALVAO et al., 20086;
COSTA, 2007; LEITE, 2007; MARCHIORI, 2013; SCHAEFER, 2015), Annelida
(MAGALHAES & FERREIRA, 2006; COSTA, 2007; SILVA et al., 2012; SUAREZ-
MORALES et al.,, 2010), Crustacea (SUAREZ-MORALES et al., 2010; SCHAEFER,
2015) e Urochordata (SUAREZ-MORALES et al., 2010). Dentre esses organismos citados
estdo os trematddeos digeneicos pertencentes a familia Bucephalidae, considerados como
um dos principais grupos de patdgenos prejudiciais para os bivalves marinhos (KINNE,
1983; BOWER et al., 1994), uma vez que sdo conhecidos por provocarem a bucefalose ou
enfermidade laranja (COLE et al., 1935; UMLJI et al., 1976).

A bucefalose se caracteriza macroscopicamente pelo aparecimento de estruturas
filamentosas de cor alaranjada no manto e génada dos machos e manchas esbranquicadas
nos foliculos e gonadas das fémeas advindos da pigmentacdo dos esporocistos dos
parasitos (GARCIA & MAGALHAES, 2008). O ciclo de vida dos bucefalideos é
complexo, envolvendo alem dos bivalves, peixes teledsteos como segundos hospedeiros
intermediarios e definitivos. Apo6s a liberacdo de ovos dos parasitos pelo hospedeiro
definitivo, ocorre a eclosdo de miracideos planctdbnicos que penetram 0s primeiros
hospedeiros intermediarios de forma ativa ou a partir do processo de filtracéo, iniciando a
fase de reproducdo assexuada. O processo de metamorfose comeca efetivamente a partir
das branquias dos moluscos, onde posteriormente migram para o canal alimentar e
consequentemente para o sistema circulatdério, onde no manto, na gbnada e na glandula
digestiva a metamorfose se completa com a origem dos esporocistos ramificados jovens
(UMIJI et al., 1976). Esses esporocistos jovens se desenvolvem em esporocistos com
cercérias nos tecidos reprodutivos e digestivos e logo ap6s em cercérias livre-natantes

(UMLJI et al., 1976). Estas, ap0s emergirem, penetram ativamente o segundo hospedeiro
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intermediario a fim de se transformar em metacercarias e para isso, as cercérias se
encistam e eclodem em metacercarias que se transformam em metacercéarias adultas apos
70 ou 80 dias (UMUI et al.,, 1976; CHENG. 1978; AMATO, 1982; ELSTON, 1990;
ROBALDO, 1995; PEREIRA JUNIOR et al., 1996; MAGALHAES, 1998; GARCIA &
MAGALHAES, 2008). A infeccdo dos hospedeiros definitivos ocorre quando estes se
alimentam dos segundos hospedeiros intermediarios infectados (UMIJI et al., 1976;
CHENG, 1978; PEREIRA JUNIOR et al., 1996) e nos organismos deste hospedeiro final,
entre 30 a 40 dias ap0s a infeccdo, origina-se um trematédeo sexualmente maduro (UM JI
et al., 1976).

Especificamente nos mexilhdes esses patdgenos provocam, nos tecidos
reprodutivos, a castracio dos animais (MAGALHAES, 1998; SILVA et al., 2002) em
decorréncia do grande potencial reprodutivo das larvas do Bucephalus sp., que se
proliferam dentro dos tecidos do hospedeiro e ramificando intensamente o esporocisto
(COCHOA & MAGALHAES, 2008). A disponibilidade de material de reserva e estoques
energéticos presente nos tecidos reprodutivos é uma possivel explicacdo para a deposicéo
desses bucefalideos nesses tecidos, que passam a comprometer, desta maneira, a
reproducio dos hospedeiros (COCHOA & MAGALHAES, 2008). Desse modo, o
parasitismo aumentaria 0 consumo de nutrientes tais como o glicogénio (na fase inicial da
infeccdo) e lipideos (fase de infeccdo elevada), diminuindo as reservas energéticas do
hospedeiro que acarretariam na inviabilidade da gametogénese e 0 emagrecimento corporal
do mexilhdo, o que torna o tecido do hospedeiro fragil e por isso pode, potencialmente, ser
destruido com a saida das cercérias, podendo levar a morte dos mexilhGes (LAUCKNER,
1983; MAGALHAES, 1998; GARCIA & MAGALHAES, 2008).

Diversos fatores podem estar relacionados com o aparecimento e proliferacdo da
infeccdo parasitaria, sendo eles a exposicdo a acdo das ondas, a proximidade com fontes
pontuais (FPP) e ndo pontuais de poluicdo (FNPP) ou o tamanho dos organismos
analisados (MAGALHAES, 1998; LOUREIRO, 2001; HENRIQUES, 2004; GALVAO et
al, 2006; COSTA, 2007; COCHOA & MAGALHAES, 2008; GARCIA E
MAGALHAES, 2008; ADDUM & OLIVEIRA, 2010).

No Brasil, poucos estudos se dispuseram a correlacionar a interacdo biolégica sobre
as enfermidades provocadas por parasitas em moluscos marinhos (BOEHS et al., 2012) em
sua maioria, estes estudos sdo pontuais e direcionados aos organismos obtidos em cultivo
(UMLJI et al., 1976; MAGALHAES, 1998; SILVA, 2002; COSTA, 2007; LEITE, 2007;
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COCHOA & MAGALHAES, 2008; GARCIA & MAGALHAES, 2008; MARCHIORI,
2008; ZEIDAN et al., 2012; MARCHIORI, 2013; MEDEIROS, 2013; ANDRADE, 2017)
e pouquissimos para animais de bancos naturais (HENRIQUES, 2004; GALVAO et al.,
2006; ADDUM & OLIVEIRA, 2010). Em decorréncia da falta de estudos nessas areas
naturais, pouco se sabe sobre a associacdo entre 0s aspectos taxondmicos, ecolégicos e
patologicos dessa interacdo ecoldgica. Assim, devido aos maleficios ja relatados para a
populacdo de bivalves marinhos e possivelmente para quem dele se alimenta, objetivou-se
neste artigo verificar a incidéncia de bucefalose ao longo de um ciclo anual, comparando-
se a prevaléncia entre 0s sexos, meses e pontos amostrais a partir de analises dos tecidos

reprodutivos de P. perna coletados em costdes rochosos.

2. MATERIAIS E METODOS

Durante doze meses, entre maio de 2017 e abril de 2018, foram realizadas 24
coletas para obtencdo dos exemplares de P. perna. Os individuos foram coletados em dois
pontos amostrais localizados no Espirito Santo, regido Sudeste do Brasil (Figura 1): Vitdria
e Guarapari, capital e regido sul do referido estado, respectivamente. A Ilha do Boi, situada
no municipio de Vitoria, possui diversas fontes pontuais e ndo pontuais de poluicdo
(JESUS et al., 2004; COSTA et al., 2008; COSTA, 2012; COSTA et al., 2013; PODRATZ
et al., 2015; COSTA et al., 2017), principalmente em virtude da inser¢cdo neste municipio
do principal polo econdmico e habitacional do estado. Em contrapartida, Setiba, localizada
no municipio de Guarapari, apresenta baixa carga antropogénica (ORTIZ, 2010; COSTA et
al., 2017), ndo sendo possivel observar em seu entorno nenhuma fonte pontual de poluicéo.

Em cada ponto amostral foram coletados 30 exemplares (exceto em abril em
Setiba, onde coletou-se 22 individuos em abril) com tamanho médio de 50mm a fim de
homogeneizar o tamanho das amostras. Imediatamente apds as coletas os animais foram
acondicionados em potes plasticos contendo agua do mar e transportados para o
Laboratorio de Malacologia/UFES.

Neste laboratdrio os organismos epibiontes foram removidos, 0os animais foram
abertos para exposicdo das partes moles e as gbnadas e foliculos (tcc., manto) foram
fotografados com auxilio de Estereomicroscépio Leica Mod S8APO. Em cada ponto, em
cada més, foram selecionados seis machos e seis fémeas de maneira aleatdria. Esses doze

individuos foram processados a partir de histotécnicas convencionais (i.e., hematoxilina e
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eosina) (LUNETTA, 1969). Com as laminas confeccionadas, analisou-se a presenca de
parasitos com auxilio de microscopia Optica (Leica®Microsystems).

Visando a identificagdo taxonémica dos parasitos, exemplares infectados foram
encaminhados para o Laboratério de Biologia de Trematoda da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG), sob responsabilidade do professor Dr. Hudson Alves Pinto, para
estudo morfolégico e molecular dos estagios evolutivos. Amostras das formas larvais
foram devidamente fixadas para estudo morfologico e molecular. Cercarias do tipo
Gasterostoma foram caracterizadas morfologicamente e comparadas com outras descritas
na América do Sul. Sequéncia parcial do gene 28S (~1300pb) foi obtida, alinhada com 37
espécies pertencentes as 5 subfamilias da familia Bucephalidae e submetidas a analises
filogenéticas (Analise de Maxima Verossimilhanca e Analise Bayesiana).

As analises dos dados estatisticos foram realizadas no programa Statistica 13.5,
comp < 0,05. A normalidade e a homocedasticidade foram testadas com Shapiro-Wilk e
teste de Levene. Com o0s resultados ndo-paramétricos obtidos para as analises
macroscopicas, utilizou-se o teste de Mann-White foi utilizada para verificar possiveis
diferencas entre a quantidade de parasitas nos meses amostrais. O teste de Kruskal-Wallis
foi usado para comparar as possiveis diferencas entre 0s meses com a posteriori do teste de
comparacdes multiplas. Utilizou-se o teste t para verificar diferencas na presenca de

parasitas entre 0S Sexos.
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VITORIA

Figura 1: Localizagdo dos pontos amostrais. Setiba (20°38°07.6”S 40°25°23.6”W) a esquerda e Vitoria
(20°18°27.9”S  40°16’44.5”W) a direita.
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3. RESULTADOS

3.1. ANALISE TAXONOMICA E MOLECULAR

Em Vitdria, do total de individuos analisados, 44,16% apresentaram alteracGes
macroscopicas e microscopicas indicativas da infeccdo por estagios larvais de
Bucephalidae. No contraponto, Setiba apresentou 18,46% de infestacdo parasitaria. A
analise morfoldgica dos estagios evolutivos encontrados nos animais apresentando
alteracdes macroscopicas revelaram a presenca de esporocistos e cercarias do tipo
Gasterostoma (Figura 2).

Figura 2: Cercérias (A) e esporocistos (B, C e D) de trematédeos da subfamilia Bucephalinae encontrados na
gbnada e manto de P. perna.Aumento 100x.
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A andlise de sequéncias moleculares obtidas para a regido 28S revelou que a
cercaria aqui reportada em P. perna, estd inserida em um clado bem suportado com
representantes da subfamilia Bucephalinae, contendo espécies dos géneros Bucephalus,
Prosorhynchoides e Rhipidocotyle. No geral, os dados filogenéticos revelam um complexo
cenario taxondmico deste grupo, o qual, associado a auséncia da sequéncia da respectiva
forma adulta para comparacdo, impossibilitam a identificacdo especifica das larvas que
aqui, provisoriamente, sdo consideradas como Bucephalinae gen. sp. (Figura 3)
caracterizados como pertencentes a subfamilia Bucephalinae.

Figura 3: Andlise filogenética entre a larva de trematédeo encontrado em P. perna (em negrito) no presente
estudo e representantes da familia Bucephalidae com sequéncias disponiveis no GenBank. A arvore foi
inferida pelo método de Maxima Verossimilhanga e Inferéncia Bayesiana utilizando-se sequéncias
parciais do gene 28S rRNA. Probabilidades posteriores (>0.9) e valores de bootstrap (>50) sdo
apresentados nos nés.
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3.2. ANALISE MACROSCOPICA

Um total de 360 individuos foram analisados macroscopicamente no ponto
amostral de Vitoria e 352 em Setiba. As analises macroscopicas indicaram a presenca

visivel de patogenos (Figura 4).

GONADA FOLICULO

SAUDAVEL

MACHO

PARASITADO

SAUDAVEL

FEMEA

PARASITADO

Figura 4: Alterac6es macroscopicas verificadas em génada e foliculo de P. perna, machos e fémeas,
infectados por Bucephalidae. Imagens de animais nédo infectados sdo apresentadas para comparagao.
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Com relacdo a distribuicdo dos parasitas entre 0s pontos amostrais, percebe-se que
os valores médios de prevaléncia parasitaria para Vitoria sdo quase o dobro da prevaléncia
para Setiba. Isto segue os resultados obtidos a partir das analises estatisticas onde ao serem
realizados o teste de Mann-White (Figura 5), indicou-se diferenca significativa para Vitoria
quando comparado a Setiba (Z=3,74; p=0,0014).

PARASITAS
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Figura 5: Valores médios e desvio padrdo da prevaléncia de infeccdo por Bucephalidae observados
macroscopicamente nos dois pontos amostrais.

Em relacdo ao sexo dos exemplares de P. perna (Figura 6), foram observadas
maiores taxas de prevaléncia nas fémeas, em ambos os pontos: Vitdria (f@meas 32,22% e
machos 11,94%) e Setiba (fémeas 15,34% e machos 3,21%).
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Figura 6: Prevaléncia de infeccdo (%) de parasitos a partir de analise macroscopica em mexilhdes P. perna
nos dois pontos amostrais e emrelacdo ao sexo.

Quanto aos meses amostrados (Figura 7), ndo houve diferenca significativa, entre
0s pontos amostrais. No entanto observa-se que entre 0s meses de outubro e fevereiro ha
uma tendéncia de crescimento para a prevaléncia parasitario e nos meses de marco e abril

os valores sdo menores, todavia, ainda representativos para ambos 0s pontos amostrais.
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Figura 7: Frequéncia relativa mensal da prevaléncia de parasitos analisados macroscopicamente em fémeas e
machos de P. perna para os dois pontos amostrais.

3.3. ANALISE MICROSCOPICA

A partir das analises macroscopicas foram selecionados aleatoriamente seis machos
e seis fémeas de cada ponto e més amostral, assim, microscopicamente analisou-se 144
individuos em Vitdéria e 144 em Setiba. A presenca dos parasitos foi confirmada pelas

analises histopatologicas (Figura 8).
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Figura 8: AlteracGes histopatologicas observadas emtecido gonadal de P. perna, machos e fémeas,
infectados por Bucephalidae. Imagens de animais nédo infectados sdo apresentadas para comparacao.
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A anélise de incidéncia (Figura 9) demonstrou que o ponto amostral de Vitoria
apresenta a maior porcentagem total de individuos parasitados, com 39,34%, enquanto
Setiba apresentou 20,08%. O teste de Mann-White indicou maior valor significativo para o
ponto amostral de Vitdria (Z=-2,80; p=0,0051) se comparado coma incidéncia de parasitos

observados para a area amostral de Setiba.
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Figura 9: Comparacdo da prevaléncia de parasitas a partir de analises microscopicas entre 0s pontos

amostrais.

Ao comparar a distribuicdo dos parasitas entre 0s sexos por ponto amostral (Figura
10) observa-se maior incidéncia em fémeas para Vitoria (fémeas 83,33% e machos 50%) e
Setiba (fémeas 44,44% e machos 23,61%), isso indica que as fémeas sdo as mais afetadas

pela infeccdo parasitaria.
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Figura 10: Prevaléncia (%) de parasitos a partir de analises microscépicas de mexilhdes P. perna machos e
fémeas, nos dois pontos amostrais.

Com relacdo aos meses amostrados (Figura 11) ndo houve diferenca significativa,
podendo-se observar um comportamento semelhante entre 0s sexos e pontos. Entretanto
auséncia de parasitos foram observados em abril, maio, agosto e setembro, para Setiba. Em

Vitéria foram encontrados parasitos em todos 0s meses amostrados.
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Figura 11: Frequéncia relativa da prevaléncia média de parasitos analisados microscopicamente em fémeas e
machos no que tange 0s pontos e meses amostrais.

4. DISCUSSAO

Com as informacdes geradas por este estudo, observa-se que macroscopicamente e
microscopicamente (analise histopatoldgica) é possivel verificar a presenca de parasitos
nas gbnadas e foliculos de P. perna, todavia diferentes estudos indicam que o parasitismo
por bucefalideos em estagios iniciais ndo sdo perceptiveis a olho nu ou apenas com ajuda

de estereomicroscopio. Marchiori (2013) salienta que dependendo da intensidade da
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infeccdo a determinagdo do sexo é invidvel. Ambas as técnicas indicaram maior
prevaléncia de bucefalideos no ponto de Vitéria e além disso, demonstraram que
individuos em fase inicial de enfermidade s6 sdo encontrados a partir da técnica
microscopica. Desta maneira, alguns autores (MAGALHAES, 1998; HENRIQUES, 2004;
GARCIA E MAGALHAES, 2008; MARCHIORI, 2013) indicam correlacionar estudos
macroscopicos com o0s estudos microscépicos para verificacdo de parasitismo nos
mexilndes e Costa (2007) ainda reitera que exames macroscopicos sao insubstituiveis.

Para além disso, a técnica microscopica se faz necessaria quando os individuos
coletados séo inferiores a 40 mm, dado que individuos menores de que 30 mm sédo
imaturos e ndo produzem gametas, de 40 mm a 70 mm ha o aparecimento da bucefalose
em decorréncia da maior disponibilidade de glicogénio e lipideos, individuos a partir de 70
mm apresentam um decréscimo de parasitismo, pois hd neles maior resisténcia ao patdgeno
(LASIAK 1989; LASIAK, 1992; MAGALHAES, 1998; COCHOA & MAGALHAES,
2008; GARCIA E MAGALHAES, 2008). Individuos menores que 30 mm alocam as
reservas energéticas para o seu crescimento, em contrapartida, animais maiores alocam a
reserva nutricional para a reproducdo (SEED & SUCHANEK, 1992) e isso pode implicar
nos parasitos maior facilidade e biodisponibilidade dessas reservas para o seu beneficio.

Os resultados obtidos por ambas as técnicas demonstram que a area amostral de
Vitoria € que apresenta maior risco para a saude dos animais. Como salientou Addum &
Oliveira (2010), Vitdria € uma regido extremamente consumidora desses mexilhdes e a
enfermidade pode trazer graves consequéncias para quem o ingere, bem como corre-se 0
risco de haver declinio populacional em virtude da baixa produtividade de gametas
(FRANCA et al.,, 2020, em fase final de elaboracdo) e da morte dos hospedeiros
intermediarios com a liberacdo das cercarias.

O estudo conduzido por Addum & Oliveira (2010) compararam a infeccdo por
bucefalideos em dois pontos amostrais (Vitoria e Anchieta) e observaram maior
prevaléncia no municipio de Vitoria, que sofre mais com acbes antropicas do que o
municipio de Anchieta. A prevaléncia observada neste estudo no que tange areas
antropizadas e areas controle segue o que foi encontrado neste artigo. Segundo aqueles
autores a flutuacdo da prevaléncia esta diretamente relacionada com a poluicédo, o relevo e
o clima da regido amostral de Vitoria. De acordo com eles, Vitoria é uma cidade portuaria,
com maior concentracdo populacional, esgotamento despejado no estuario e residuos

antropicos lancados na bacia dos rios que desembocam nesta regido e indicam que esta
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area € mais poluida do que Anchieta, influenciando na prevaléncia parasitiria. Essa
poluicdo possivelmente esta diretamente relacionada a biodisponibilidade de alimento para
os mexilhdes que aumentam os tamanhos dos mexilhdes e o seu peso, podendo entdo
assimilar mais reserva energética do que os individuos de Setiba. Outro possivel fator é
que a eutrofizacdo aumente a disponibilidade de fontes alimentares, que deixam de ser um
fator limitante para a reproducdo, permitindo que esses individuos tenham constante
producdo gametica e sem repouso sexual (FRANCA et al., 2020, em fase final de
elaboracéo), isso infere nesses mexilnGes uma maior reserva nutricional nos tecidos
reprodutivos que sdo a principal fonte alimentar desses parasitos e isso implicaria na maior
prevaléncia dos patdgenos nos mexilhGes marrons.

Além disso, Vitoria € uma area mais abrigada e segundo Henriques (2004), Costa
(2007) e Magalhdes (1998) sdo mais sujeitas a contaminacao bacteriol6gica do que Setiba,
gue € uma area mais exposta as ondas e as a¢des hidrodinamicas. As pesquisas conduzidas
na Baia de Guanabara por Loureiro & Morais (2001) também observaram elevacéao
parasitaria ligada ao aumento da poluicdo das aguas e a consequente degradacdo dos
ecossistemas.

A presenca dos parasitos estd diretamente relacionada a fase do ciclo sexual em que
0S organismos se encontram: quanto maior a disposicdo para os estddios de producédo
gamética, maior a disponibilidade de alimento e maior taxa de infeccdo. Todavia, todos 0s
autores ja citados reforcam que a fase gametogénica é o fator mais preponderante para a
parasitose, uma vez que os bucefalideos se alimentam das reversas nutritivas dos
hospedeiros. No presente estudo o maior periodo de producdo de gametas ocorreu nos
meses do verdo e inicio do outono, assim é justificAvel a presenga massiva do patdgeno
neste periodo em contrapartida do observado por outros autores.

A prevaléncia de parasitos especialmente no verdo contrapde o observado por
diferentes autores (COCHOA & MAGALHAES, 2008; GALVAO et al, 2006;
MAGALHAES, 1998; GARCIA E MAGALHAES, 2008; SILVA et al., 2002), que
justificama intensidade parasitaria no inverno em virtude da amenidade da temperatura, da
menor pluviosidade e da migracdo de peixes hospedeiros definitivos dos bucefalideos
advindos do sul da América Latina, que liberam os ovos do parasito na agua e ocorre a
infeccdo de P. perna. Como grande parte dos estudos sobre bucefalose acontecem a partir
das analises de mexilhdes de cultivo e 0 verdo € a época de inicio do cultivo, onde os

organismos ndo estdo com o tamanho minimo para ocorréncia da bucefalose em virtude de

102



ainda ndo estarem maduros sexualmente, este evento pode mascarar 0s resultados
possivelmente obtidos a partir da coleta de espécimes de costdo rochoso. Esta hipdtese é
sustentada pelo estudo realizado por Medeiros (2013), que relatou maior prevaléncia de
bucefalose em mexilhdes de costdo rochoso nos meses de fevereiro e marco, indicando
assim que em condicdes in natura o verdo pode potencialmente ser a época do ano com
maior ocorréncia de bucefalideos. Isso decorre da maior parte dos organismos marinhos
encontrarem-se em periodo reprodutivo, aumentando a disponibilidade de alimento,
tamanho dos mexilhGes dentro da faixa de maior infeccdo, migracdo de peixes e maior
proximidade de diferentes animais oceanicos possivelmente portadores de bucefalideos nos
costdes rochosos (SOUZA, 1990; COSTA, 2007; ANDRADE, 2017). E importante
ressaltar que individuos com tamanho inferior a 30mm podem potencialmente serem
infectados pelos bucefalideos, uma vez que apesar de ndo terem tecidos reprodutivos
viaveis, possuem glandula digestiva que também sdo fonte nutritivas, todavia, estudos
posteriores precisam ser realizados a fim de que essa hipdtese seja corroborada.

Além da infeccdo ser maior no verdo e em costdes rochosos, autores como Addum
& Oliveira (2010), Galvao et al. (2006) descrevem maior percentagem de infecdo em
machos do que em fémeas, porém, em nossas analises a prevaléncia de infeccdo foi
significativamente superior em fémeas. Medeiros (2013) e Thangavelu & Sanjeevaraj
(1987) também observaram maior prevaléncia de bucefalideos em fémeas. Lunetta (1969)
descreveu que fémeas apresentam maior disponibilidade e producdo de lipideos e
glicogénios, assim, pela maior biodisponibilidade é possivel que os bucefalideos infectem
e incidam mais em fémeas. Isso pode corroborar a maior incidéncia de eliminacdo de
gametas em Vitoria para compensar 0 menor recrutamento ocorrido neste ponto, uma vez
que os patogenos utilizam a reserva glicidica e lipidica dos hospedeiros, impedindo que
estes se reproduzam. As oscilagdes durante os meses nas andlises microscopicas estao
relacionadas a menor taxa de parasitismo neste ponto e aos altos indices de repouso sexual
ocorrido nesses pontos (FRANCA et al., 2020b em fase final de elaboracao).

Os bucefalideos apresentam um agrupamento parafilético e as analises feitas até o
momento ainda ndo foram conclusivas com relacdo a espécie, assim, saber qual espécie
parasita 0 mexilhdo da costa do Espirito Santo ¢ fundamental para que possiveis medidas
de controle desses patdgenos possam ser tomadas. Os estudos moleculares indicaram que
possivel mente sdo as espécies: Prosorhynchoides paralichthydis e Prosorhynchoides

waeschenbachae.
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E notdrio que a bucefalose é um grave problema a salde, reproducio e
desenvolvimento de P. perna. Ao observarmos no presente estudo quase 50% dos
individuos analisados infectados € alarmante e preocupa-nos a salde da biota dessa regiao.
A prevaléncia dos bucefalideos varia de 2% a 66% na costa brasileira (SILVA et al., 1996;
MAGALHAES: 1998; LIMA et al., 2001; FERREIRA & MAGALHAES; 2004; COSTA,
2007; COCHOA & MAGALHAES, 2008; GARCIA & MAGALHAES, 2008; ADDUM &
OLIVEIRA, 2010; MEDEIROS, 2013; ROMAO et al., 2014; ANDRADE, 2017). Isso
demonstra que ao longo dos anos a bucefalose oscilou e aumentou a infeccdo e os
consequentes maleficios de sua interacdo ecologica. Mesmo quando a incidéncia foi baixa,
0s organismos parasitados apresentaram intensidade de infecgdo elevada, isto é, ha
castracdo parasitaria.

Grandes percentuais de prevaléncia de bucefalose podem reduzir o recrutamento no
nivel da populacdo (CARBALLAL et al.,, 2001) em razio da reducdo das reservas
energéticas dos tecidos e da eficacia do sistema circulatorio, ocasionando disturbios na
gametogénese (BOWER et al., 1994; ZEIDAN, 2011). Além disso, Costa (2007) salienta
que as consequéncias da bucefalose também estdo correlacionadas com a diminuigdo de
larvas dos mexilhGes disponiveis nas baias, reduzindo o assentamento de larvas no
ambiente natural que acarretam em graves problemas no repovoamento e manutencdo dos
estoques naturais.

A infeccdo de P. perna por bucefalideos é grave principalmente no municipio de
Vitoria, area altamente antropizada. As fémeas apresentam as maiores taxas de infeccdo,
indicando que esta espécie esta sujeita a declinio populacional durante todos os meses,
especialmente no verdo. Como base da cadeia tr6fica, seu declinio e possivel mortandade
em massa podem culminar em ruptura e fragmentacdo do ecossistema, assim, somando-se
este fato a comercializacdo para fins alimenticios é fundamental que estudos como este
sejam realizados regularmente a fim de monitorar, de forma preventiva, os aspectos da

salde desses bivalves e proporcionar a seguranga necessaria para quem dele se alimenta.
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