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RESUMO

As vantagens econdmicas que um cultivo extensivo de moluscos bivalves
apresenta perante os demais tipos de cultivos, em termos de disponibilidade de alimento
natural, tornam-se menos atrativas diante da dificuldade do controle da qualidade do
alimento disponivel no ambiente marinho. Como o principal componente da dieta dos
bivalves sdo as microalgas, microorganismos fitoplanctonicos, fotossintetizantes, que
ajudam a compor a base da cadeia alimentar marinha, eles estdo expostos a toda sorte
de espécies, inclusive as toxicas, como por exemplo, o dinoflagelado Dinophysis
acuminata. Essa espécie de microalga nociva, que é encontrada com frequéncia no litoral
paranaense, produz toxinas diarréicas do tipo acido okadaico (AO) e dinofisistoxinas
(DTXs). As espécies de bivalves utilizadas neste trabalho - as ostras Crassostrea gigas
e C. brasiliana e o mexilhdo Perna perna - fazem parte do grupo de moluscos bivalves
mais cultivados e mais consumidos no Brasil, assim ha uma maior preocupacdo em
relacdo ao seu controle sanitario. Como os bivalves sdo eficientes filtradores e
acumuladores de substancias quimicas, sdo considerados 0s principais agentes
patogénicos transmissores do envenenamento diarréico por consumo de mariscos
(DSP), um dos maiores problemas de saude publica ligados ao consumo dos moluscos
bivalves. Portanto, este trabalho propds estabelecer bases metodoldgicas para a
execucdo de estudos comparativos de acumulo e depuracdo de toxinas algais por
bivalves sob condicdes controladas em laboratério. Foi elaborado um protocolo de
preparo de amostras, que podera ser usado para varios tipos de toxinas algais e varias
espécies de bivalves, apenas com algumas adaptacBes especificas de cada espécie.
Avaliou-se a sobrevivéncia durante o periodo de manutencdo em laboratério, que foi
limitado pela baixa concentragédo alimentar oferecida. Contudo, a taxa de sobrevivéncia
foi bastante satisfatoria para as espécies de ostras C. gigas e C. brasiliana (82 % e 87
%, respectivamente), demonstrando uma boa resisténcia as restricbes do ambiente
artificial. J& os mexilhdes tiveram uma taxa de sobrevivéncia de (59 %), revelando maior
sensibilidade. Os niveis de amodnia (< 0,25) e pH (6 — 7,4) permaneceram dentro do
toleravel. A temperatura da agua variou entre 20,5 e 23,2 °C e a salinidade oscilou entre
28 e 30 nesse periodo. Os parametros biométricos medidos durante o experimento
demonstraram que em altura de concha, os valores médios foram de 29 mm para C.
brasiliana (n = 100), 32 mm para P. perna (n = 50) e 34,3 mm para C. gigas (n = 100).
Entretanto, C. brasiliana apresentou um peso desconchado (tecidos moles somados), em
média quase duas vezes superior ao das demais espécies (0,94 g, contra 0,49 g de C.
gigas e 0,57g de P. perna). A fracdo composta pela glandula digestiva representou, em
meédia, 23,4% do peso dos mexilhbes e entre 29,5 e 31,4% do peso das ostras. Os
bivalves foram expostos simultaneamente a uma suspensao rica em células de
Dinophysis acuminata (entre 1.350 e 13.750 células L), com total sobrevivéncia dos
individuos durante os periodos de acumulo e depuracao de toxinas.

PALAVRAS CHAVES: ficotoxinas; Dinophysis acuminata; Crassostrea gigas;
Crassostrea brasiliana; Perna perna; acido okadaico.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O sistema de cultivo extensivo de moluscos bivalves apresenta uma grande
vantagem econdmica em relacdo as demais formas de cultivo, pois é feito em ambiente
natural, utilizando-se de recursos marinhos disponiveis, como a 4gua e o alimento. O
mesmo nao acontece em um sistema de cultivo intensivo, onde o produtor fornece toda
a alimentacdo necessaria para as diversas fases do cultivo. O custo gerado com a
alimentacdo em um ciclo completo de um cultivo intensivo é muito elevado, podendo
representar 75 % do custo total da producédo (Halver, 2002). Contudo, apesar dessa
vantagem, o fato de nao se ter o controle sobre a qualidade do alimento ofertado, coloca
em risco a seguranca sanitaria dos organismos e a qualidade do produto final. O principal
alimento dos moluscos bivalves sdo as microalgas, (Ferreira et al., 2010):
microorganismos fitoplanctonicos, fotossintetizantes, que ajudam a compor a base da
cadeia alimentar marinha e possuem acentuada variabilidade em relacdo a composicao
e abundancia. Foram identificadas, até hoje, cerca de 5.000 espécies de microalgas
marinhas, e dentre estas espécies, 300 desenvolvem floracbes e 40 destas, sao
potencialmente produtoras de toxinas, (Hallegraeff et al., 1995; FAO, 2005). Para uma
microalga ser classificada como nociva, é necessario que sejam analisados os efeitos
prejudiciais desencadeados durante o desenvolvimento das floragbes. Estas floracdes
ocorrem quando as condi¢des fisicas, quimicas e biolégicas do ambiente, favorecem a
multiplicacdo intensa, em um curto periodo de tempo, de uma determinada espécie de
microalga, ocasionando elevada densidade celular. Os dinoflagelados, por exemplo,
tornam-se predominantes e podem formar floragdes principalmente em ambientes com
baixa turbuléncia da agua e alta concentracao de nutrientes (Proenca & Mafra Jr., 2005),
podendo causar efeitos prejudiciais mesmo em densidades de poucos milhares de

células por litro.

Floracdes de algas nocivas (FANS) - termo adotado pela Comissédo Oceanografica
Intergovernamental (COI) da UNESCO, aceito internacionalmente para determinar
gualquer proliferacdo de microalgas, independente de sua concentracédo (Reguera et al,

2011), que podem causar varios danos: ao ambiente, por meio de alteracbes nas



propriedades estéticas da agua, incluindo a alteracdo na cor ou formacédo de espumas,
ou pela deplecdo de oxigénio causada por intensa atividade microbiana no final das
floracdes; aos organismos marinhos, podendo causar a morte daqueles mais sensiveis
as toxinas algais ou até mesmo por danos causados ao aparelho respiratério de alguns
animais; aos humanos, podendo causar graves enfermidades e levar a morte pelo
consumo de moluscos bivalves, principalmente ostras e mexilhdes, contaminados com
as ficotoxinas. Desta forma, as FANs podem causar grande impacto a saude publica, ao
meio ambiente e ao setor econémico, sobretudo, as atividades de aquicultura, pesca e
turismo (Proenca & Mafra Jr., 2005; Reguera et al, 2011; Blanco et al, 1999).

As ficotoxinas sdo metabdlitos secundarios de composicdo quimica variada
(Proenca & Mafra Jr., 2005). Sua toxicidade é determinada pelo mecanismo de ac¢éo da
toxina, pela sensibilidade do organismo-alvo e de outros fatores que a determinam mais
ou menos toxica. O envenenamento em humanos depende ainda, da capacidade do
organismo-vetor em acumular toxinas. Como o0s moluscos bivalves sao eximios
filtradores, sédo os grandes vetores desta transmissao, justificam-se as pesquisas sobre
a fisiologia destes organismos, mais especificamente, sobre sua capacidade em
acumular as toxinas produzidas pelas microalgas, bem como a depuragdo das mesmas
(Mafra et al., 2010).

As ficotoxinas marinhas mais importantes, ou seja, as que apresentam grande
risco para o consumo humano através dos moluscos bivalves contaminados s&o
identificadas como sindromes, que constituem cinco grupos principais: PSP
(envenenamento paralisante por consumo de mariscos); ASP (envenenamento amnésico
por consumo de mariscos); NSP (envenenamento neuroldgico por consumo de
mariscos); AZP (envenenamento por azaspiracidos) e DSP (envenenamento diarréico
por consumo de mariscos) (Hallegraeff et al., 1995; Lindahl, 1998 apud FAO, 2005).

Dentre os organismos responsaveis pelos episédios de DSP, que é um dos
maiores problemas de saude publica ligado ao consumo dos moluscos bivalves em nivel
mundial, a microalga Dinophysis acuminata é encontrada com frequéncia no litoral
paranaense, (L.L. Mafra Jr.,, com. pess.). Este dinoflagelado est4d presente na

alimentacdo natural dos bivalves, havendo uma grande preocupacdo com a



contaminacao desses organismos por toxinas diarréicas, pois 0 maior perigo esta no fato
de, tanto o local de cultivo, quanto os bivalves contaminados n&o apresentarem nenhuma
diferenca aparente, que possa distingui-los para evitar o consumo (Vale, 2004). Mesmo
ocorrendo em baixa abundancia dentro da comunidade fitoplanctonica (1-10%) (Ferreira
et al, 2010), as microalgas do género Dinophysis geralmente podem ser toxicas mesmo
em baixas densidades celulares (entre 200 e 10.000 cel/L!) (Reguera, 2003 apud
Proenca & Mafra Jr., 2005; FAO, 2005). D. acuminata, assim como outras espécies deste
género, produz toxinas diarréicas do tipo 4cido okadaico (AO) e dinofisistoxinas (DTXs),
(Haraguchi & Odebrecht, 2010; Lee et al, 1989), que sao toxinas termotolerantes, isto €,
resistem a altas temperaturas, inclusive ao cozimento e congelamento (Vale, 2004). No
caso da DSP, os sintomas mais comuns nos quadros clinicos de intoxicacdo sédo dores
abdominais e de cabeca, fraqueza muscular, vomito e diarréia, que aparecem logo apos
o consumo do molusco contaminado (Oliveira et al, 2010). Somente 1 ug AO.kg™* de peso
corporeo é suficiente para produzir os sintomas durante trés dias, com ou sem tratamento
meédico. Mesmo quando as quantidades ingeridas sdo abaixo daquelas necessarias para
manifestar os sintomas, porém se existe um consumo frequente de moluscos
contaminados, ha fortes indicios de que a exposicdo crbnica as toxinas pode promover
tumores cancerigenos no estdmago e intestino (Cordier et al. 2000). No final da década
de 1970, no Japéao, foi descrita a DSP, pela primeira vez. Quando ocorreram dois
episddios de envenenamento (1976 e 1977), causados pelo dinoflagelado Dinophysis
fortii, o &cido okadaico e seus derivados foram descobertos, como um novo grupo de

toxinas diarréicas, (Yasumoto et al. 1980).

Atualmente, tendo em vista o risco que consumidores de moluscos estao expostos
no Brasil, devido as recorrentes contaminacdes através do consumo de moluscos
bivalves, foi criado “O Programa Nacional de Controle Higiénico-Sanitario de Moluscos
Bivalves — PNCMB, instituido pela Instru¢do Normativa Interministerial n® 7 de 8 de maio
de 2012. Este programa, que foi elaborado para monitorar toda a produgéo do setor
destinada ao consumo humano, inclui ostras, berbigdes, vieiras, mexilhdes e outros. Foi
instituido em conjunto pelos Ministérios da Pesca e Aquicultura (MPA) e Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA). Para regulamentar este programa, foi

criada a Portaria n° 204 de 28 de junho de 2012, que estabelece os procedimentos


http://www.mpa.gov.br/images/Docs/INs/IN_2012/Instu%C3%A7%C3%A3o%20Normativa%20Interministerial%20n%C2%BA%207%20(Institui%20o%20Programa%20de%20Controle%20Higi%C3%AAnico-%20Sanit%C3%A1rio%20de%20Moluscos%20Bivalves)Publicada%20em%2009-05-2012.doc
http://www.mpa.gov.br/images/Docs/INs/IN_2012/Instu%C3%A7%C3%A3o%20Normativa%20Interministerial%20n%C2%BA%207%20(Institui%20o%20Programa%20de%20Controle%20Higi%C3%AAnico-%20Sanit%C3%A1rio%20de%20Moluscos%20Bivalves)Publicada%20em%2009-05-2012.doc
http://www.mpa.gov.br/images/Docs/INs/IN_2012/Instu%C3%A7%C3%A3o%20Normativa%20Interministerial%20n%C2%BA%207%20(Institui%20o%20Programa%20de%20Controle%20Higi%C3%AAnico-%20Sanit%C3%A1rio%20de%20Moluscos%20Bivalves)Publicada%20em%2009-05-2012.doc
http://www.mpa.gov.br/images/Docs/INs/IN_2012/Instu%C3%A7%C3%A3o%20Normativa%20Interministerial%20n%C2%BA%207%20(Institui%20o%20Programa%20de%20Controle%20Higi%C3%AAnico-%20Sanit%C3%A1rio%20de%20Moluscos%20Bivalves)Publicada%20em%2009-05-2012.doc
http://www.mpa.gov.br/images/Docs/Portarias/MPA/2012/Portaria%20n%C2%BA204(Estabelecer%20para%20coleta%20de%20amostras%20para%20an%C3%A1lises)%20Publicada%20em%2029-06-2012doc.doc
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corretos para coleta de amostras para realizacdo de analises de micro-organismos
contaminantes e de toxinas em moluscos bivalves, bem como de andlises para o

monitoramento de espécies de microalgas potencialmente produtoras de toxinas.

A escolha das espécies dos organismos utilizados neste trabalho - as ostras
Crassostrea gigas e C. brasiliana e o0 mexilhdo Perna perna - se deu pelo fato de fazerem
parte do grupo de moluscos bivalves mais cultivados, e muito consumidos no Brasil,
devendo-se ter, assim, maior preocupacado em relacdo ao seu controle sanitario. Como
esses moluscos bivalves sao eficientes filtradores e naturalmente acumuladores de
substancias e microorganismos, mesmo ndo sendo afetados pelas toxinas (Barbieri,
2009), estes estdo sempre sujeitos a se tornarem agentes patogénicos, apresentando
riscos ao consumo humano (Alves et al, 2010).

A ostra Crassostrea gigas (Thunberg, 1793) é uma espécie exatica originaria do
Japao, sendo assim conhecida em alguns locais como “ostra japonesa” ou “ostra do
pacifico”. Como a C. gigas possui uma taxa de crescimento muito elevada, se comparada
as ostras nativas, e por ser de facil adaptacao, foi introduzida no Brasil no inicio dos anos
1980, por Jacques Debevois (Brito, 2008), para dar inicio ao primeiro grande projeto de
cultivo de ostras em nivel industrial no Brasil, fato que ocorreu em Cananéia, litoral do
Estado de S&o Paulo. Como a espécie € de aguas mais frias, logo se adaptou as aguas
do litoral do Estado de Santa Catarina, onde predominam temperaturas mais baixas.
Visto o grande potencial de cultivo desse molusco, em 1990 a Universidade Federal de
Santa Catarina, importou e introduziu o pacote tecnolégico da producéo de C. gigas no
litoral catarinense, que se tornou, e até hoje €, o maior produtor e gerador de pesquisas
da espécie em todo o pais. Ja a ostra Crassostrea brasiliana (Lamarck, 1819) € uma
espécie nativa do litoral brasileiro e ocorre no infralitoral, sendo considerada de grande
porte, podendo chegar a 20 cm de comprimento de concha (Brito, 2008) e, portanto,
apresenta grande potencial para cultivo. Por fim, o mexilh&o Perna perna (Linneus, 1758)
também é uma espécie nativa do litoral brasileiro e por atingir o maior tamanho comercial,
o P. perna é a espécie de mexilhdo mais cultivada e comercializado no Brasil,
principalmente no Estado de Santa Catarina que, além das ostras, também & seu maior
produtor.

7

O presente estudo € parte integrante do projeto de pesquisa “Acumulo e
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depuragéo de toxinas algais em espécies cultivaveis de moluscos bivalves”, coordenado
pelo Prof. Dr. Luiz L. Mafra Jr, (CNPq Edital Universal, proposta n°® 481759/2010-7), que
tem como objetivo a caracterizacdo da presenca e toxicidade de microalgas
potencialmente nocivas nas areas de cultivo de moluscos bivalves no litoral paranaense,
bem como a avaliagéo do potencial de acumulo de toxinas algais por espécies cultivaveis
de moluscos bivalves. Para tanto, a presente investigacéo buscou estabelecer as bases
metodoldgicas para a execucdo de estudos comparativos de acumulo e depuracao de
toxinas algais por bivalves sob condigcbes controladas em laboratério, porém,
representativas do ambiente natural. A técnica desenvolvida foi aperfeicoada durante um
experimento-piloto, no qual ostras do género Crassostrea spp. e mexilhées da espécie
Perna perna foram expostos, em laboratorio, a um evento simulado de floracdo de

Dinophysis acuminata em ambiente de cultivo.

2.0BJETIVOS
2.1. Objetivo geral

e Estabelecer bases metodoldgicas para a execucado de estudos comparativos de
acumulo e depuracao de toxinas algais por bivalves sob condi¢des controladas em
laboratodrio, contribuindo assim, para o melhor entendimento sobre aspectos

relevantes para seu controle sanitario.

2.2. Objetivos especificos

e Avaliar a sobrevivéncia e os parametros biométricos (comprimento da concha,
peso desconchado) de mexilhdes (Perna perna) e ostras (Crassostrea brasiliana

e C. gigas) durante o periodo de manutencdo em laboratorio;

e Determinar a contribuicdo do hepatopancreas para o peso total dos tecidos das
diferentes espécies de bivalves utilizadas, ja que este 6érgédo concentra as maiores

guantidades de toxinas algais nestes organismos;
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e Expor os bivalves, simultaneamente, a uma suspensdo rica em células de
Dinophysis acuminata, representativa de uma floragdo toxica, avaliando a
sobrevivéncia dos individuos durante os periodos de acumulo e depuracdo de

toxinas;

e Estabelecer, com base em tal experimento-piloto, os protocolos para a coleta e 0
processamento de amostras visando a analise de toxinas algais para calculo das

taxas de acumulo e depuracéo por diferentes espécies de moluscos bivalves.

3.MATERIAIS E METODOS
3.1.0btencéo dos bivalves e manutencdo em laboratorio

Em 2012, no Laboratdrio de cultivo de microalgas, em dois aquarios de 160 L cada,
de dimensdes: 97 cm x 47 cm x 40 cm, foram colocadas quatro bandejas flutuantes,
perfuradas para permitir um fluxo adequado de agua (Figura 01), e aeracdo constante
para a manutencdo dos mesmos até a execucdo do experimento. A agua utilizada nos
aquarios foi proveniente da porcdo externa da Baia de Paranagud, coletada em maré
enchente e trazida por um caminhao pipa e armazenada em duas caixas d’agua de 3.000
L cada, onde foram cloradas (1mL de cloro /5 L de &gua) e neutralizadas com tiossulfato
(1 mL/ 1L de agua) antes de serem utilizadas nos aquarios. Com o ambiente de cultivo
preparado, foi recebido em janeiro de 2012 o primeiro lote de ostras C. gigas, que
continha 2.206 individuos de aproximadamente 40 dias de idade. Nesse teste foram
trabalhados apenas C. gigas, uma vez que, nao houve sucesso na captura das ostras
nativas naquela oportunidade e consequentemente, ndo foi feita a aquisicdo do mexilhdo
Perna perna. Foram confeccionados 17 coletores de sementes, que foram instalados em
um cultivo de ostras em “long-line” no municipio de Guaratuba/PR. Porém, como foram
levados ao ambiente j& no final da temporada de reproducgéo, quando foram trazidos ao
laboratério, ndo havia "sementes" de ostras, mas sim incrustacdes diversas,
predominantemente compostas de cracas e outros crustaceos e briozoarios, que foram
apropriadamente descartados (Figura 02). Desta forma, néo foi possivel a execuc¢ao do

experimento naquele ano.
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Ja no verdo de 2013, os moluscos bivalves foram trazidos de Florian6polis, no
dia 31 de Janeiro, oriundos da producdo no Laboratério de Moluscos Marinhos da
Universidade Federal de Santa Catarina (LMM / UFSC), sendo compostos por individuos
juvenis das ostras Crassostrea gigas (208 individuos) e C. brasiliana (295 individuos) e
do mexilhdo Perna perna (195 individuos). As C. brasilianas, até que atingissem o
tamanho ideal, ficaram durante quatro meses em estruturas de cultivo chamadas
“travesseiros”, em um cultivo em aguas da baia da Babitonga, na localidade de
Laranjeiras, em S&o Francisco do Sul / SC. A escolha de organismos na fase juvenil,
representando individuos adultos (tamanho comercial), foi feita pelas vantagens de
serem mais faceis de manter em laboratério e por ainda ndo produzirem material
reprodutivo, o que poderia interferir nos resultados do experimento.Desde entédo, foram
mantidos com uma “dieta de manutencdo”’composta pelas microalgas flageladas,
Tetraselmis suecica e Isochrysis galbana, e a diatomacea Chaetoceros muelleri.
Permaneceram sob essa dieta até 24 horas antes do experimento, quando entédo, foram
transferidas para um unico aquario com 100 L de agua do mar filtrada e receberam como
alimento, a microalga T. suecica, até o inicio do experimento. A espécie T. suecica foi
escolhida como dieta de aclimatacdo e, conforme descrito mais adiante, dieta de
depuracdo na segunda fase do experimento, por ser ndo tbéxica, de boa qualidade
nutricional e porque era a microalga com maior volume de producéo no laboratorio na
época do experimento.

Os parametros abiéticos, tais como temperatura, salinidade, oxigénio dissolvido,
pH e concentracdo de amoénia, foram monitorados nos aquarios de manutencdo, com
devida freqiéncia para manter o ambiente adequado as condi¢cdes de saude dos
bivalves.

Durante esse periodo em laboratorio, foram feitos dois tipos de biometria
mensais: (a) em cada bivalve, foi medido o comprimento de concha (mm), utilizando um
paquimetro digital, tomando a medida méaxima: desde o umbo até a extremidade oposta
da concha (posterior), e (b) o peso desconchado (g) de trés organismos (pequeno P,
médio M e grande G) de cada espécie, com auxilio de uma balanca de trés casas de
precisdo, para se avaliar o crescimento da populacdo sob a dieta de manutencéo e

auxiliar na escolha da classe de tamanho dos individuos que seriam usados no
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experimento.

Durante a execucdo das biometrias, foi possivel detectar um problema de
infestacdo de organismos bentdnicos nas ostras C. brasilianas, adquirido no periodo em
que as ostras ficaram em “travesseiros”, no ambiente natural, até a fase juvenil. A medida
tomada para reduzir a infestagdo por poliquetas foi o “castigo”, que € uma das técnicas
utilizadas em cultivos de bivalves para reduzir incrustacdes, onde é feita a imersédo das
ostras em agua doce ou destilada em laboratorio, durante 15 minutos, no minimo, para
gue 0s organismos sensiveis a baixa salinidade, sejam eliminados. Outro método
utilizado nos cultivos comerciais € a exposicao diaria ao sol, que se da através do ciclo
de marés, quando se posiciona, estrategicamente, as estruturas de cultivo na regido de

entre-marés.

Figura 1. Bandejas flutuantes adaptadas as necessidades dos bivalves.
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Figura 2. Coletores de sementes apds serem retirados do cultivo, com varias incrustacdes.

Para a construcdo das bases metodolégicas, que irdo contribuir para a execucao
de estudos comparativos de acumulo e depuragdo de toxinas algais, foi gerado um
protocolo padréo, que podera ser usado em experimentos com diversos tipos de toxinas.
Para tanto, foi preciso se realizar um estudo de caso, feito através de um experimento-
piloto, onde trés espécies de moluscos bivalves cultivaveis foram submetidas as toxinas

diarréicas produzidas pela microalga D. acuminata, conforme sera apresentado a seguir:

3.2.Experimento-piloto: toxinas diarreicas de Dinophysis acuminata

3.2.1.Coleta de fitoplancton

A coleta foi realizada no dia 09/05/2013, na Baia da Babitonga, S&o Francisco do
Sul / SC (26°16'52.0"N; 48°40'38.3"). A escolha do local foi feita pela confirmacao da
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presenca da microalga D. acuminata, através do Certificado de ensaio: n° 097/2013, de
16/04/2013 (Figura 3), emitido pela Companhia Integrada de Desenvolvimento Agricola
de Santa Catarina CIDASC. Com o auxilio de uma pequena embarcacéao, utilizando-se
duas redes de fitoplancton com malha de 20 um, foram feitos varios arrastos na localidade
de Laranjeiras, a uma profundidade de 1,5 m, aproximadamente, e 65 cm de
transparéncia da adgua, medida com disco de Secchi. A temperatura da agua foi obtida
com um termdémetro padrdo de mercurio, estava em 24°C, e a salinidade, medida com
um refratbmetro, variou entre 32 e 33. Para eliminar particulas maiores que a faixa de
tamanho desejada, que é a faixa de tamanho da célula de D. acuminata (entre 20 e 60
pm), assim que os arrastos eram feitos, os 80 L do concentrado coletados, passaram por
uma peneira de zooplancton com malha de 60 um (confeccionada no Laboratério de
Microalgas do CEM/UFPR), antes de serem armazenados nos quatro galées de 20 L,

com agua do mar local.

O microscépio foi montado em campo, junto ao pier utilizado para embarque e
desembarque. Através da analise de uma amostra do concentrado, feita no microscépio,
foi possivel confirmar a presenca da microalga D. acuminata no local da coleta e assim,

garantir o sucesso do experimento.

MICROALGAS Microalga - cél./L.
Localidade Data Coleta =) 2
39 3 88 ©
e = g &é
— -
38 s3 R, 3 g
33 g% = ES g
-~ 9 = =3
Ee l £ 88 | 3§
Armacao do ltacoporoi 16/04/2013 NO NO 39,60 (9,0) NO
anf ang‘f 16/04/2013 NO NO 4270 (3.2) NO
Laranjeiras (Sao Francisco do Sul 16/04/2013 150 m 150 3,80 (0.3) NO |
Paulas (S#o Francisco do Sul) ' 16/04/2013 300 300 1,45(0,1) NO

P: presente na amoslra de rede; NO: ndo observado na amostra.
Dinophysis spp. total: somatério de todas as espécies de Dinophysis. Alerta quando contagem total maior que 500 cél./L.
Pseudo-nitzschia spp: alerta quando contagem maior que 100 mil cél/L ou abundancia maior que 50% da contagem total.

Gymnodinium catenatum: alerta quando presente.

Figura 3. Certificado de ensaio n° 097/2013, de 16/04/2013, emitido pela Companhia Integrada de
Desenvolvimento Agricola de Santa Catarina CIDASC, indicando a presenca de D acuminata na localidade.
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3.2.2.Fornecimento da dieta experimental

Foram utilizados, em todo o experimento: 106 individuos de C. gigas, 106
individuos de C. brasiliana e 55 individuos de P. perna, que, ap0s serem selecionados
de acordo com o tamanho estipulado para cada espécie, foram transferidos para um
anico aquario e mantidos em bandejas separadas. Durante as 24 h de aclimatacéo, os
bivalves permaneceram sob a dieta monoespecifica controle composta de T. suecica. A
agua do mar filtrada foi trocada completamente para receber a dieta teste contendo a
microalga D. acuminata e dar inicio ao experimento. O inicio foi no dia 10/05/2013 as 10
horas da manha, apds a coleta da primeira amostra de bivalves, quando comecou a fase
de acumulo. Neste momento foi acrescentado ao aquario, que ja continha 100 L de agua
do mar filtrada, o primeiro galdo de 20 L do concentrado, contendo a dieta com D.
acuminata. O restante da dieta, os outros 60 L do concentrado, foram adicionados, ao
longo de um periodo de 24 h, com auxilio de uma bomba peristaltica, dispensando 15,57
ml/min, totalizando, 934 ml por hora de experimento (ou 0,93 I/h), garantindo assim que
a densidade celular de D. acuminata permanecesse elevada durante a fase de acumulo
de toxinas. Os galées com a dieta toxica foram mantidos sob aeracdo e iluminacéo
constante durante toda a fase inicial. Para dar inicio a proxima fase, “depuracao”, os
bivalves restantes foram lavados com agua do mar filtrada e transferidos para um
segundo aquario, devidamente preparado para o recebimento da dieta composta por 100
L de agua do mar filtrada e pela microalga T. suecica, que foi ofertada aos bivalves

durante o periodo de sete dias, totalizando 8 dias consecutivos de experimento.

Durante todo o periodo de execucao do experimento, foram retiradas de forma
homogénea, tanto dos aquarios como dos galdes coletados para a dieta teste, contendo
D. acuminata, aliquotas de 10 ml para a analise quantitativa das microalgas. Cada
aliquota foi armazenada em vidro ambar e fixada com trés gotas de solucédo de lugol 1
%. Entre as fases de acumulo (D. acuminata, Figura 04) e depuracéo (T. suecica), foram
retiradas 37 amostras para quantificacdo da abundancia de microalgas. Todas as
amostras foram contadas em triplicata, com auxilio de microscopio 6tico (Olympus®BX41)
e camaras de contagem Sedgewick-Rafter, quando o niumero de células era elevado (>

1000/ml) e também em microscopio Gtico invertido (Zeiss®, modelo ID-03), usando o
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método de Utermohl (1958), quando o numero de células era reduzido, tendo que contar

a cAmara toda, apos sedimentados de 2,4 e 2,5 ml de amostras por camara.

Figura 4. Célula de Dinophysis acuminata fotografada em uma das amostras analisada durante o
experimento.

3.2.3.Coleta e processamento das amostras de bivalves

Por ser um experimento-piloto, onde os procedimentos servirdo como informacdes
de base para a constru¢do de um protocolo para experimentos futuros, que podera ser
utilizado para diversas toxinas, o preparo das amostras foi adaptado de uma forma que
possa ser reproduzido para diversas espécies de bivalves. Um método semelhante ao
utilizado para o preparo das amostras na extragédo de toxinas, no presente experimento,
foi usado, anteriormente, por Proenca e Oliveira, (1999), na analise de acido domadico em

moluscos cultivados no litoral do Estado de Santa Catarina.

Em cada periodo amostral, foram retirados do aquério 30 individuos (12 C.gigas,
12 C.brasiliana e 6 P.perna), correspondendo a trés réplicas para cada espécie de
bivalve, compostas por 4 ostras ou 2 mexilhdes cada. As amostras de ostras continham
o dobro de individuos, necessarios para reduzir a variabilidade individual nas taxas de
filtracdo, comum nessas espécies de bivalves. Devido ao comportamento de fechamento
periddico das conchas, é aconselhavel uma média de varias ostras para se obter um
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resultado seguro, o que é feito combinando-se os tecidos de varios individuos em uma
amostra Unica. Ja os mexilhdes, que apresentam variagdes menores de um individuo
para outro, permitem o uso de amostras com um numero reduzido de individuos (2 no
presente estudo). No tempo amostral inicial (O h), antes da exposicdo a D. acuminata, as
amostras foram simples (sem réplicas), compostas por 2 mexilhées ou 4 ostras de cada
espécie, e serdo usadas simplesmente para demonstrar que 0s organismos ndo estavam
previamente contaminados com toxinas diarréicas. Os bivalves foram amostrados em
tempos variados ao longo da fase acumulo (5, 9, 14 e 24 h) e depuracéo (3, 10, 48 e 168
h). Além disso, amostras de 40 ml de &gua do mar foram retiradas de cada um dos galbes
gue continham a dieta com D. acuminata ofertada aos bivalves, e filtradas em filtros de

microfibra de vidro GF/C (Whatman) para posterior andlise de toxinas.

Para cada bivalve amostrado, antes da abertura da concha, os individuos foram
medidos (altura de concha em mm) com um paquimetro digital (Figura 05). Apés a
abertura, foi feita a secagem em papel toalha para se minimizar o erro na quantificacéo
das toxinas por interferéncia da agua interna (Figura 06). Foi entdo medido o peso de
cada individuo desconchado, com uma balanca digital de trés casas de preciséo (Figura
07). Em seguida, para cada individuo, foi feita a seccdo das visceras, contendo as
glandulas digestivas (gd), separando - os dos outros tecidos (ot), que incorporavam o
manto - musculos, branquias e palpos labiais, entre outros, utilizando-se de bisturi, pincas
e uma tesoura cirurgica. Foi feita a pesagem separadamente da gd e dos ot, que foram
acondicionados em tubos Falcon de 15 ml. J4 dentro do tubo, o material somado de
guatro ostras ou dois mexilhdes, foram pesados novamente para se obter o peso umido
total da amostra e calcular o volume de solvente necessario para se extrair as toxinas.
Todos os tubos foram devidamente identificados com uma sigla referente aos dados dos
bivalves que compuseram a amostra (espécie), hora da retirada, fase de experimento
(acumulo / depuracao), material (glandula digestiva gd / outros tecidos ot) e 0 nimero da
réplica (1, 2 e 3). (Ex.: Amostra: Crassostrea gigas; 5 h; fase de acumulo; glandula
digestiva; réplica 1: Sigla:CG5hAgdl).Apds o acondicionamento do material nos tubos
Falcon (Figura 08), as amostras foram levadas imediatamente para um freezer comum,

onde permaneceram até a etapa de extracao de toxinas.



Figura 5. Utilizagcdo do paquimetro para a medida da altura da concha —

do umbo a regiéo posterior.

Figura 6. Secagem em papel toalha para minimizar o erro na quantificagao

das toxinas por interferéncia da agua interna.
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Figura 8. Amostras em tubos Falcon 15 ml prontas para congelamento.
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No momento da extracdo, as amostras foram entdo descongeladas e processadas
em lotes, para preservar a qualidade do material. Foram enumeradas de 1 a 151 para
facilitar a manipulagéo, ja que havia um numero grande de amostras. Como as toxinas
diarréicas sao lipossoluveis, a cada amostra foi acrescentada uma quantidade de metanol
100 % de acordo com o peso individual de cada uma, numa razéo de 9:1 (v:v). Com o
acréscimo do metanol, algumas amostras excederam o volume de 15 ml, precisando ser
transferidas para tubos de 50 ml. Com o auxilio de uma sonda de ultrassom (20 Hz),
foram trituradas por 2 a 3 minutos, aplicando-se pulsos de 3 segundos com intervalos de
1 segundo, com poténcia de 70 % (Figura 9). Com isso obteve-se o rompimento das
células, e a liberacdo das possiveis toxinas incorporadas aos tecidos dos bivalves. Nesta
etapa todas as amostras foram transferidas para tubos Falcon de 50 ml, devido ao

tamanho da sonda de ultrassom usada.

it e o

Figura 9. Sonda de ultrassom (20 Hz) - amostras trituradas por 2 a 3 minutos, aplicando-se pulsos
de 3 segundos com intervalos de 1 segundo, com poténcia de 70 %.

As amostras contendo os filtros de fibra de vidro, onde foram filtradas 40 ml de
cada galdao com a dieta com D. acuminata, também foram preparadas nesta fase: cada

um dos trés filtros foi cortado em quatro partes (para melhor trituracéo), recebeu 3 ml de
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metanol e em seguida, 0 mesmo tratamento que as demais amostras, que continham as
glandulas digestivas e outros tecidos. Durante todo o processo de trituragdo por
ultrassom, os tubos foram imersos em um Becker com agua e gelo, para evitar o
aguecimento excessivo do extrato (Figura 9). ApGs a trituracdo, as amostras foram
transferidas novamente para os tubos Falcon de 15 ml para centrifugacdo das amostras
(FANEM®Baby | Centrifuge, mod.: 205), por 2 minutos a 2.400 rpm, para decantacao dos
residuos solidos (Figura 10). Com auxilio de uma pipeta, aliquotas de 0,25 ml do
sobrenadante, foram transferidas de cada amostra para tubos de Eppendorf de 0,50 ml
com filtros de centrifuga (Millipore Ultrafree-MC, membrana Durapore PVDF, 0,45 pm
porosidade), e entdo levadas para uma microcentrifuga (HT® — MCD2000) por 1,15 min,
sob uma velocidade de 10.500 rpm (Figura 11). A seguir, foram retirados e descartados
os filtros acoplados aos microtubos Eppendorf de todas as amostras (exceto as de
numero 132 a 148, que, por falta de Eppendorfs com filtro, foram processadas seguindo
0 método de filtragem a vacuo, com filtro de fibra de vidro Whatman GF/F (#0,7um).

Em todas as amostras, a aliquota filtrada, passou pelo processo de secagem. Tal
procedimento foi conduzido com a utilizag&o corrente de nitrogénio gasoso, manualmente
a cada amostra, por cerca de 5 minutos, até evaporacéo de toda a porc¢ao liquida. Apds
0 preparo, as amostras foram enviadas, via FEDEX, para a andlise da concentracdo de
toxinas por cromatografia liquida com deteccdo por espectrometria de massas (LC-
MS/MS), no “National Research Institute of Fisheries — NRFSI”, Yokohama — Japdo.

Os procedimentos descritos nesta secdo poderdo ser aplicados, com alguns
pequenos ajustes, a experimentos que busquem analisar as taxas de acumulo e
depuracéo de bivalves expostos a diferentes tipos de microalgas produtoras de toxinas.
Para tanto, um protocolo experimental padronizado foi desenvolvido e encontra-se

apresentado na sec¢ao de “Resultados e Discussao”.



Figura 10. Centrifuga especifica de tubos de 15 ml (FANEM®Baby | Centrifuge, mod.: 205).

Figura 11. Microcentrifuga (HT® — MCD2000) para tubos de Eppendorf de 0,50 ml,
com filtros Millipore Ultrafree-MC, membrana Durapore PVDF, 0,45 pum porosidade.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.Sobrevivéncia e biometria dos bivalves durante o periodo de manutencao

Durante o periodo de manutencdo em laboratério, aproximadamente trés meses
gue antecederam a execucdo do experimento, o crescimento dos bivalves, expressa
como a altura da concha (Figura 12), foi limitado pela baixa concentracdo alimentar
oferecida. Ainda assim, a taxa de sobrevivéncia foi bastante satisfatoria para as espécies
de ostras C. gigas e C. brasiliana (82 % e 87 %, respectivamente), demonstrando uma
boa resisténcia a limitacdo de alimento e ao ambiente artificial. J& os mexilhdes tiveram
uma taxa de sobrevivéncia muito inferior (59 %), demonstrando maior sensibilidade as
condi¢cBes que foram submetidos em laboratorio. Os niveis de amdnia (< 0,25) e pH (6 —
7,4) permaneceram dentro do toleravel, sendo controlados pelas trocas periddicas de
agua e aeracao. A temperatura da agua variou entre 20,5 e 23,2 °C e a salinidade oscilou

entre 28 e 30 durante a manuten¢do em laboratorio.
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Figura 12. Distribuicdo de tamanho (altura de concha) dos bivalves no inicio de fevereiro (A, C, E) e inicio
de maio de 2013 (B, D, F), durante o periodo de manutencdo em laboratério: (A,B) Crassostrea gigas, (C,D)
Crassostrea brasiliana, (E,F) Perna perna.

4.2.Sobrevivéncia e biometria dos bivalves durante o experimento

A taxa de mortalidade dos bivalves durante o experimento foi praticamente nula.
Os bivalves selecionados para o experimento de acumulo e depuracdo de toxinas

diarréicas tiveram altura média de concha semelhante: 29 mm para Crassostrea
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brasiliana (n = 100), 32 mm para Perna perna (n = 50) e 34,3 mm para C. gigas (n = 100).
Entretanto, C. brasiliana apresentou um peso desconchado médio, tecidos moles
somados, quase duas vezes superior ao das demais espécies (Tabela 01). A fracéo
composta pela glandula digestiva ou visceras representou, em média, 23,4% do peso
dos mexilhdes e entre 29,5 e 31,4% do peso das ostras (Tabela 01). Contudo, mesmo
com essa variagdo de tamanhos entre as espécies estudadas, segundo Duinkeret al,

2007, o tamanho e a idade dos moluscos, nao interferem na taxa de depuracédo da DST.

Tabela 01. Valores médios de peso Umido (g) desconchado total, de glandulas digestivas (gd) e outros
tecidos (ot), percentual do peso da gd e altura de concha (mm) dos bivalves utilizados no experimento de

acumulo e depuracéo de toxinas diarréicas.

ESPECIE Pesodesconchado (g) Peso gd (g) Pesoot(g) gd (%) altura (mm) n
Crassostrea gigas 0,49 0,07 0,17 29,45 34,27 100
C. brasiliana 0,94 0,19 0,40 31,44 29,17 100
Perna perna 0,57 0,10 0,31 23,38 31,99 50

Foram identificadas, com auxilio da especialista Verdnica Oliveira do laboratério
de Bentos do CEM/UFPR, mais de sete diferentes organismos bentonicos no lote de C.
brasiliana. Foram eles os poliquetas: Nicole auspiana, Polydora websteri ou Polydora cf.
haswelli, Alitta succinea, Nainereis setosa, Eumida sp., Syllis sp., Lumbrineridae e uma
espécie nao identificada pertencente ao filo Nemertea. Com a infestacéo dos poliquetas,
a capacidade de filtracdo das ostras C. brasiliana pode ter sido afetada, pois alguns dos
organismos perfuraram as conchas e se instalaram dentro do manto das ostras (Figura

13), podendo assim, alterar os resultados da analise de acimulo e depuracéo de toxinas.
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Figura 13. Conchas da espécie C. brasiliana perfuradas pelos poliquetas detectados durante o
experimento.

Na fase de acumulo, durante as primeiras 24 horas do experimento, os bivalves
foram expostos a abundancias relativamente elevadas de Dinophysis acuminata (Figura
14). A densidade celular de D. acuminata oscilou entre 1.350 e 13.750 células L, sendo
a oscilacéo resultante do balanco entre a remocéao pela filtracdo dos bivalves e a adi¢éo
constante de suspensdo com novas células por meio da bomba peristaltica e,
eventualmente, de volumes maiores com Becker. Na fase de depuracao, durante os 7
dias seguintes, os bivalves foram expostos a dieta controle, livre de acido okadaico,
contendo somente a microalga T. suecica em densidades celulares que variaram entre
1270 e 5000 células L1, que foram adicionados diariamente com um Becker (300 a 400

ml de cultivo concentrado).
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Figura 14. Densidade celular de Dinophysis acuminata (células L1) exposta a individuos juvenis de
Crassostrea gigas, C. brasiliana e Perna perna durante as primeiras 24 horas do experimento de aciimulo
e depuracdo de toxinas diarréicas. A curva da "média ponderada" representa os valores médios

cumulativos, ponderados pelo tempo de exposi¢éo, ao longo do experimento.

A relevancia da pesquisa sobre o mecanismo de acumulo e a depuracdo de
espécies de moluscos bivalves cultivaveis, tem sido comprovada através de estudos
como o de Blanco et al, (1999), que afirmam que h& varios métodos possiveis de serem
utilizados para reduzir os impactos dos episédios de DSP, sendo o principal o da
depuracdo dos bivalves cultivados. Os autores avaliaram também, a interferéncia dos
parametros ambientais envolvidos no processo de contaminacao, tais como: temperatura
e alimento disponivel, comprovando a importancia do uso de alimento durante o processo
de depuracao, conforme adotado no presente estudo, para se acelerar o processo de
depuracdo e para dar maior significAncia ecologica aos resultados de experimentos
realizados em laboratério. E de acordo com o método adotado para o tratamento das
amostras, este mesmo processo foi utilizado por Lindegarth et al, 2009, em um estudo
de comparacao de acumulo de toxinas diarréicas entre os bivalves das espécies Mytilus
edulis e Ostrea edulis, na Europa. Sendo assim, recomenda-se 0 uso de protocolos
padronizados, bem planejados para garantir 0 sucesso e a relevancia de estudos desta

natureza, adotando-se procedimentos como 0s descritos a seguir:
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4.3.Protocolo de preparo para amostras de bivalves em experimentos de acumulo

e depuracéao de toxinas.

Procedimentos para se realizar antes do recebimento dos organismos testes:

¢ Preparar o ambiente de cultivo (aquarios ou tanques) de acordo com as
necessidades e especificidades das espécies de bivalves que serdo usadas,
incluindo: céalculo do tamanho das estruturas, com adaptacdes se for preciso. Por
exemplo: ostras e vieiras devem ficar suspensas em estruturas flutuantes, como
bandejas adaptadas com bdias nas laterais; mexilhdes, além das bandejas, se
adaptam bem em sacos de malhas de nylon; enquanto que berbigdes, devem ficar
em aquarios com substrato arenoso no fundo, por exemplo. O local adequado para
a instalacdo do aquério (iluminacao, protecdo, manejo, etc.) € muito importante,
pois dele dependerda o bom andamento do experimento. A origem, qualidade,
guantidade e o tratamento da 4gua que serd utilizada durante todo o experimento,
devem ser levados em consideracado, antes mesmo da preparacao da estrutura de
cultivo, ja que a qualidade sanitaria dos organismos dependera do manejo
adequado deste recurso. Antes de ser usada em qualquer procedimento, assim
gue é captada a dgua do mar, deve ser armazenada em recipientes, (Que podem
ser caixas de agua comum ou cisternas), em local mais proximo possivel do
laboratério ou local onde serd realizado o experimento, para facilitar o manejo.
Toda a agua deve ser clorada e em seguida, neutralizada com tiossulfato para
eliminar residuos de cloro.

¢ A assepsia correta de toda a estrutura que serd usada € muito importante,
tomando sempre o cuidado de eliminar (e/ou neutralizar) residuos quimicos (cloro,
detergentes), que por ventura, possam ficar nas estruturas apos assepsia, para
nao afetar os bivalves. Recomenda-se como precaucao, utilizar somente bucha e
agua corrente, caso nao haja necessidade de desinfeccdo por quimicos.

¢ Os parametros abioticos da agua do cultivo, tais como: oxigénio dissolvido (OD),
amoénia (A), temperatura (T), salinidade (Sal) e potencial hidrogeniénico (pH),

precisam ser adaptados e monitorados, conforme 0s requerimentos de cada
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espécie estudada. Para tanto é preciso a aquisicdo de toda a aparelhagem
necessaria para a medi¢do e monitoramento, inclusive aeradores, importante para
manter os niveis de OD na agua. Neste caso, um oximetro sera preciso para se
medir a quantidade de OD e se determinar quantos aeradores ou bombas
propulsoras serdo necessarias para se alcancar um nivel seguro de OD (> 5 mg
L1) para os bivalves. Outros materiais e equipamentos necessarios para esta fase
sdo: um Kit comercial para medir a concentracdo de A (deve permanecer < 0,50);
termdmetro para medir a T (ideal manter entre 20 e 24°C); refratbmetro ou
salinbmetro para medir a Sal (28 a 32), e um pHmetro para medir o pH, que deve
permanecer entre 6,5 e 8,5. Importante ter sempre em maos, desde o inicio, um

caderno de anotacgfes para que ndo se perca nenhum dado.

Adquirir um namero de organismos que possa garantir o sucesso do experimento,
levando em consideracdo todos 0s processos que 0s mesmos terdo que passar,
incluindo o nimero de réplicas que serdo necessarias. Recomenda-se selecionar
individuos de uma mesma classe de tamanhos para padronizar as amostras. Nao
esquecer que ha uma grande variacdo na taxa de alimentacao de individuo para
individuo, o que pode gerar problemas para a andlise de acumulo e depuracéo de
toxinas, se analisados individualmente. Essa caracteristica € mais acentuada em
espécies de ostras, devido ao habito de abrir e fechar as valvas periodicamente.
Portanto, cada amostra deve ser composta por um numero de bivalves (>2) que
assegure que os resultados finais sejam representativos de toda a populacao
investigada. Recomenda-se, para uma boa margem de seguranca, adquirir no
minimo, duas a trés vezes a quantidade de individuos necesséaria para o

experimento.

Conhecer o habito alimentar da (s) espécie (s) de bivalve (s) que sera usada, para
inocular a (s) microalga (s) que ir4 (4o) compor a dieta de manuten¢do, em uma
guantidade suficientemente segura para a aclimatacdo e manutencdo dos
organismos, desde o momento em que chegarem ao laboratério até o dia do

experimento. Por exemplo, as ostras do género Crassostrea e o mexilhdo da
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espécie Perna perna, podem ser mantidos com a combinacdo das

microalgas:Tetraselmis suecica (cloroficea) e Chaetoceros muelleri (diatoméacea).

Esta combinacao de uma diatomacea e uma microalga flagelada garante um perfil

nutricional mais rico e adequado a sobrevivéncia dos bivalves.

Procedimentos apés a chegada dos organismos testes:

¢ Aclimatacdo: € de extrema importancia que o ambiente esteja de acordo com as

necessidades do organismo teste recebido, caso contrario, pode-se por em risco

a sobrevivéncia de todo o lote de bivalves. Esta é uma fase crucial, a qual exigira

muito cuidado e atencdo por parte do responsavel pelo monitoramento dos

parametros abiéticos, que devem ser medidos com uma maior freqtiéncia nesta

fase, principalmente a A, pois dependendo da densidade de estocagem dos

organismos no aquario, ela pode subir muito rapidamente, causando intoxicacao

e morte dos bivalves.

A troca de agua ou renovacao parcial, nesta fase, devera ser controlada e
determinada de acordo com a densidade de individuos e os parametros
abioticos, principalmente a A e Sal. Portanto, ndo ha como definir uma
guantidade exata de renovacgao de agua sem se conhecer as necessidades de
cada espécie de bivalve e as condi¢cGes que foram submetidos até chegar ao
laboratério (estresse, que pode alterar o metabolismo, produzindo mais ou
menos A). Com o tempo de duas a trés semanas, e um maior controle sobre
0s parametros abidticos, é possivel se estabelecer uma rotina segura de
renovacao de agua. Recomenda-se a cada 3 dias, fazer troca de 20 a 50 % da
agua; e a cada uma semana, troca de 100% da agua, podendo se aproveitar
deste momento para fazer a assepsia do aquario e das estruturas que ficam
submersas (bandejas, aeradores, etc). Um cuidado muito importante que
deve ser tomado no momento da troca de agua € a esterilizacdo da agua, para
gue nao sejam dispensados no ambiente 0s organismos usados em laboratério
e seus residuos, principalmente quando se tratam de espécies exoticas. Sendo

assim, a agua deve ser retirada do aquario, colocada em outro recipiente
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reserva (aquario ou galdes de 20 L), clorada e neutralizada com tiossulfato,

antes de ser dispensada.

e A alimentacao deve ser controlada de acordo com o comportamento (habito
alimentar) e a idade dos individuos. Recomenda-se oferecer uma quantidade
suficiente para o numero de organismos (conforme o tamanho da espécie), e
através de contagens de células, feitas por amostras de microalgas retiradas
regularmente do aquario, adaptar a quantia certa que possa suprir a
necessidade dos bivalves, sem que haja excesso de alimento, podendo
contribuir para o aumento da A. Para um controle adequado da quantidade de
alimento ofertado, recomenda-se o0 uso de uma bomba peristéltica, que faz a

alimentacdo automaticamente na quantia desejada.

e Assim que os bivalves estiverem aclimatados, recomenda-se fazer biometria
em todos os individuos ou se for um lote muito grande, fazer no minimo de 50
individuos, para que tenha um numero amostral bastante representativo. Os
equipamentos necessarios sdo: um paquimetro digital e uma balanca digital de
trés casas de precisdo. A biometria pode ser de dois tipos: (a) medida de altura
de concha (mm) de todos os individuos, para se obter uma curva de
crescimento desde a chegada até o momento do experimento; (b) medida de
altura de concha e peso desconchado (g) de alguns individuos de cada espécie
e de classes de tamanhos distintas, o0 que ajudard na escolha do tamanho dos
individuos que serdo utilizados no experimento. Neste ultimo tipo de biometria
utiliza-se ainda, bisturi, pingcas e papel toalha para se obter o peso

desconchado.

¢ Manutencao: No periodo de manutencédo os individuos ja estardo aclimatados,
estabilizados e devem estar com todos os parametros abidticos sob controle,
verificados através do monitoramento diario. Nesta fase, que antecede o
experimento, o fator mais importante € a sobrevivéncia dos organismos, 0 que

implica, além do controle dos parametros e da qualidade da agua, em uma
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alimentacdo em quantidade adequada as condi¢cdes em que estdo submetidos.
Por exemplo, se a quantidade de alimento for escassa no laboratério, recomenda-
se baixar a temperatura da agua (nivel suportavel a espécie), para reduzir a
atividade metabdlica dos organismos, reduzindo também, o consumo de alimento.
As biometrias continuam sendo importantes nesta fase. Deve-se determinar a
frequéncia, de acordo com o tempo de manutencao até a data do experimento e a

relevancia da quantidade dos dados a serem coletados.

Procedimentos de preparo para a execucao do experimento:

Organismos testes: Separar a quantidade necessaria de bivalves que sera
utilizada durante todo o experimento. Deve-se levar em considera¢cdo o humero
de réplicas, quantidade de individuos que devem compor cada amostra
(dependendo da idade e da espécie) e a taxa de mortalidade. Ter sempre
individuos de sobra, para que ndo faltem amostras em casos de eventuais

incidentes durante o transcorrer do experimento.

Ambiente de cultivo: Neste momento o ambiente (aquario) deve estar preparado
para receber os bivalves testes. Toda a estrutura necessaria para executar o

experimento deve ser devidamente conferida.

Dieta controle: Determinar uma dieta controle para alimentar os bivalves no
periodo de 24 horas que antecede o experimento, como aclimatagédo ao ambiente
experimental. Esta dieta, que podera ser a mesma que voltara a ser ofertada na
fase de depuracgdo, pode ser composta por uma ou mais espécies de microalgas.
Por exemplo, pode-se usar qualquer combinacdo das seguintes microalgas: os
flagelados, Tetraselmis suecica e Isochrysis galbana, e a diatomécea Chaetoceros
muelleri, , que séo de facil manutencé&o em laboratdrio e proporcionam um balanco

nutricional adequado.
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¢ Dietateste: No caso de se usar microalgas provenientes do ambiente, a coleta do
concentrado, contendo a microalga produtora de toxina, que ira compor a dieta
para a fase de acumulo, deve ser feita no dia anterior ao experimento. Para
garantir que a microalga toxica esteja presente e em quantidade suficiente para
simular uma floracdo, é imprescindivel que seja analisada uma aliquota
representativa do concentrado, antes de iniciar o experimento. O mesmo é valido
para o caso de se usar microalgas produtoras de toxinas cultivadas — a quantidade
cultivada devera ser planejada com antecedéncia. A quantidade (em L) que sera
retirada dos galGes para abastecer o tanque experimental dependera do tempo de
duracgéo da fase acumulo do experimento. Para o tempo de 24 horas, por exemplo,
80 L é o suficiente, podendo-se dividir o volume em 4 galdes de 20 L para facilitar

o transporte ou o cultivo.

Material necessario para o experimento:

e Aquario;

e Agua do mar filtrada;

e Aeradores e bomba de propulséo;

e Bandejas flutuadoras (quantidade — numero de individuos e de espécies);

e Bomba peristaltica;

e Balanca digital (3 casas de precisao);

e Paquimetro digital;

e Becker,

e Tubos Falcon de 15 ml (quantidade - numero de amostras de bivalves);

e Tubos Falcon de 50 ml (quantidade - nUmero de amostras de bivalves);

e Microtubos Eppendorf de 0,50 ml (quantidade - nimero de amostras de
bivalves);

e Vidros ambar 30 ml (quantidade — numero de amostras de microalgas)

e Bisturi;

¢ Pingas;
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e Tesoura cirargica;

e Luvas;

e Bandejas plasticas;

e Papel aluminio;

e Papel toalha;

e Etiquetas;

e Caneta marcadora permanente;
e Caderno de anotacoes;

e Pipetas.

Procedimentos para a realizacdo do experimento

¢ Vinte e quatro horas antes do experimento, transferir os bivalves selecionados
para o aquario definitivo, contendo agua do mar filtrada e, para a aclimatacao,
submeter os bivalves a uma dieta monoespecifica controle, por exemplo: a
microalga Tetraselmis suecica.

¢ Para dar inicio a fase de acumulo, é necesséaria a troca total de agua do aquario,
para uma nova agua filtrada, para dai entéo, ser feita a oferta da dieta teste. Neste
momento é retirada a primeira amostra de bivalves (amostra 0 ou controle) antes
da oferta da dieta teste, para garantir que 0s organismos estavam livres de toxinas
no inicio do experimento. Para este fim, esta pode ser uma amostra simples, sem
réplicas. Antes de retirar qualquer amostra de bivalve do aquario, € importante,
primeiramente, identificar os frascos que serdo usados. Usar siglas para facilitar
identificacdo. Ex.: tubo Falcon 15 ml que recebera a segunda réplica (2) da
amostra de glandula digestiva (gd) da espécie Crassostrea gigas (CG), as 5 horas
(5h) da fase acumulo (A): pode receber a sigla — CG5hAgd2. E assim, todos os
tubos que forem usados naquele lote de amostras, devem estar previamente
identificados. Cada tubo deve conter uma quantidade de individuos suficiente para
compor cada amostra/réplica. Por exemplo, amostras das ostras do género
Crassostrea, que possuem o habito de abrir e fechar a concha ao longo do dia, e

isso faz com que haja uma grande variacdo da taxa de filtracdo de um individuo
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para outro, necessitam ser compostas por material, de no minimo, 4 ostras em
cada amostra; mexilhdes da espécie Perna perna possuem taxas de filtracdo mais

homogéneas, precisando somente de 2 individuos em cada amostra.

e Coletadas amostras de bivalves: procedimentos a seguir com cada bivalve
gue compde a amostra (tenha caderno e caneta em maos para anotar todos
os dados):

Medida de altura da concha (mm): com o paquimetro, medir do umbo a regido

posterior;

Abertura da concha, com bisturi e luvas: tomar sempre o cuidado de nao

danificar os tecidos moles do bivalve;

Drenagem ou secagem do bivalve desconchado em papel toalha: retirar o

excesso de agua para minimizar o erro na quantificacdo das toxinas por

interferéncia da agua aderida aos tecidos, (0o papel toalha deve ser trocado
sempre que estiver saturado com agua);

Medida de peso desconchado: cortar um pedaco quadrado (5 cm x 5 cm) de

papel aluminio para usar como base, zerar a balanca digital, primeiro com o papel

aluminio sozinho e, depois, com o auxilio de uma pinga, colocar o bivalve em cima
do papel aluminio para obter o peso Umido;

Seccéao da glandula digestiva (gd) e dos outros tecidos (ot): com pinca e

tesoura cirdrgica, seccionar a gd (tomando o devido cuidado para ndo perder

tecido), e separa-la do restante dos tecidos moles ot. Na maioria dos bivalves a

gd é o orgao onde se acumulam as maiores concentracdes das mais variadas

toxinas;

Pesagem do material separadamente: pesar somente a gd, lembrando sempre

de zerar a balangca com o peso do papel aluminio antes, para depois colocar o

material para pesar. Zerar a balanca com o peso do tubo (previamente

identificado) que recebera o material e colocar a gd dentro do tubo, que devera
ser colocado em um estrado, facilitando o depdsito do material (dg) proveniente
dos outros bivalves que irdo compor a amostra. O mesmo procedimento devera

ser feito com o restante dos tecidos (ot), que serao colocados em outro tubo, a
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espera do material dos outros bivalves. Ex.: a espécie de mexilhdo Perna perna,
precisa de dois individuos para compor uma amostra. Portanto, cada amostra
sera composta por material de duas gds ou dois ots.

Armazenamento em freezer: assim que cada lote de amostras estiver completo,
deve ser levado imediatamente ao freezer, onde permanecera até a proxima

etapa do preparo.

Iniciando a fase acumulo: apés a retirada da amostra inicial de bivalves, comeca
a oferta da dieta teste, composta pela microalga produtora de toxina. Utilizando
uma bomba peristéltica, com calibres diferenciados, programar a quantidade
necessaria para simular uma floracdo toxica, baseada na amostra quantitativa
(previamente analisada) da aliquota (10 ml) que foi retirada, assim que foi feita a
coleta do concentrado para compor a dieta teste. Recomenda-se estipular horarios
variados para a retirada das proximas amostras de bivalves, priorizando os
primeiros momentos, quando grandes varia¢des nas concentracdes de toxinas sédo
esperadas. Por exemplo, em um periodo de 24 horas de acumulo, retirar amostras
por volta das 4, 8,12 e 24horas ap0s o inicio. Na fase depuracédo, que pode ter
uma duracao curta (e. g., sete dias) ou mais longa (e. g., dois meses), dependendo
da natureza da toxina e sua afinidade pelos tecidos dos bivalves, amostras
deverdo ser retiradas periodicamente, também priorizando o0s primeiros
momentos, ja que a desintoxicacdo de toxinas em bivalves tende a ocorrer de
forma exponencial.

Iniciando a fase depuracéo: seguindo o mesmo exemplo, apos o periodo da fase
de acumulo, suspender a dieta teste, retirar os bivalves remanescentes do aquario
para fazer a assepsia de toda a estrutura e dos bivalves, que neste momento
devem ser lavados em agua corrente para eliminar células da microalga nociva.
Feita a assepsia, recolocar os bivalves em agua do mar filtrada, para em seguida,
fornecer a dieta controle, usando-se uma bomba peristaltica e/ou a adicdo

periodica de volumes maiores com um Becker.
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¢ Coleta de amostras de microalgas: assim que o concentrado com a dieta teste
(ou o cultivo da microalga produtora de toxina) for trazido ao local do experimento,
deve-se retirar aliguotas de 40 ml de cada galédo estoque, que devem ser filtradas
em filtros de microfibra de vidro GF/C (Whatman) e congeladas para posterior
analise de toxinas. Durante todo o experimento € necessario que se faca coletas
regulares de aliquotas de 10 ml da agua do aquéario, para que seja feita a andlise
guantitativa das células de microalgas que estdo compondo as dietas. Devem ser
colhidas amostras em horarios importantes como: Inicio e fim das fases do
experimento, antes e depois que a alimentacédo for ofertada em volumes maiores,
além de outros horarios variados para um bom controle da variacdo da densidade
celular ao longo do experimento. Variagdes significativas devem ser corrigidas por
meio de alteracdo do fluxo da bomba peristéltica e/ou com adi¢cdo de volumes
adicionais (reforco). Cada aliquota coletada deve ser acondicionada em vidro
ambar e fixada com trés gotas de solucao de lugol 1 %. Todas as amostras devem
ser contadas em triplicata, com auxilio de microscopio 6tico e camaras Sedgewick-
Rafter ou em microscopio 6tico invertido, usando o método de Utermoéhl (1958),

com camaras de sedimentacao.
Procedimentos para extracao de toxinas das amostras:

¢ Nesta fase final de preparo, as amostras devem ser descongeladas e processadas
em lotes, para preservar a qualidade do material. Para facilitar a manipulacéo,
podem ser enumeradas, quando o numero de amostras for grande. Ex.: uma
amostra que tem uma sigla: CG5hAgd2 passa a ser amostra 1. Muito importante
fazer uma tabela que contenha siglas e numeros correspondentes.

e Para as toxinas lipossoluveis, 0 metanol € o meio utilizado para se fazer a
extracdo, portanto, para este tipo de toxinas, incluindo as toxinas diarréicas,
cada amostra deve receber uma quantidade de metanol de acordo com o seu
peso individual, numa razdo de 9:1 (viv). Para as toxinas amnésicas,
acrescentam-se as amostras, solucdo de metanol aquoso 50 %, e para toxinas
paralisantes, solucdo aquosa de &cido cloridrico a um pH final em torno de 3-
4.
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Com o auxilio de uma sonda de ultrassom (20 Hz), cada amostra deve ser
triturada de 2 a 3 minutos, com pulsos de 3 segundos com intervalos de 1
segundo, com poténcia de 70 %, para a quebra das células, liberando as
possiveis toxinas dos tecidos dos bivalves. Uma alternativa € o uso de
homogeneizadores / trituradores de tecidos, mas neste caso ocorre a
desvantagem da perda de material e o peso da amostra triturada deve ser
aferido novamente antes da adicdo do solvente. As amostras contendo 0s
filtros de fibra de vidro, os quais foram usados para reter as células e calcular
a toxicidade da dieta oferecida durante a fase de acumulo, também devem ser
preparadas nesta fase: cada um dos filtros deve ser cortado em quatro partes
e receber 3 ml de metanol e em seguida, 0 mesmo tratamento que as demais
amostras. Durante todo o processo de trituracdo, deve-se evitar que a
temperatura do extrato suba excessivamente por acdo da sonda ultrassonica,
devendo-se manter os tubos imersos em um Becker com agua e gelo. Apds a
trituracdo, as amostras devem centrifugadas por 2 minutos a uma velocidade
de 2.400 rpm, para decantacdo dos residuos solidos. Com auxilio de uma
pipeta, retirar uma aliquota de 0,25 a 0,50 ml do sobrenadante de cada amostra
e filtrar em filtros de membrana para seringas ou filtros de centrifuga montados
sobre tubos de Eppendorf (tipo Millipore Ultrafree-MC), de material compativel
ao solvente utilizado. Caso os filtros de centrifuga, tipo Eppendorf ou filtros de
seringa, ndo sejam encontrados, as amostras podem ser processadas
seguindo o método de filtragem a vacuo, com filtro de fibra de vidro Whatman
GF/F (#0,7um).

O extrato liquido filtrado (contendo metanol neste caso) deve passar pelo
processo de secagem, casO Seja hecessario se enviar as amostras para
analises em locais distantes. Tal procedimento deve ser conduzido com a
utilizacdo de um jato de nitrogénio gasoso, manualmente a cada amostra, por
5 minutos, até evaporacdo de toda a porcao liquida. Antes da analise, os

extratos secos devem ser recompostos com o0 mesmo volume de solvente que
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foi evaporado. Caso ndo seja necessario o envio, a andlise podera ser feita
usando-se diretamente o filtrado.

¢ Apdbs o preparo, as amostras, tanto evaporadas quanto as amostras liquidas,

devem ser acondicionadas em um recipiente identificado e armazenadas em

freezer, de onde sairdo somente para serem encaminhadas para a analise de

toxinas.

5.CONCLUSAO

Com este estudo, foi possivel comprovar que organismos juvenis (< 30 mm), das
espécies pesquisadas, C. gigas, C. brasiliana e P. perna podem ser mantidos em
laboratério e utilizados para testes de contaminacdo que representam individuos adultos
de tamanho comercial (> 50 mm), pois demonstram uma vantagem quanto a facilidade
de se manter em laboratério e de ndo produzirem material reprodutivo, o que poderia

interferir nos resultados do experimento.

Além disso, através das técnicas de pesquisa utilizadas, demonstrou-se que é
possivel simular uma floracdo de Dinophysis acuminata em laboratério, para investigar
simultaneamente as taxas de acumulo e de depuracéo de toxinas algais em espécies de
bivalves que n&o co-ocorrem no ambiente de cultivo. Com o monitoramento continuo da
densidade celular, foi possivel minimizar a variagcdo do aporte de toxinas, 0 que € muito

importante para a eficiéncia da pesquisa.

Desta forma, um bom planejamento amostral e logistico foi fundamental para o
sucesso do experimento. Finalmente, através da criacdo de um protocolo, foi possivel
padronizar os procedimentos de obtencéo e preparo de amostras para pesquisas de
acumulo e depuracao de toxinas, que pode ser aplicado a varias espécies de moluscos
bivalves, usando-se algumas pequenas adaptacdes inerentes a cada espécie. Assim, o
uso de um protocolo de preparo, se apresenta como uma forma eficaz de garantir a
gualidade das amostras, contribuindo assim como uma importante ferramenta, para
auxiliar na pesquisa e em programas de monitoramento e controle da qualidade sanitaria

dos moluscos bivalves cultivaveis.
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