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RESUMO

A vieira Nodipecten nodosus é um dos bivalves cultivados no Brasil de maior valor econémico.
A maior producdo nacional de vieiras ocorria, até 2017, na Baia da Ilha Grande (RJ), quando
iniciaram episodios de mortalidade consecutivos, comprometendo severamente a producdo e
levando a perdas econémicas importantes. As mortalidades recorrentes representam um entrave
para a continuidade e sustentabilidade do setor. Eventos de mortalidade em bivalves ja foram
registrados em populacgdes de bivalves de outros continentes, cujas causas foram tanto associadas
a agentes infecciosos especificos quanto a uma combinagdo de fatores.Este estudo teve como
objetivo analisar a salde das vieiras coletadas em Angra dos Reis e Cabo Frio e buscar por
potenciais agentes associados aos eventos sucessivos de mortalidade. Entre maio e junho de
2024, foram coletadas vieiras de cultivos de Angra dos Reis (N = 50), alguns dias ap6s um
evento de mortalidade; e de Cabo Frio (N = 20, area controle — sem registro de mortalidade). Os
animais foram abertos e os tecidos foram retirados e conservados para procedimentos
diagndsticos: PCR para deteccdo do protozoario Perkinsus spp. e do herpesvirus de ostra (OsHV-
1); e cortes histoldgicos para avaliacdo do estado de saude geral. Os resultados mostraram em
vieiras de Angra dos Reis a presenca esporadica, ndo patoldgica, de alguns microrganismos:
ciliados no limen do intestino, protozoarios ndo identificados, fagocitados, no epitélio do
intestino e copépodes no limen do estbmago. Nao foi detectado Perkinsus spp. ou herpesvirus.
Todos os animais de Angra dos Reis exibiram uma significativa alteracdo da glandula digestiva,
6rgdo que assimilaos nutrientes, caracterizada por atrofia dos tibulos digestivos e acimulo de
material de coloracdo amarelo-amarronzada no Iimen. No epitélio do estbmago e do intestino
houve desorganizacdo da arquitetura, com perda de coesdo entre as células e infiltracdo
hemocitaria (47%). No epitélio do manto, algumas regides apresentaram exacerbada melanizagéo
(42%). Foi observada (26%) a presenca de células infiltradas no tecido conjuntivo de varios
6rgdos, com caracteristicas anaplasicas, hipertrofiadas e com alta relacdo nucleo-citoplasma,
associada a presenca de figuras mitdticas, caracterizando proliferacdo celular. Estas
caracteristicas sdo tipicas de neoplasia disseminada de bivalves, que tem possivel origem
hemocitaria. Em Cabo Frio, ocorreu somente acimulo de material amarelo-amarronzado (40%)
sem atrofia dos tubulos digestivos e intensa melanizagdo no manto (10%). E possivel concluir
que as alteracBes histopatologicas detectadas nas vieiras de Angra dos Reis indicam uma
situacdo de estresse fisiologico dos animais, mas ndo ha como afirmar que seja a causa das
mortalidades das vieiras. A neoplasia disseminada, se confirmada, seria o primeiro caso desta

enfermidade em bivalves pectinideos.

Palavras-chave: Histopatologia, Neoplasia disseminada, Saude de Bivalves.



ABSTRACT

The scallop Nodipecten nodosus is one of the most economically valuable bivalves cultivated in
Brazil. Until 2017, the largest national production of scallops occurred in Ilha Grande Bay (RJ),
when consecutive mortality episodes began, severely compromising production and leading to
significant economic losses. Recurrent mortalities represent an obstacle to the continuity and
sustainability of the sector. Mortality events in bivalves have already been recorded in bivalve
populations on other continents, the causes of which have been associated with both specific
infectious agents and a combination of factors. This study aimed to analyze the health of scallops
and search for potential agents associated with successive mortality events. Between May and
June 2024, scallops were collected from a farm in Angra dos Reis (N = 50) a few days after a
mortality event and from Cabo Frio (N = 20, control area). The animals were opened, and
tissues were removed and preserved for diagnostic procedures: PCR for detection of the
protozoan Perkinsus spp. and oyster herpesvirus (OsHV-1); and histological sections for
assessment of overall health status. The results showed sporadic, non-pathological presence of
some microorganisms in scallops from Angra dos Reis: ciliates in the intestinal lumen,
unidentified protozoa, possibly phagocytosed, in the intestinal epithelium, and copepods in the
stomach lumen.Perkinsus spp. or herpesvirus were not detected. All animals from Angra dos
Reis showed significant changes in the digestive gland, the organ responsible for nutrient
assimilation, characterized by atrophy of the digestive tubules and accumulation of yellow-
brown material in the lumen. In the epithelium of the stomach and intestine, there was
disorganization of the architecture, with loss of cohesion between cells and hemocyte infiltration
(47%). In the mantle epithelium, some regions showed exacerbated melanization (42%). The
presence of infiltrated cells in the connective tissue of various organs was observed (26%), with
anaplastic, hypertrophied characteristics and a high nucleus-cytoplasm ratio, associated with the
presence of mitotic figures, characterizing cell proliferation. These characteristics are typical of
disseminated neoplasia in bivalves, which may have a hemocyte origin. In Cabo Frio, there was
only an accumulation of yellow-brown material (40%) without atrophy of the digestive tubules
and intense melanization in the mantle (10%). It is not possible to conclude that the
histopathological changes detected are the cause of scallop mortality, but they indicate a situation
of physiological stress in the animals. If confirmed, disseminated neoplasia would be the first

case in pectinids.

Keywords: Disseminated neoplasia, Histopathology, Molecular analysis.
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1. INTRODUCAO

A producgédo de moluscos bivalves representa um importante setor econémico e
social em regides costeiras, com impacto direto na seguranca alimentar, na geracdo de
renda e no desenvolvimento sustentavel. Atualmente, no Brasil, a producdo desses
organismos (malacocultura) estd em expansdo, em que se cultivam cinco espécies,
sendo trés de ostras, Magallana gigas (ostra japonesa), Crassostrea. gasar e
Crassostrea. rhizhophorae (ostras nativas), uma de mexilhdes (Perna perna) e uma de
vieira (Nodipecten nodosus), sendo esta a que possui maior valor comercial dentre todas
(Rupp, 2020; Suplicy, 2022).

A producdo de bivalves no Brasil vem sendo sustentada pelo fornecimento de
sementes (termo referente a fase inicial de vida dos bivalves) produzidas em laboratorio.
Os dois laboratorios existentes estdo situados estrategicamente; no Sul, o mais antigo,
na Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), e no Nordeste, 0 mais recente, que
é privado (Primar Aquacultura, Tibad do Sul, RN). Apesar dos avanc¢os adquiridos no
desenvolvimento tecnoldgico para producdo de sementes, a fase de engorda, que se da
em areas estuarinas ou mar aberto, sempre estara sujeita a influéncia de fatores
ambientais externos, a exemplo de: predadores, infeccGes parasitarias, poluentes
(domésticos e/ou industriais), além da salinidade e da temperatura. Muitos desses
fatores podem levar & ocorréncia de eventos de mortalidade em massa de bivalves
(Carella et al., 2015; Garrabou et al., 2009; Gibson et al., 2007; Pereira et al., 2024).

Os parasitas protozoarios como 0s do género Perkinsus e o herpesvirus da ostra
(OsHV-1) sdo exemplos de agentes infecciosos causadores de mortalidades em
massa(Da Silva et al., 2024). Compreender as causas das mortalidades em bivalves é
muitas vezes desafiador. No entanto, como a maioria das mortalidades e decorrente de
agentes infecciosos, o uso de técnicas de diagnostico, como histopatologia e analises
moleculares (PCR), é uma estratégia satisfatoria e recomendada pela Organizacdo
Mundial para a Saude Animal(WOAH)(OIE, 2024).

No Brasil, até o presente momento, ha informacGes de mortalidades apenas em
populagdes cultivadas da viera N. nodosus, as quais vém ocorrendo desde 2017 de

maneira consecutiva na Baia de Ilha Grande (localizada no Municipio de Angra dos
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Reis (RJ) e que provocaram um declinio da producéo desse bivalve, que passou de 51,2
para 10,2 toneladas em 2022 (FIPERJ, 2022).

Diante disso, o presente trabalhou buscou identificas as possiveis causas das
sucessivas mortalidades que vém occorrendo na Baia de Ilha Grande (em Angra dos
Reis — area de mortalidade) e em Cabo Frio (area sem registro de mortalidade) area
mencionada, através de analises moleculares e identificacdo de possiveis alteracdes

teciduais por meio da histologia.

2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Bivalves — Biologia e producéo

O filo MOLLUSCA possui diversas classes com caracteristicas distintas e
especificas. Dentre elas, esta a classe BIVALVIA, e estes estdo amplamente distribuidos
em diferentes ecossistemas aquaticos. Dentre alguns exemplos de bivalves de
reconhecida importancia ecolégica e econémica, estdo as ostras e os berbigbes, que
habitam regides estuarinas, fixas nas raizes do mangue ou no sedimento (Blankensteyn,
2010).

Por serem organismos filtradores — ou seja, obtém seu alimento por meio da
filtracdo de particulas, especialmente fitoplancton suspenso na agua — podem retirar
substancias e/ou toxinas do ambiente (Rodrigues, 2010). Dessa forma, sdo capazes de
indicar a qualidade ambiental do local onde vivem, funcionando como organismos
sentinelas e bioindicadores da intensidade da atividade antrdpica nos ecossistemas em

que estéo inseridos (Blankensteyn, 2010).

Além do seu papel ecoldgico, os bivalves, por terem indmeros representantes
comestiveis, constituem um recurso econdmico importante. De fato, em paises em
desenvolvimento, em regides litoraneas, eles sdo usados como fonte de alimento e como
uma importante fonte de renda. O consumo de bivalves € um habito humano que

remonta a mais de 150 mil anos (Suplicy, 2022), e seu cultivo tem registros datados de
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aproximadamente 140 A.C.(Faro, 2017). Os moluscos representam cerca de 32% da
producdo mundial de organismos aquéticos, sendo os bivalves os mais cultivados, com
destaque para a Familia Ostreidae (FAO, 2022).

Em 2022, a produgédo de moluscos atingiu 17,7 milhdes de toneladas, sendo os
bivalves responsaveis pela maior parte desse volume. A China é, atualmente, a principal
produtora (FAO, 2022). J4, na América do Sul, a malacocultura € expressiva no Chile, o
primeiro a iniciar a producdo em larga escala, seguida do Brasil e Argentina. No Brasil,
0 Estado de Santa Catarina é o maior produtor nacional, concentrando cerca de 90% da
producdo (BRASIL, 2023).

As ostras sdo os bivalves mais cultivados no pais, principalmente a espécie
introduzida Magallana gigas, que teve seu cultivo iniciado na década de 1970, mas
devido a sua preferéncia por temperaturas mais amenas, seu cultivo ficou restrito a
regido Sul do pais. As espécies de ostras nativas Crassostrea gasar e C. rhizhophorae,
tiveram sua produgdo iniciada mais recentemente, e a C. gasar tem sido a mais
produzida, pois apresenta melhores desempenhos em crescimento (Suplicy, 2022).
Outras espécies de bivalves, como aquelas pertencentes a familia Pectinidae, também

sdo produzidas e apresentam relevante interesse econdmico e relevancia ecoldgica.

Em 2023, o Brasil produziu um total de 7.201,63 toneladas de moluscos bivalves
(BRASIL, 2023), representando um crescimento de 3,77% em relacdo ao ano anterior.
No Estado de Sdo Paulo, registrou-se um decréscimo na producdo de moluscos em
relacdo ao ano anterior, mesmo havendo declaragao para o cultivo de Magallana gigas e
vieiras, totalizando uma reducdo de 28,11 toneladas em relacdo a 2022 (BRASIL,
2023). Situacdo semelhante ocorreu no Estado do Rio de Janeiro, especialmente na
producdo de vieiras, que passou de 423,48 toneladas em 2022 para 130,81 toneladas em
2023 (BRASIL, 2023). No Nordeste, destaca-se o Estado do Rio Grande do Norte, cuja
producdo de ostras apresentou crescimento expressivo: entre 2020 e 2023, passou de
0,80 tonelada por ano a 152 toneladas (BRASIL, 2023).
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2.2. Familia Pectinidae

A familia Pectinidae compreende mais de 350 espécies de moluscos bivalves,
embora apenas algumas sejam cultivadas com fins comerciais (Dore, 1991; Igarashi,
2023). Trata-se de um grupo cosmopolita, com distribuicdo que abrange os oceanos
Atlantico, Pacifico e Indico, ocorrendo em mares tropicais, subtropicais e frios(Costa,
2018; Igarashi, 2023).

O cultivo comercial de pectinideos teve inicio no Japdo, na década de 1960,
sendo a espécie Mizuhopecten yessoensis (Jay,1857) a primeira a ser cultivada em larga
escala, na Baia de Mutsu vide revisdo de(Rupp, 2020). Atualmente, a China e o Japao se

destacam mundialmente como os maiores produtores de pectinideos.

No Brasil, apenas uma espécie tem relevancia para a producdo, a N. nodosus
(Linnaeus, 1758), conhecida como vieira-do-Brasil. Essa espécie € considerada a maior
vieira do pais, podendo atingir até 18 cm de comprimento (Rupp, 2020). O cultivo
experimental teve inicio na década de 1990, no Estado de Santa Catarina, por meio de
estudos de viabilidade técnica e de captacdo de sementes em ambientes naturais (RUPP,
1992, 1994). No entanto, os resultados desses estudos foram limitados pela baixa taxa
de obtencdo de sementes. A viabilidade da producéo comercial s6 foi alcancada a partir
do desenvolvimento de tecnologias voltadas a producdo de sementes em laboratério
(Rupp, 2020). Atualmente, Santa Catarina, Rio de Janeiro e S&o Paulo contam com
fazendas comerciais dedicadas a criacdo dessa espécie (lgarashi, 2023). O cultivo de N.
nodosus € composto por varias fases. As etapas iniciais - maturacdo de reprodutores,
larvicultura, assentamento e bercario primario — ocorrem em ambiente controlado de
laboratério. Em seguida, o processo continua no mar, passando pelo bercario
secundario, cultivo intermedirio e, por fim, a engorda, sendo a fase final da producéo
(Rupp, 2020). Os cultivos sdo instalados em areas marinhas préximas ou no interior das
baias. O trabalho do Rupp, 2020, traz recomendacdes das caracteristicas ambientais que
otimizam a produgdo de vieiras, entre as quais estdo: profundidade acima de 8 m,
concentracdo de matéria inorganica em suspensdo inferior a 80%, salinidade superior a

29% e temperaturas que ndo ultrapassem 29°C por longos periodos.

Em 2018, a producdo de vieiras em Santa Catarina foi de 3,84 toneladas,
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gerando uma movimentacdo financeira de R$173.200,00 (EPAGRI, 2018). No Rio de
Janeiro, houve um decréscimo na producdo de vieiras que caiu de 51,2 toneladas em
2016 para 10,2 toneladas em 2022 (FIPERJ, 2022). No nordeste, ndo ha registros de

producdo de vieiras, concentrando a producao na regido sul/sudeste do pais.

2.3 Histopatologia de bivalves

O entendimento da morfologia e do funcionamento das células e tecidos dos
organismos vivos tem sido objeto de estudo desde a invencdo dos primeiros
microscopios, por volta de 1590. Um marco importante ocorreu em 1665, quando
Robert Hooke, ao observar fatias de cortica, identificou pequenas estruturas que
denominou “células” (Montanari, 2016). Desde entdo, diversas técnicas de fixagdo,
coloracdo e observacdo de materiais bioldégicos ao microscépio evoluiram
significativamente, permitindo avangos no diagndstico e na compreensdo de processos
fisiolégicos e patoldgicos. A histologia € a area da ciéncia voltada para o estudo dos
tecidos animais e vegetais, sua organizacdo e a relagcdo destes na composi¢do dos
diferentes organismos (Caputo, 2016). Ao longo dos séculos XIX e XX, consolidou-se
como um ramo fundamental da Medicina, especialmente com 0s avan¢os promovidos
por obras como o Handbuch der Physiologie desMenschen (Johannes Miiller, 1837 e
Die Cellular pathologie (Rudolf Virchow, 1859). Este Ultimo estabeleceu a patologia
celular como uma ciéncia, firmando a histologia como uma ferramenta essencial no
diagnostico médico e na compreensdo dos processos patoldgicos. No estudo de
bivalves, a histopatologia é uma ferramenta essencial para a identificacdo de alteracdes
patoldgicas desencadeadas por diversos estressores (fisico-quimicos e biol6gicos)
(Cuevas et al., 2015).

Ndo obstante, a analise histopatolégica é uma ferramenta central para a
compreensédo das doencas em moluscos bivalves, pois permite a caracterizagdo de um
amplo espectro de processos patoldgicos. Conforme revisado por (Carella et al., 2015),
essa abordagem possibilita a identificacdo morfoldgica das respostas defensivas do
hospedeiro, classificadas em trés tipos histolégicos basicos — infiltracdo hemocitéria,
nodulacdo e encapsulamento. Adicionalmente, a técnica é crucial para detectar
alteracdes teciduais regressivas, como necrose, apoptose e atrofia da glandula digestiva,

bem como processos progressivos, a exemplo das neoplasias.
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A capacidade da histopatologia de revelar tanto a diversidade parasitaria quanto
0 impacto patogénico especifico é bem exemplificada no trabalho de Vazquez et al.
(2013), que identificou no bivalve Ensis macha na costa da Patagonia uma diversificada

presenca de microrganismos, incluindo procariontes, protozoarios.

No Brasil, a histopatologia tem sido uma ferramenta relevante em estudos sobre
a salde de moluscos bivalves. Exemplo notorio de sua aplicagéo é o trabalho de (Da
Silva et al., 2009), que investigou um episodio de mortalidade em massa do bivalve
Tagelus plebeius em Santa Catarina. Na ocasido, a analise histopatoldgica revelou alta
prevaléncia de parasitas do género Parvatrema, com alteracdes no hospedeiro como a
hiperplasia do manto e infiltracdo hemocitaria. Apesar de ndo poder descrever a
condigdo patoldgica como o Unico fator para o evento de mortalidade, o estudo
evidencia a histologia como instrumento essencial na avaliagdo da saude de bivalves nos

ecossistemas brasileiros.

A capacidade da histologia de diagnosticar patologias severas, como a castracao
parasitaria, foi demonstrada também em estudos recentes no Brasil. No trabalho de
Oliveira et al., (2022), por exemplo, a analise do mexilhdo Perna perna infectado por
Prosorhynchoides sp. no Rio de Janeiro revelou uma observacdo patoldgica crucial.
Através da analise tecidual, observou-se que 77% dos individuos infectados ndo
possuiam tecido gonadal visivel, em contraste com apenas 4% dos ndo parasitados,
estabelecendo uma forte correlagdo entre a presenca do parasita e a castracdo do

hospedeiro.

Essa abordagem é especialmente relevante para subsidiar acGes preventivas e

estratégias de manejo sanitario adequado nos cultivos aquicolas.

2.4 Estressores quimicos e fisicos

A aquicultura pode ser afetada por estressores ambientais que comprometem a
salde dos animais cultivados, o que consequentemente impacta negativamente a
economia e 0 consumo desses organismos. Por serem aquaticos, sua salude esta
diretamente relacionada as condigdes fisico-quimicas e sanitarias da &gua (Braune,

2022). A auséncia de saneamento basico e o descarte inadequado de poluentes
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provenientes da agricultura, mineracdo e industria alteram significativamente a
qualidade da agua e comprometem a saude desses animais, especialmente pela
toxicidade de algas nocivas resultantes desses processos, além de potencialmente afetar

0s seres humanos que consomem esses animais.

Substéancias tdxicas e outros compostos contaminantes podem se concentrar nos
tecidos dos animais em niveis até 10.000 vezes superiores aos encontrados no ambiente,
em um processo conhecido como bioacumulacdo (UNEP, 2004). Entre os principais
contaminantes estdo produtos farmacéuticos e de uso pessoal, metais pesados,
pesticidas, poluentes organicos persistentes (POPs), surfactantes e microplasticos —
todos com potencial de comprometer a sadde dos bivalves(Chahouriet al., 2023). Esse
acumulo ocorre quando a taxa de absorcdo supera a de eliminacdo, podendo
desencadear diversos efeitos fisiologicos adversos e representar riscos a saide humana
(Braune, 2022; Sarah et al., 2006).

Na espécie N. nodosus ja foram observados niveis mais elevados de metais
pesados no intestino em comparacdo com outros tecidos, como musculo adutor e as
branquias(Santos et al., 2024). Esse padrdo também foi registrado em outras espécies
pertencentes a familia Pectinidae, como Argopecten purpuratus(Alamo, 2020) e
Patinopecten yessonensis (Li et al., 2021). Galvdo (2009) relatou um aumento subito e
significativo na concentracdo de cadmio (Cd) na glandula digestiva de N. nodosus apés
0s 10 meses de idade, sugerindo uma possivel mudanca fisioldgica nessa fase de vida. O
cadmio é um metal conhecido por apresentar uma longa meia-vida bioldgica em
bivalves, estimada entre 100 e 120 dias (Brown, et al., 1996), o que favorece a
bioacumulacdo desde os estagios iniciais de desenvolvimento do bivalve. Apesar desses
efeitos adversos, N. nodosus demonstra certa capacidade de resposta adaptativa (Piazza
et al.,, 2016) através da inducdo da biotransformacdo. Neste artigo, em resposta a
exposi¢do das vieras ao fenantreno, foi observado um aumento da transcricdo de
diferentes genes do Citocromo P450 (CYP), resultando em maior expressdo de enzimas

responsaveis pelo metabolismo e depuracéo de contaminantes.

Com respeito aos estressores fisicos, as alteracbes termicas também
comprometem o metabolismo, crescimento e reproducdo dos bivalves, aumentando sua

suscetibilidade a doencas causadas por agentes oportunistas (Lanniget al., 2010). O
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aumento da temperatura dos oceanos, bem como a ocorréncia de ondas de calor
marinhas, tem sido apontado como sendo os principais fatores associados a eventos de
mortalidade em massa de espécies marinhas (Garrabou et al., 2009; Gibson et al., 2007,
Hobdayet al., 2016; Pereira et al., 2024; Poloczanskaet al., 2013; Wernberget al., 2016).

J& é conhecido que temperaturas superiores a 30°C podem causar alteracoes
fisiologicas significativas em vieiras (N. subnodosus) adultas, como aumento da
atividade enzimatica, maior consumo de oxigénio e elevacdo do gasto energético
(Salgado-Garcia et al., 2020).Um estudo mais recente revelou que, embora N. nodosus
tenha demonstrado maior tolerancia térmica do que se estimava anteriormente, ainda
existe um risco substancial de mortalidade quando exposta a ondas de calor intensas e
prolongadas (Pereira et al., 2024).

2.5 Estressores Bioldgicos

Os bivalves sdo igualmente vulnerdveis a doencas causadas por agentes
infecciosos, cujo impacto tende a ser mais significativo em populacdes cultivadas
(Figueras & Novoa, 2012). Historicamente, diversos patdgenos de bivalves foram
disseminados internacionalmente por meio de transferéncias voluntarias destinadas a
diversificacdo da producdo local desses organismos (Buestel et al., 2009). Atualmente,
transferéncias involuntarias, como as ocasionadas pelas aguas de lastro de navios,

também sdo uma preocupacao (Carlton, 1999).

Os bivalves sdo organismos que ndo possuem memoria imunoldgica, dependendo
exclusivamente do sistema imune inato. No entanto, apresentam diversas estratégias de
defesa contra patogenos. A defesa interna desses animais € mediada por um sistema
complexo, composto por mecanismos celulares e humorais que atuam de forma
integrada na resposta imune (Song et al., 2010). Os hemdcitos sdo células presentes na
hemolinfa e exercem papel central na defesa contra patdgenos, atuando diretamente ou
em associa¢do com fatores humorais. Nos bivalves, destacam-se pela participagdo nos
processos de fagocitose, encapsulamento e destruicdo de microrganismos (Ballina, et
al., 2022).
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A deteccdo e notificacdo de patdgenos em bivalves sdo essenciais para a
preservacao da salde dos ecossistemas aquaticos, seguranca alimentar e manutencéo da
producdo aquicola. A WOAH mantém uma lista oficial de doencas de notificagdo
obrigatdria, relacionadas a espécies-alvo, representando um risco a saude destes
animais, levando a eventos de mortalidades significativas e comprometendo a
producdo.As doengas listadas pela WOAH sdo: infec¢bes por protozoarios: Bonamia
ostreae, Bonamia exitiosa, Marteilia refringens, Perkinsus marinus, Perkinsus olseni,

por bactéria: Xenohaliotis califoniensis e por virus: herpesvirus do abalone(OIE, 2024).

Bactérias, virus, fungos e protozoarios sdo agentes infecciosos que afetam
bivalves. No caso das vieiras, alguns destes agentes infecciosos ja foram relatados em
vieiras de varios continentes (Bower, 1994). Um caso conhecido de mortalidade ocorreu
na baia de Narragansett, na ilha de Rhode (EUA). Na ocasido, foi relatado um
decréscimo populacional de vieiras da espécie Plactopecten magellanicus associado a
infecgdo procaridtica (Gulka, C & Marti, 1983).

No Brasil, ndo ha estudos de doencas causadas por agentes infecciosos em
vieiras nativas, apenas um levantamento, que relatou microrganismos comensais na
vieira N. nodosus cultivada em Santa Catarina (Sthnel et al., 2016) além de anelideos
perfuradores de concha comumente encontrados em bivalves cultivados. Esse cenario
pode ser indicativo de uma boa resposta imunolégica da espécie para a infecgdo pelos
patogenos citados, porém, € esperado que seja uma conseqliéncia da falta de estudos que

abordem esse eixo de pesquisa para a espécie de vieira nativa.

2.6 Virose epitelial digestiva (DEV)

Sintomas nao especificos, ou seja, aqueles ndo associados diretamente com
agentes infecciosos, podem ocorrer em bivalves, como as infiltragdes e granulocitomas
hemocitarios, além de alteracfes do aspecto normal da glandula digestiva denominadas

de virose epitelial digestiva (DEV, do inglés Digestive Epithelia Virosis).

As alteragdes do tipo DEV na glandula digestiva de bivalves tém sido associadas
a diversos contextos patoldgicos, como resposta a estresses ambientais, infecgdo por

patdgenos — sintomatologia parecida aquela observada em animais infectados pela
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doenca da virose epitelial digestiva (Hine&Wesney, 1997) ou processos naturais do
ciclo de digestdo do animal (Rolton et al., 2023; Webb, 2018).

Entre os sinais histopatoldgicos mais caracteristicos da DEV, destacam-se
regides necrdticas nos tubulos digestivos, frequentemente acompanhadas do acimulo de
uma substancia irregular de coloracdo amarelada, indicativa da presenca de
polissacarideos, muco e mucinas (Hine & Wesney, 1997; Rolton et al., 2023). No

entanto, esta condicdo ainda é pouco compreendida e de etiologia indefinida.

A DEV foi associada a episodios significativos de mortalidade em bivalves,
como observado durante o verdo de 1994 na Nova Zelandia, quando mexilhdes Perna
canaliculus foram severamente afetados (Jones, et al., 1996). Desde entdo, a condicao
tem sido relacionada a processos histopatolégicos como a morte e desintegracdo de
células que revestem os canais digestivos, formando areas de tecido “liquido”, processo
conhecido como: liquefacdo necrética das células epiteliais tubulares, uma intensa

hemocitose e a presenca de particulas virais (VLPS) (Rolton et al., 2023).

2.7 Neoplasia disseminada em bivalves

A proliferacdo excessiva de células anaplasicas- células cancerigenas com forma
e funcdo desreguladas - indiferenciadas e que apresentam elevada relacdo
nacleo/citoplasma, constitui uma caracteristica tipica da neoplasia disseminada de
bivalves (Barber, 2004; Carballal et al., 2015). Trata-se de uma enfermidade capaz de
desencadear eventos de mortalidade em massa, inicialmente descrita como um cancer
contagioso em ostras em 1986 (Roxanna, 1986), embora j& em 1969 tivesse sido
observada a presenca de uma “provavel doenca neoplasica do sistema hematopoiético”
em C. virginica e C. Gigas (Barber, 2004; Carballal et al., 2015; Farley, 1969).
Historicamente, a doenca recebeu diferentes denominagOes, tais como neoplasia
hemocitica, leucemia hemocitica e neoplasia hematopoiética (Barber, 2004; Miller,
Sturmerand Roberts, 2023). O termo “neoplasia disseminada” ¢ o mais aceito e
amplamente utilizado na literatura, sobretudo em virtude da incerteza sobre sua origem

celular, ainda que se acredite ter origem hemocitica (Barber, 2004).
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Essa enfermidade ja foi registrada em mais de 20 espécies de bivalves, incluindo
ostras dos géneros Crassostrea (Farley, 1969), Saccostrea (Wolf, 1979) e Ostrea
(Farley & Sparks, 1970), em mexilhdes (Elston, 1992; Rasmussen, 1986), em améijoas
(Yevich & Barszcz, 1977) e em berbigdes (Ordas, 2005; Villalba, 2001). Até a data do
presente estudo, conforme o conhecimento disponivel, ndo ha registros de neoplasia

disseminada em bivalves da Familia Pectinidae (vieiras).

As caracteristicas histologicas mais frequentemente observadas em bivalves
acometidos incluem a presenca de células anaplasicas grandes e arredondadas nos
tecidos conjuntivos e vasos, apresentando nucleo hipertrofiado e figuras mitdticas,
indicativas de intensa atividade proliferativa (Barber, 2004; Carballal et al., 2015; Da
Silva et al., 2018). A medida que a doenca progride, essas células infiltram-se nos
tecidos, comprometendo a funcdo dos Orgdos acometidos e, em casos mais graves,

levando a morte do animal (Miller, 2023).

No Brasil, a presenca da neoplasia disseminada ja foi relatada em ostras nativas
(C.gasar) provenientes do estuario no Rio Mamanguape (PB) (Da Silva, et al., 2018)
com uma prevaléncia de 7,1%. Essas células infiltravam no tecido conjuntivo de
diversos tecidos, incluindo a glandula digestiva, as branquias, as génadas e 0s vasos.
Apesar da baixa prevaléncia registrada, os resultados ressaltam a necessidade de atengéo
a saude das populacdes de cultivo e naturais, a fim de compreender melhor o impacto da

doenca e sua possivel associacdo com eventos de mortalidade em massa.

2.8 Eventos de mortalidades em bivalves

A etiologia das doengas que afetam bivalves e que podem culminar em eventos
de mortalidade em massa & compreendida como um processo multifatorial. Elas
resultam ndo somente da presenca de um patdégeno, mas da incapacidade da populacéo
em se adaptar as pressdes externas, sejam elas de natureza fisica, quimica ou biolégica
(Carella et al., 2015). Nesse contexto, o acimulo de danos que ultrapassa a capacidade
de regeneragdo celular constitui um ponto critico para o estabelecimento da doenca.
Caracteristicas fisiologicas, como idade e o estado reprodutivo, juntamente com a
genética individual e os fatores ambientais, determinam a suscetibilidade dos
organismos e modulam a dindmica da interacdo entre o hospedeiro e o patégeno
(Barbosa Solomieu, et al., 2015).



22

Diversos eventos de mortalidade em massa ja foram registrados em bivalves,
tanto em sistemas de producdo aquicola quanto em populagdes selvagens (Andrews,
1966; Petton et al., 2015; Céaceres-Martinez et al., 2018; Kim et al., 2025). Entre os
casos de maior repercussao estd o da ostra japonesa, M. gigas, a mais cultivada no
mundo (Samain, 2011). No estudo, analisou-se a recorrente mortalidade de verdo das
ostras e caracteristica multifatorial desses eventos de mortalidade nos quais 0 processo €
desencadeado quando temperaturas estdo acima dos 19°C e hé alta disponibilidade de
alimento, os quais induzem um grande esfor¢o reprodutivo no animal. Esse cenario leva
a um intenso estresse metabolico, caracterizado pela producdo excessiva de espécies
reativas de oxigénio, o que compromete as defesas do hospedeiro. Dessa forma, a
mortalidade ocorre quando o animal, fisiologicamente debilitado pelo estresse
oxidativo, torna-se suscetivel a infeccdo por patdgenos oportunistas, como virus e
bactérias (Samain, 2011).

Epizootias severas causadas por protozoarios tém historicamente provocado
mortalidade em massa de bivalves, como evidenciado por Andrews (1966) no estudo de
Haplosporidium nelsoni, causador da doenca MSX em Crassostrea virginica na Baia de
Chesapeake (Andrews, 1966). Monitoramentos em areas de alta salinidade registraram
mortalidade anual de 50-60% nos dois primeiros anos, com padrdo sazonal definido:
infeccdes no inicio do verdo resultavam em mortes ainda na mesma estacdo, enquanto
as adquiridas no final do verdo permaneciam subclinicas até a primavera seguinte. A
persisténcia do MSX, mesmo com a drastica reducdo das populacgdes, indicou fonte de
infeccdo independente da densidade hospedeira, levando a inativacdo de cerca de
metade dos bancos de cultivo privados.

Como abordado anteriormente, a mortalidade em bivalves é um fenémeno
complexo, frequentemente associado a uma sinergia de estressores ambientais em vez
de um unico patégeno (Thompson et al., 2023). Um exemplo claro foi um episddio de
mortalidade massiva (>90%) de ostras M. gigas no México, que ocorreu durante um
periodo de anomalia térmica, floracdo de algas e hipdxia (Céceres-Martinez et al.,
2018). A investigacdo da causa revelou um quadro de severa infiltragdo hemocitéria,
que se estendia até a glandula digestiva, e um intenso processo de reabsorcdo gonadal,
com testes moleculares negativos para importantes patdégenos como herpesvirus-1 da

ostra (OsHV-1) e P. marinus. Esses achados histoldgicos foram atribuidos a desordens
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fisioldgicas causadas pelo estresse ambiental combinado, caracterizando o evento como
um caso de mortalidade de verdo, e ndo como uma epizootia por um agente infeccioso

especifico.

A mortalidade em massa de ostras M. gigas, associada ao OsHV-1, é um
fendmeno multifatorial, cuja dindmica de infeccdo e transmissdo depende de uma
complexa interagdo entre fatores do hospedeiro, do ambiente e do préprio patégeno.
Estudos como o de (Petton et al., 2015) elucidam essa complexidade, ao demonstrar que
a suscetibilidade a doenca é influenciada por fatores intrinsecos ao hospedeiro, como a
idade e a biomassa; por condi¢des de manejo, como o historico de criagdo e a renovagao
da &gua; e por variaveis ambientais e epidemioldgicas, como as variacdes de

temperatura e a duracdo da exposicao ao virus.

A mortalidade de bivalves associada a patdgenos ndo é um processo uniforme,
mas sim dependente da viruléncia especifica da espécie ou cepa do agente infeccioso
(Carella et al., 2015). Essa variabilidade foi claramente demonstrada em um estudo com
a ostra C. virginica infectada por diferentes espécies e isolados do género Perkinsus
(Kim et al., 2025). Enquanto a espécie P. chesapeaki e um isolado de P. marinus se
mostraram altamente virulentos, induzindo fortes respostas imunes e elevadas taxas de
mortalidade, outras espécies como P. olseni e P. honshuensis causaram baixo impacto,
com respostas imunes fracas e baixa mortalidade. O estudo, portanto, evidencia que a
identificacdo precisa do patdégeno em nivel de cepa é crucial para prever o risco de
mortalidade e para 0 manejo sanitario em populacGes de ostras.

2.9 Caso de mortalidades de vieras em Angra dos Reis

A maricultura de vieiras (N. nodosus) na Baia de Ilha Grande, Rio de Janeiro,
tem enfrentado um acentuado declinio produtivo na ultima década. Um marco desse
processo foi o evento de mortalidade em massa ocorrido em 2017, com perdas
estimadas em 300.000 animais (Braune, 2022). O impacto a longo prazo foi evidenciado
pela dréastica reducdo na producdo, que despencou de 51,2 toneladas em 2017 para
apenas 10,2 toneladas em 2022(FIPERJ, 2022). Atualmente, uma primeira hip6tese para

esse colapso aponta para uma combinacdo sinérgica entre os efeitos do aquecimento
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global e a deterioracdo da qualidade da agua local, caracterizada pelo excesso de
nutrientes, presenca de bactérias (Vibrio) e bactérias indicadoras de contaminacéo fecal
(Clostridiodes). As especies de Vibrio encontradas nesse estudo foram: Vibrio chagasii,
V. parahaemolyticus, V. diazotrophicus, V. rotiferianus, V. europaeus, V. lentus, e
V.fortis (Thompson et al., 2023).

Adicionalmente, uma investigagdo recente visando a detec¢do do virus OsHV-1
apo6s o evento de mortalidade de 2017 ndo observou o patdgeno alvo, porém foram
detectadas contaminacBes por mastadenovirus (do inglés Humanadenovirus, HAdV) e
norovirus (genogrupo 11, GIl)(Corréa et al., 2024).0 que reforca a preocupacéo sobre a

influéncia antrdpica nas fazendas de producgéo de N. nodosus.

Outros estudos realizados na regido identificaram a presenga de fungos com
potencial toxigénico para humanos, como Aspergillus, Penicillium eFusarium, bactérias
dos géneros Vibrio (V. alginolyticus, V. fluvialis e V. harveyi) e Pseudomonas em
isolados de N. nodosus e na agua, indicando alteracdes nas condi¢es ambientais que
favorecam a proliferacdo desses microrganismos nos cultivos (Santos et al., 2017;
Santos et al., 2025).

Portanto, diante da reducdo expressiva na producdo de vieiras N. nodosus na
Baia de Ilha Grande e da caréncia de estudos para desvendar as causas dessas
mortalidades, este trabalho visa utilizar a histologia e o diagndstico molecular através de
PCR convencional como ferramentas para elucidar as alteracdes patoldgicas nos tecidos

destes animais.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a presenca de parasitas e patologias em vieiras (N. nodosus) cultivadas
em Angra dos Reis (area com sucessivos eventos de mortalidade) e Cabo Frio (area sem

registros de mortalidade) a fim de compreender as causas das sucessivas mortalidades.

3.2 Objetivos especificos

« Detectar a presenca de protozoarios Perkinsus sp. e do herpesvirus da ostra (OsHV-

OsH-1) em vieiras de Angra dos Reis e Cabo Frio;
« Detectar alteraces histopatoldgicas em vieiras de Angra dos Reis e Cabo Frio;
« Inferir sobre as possiveis causas das mortalidades

« Descrever ameacas a salde das vieiras N. nodosus.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Local de coleta

As vieiras N. nodosus foram coletadas em dois locais no litoral do Estado do Rio
de Janeiro: Angra dos Reis (n = 50), onde os eventos de mortalidade vém ocorrendo, e
Arraial do Cabo (n = 20), local onde ainda ndo foram relatadas mortalidades. Estas
coletas foram feitas por pesquisadores da Fundacgéo Instituto de Pesca do Estado do Rio

de Janeiro (FIPERJ), Guilherme BUrigo Zanette e Paulo Marcio Santos Costa.

BRASIL

Figura 1. Coleta de vieiras N. nodosus no Estado do Rio de Janeiro. Coleta e
processamento realizados pelos pesquisadores da FIPERJ (A). Areas de coleta das

vieiras — Fazenda do Louro (Angra dos Reis) e Enseada do Forno (Arraial do Cabo) (B).
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4.2 Processamento das amostras

De Angra dos Reis, 20 individuos foram fixados inteiros em alcool etilico 95% e
mantidos a 4 °C, para andlises moleculares. Outros 20 individuos foram fixados em
solucdo de formaldeido a 4%, por 48h (4 °C), e posteriormente transferidos para alcool
etilico a 70%, para andlises histologicas. Outros 10 animais tiveram um fragmento das
branquias removido e incubado em meio fluido de Tioglicolato de Ray (RFTM) (Ray,
1966) suplementado com antibioticos, penicilina/estreptomicina e nistatina, 0s quais
foram mantidos & temperatura ambiente, por 7 dias, e posteriormente transferidos para

alcool etilico a 70%, para andlise de infec¢cdo por Perkinsus spp.

De Arraial do Cabo, 0 mesmo procedimento foi feito, no entanto, 0 nimero de
animais foi de 10 para analises moleculares, de 10 para analises histologicas e nédo
foram conservados animais para a analise de infeccdo por Perkinsus spp. pelo método
do RFTM.

Todos os animais conservados como explicado acima foram enviados ao
Laboratorio de Imunologia e Patologia de Invertebrados Marinhos (LABIPI), da

Universidade Federal da Paraiba.
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Figura 2. Representacdo esquemaética da metodologia experimental desenvolvida.
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4.3 Anélises da infeccdo por Perkinsus spp. por incubacdo em RFTM

As brénquias foram retiradas do alcool onde estavam preservadas, foram
maceradas sob uma Iamina com bisturi, coradas com Lugol e analisadas ao microscopio
de luz para detectar a presenca de Perkinsus spp.. Nessa condi¢do, a forma de trofozoito
presente nos tecidos aumentara significativamente de tamanho; uma vez que o meio
simula condigBes de anoxia e disponibilidade de nutrientes semelhantes as observadas
ap6s a morte do hospedeiro (Suplicy, 2022). Esse aumento representa a inducdo a
transformacdo dos trofozoitos em hipndsporos, sendo possivel sua observacdo e

contagem ao microscopio de luz.

Figura 3. Hipndsporo de Perkinsus spp.

visualizado no meio RFTM. Fonte:

4.4 Extracdo de DNA e deteccdo molecular de Perkinsus spp. e OsHV-1

Um pequeno fragmento (25-50 mg) da branquia de cada animal previamente
preservado em etanol 95% foi retirado para a extragdo de DNA genémico usando o
protocolo com acetato de amoénia adaptado de(Aidar & Line, 2007). A quantidade e a

qualidade foram analisadas no Nanodrop (NanoDrop® 2000, Thermo Scientific).

A analise para o diagnostico de Perkinsus spp. foi feita por PCR convencional
com o par de iniciadores PerkITS85/PerkITS750, que amplifica uma regido do
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complexo génico ribossomal (rDNA ITS), sendo género-especifico(Casas et al., 2002).
Como controle positivo das reagdes, foi utilizado DNA plasmidial contendo fragmento

do ITS de Perkinsus marinus e Perkinsus beihaiensis existentes no LABIPI.

A andlise para o diagndstico da presenca de OsHV-1, foi feita por PCR
convencional com um par de iniciadores HVDP-F/HVDP-R (Webb et al., 2007), que
amplifica uma regido do gene da subunidade catalitica da DNA polimerase (ORF100)
do OsHV-1. Como controle positivo das reacdes, foi utilizado DNA do proprio virus

(cordialmente cedido por Isabelle Arzul, IFREMER, Franca).

Foi feita uma mistura equitativa de 2 pL de gDNA de cada Vvieira,
separadamente para cada local, para usar nas reacdes de PCR. A reacdo da PCR foi
realizada em um volume total de 10 pL, contendo tampédo 1X, MgCI2 a 25 mM, 0,2
mM de nucleotideos, 0,4 uM de cada iniciador, 0,1 U/uL de Taq DNA polimerase e 2
pL da mistura de gDNA.

As condicdes para amplificacdo de Perkinsus spp. foram: desnaturagédo do DNA
a 95 °C por 10 min, seguido de 40 ciclos de 95 °C por 1 min, 54 °C por 1 min e 72 °C
por 1 min. As condicdes para amplificacdo do OsHV-1 foram: desnaturacdo do DNA a
95 °C por 10 min, seguido de 35 ciclos de 95 °C por 1 min, 50 °C por 1 min e 72 °C por

1 min.

Os produtos amplificados na PCR foram corados com Unisafe (Uniscience),
subemtidos a eletroforese em gel de agarose 1,5% e visualizados em transiluminador
UVv.

4.5 Cortes histoldgicos e Analises histologicas

De cada animal previamente conservado inteiro, foi realizada uma secgéo
transversal do corpo contendo todos os érgdos (Howard et al., 2004) a qual foi
depositada em um cassete. As amostras em cassetes passaram pelo processo de
desidratacdo em séries crescentes de concentragdo de alcool (80% - 1h; 3x de 95% - 1h
e 3x de 100% - 1h), seguido do processo de diafanizagdo em xilol (1x Alcool 100% +

Xilol 1:1 — 1h; 2x Xilol 100% - 1h) e emblocamento com parafina. Os blocos foram
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cortados a 5 pm utilizando um microtomo (LEICA RM 2125RT) e corados com

hematoxilina de Harris e eosina (Howard et al., 2004).

Os cortes histologicos produzidos dos 30 animais (20 de Angra dos Reis e 10 de
Cabo Frio) foram analisados e fotografados. As imagens obtidas compuseram um banco
de imagens para analise. Uma amostra de Angra foi perdida durante a preparacdo das

laminas, resultando em 19 individuos para a anélise histoldgica.

As analises foram realizadas visando detectar (i) alteracdes da integridade dos
tecidos em todos os oOrgdos; (ii) indicios de alteracdes de origem metabdlica; (iii)
presenca de ceélulas infiltradas, como os hemdcitos (reacfes imunologicas); e (iv)
presenca de agentes infecciosos. As analises foram realizadas em microscopio Optico
binocular (Olympus BX 41), e as imagens obtidas com camera (Olympus QColor 5)

acoplada a ocular.
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5 RESULTADOS

5.3 Diagnostico de Perkinsus spp. e de OsHV-1

As andlises em meio RFTM ndo evidenciaram a presenca de hipndsporos de
Perkinsus spp. nas branquias das vieiras N. nodosus. Este resultado foi confirmado pela
PCR que ndo amplificou Perkinsus spp. nos pools de gDNA. Assim como, a PCR para o
OsHV-1 também foi negativa, ja os controles positivos amplificaram como esperado
(Figura 3).

M C+ C+ C- Nn

pm pb

10000 pb

3000pb

1000pb

250pb

Figura 4. PCR convencional realizada em amostras de gDNA de branquia (pool) de N.
nodosus (Nn) de Angra dos Reis. A. Detec¢do de herpesvirus (OsHV-1). B. Deteccédo de
Perkinsus spp. Marcador 1kb (M). Plasmideos de P. marinus (pm) e P. beihaiensis (pb).
O circulo vermelho indica a banda de amplificacdo do controle positivo de OsHV-1.

5.4 Diagnostico de alteracgdes patoldgicas e parasitas

A analise histopatoldgica dos 19 animais de Angra dos Reis revelou a presenca
rara de alguns microrganismos e alteracOes teciduais em todos os animais (Figuras 4 e
5). Copépodes (Figuras 4 A-B) e metazoarios indefinidos (Figura 4C) foram observados
no limen do estdbmago, respectivamente em trés (15%)e duas vieiras (10%). Em todos
0S casos, a intensidade foi baixa, com apenas um microrganismo identificado por vieira.

Além desses, foram encontrados dois ciliados do género Ancistrocoma (Figura 4D) no
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limen do intestino de um animal (5%). Esses ciliados apresentavam um formato
fusiforme com um ndcleo grande e granular. Um protozoario unicelular foi observado
uma Unica vez em um vacuolo fagocitico no epitélio do intestino (2%), apresentando
caracteristicas morfolégicas muito semelhantes a de trofozoitos de Perkinsus spp., a
saber, formato circular, nicleo excéntrico e presenca de vacuolo no citosol (Figura 5).

Figura 5. Secgdes histolégicas de N. nodosus.

A e B. Copépodes no lumen do estdmago (LE) (seta). C. Metazoario indefinido no LE

(seta). D. Ciliado Ancistrocoma (seta) no lumen do intestino (LI). Barras = 100 um. Ep:

epitélio.
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Figura 6. Seccdo histologica do epitélio do intestino de N. nodosus.

A. Possivel trofozoito de Perkinsus sp. (seta) fagocitado por uma célula de defesa. Barra
=100 pm.

Com respeito as alteracdes teciduais, estas foram predominantemente observadas
na glandula digestiva, mas também no estdmago, intestino e manto, mas ndo nas
branquias, nem nos foliculos gonadais. Todos os animais apresentaram alteragcdes na
glandula digestiva, que foram caracterizadas pela atrofia dos tGbulos digestivos, com
reducdo na espessura do epitélio e associacdo com dilatacdo do lumen dos tabulos
digestivos (Figuras 6-7). No lumen dos tubulos digestivos foi também observada
presenca de uma substancia de coloragdo amarelo-amarronzada de formato irregular
(Figura 7).
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Figura 7. Secgdes histologicas da glandula digestiva de N. nodosus

A-B. Tlbulos digestivos saudaveis, onde se observa dilatacdo associada com 0 processo
digestivo normal. C-D. Tabulos digestivos apresentando alteragdes de formato e sinais

de necrose. Barras = 100 pum.

Figura 8. Seccdes histoldgicas da glandula digestiva de N. nodosus.
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A-B. Acumulo de substancia amarelo-amarronzada no lumen dos tdbulos digestivos que

apresentam perda total das células epiteliais, ruptura e necrose. Barras = 100 pum.

No intestino e no estdbmago foram observadas desorganizacgdo e perda de coesdo
das células do epitélio, acompanhadas de infiltragdo hemocitaria no tecido conjuntivo
adjacente (Figura 8).

No manto, em algumas regides do epitélio, foi observada presenca exacerbada
de coloracdo marrom, indicativa de melanizacgéo (Figura 9), alteracdo que ocorreu em 8

animais (42%).

Figura 9. Seccdes histolégicas do epitélio do intestino (EI) de N. nodosus.

A-B. Desorganizacdo e perda de coesdo celular (setas), acompanhadas de infiltragdo

hemocitaria (seta grossa) no tecido conjuntivo adjacente. Barras = 100 um
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Figura 10. Seccoes histoldgicas da borda do manto de N. nodosus

A-C. Intensa e localizada melanizacdo no epitélio da borda do manto (seta). D.

Melanizagdo intensa no epitélio (seta) e melanizagdo normal no ocelo “olho” da vieira
(seta grossa). Barra = 500 um para A, Barra = 100 um para B e C, Barra = 1000 pum
para D.

A mais importante alteracdo patoldgica observada que ocorreu em 5 animais (26%) foi
a presenca de infiltragcbes de células anaplésicas, indiferenciadas, grandes, com nucleo
hipertrofiado e alta relacdo nucleo/citoplasma (Figura 10), caracterizando uma neoplasia
disseminada. A infiltracdo destas células foi mais abundante no tecido conjuntivo
préximoa glandula digestiva onde se observaram algumas figuras mitdticas indicativas
de proliferacéo celular. Em 1 animal, a intensidade das infiltracfes foi alta, com células
alteradas infiltradas em diferentes tecidos (manto, génada, glandula digestiva).
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Figura 11. Seccoes histologicas da glandula digestiva de N. nodosus.

A. Intensa infiltracdo de células neoplasicas (seta grossa) no tecido conjuntivo. TD:

Tubulos digestivos. B. Agregacgéo de células neoplasicas ao lado de um tdbulo digestivo
alterado com quase auséncia de seu epitélio C. Células neoplasicas entre tabulos
digestivos. Note a alta relacdo nucleo/citoplasma das células, figura mitética (seta fina)

e uma célula com dois nucleos (seta grossa).Barras = 100 pum.

Em relacéo as vieiras coletadas em Cabo Frio ndo foi constatado presenca de
Perkinsus spp. e OsHV-1. Todos os animais analisados apresentaram somente pequena
dilatacdo natural em vieiras do tdbulo digestivo, com pouca presenca de substancia
amarelo-amarronzada (Figura 6A). Potenciais parasitas fagocitados e metazoarios no

limen ndo foram observados nos animais analisados. A melanizacdo se deu de forma
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natural em animais que apresentaram por¢des dos ocelos nas laminas confeccionadas.

Também n&o foi detectado a presenca de células neoplasicas nos animais referidos.

6 DISCUSSAO

Esse trabalho realizou um diagndéstico de alteragfes patoldgicas e de parasitas
em vieiras Nodipecten nodosus, espécie de alto valor comercial no Brasil. Foram
estudadas duas populages cultivadas de vieiras do Estado do Rio Janeiro, uma delas, de
um local de Angra dos Reis que vem sofrendo com eventos recorrentes de mortalidade
desde 2017. A caracterizacdo histopatoldgica foi uma das ferramentas metodoldgicas
utilizadas neste estudo, para trazer novas interpretacdes e conhecimento sobre as causas
das mortalidades e complementar os estudos feitos anteriormente (Thompson et al.,
2023; Pereira et al., 2024).

Nesse estudo ndo foi detectado DNA viral de OsHV-1, nem sinais histoldgicos
da infeccdo, como presenca de nuacleos hipertrofiados, cromatina periférica e uma
inclusdo viral aciddfila (Da Silva et al., 2018). Abreu Corréa et al. (2024) buscaram pela
infeccdo por OsHV-1 em vieiras de Angra do Reis da Baia de Ilha Grande (RJ)
utilizando PCR quantitativa (QPCR) com iniciadores diferentes dos utilizados nesse
estudo (OsHV-1 BF; C2; C6) e também ndo detectaram a infeccdo. A auséncia desse
virus é particularmente relevante, visto que ele configura importante agente causador de

mortalidades em massa de bivalves em escala global (Da Silva et al., 2024).

Protozoarios do género Perkinsus spp. ndo foram encontrados pelos dois
métodos de diagnostico usados neste estudo, o0 RFTM e a PCR convencional. No
entanto, a observacao histologica de um dnico caso de uma célula muito similar ao
parasita, a saber, em formato de anel, tipica de trofozoito, que é a forma presente no
hospedeiro (SUPLICY, 2022); e a infeccdo no epitélio do intestino, 6rgdo comumente
infectado (Sabry et al. 2009), indicam que de fato trata-se de Perkinsus spp. e que ele
pode estar presente no ambiente e infectar a vieira. Ja € relatado que em casos de baixa
intensidade de infeccdo o RFTM e a PCR ndo sdo suficientemente sensiveis para
diagnosticar (Gauthier et al., 2006), mas uma Real-Time PCR poderia. Os hemdcitos

das vieiras, assim como de outros bivalves, desempenham papel central na imunidade



39

inata desses animais, sendo responsaveis por processos de fagocitose, encapsulacdo e
producdo de intermediérios reativos (Ballina, et al., 2022). A presenca de Perkinsus sp.
fagocitado poderia indicar uma resposta eficiente de contencdo da infeccéo, impedindo
que alcance intensidades altas. Até o presente momento, ndo se tem registro de
Perkinsus spp. infectando pectinideos. Porém, a infec¢do por Perkinsus spp. ocorre em
ostras, ameijoas e mexilhdes inclusive no Brasil (Da Silva et al., 2024) nos quais
protozoarios oportunistas foram detectados em niveis baixos sem acarretar danos
significativos, mas que em situacdes de estresse ambiental poderiam se tornar
patogénicos (Sihnelet al., 2016; Carellaet al., 2015).

A presenca de ciliados no Iimen do intestino e de copépode no estbmago das
vieiras pode ser considerada normal, e ndo patoldgica, pois estdo em uma intensidade
baixa e consistente com relatos anteriores em N. nodosus, estando relacionada aos
habitos alimentares dessa espécie (Suhnel et al., 2016). Ciliados do género
Ancistrocoma, por exemplo, sdo geralmente encontrados no limen dos tdbulos
digestivos ou do intestino; contudo, em altas intensidades podem causar danos celulares
e aumentar a producdo de muco (Meyers & Burton, 2009). Esses organismos, portanto,
devem ser interpretados dentro de um espectro que vai do comensalismo ao parasitismo,

dependendo da intensidade da infeccédo e do estado fisiol6gico do hospedeiro.

A atrofia da glandula digestiva é frequentemente descrita em vieiras e pode estar
associada tanto com alteracBes metabdlicas do processo de assimilagdo de nutrientes
quanto a fatores infecciosos. A morfologia normal dos tubulos digestivos passa por
diferentes estagios de alargamento do IUimen, podendo apresentar corpos residuais
dependendo do estagio de digestdo (La Douceur, 2021). Uma revisdo recente de Rolton
et al. (2023) relatou que a presenca de estruturas amarronzadas no limen dos tubulos
digestivos pode ser indicativa da presenca de particulas virais, desencadeando a
Digestive Epithelial Virosis (DEV), ja registrada em Pectinidae (Hine & Wesney, 1997;
Rolton et al., 2023). O acimulo dessa substancia de forma intensa, associado com a
degradacdo das camadas epiteliais e de células basofilas, pode indicar um ciclo
digestivo comprometido. No presente estudo, foi feito apenas o diagndstico do OsHV-
1, para o qual iniciadores foram desenvolvidos, mas este virus ndo afeta a glandula
digestiva, assim, ha possibilidade de outros virus infectarem esse orgéo. Para o estudo

de outros virus, faz-se necessaria a utilizacdo de andlises complementares, com a
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microscopia eletronica de transmissdo ou outros iniciadores de PCR.

Além disso, deve-se considerar que a atrofia dos tibulos com sinais de necrose
pode refletir condigdes ambientais adversas, como baixa disponibilidade de alimento,
variacdes de salinidade e temperatura, estresse nutricional ou contaminantes. A glandula
digestiva e o intestino sdo os 6rgdos mais afetados em casos de acimulo de metais
pesados (Galvédo, 2009; Santos et al., 2024), demonstrando que alteracbes ambientais
podem comprometer severamente esses 6rgdos. Como nao foram encontradas alteraces
nas branquias, sugere-se que as alteracBes observadas na glandula digestiva sejam

decorrentes de um processo metabolico/fisioldgico debilitado nos animais.

Outro achado relevante foi a melanizacdo exacerbada no epitélio do manto. A
presenca de célula pigmentadas ou melanizacdo de baixa intensidade é comum nos
ocelos de vieiras, que podem aparecer em diferentes porces nas laminas histologicas
(Audino et al., 2015). Sabe-se que a regido do manto em vieiras € uma area que contém
enzimas relacionadas a defesa imunolégica contra uma variedade de estressores
(Beninger & Pennec, 2016; Estrada et al., 2007). Dessa forma, a intensa melanizacdo
pode representar um processo fisiologico de defesa, uma vez que envolve cascatas
proteoliticas dependentes de fatores humorais relacionados a proteases como tripsina e
quimotripsina, conforme descrito por Estrada et al. (2007) em N. subnodosus expostas a
dinoflagelados toxicos. No entanto, é importante destacar que uma resposta exacerbada
de melanizacdo também pode resultar em danos teciduais secundarios, configurando um

desequilibrio entre defesa e lesdo.

Um achado inédito deste estudo foi a neoplasia disseminada. Até onde se tem
conhecimento, este constitui o primeiro registro de neoplasia em vieiras. Essa mesma
patologia ja foi observada em ostras C. gasar cultivadas no estuario do Rio
Mamanguape (Da Silva et al., 2018). A descri¢do das células anaplasicas encontradas
nesse estudo é semelhante a descrita para outros bivalves (Barber, 2004; Carballa et al.,
2015; Da Silva et al., 2018), como o ndcleo hipertrofiado, a alta relagéo
nucleo/citoplasma e a presenca de figuras mitoticas, que indicam proliferacdo celular.
Apesar da prevaléncia ter sido baixa assim como as intensidades, as células alteradas
invadiram diferentes 6rgdos. Ndo é possivel afirmar que a patologia observada seja

causa primaria das mortalidades relatadas nos animais, mas deve ser monitorada e mais
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estudada.

Em sintese, os resultados encontrados no presente estudo sugerem que as
mortalidades de vieiras em Angra dos Reis tém carater multifatorial. A auséncia de
Perkinsus spp. e OsHV-1 ou de sinais de agente infeccioso, a presenca de alteracbes do
trato digestivo, cuja causa precisa ser investigada, a ocorréncia de melanizacédo
exacerbada, potencial resposta imunologica e o registro inédito de neoplasia
disseminada demonstram a complexidade do cenario. Tais achados reforcam a
necessidade de investigacbes integradas que combinem histopatologia, biologia
molecular, como realizado neste estudo, mas também andlises de parametros da agua do

mar do cultivo (nutrientes, contaminantes, temperatura e salinidade).

Este trabalho abriu uma frente de pesquisa para a compreensao mais ampla da
salude das populacdes de vieiras oriundas de um local com recorrentes eventos de
mortalidade de forma a subsidiar medidas de manejo que minimizem perdas produtivas.
A relevancia desse estudo se justifica pela importancia econdmica e ecoldgica das
vieiras nativas N. nodosus, além do impacto que os episddios de mortalidade tém sobre
a sustentabilidade da producdo aquicola e sobre comunidades que dependem dessa

atividade.
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CONCLUSAO

O presente estudo revelou que as vieiras N. nodosus cultivadas na Baia da Ilha
Grande apresentaram  importantes alteracdes histopatologicas, acometendo
principalmente os tabulos digestivos, sem aparente associacdo com agentes infecciosos,
mas com a presenca de uma patologia de possivel origem hemocitaria, a neoplasia
disseminada. N&o ha como afirmar que uma destas alteracdes seja a principal causa das
mortalidades, mas juntas poderiam influenciar um estado patologicoe efeito sinérgico
potencialmente negativo para a saude do animal.Outros estudos devem ser feitos a fim

de corroborar e ampliar os resultados obtidos.
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