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RESUMO

Ostras se alimentam de particulas em suspensdao na agua, podendo reter em seus tecidos
micro-organismos patogénicos, incluindo bactérias e parasitos, e também toxinas produzidas
por microalgas, o que pode comprometer seu crescimento € também causar danos a saude
publica por meio de intoxicagdes alimentares. Este estudo avaliou aspectos sanitarios de
ostras Crassostrea sp. cultivadas na Ponta Oeste da Ilha do Mel (PO) e em Medeiros (MED),
situadas no Complexo Estuarino de Paranagud (CEP), Parana-Brasil. Entre junho/2016 e
junho/2017, campanhas amostrais foram realizadas, sendo coletadas amostras integradas da
coluna d’agua e ostras de cada local. Foi aplicado um conjunto de técnicas laboratoriais,
incluindo a fermentagdo em tubos multiplos para determinagdo da ocorréncia de bactérias
Vibrio parahaemolyticus; cultivo em Meio Tioglicolato Fluido de Ray (RFTM),
histopatologia ¢ Reacdo por Polimerase em Cadeia (PCR) para avaliar a prevaléncia de
parasitos Perkinsus sp.; contagem em microscopio invertido para quantificagdo das
microalgas potencialmente toxicas; e cromatografia liquida (LC-MS/MS e LC-UVD) para
deteccdo das ficotoxinas nos tecidos das ostras e na fra¢do particulada da 4gua do mar. As
variaveis biologicas foram relacionadas com fatores abidticos dominantes e entre si, para
avaliar a existéncia de interagdes significativas no ambiente. A temperatura da dgua diferiu
entre os locais, sendo maior em MED (21,5 a 27°C) do que na PO (21,25 a 26°C) e os valores
de salinidade também diferiram entre MED (20 a 22) e PO (24 a 36)Este estudo faz o
primeiro relato da presenca de Perkinsus marinus e P. cf. olseni em ostras Crassostrea sp.
provenientes do CEP. A intensidade da infec¢ao foi predominantemente baixa entre os
organismos, exceto no més de junho/l17, quando a infec¢do foi considerada intensa. A
prevaléncia variou entre 30 a 75% por RFTM e 10 a 75% por PCR, sendo consistentemente
maior em novembro/16 nas ostras provenientes da PO. Ao contrdrio da intensidade da
infeccdo, a prevaléncia diferiu entre os locais. Além disso, foi possivel detectar a presenca de
V. parahaemolyticus nas ostras de MED e PO, sendo as maiores densidades (>1.100 NMP.g-
1) registradas em novembro/16 e abril/l17. Na agua, as densidades de V. parahaemolyticus
foram superiores em abril/17 (>1.100 NMP.mL-1. No plancton, diatomaceas foram mais
abundantes do que dinoflagelados ao longo do periodo de estudo, sendo a abundancia total de
microalgas maior em abril/17. As microalgas potencialmente toxicas ocorreram em ambos 0s
locais, sendo que o dinoflagelado produtor de toxinas diarreicas, Dinophysis cf. acuminata,
ocorreu em maiores abundancias em junho/16 (617 cel.L™! em MED e 121.265 cel.L! na PO)
e as diatomaceas penadas potencialmente produtoras de toxinas amnésicas, Pseudo-nitzschia
calliantha (252.989 + 163.600 cel.L!) e Pseudo-nitzschia pungens (6.779 + 11.732 cel.L'!),
em abril/17. Foram detectadas baixas concentragdes da toxina diarreica acido ocadaico no
plancton em junho/17, tanto em MED (0,24-4,10 pg.L") como na PO (1,57-1,83 pg.L'"), e
altas concetragdes nas glandulas digestivas dos bivalves, em junho/16 na PO (639 + 287 ng.L"
1, coincidindo com a maior abundincia da alga produtora na 4gua. A toxina amnésica 4cido
domoico ndo foi detectada nem no plancton nem nas ostras. As possiveis interagdes
encontradas neste trabalho, sugerem que V. parahaemolyticus esteve diretamente relacionada
com a abundancia total de células de microalgas no plancton e inversamente relacionada com
a prevaléncia de Perkinsus sp. Adicionalmente, a abundancia de Dinophysis cf. acuminata
esteve diretamente relacionada a prevaléncia de Perkinsus sp. Em conjunto, as densidades
relativamente elevadas de V. parahaemolyticus, D. cf. acuminata, Pseudo-nitzschia spp. €
Perkinsus spp. encontradas neste estudo despertam preocupagao quanto aos possiveis danos a
saude humana e a manuten¢do da sustentabilidade da atividade de ostreicultura na Baia de
Paranagud, sobretudo se tais pardmetros nao forem constantemente monitorados.

Palavras-chave: aquicultura, monitoramento microbiologico, intoxicagdo, saude publica



ABSTRACT

Oysters feed on suspended particles in the water and can retain in their tissues pathogenic
microorganisms, including bacteria and parasites, as well as toxins produced by microalgae,
which can compromise their growth also damage on public health. This study evaluated the
sanitary aspects of Crassostrea sp. In Ponta Oeste (PO) and Medeiros (MED), located in the
Estuarine Complex of Paranagud (CEP), Parana-Brazil. Between june/2016 and june/2017,
sampling campaigns were performed, and samples were collected from the water column and
oysters from each site. A set of laboratory techniques was applied, including fermentation in
multiple tubes to determine the occurrence of Vibrio parahaemolyticus; culture in Ray Fluid
Thioglycollate Medium (RFTM), histopathology and Polymerase Chain Reaction (PCR) to
evaluate the prevalence of Perkinsus sp .; count in inverted microscope for quantification of
potentially toxic microalgae; and liquid chromatography (LC-MS/MS and LC-UVD) for the
detection of phycotoxins in oyster tissues and the particulate fraction of seawater. Biological
variables were related to dominant abiotic factors and to each other to evaluate the existence
of significant interactions in the environment. Water temperature was higher in MED (21,5 a
27°C) than in PO (21,25 a 26°C). The salinity values also differed between MED (20 to 22)
and PO (24 to 36). This study makes the first report of the presence of Perkinsus marinus and
P. cf. olseni in oysters Crassostrea sp. from the CEP. The intensity of the infection was
predominantly low, except in the month of june/17, when the infection was considered
intense. The prevalence ranged from 30 to 75% by RFTM and 10 to 75% by PCR, is
consistently higher in november/16 in oysters from PO. Contrary to the intensity of infection,
prevalence differed between sites. In addition, it was possible to detect the presence of V.
parahaemolyticus in MED and PO oysters, with the highest densities (> 1.100 NMP.g™")
recorded in november/16 and april/17. In water, the densities of V. parahaemolyticus were
higher in april/17 (> 1.100 NMP.mL"!. In the plankton, diatoms were more abundant than
dinoflagellates throughout the study period, with total microalgae abundance higher in
april/17. Potentially toxic microalgae occurred in both sites: the dinoflagellate Dinophysis cf.
acuminata (617 cel.L™! in MED and 121,265 cel.L! in the PO) and the diatoms Pseudo-
nitzschia calliantha (252,989+163,600 cel.L") and Pseudo-nitzschia punges (6,779+11,732
cel.L!) in april/17. Low concentrations of ocadaic acid in plankton were detected in june/17
in MED (0.24-4.10 pg.L") and PO (1.57-1.83 pg.L"), and high concentrations in the digestive
glands of the bivalves, in june/16 in the PO (639+287 pg.L!). However, the domoic acid was
not detected in either plankton or oysters. The possible interactions found in this work suggest
that V. parahaemolyticus was directly related to the total abundance of microalgae cells in
plankton and inversely related to the prevalence of Perkinsus sp. Additionally, the abundance
of Dinophysis cf. acuminata was directly related to the prevalence of Perkinsus sp. Together,
the relatively high densities of V. parahaemolyticus, D. cf. acuminata, Pseudo-nitzschia spp.
and Perkinsus spp. found in this study raise concern about possible damages to human health
and the maintenance of the sustainability of oyster farming activity in the Bay of Paranagua,
especially if such parameters are not constantly monitored.

Key words: aquaculture, microbiological monitoring, intoxication, public health
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1 INTRODUCAO

O ambiente marinho ¢ uma importante fonte de recursos naturais devido a sua elevada
produtividade biologica, possibilitando a realizagao da atividade aquicola, entre outras formas de uso
dos recursos (Dumbauld, Ruesink et al. 2009). Dentre as diversas modalidades de aquicultura, o
cultivo de moluscos (malacocultura) se destaca em nivel mundial por demandar baixo investimento
relativo e render grande producdo de biomassa por area cultivada (FAO 2015). No Brasil, o estado de
Santa Catarina ¢ responsavel por mais de 90% da produ¢ao nacional, cultivando mexilhdes e ostras
da espécie exotica Crassostrea gigas (EPAGRI 2018), enquanto que no Parand, a produgdo e
comercializagdo de ostras nativas, Crassostrea rhizophorae e Crassostrea gasar (=brasiliana),
acontecem em escala artesanal nas comunidades que habitam as margens e ilhas do Complexo
Estuarino de Paranagud (CEP) e na Baia de Guaratuba. A atividade pesqueira apresenta sinais de
reducdo no litoral paranaense, logo, a maricultura pode ser importante para o futuro das comunidades
fixadas nos diferentes locais dos estuarios paranaenses (Westphal 2012) que vém buscando na
aquicultura alternativas para continuar gerando alimento e renda. Sendo através da sua extragdo em
bancos naturais ou do cultivo a partir de sementes obtidas em laboratorio, a maricultura representa
uma fonte de renda importante para muitas comunidades pesqueiras ao longo de outros trechos da
costa brasileira (Farias 2008).

O cultivo de ostras (ostreicultura) no CEP ocorre na forma de long-lines ¢ devido a forma de
alimentacdao das ostras (por filtragdo), alimentam-se de particulas em suspensdo na coluna d’agua
(Souza, Zanette et al. 2015). Além do fitoplancton, seu principal componente alimentar e de onde
pode incorporar toxinas produzidas por algumas espécies de microalgas nocivas, também podem
reter, em seus tecidos, micro-organismos patogénicos, incluindo bactérias e parasitos. Desse modo,
ostras contaminadas tanto podem adoecer e morrer, prejudicando a sustentabilidade do cultivo de
ostras (ostreicultura) e também resultando em perdas significativas ao setor aquicola (Lafferty,
Harvell et al. 2015); quanto podem veicular toxinas produzidas por bactérias patogénicas (Silveira,
Milan et al. 2016) ou microalgas toxicas (Grattan, Holobaugh et al. 2016). O consumo de organismos
aquaticos originarios de daguas contaminadas pode levar ao desenvolvimento de Doencas
Transmitidas por Alimentos (DTA) tanto pela acdo de um agente infeccioso contaminante do
alimento ingerido, como por toxinas por ele produzidas (Brasil 2001). Sendo assim, o0 monitoramento
sanitario da dgua e das proprias ostras produzidas ¢ importante, pois garante a seguranca alimentar e
a manutencdo dos padrdes estabelecidos pela legislagdo brasileira, sobretudo, porque o consumo
deste produto ocorre majoritariamente in natura. Além disso, o eficiente monitoramento dos aspectos

sanitarios viabiliza o desenvolvimento sustentavel da malacocultura.
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Dentre os micro-organismos patogé€nicos que merecem ser monitorados no ambito da
malacocultura, destacam-se bactérias do género Vibrio, por possuirem capacidade de se desenvolver
tanto no ambiente marinho quanto no pescado de origem marinha (FAO 2011, Silveira, Milan et al.
2016). Espécies de Vibrio representam ameaca, especialmente nas primeiras fases do cultivo de
bivalves, com mortalidades de larvas de até¢ 100%, redug@o da produtividade e consideraveis perdas
economicas (Romalde, Dieguez et al. 2014). Por sua vez, moluscos infectados por vibrios podem
significar um risco substancial aos humanos, particularmente se forem ingeridos crus ou parcialmente
cozidos (Drake, DePaola et al. 2007, Serratore P., Ciulli S. et al. 2014). Entre as espécies de Vibrio
consideradas mais relevantes, tanto pela acdo direta sobre os bivalves produzidos (Beaz-Hidalgo,
Balboa et al. 2010), quanto do ponto de vista epidemioldgico para humanos (Passalacqua, Zavatta et
al. 2016), destaca-se Vibrio parahaemolyticus por causar severas gastroenterites. Além de ser
considerado a principal causa de DTAs no Japdo, infec¢des por V. parahaemolyticus tem aumentado
na Asia, América do Norte e América do Sul, por exemplo (Hara-Kudo and Kumagai 2014).

A espécie V. parahaemolyticus apresenta elevada taxa de crescimento em relagdo a outras
espécies de Vibrio (Oliver, Pruzzo et al. 2013) e possui capacidade de produzir toxinas, que ¢
altamente correlacionada com gastroenterites pelo consumo de bivalves in natura (Meng, Alter et al.
2015). Sua agdo patogénica esta relacionada principalmente ao fendmeno Kanagawa e depende da
producdo da hemolisina direta termoestavel (TDH) e hemolisina relacionada a TDH (THR)
(Raghunath 2014), onde ocorre a destrui¢ao dos globulos vermelhos (Zhang and Orth 2013). Além
destes, novos estudos revelaram o sistema de secrecdo tipo III, relacionado a sobrevivéncia da
bactéria no meio ambiente, através da lise celular que causa a liberagdo de nutrientes em situagdes
onde os recursos sdo limitados (Silveira, Milan et al. 2016). Apesar de possuir diferentes fatores de
viruléncia, nem todas as cepas de V. parahaemolyticus sdo patogénicas e a propor¢do destas cepas ¢
variavel em fun¢do de condicdes geograficas e sazonais (Pereira, Possas et al. 2007, Letchumanan,
Chan et al. 2014, Raszl, Froelich et al. 2016). A distribuicdo destes micro-organismos em
ecossistemas estuarinos depende de fatores bidticos (predacao pelo zooplancton e abundancia de seu
hospedeiro) e abidticos da coluna d'dgua (temperatura, salinidade, pH, pressdo, turbidez e
concentragdo de nutrientes na agua) (Thompson, Marcelino et al. 2005, Ristori, Iaria et al. 2007). Em
regides temperadas os vibrios estdo presentes na dgua do mar durante todo o ano, porém, em maior
concentracdo nos meses mais quentes (Raszl, Froelich et al. 2016), com gradual reducdo em meses
mais frios (Motes, DePaola et al. 1998, Drake, DePaola et al. 2007). Podem ocorrer em temperaturas
proximas a 15°C e ser frequentemente encontrados no sedimento e aderidos & outros organismos
marinhos (Drake, DePaola et al. 2007, Letchumanan, Chan et al. 2014): Além disso, diversas

espécies de Vibrio estdo associadas a organismos presentes no fitoplancton e zooplancton, que
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contribuem para que estas bactérias desempenhem seu papel ecologico na ciclagem de nutrientes,
mas que, por outro lado, possibilitam a difusdo deste patogeno no ambiente e, consequentemente,
colaboram para entrada de patdogenos nos tecidos das ostras (Newman 2015, Kramer, Ward et al.
2016). Em se tratando de ostreicultura, ¢ importante que as analises para se avaliar a presenca de
Vibrio sp. ndo se limitem a agua, mas que contemplem também as ostras para garantir a inocuidade
microbiologica do produto ofertado (Machado 2002, Farias 2008).

Diversos outros patdgenos ocorrem na coluna d’4dgua e o género Perkinsus, mesmo que nao
cause danos a saide humana, reline organismos importantes para a aquicultura mundial por serem
responsaveis pela enfermidade perkinsiose e interferir no desenvolvimento dos bivalves, provocando
redugdo no crescimento e valor de mercado. Dentre todas as espécies patogénicas aos bivalves - P.
marinus, P. olseni, P. qugwadi, P. mediterraneus, P. beihaiensis, P. honshuensis, P. andrewsi e P.
chesapeaki - apenas as duas primeiras espécies sdo de notificagdo obrigatdria pela Organizagao
Mundial de Saude Animal (OIE), por causarem danos significativos a maricultura (OIE 2018),
causando mortalidades massivas em muitas espécies de bivalves de aguas tropicais e subtropicais em
todo o mundo (Villalba, Reece et al. 2004). A prevaléncia desses parasitos esta fortemente
correlacionada a altas temperaturas e salinidade (Villalba, Reece et al. 2004, Cho and Park 2010). De
acordo com Bower, McGladdery et al. (1994) e OIE (2017), ostras infectadas por P. marinus podem
apresentar glandula digestiva com “aspecto palido”, abertura involuntdria da concha (gapping),
retragdo do manto, crescimento retardado, abscessos e lesdes, podendo ocorrer até¢ 95% de
mortalidade. Quando infectadas por P. olseni, os animais podem apresentar ruptura do tecido
conjuntivo, cistos macroscopicos nas branquias, abscesso e pustulas, emagrecimento, gapping,
comprometimento do sistema imune, destrui¢do do epitélio do tubo digestivo e mortalidade (OIE
2017). Enquanto que, os efeitos subletais podem causar danos ecoldgicos e econdmicos, por afetar
negativamente o crescimento dos bivalves ou ainda afetar a deficiéncia nas reservas de energia para a
gametogénese (Casas, Villalba et al. 2002). Resultando em menor recrutamento e menor quantidade
de juvenis. Esta infec¢do causa estresse ao hospedeiro e acarreta menor eficiéncia das suas células de
defesa, de modo que se torna mais dificil para o organismo afetado superar outra condi¢do estressante
(Villalba, Reece et al. 2004). Entretanto, tais sinais nem sempre sdo detectaveis ou exclusivos dessa
enfermidade (OIE 2018).

Diversas espécies de microalgas compdem o fitoplancton, sendo predominantemente
autotroficas e responsaveis por grande parte da producao primaria dos oceanos. Por meio de relagdes
troficas, a matéria organica e energia sdo transferidas aos demais grupos de organismos presentes no
ambiente marinho (Smayda 1997, Zingone and Enevoldsen 2000), incluindo moluscos bivalves

suspensivoros como as ostras. As microalgas presentes nas regides costeiras sao alimento primordial
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para diversos organismos herbivoros e/ou suspensivoros e, desta forma, essenciais a malacocultura
(Hallegraeff, Anderson et al. 2003). No entanto, durante o processo de filtragao pelo meio do qual
obtém as particulas alimentares, os bivalves podem também ingerir microalgas produtoras de toxinas
presentes em areas de cultivo e acumular estes compostos em seus tecidos.

O crescimento excessivo em numero de células de microalgas em um curto espago de tempo ¢
denominado floracdo (Anderson, Andersen et al. 2001). As floragdes de microalgas sao fendmenos
naturais e se tornaram bastante frequentes nos ultimos anos, devido principalmente aos mecanismos
de dispersdao natural de células através das correntes, as mudangas climdticas e a eutrofizacdo
(Hallegraeff, Anderson et al. 2003, Lassus, Chomérat et al. 2016). Em uma situa¢do de floracdo de
microalgas toxicas, pode ocorrer desde a intoxicacdo de humanos via consumo de pescado
contaminado, até¢ a morte de animais marinhos, como também a alteracdo na coloracdo da dgua e a
contaminagdo das praias com matéria organica em excesso (Hallegraeff, Anderson et al. 2003,
Lassus, Chomérat et al. 2016). Por isso, muitos paises tém investido no monitoramento de areas
aquicolas, para controle e prevencdo da contaminagdo do pescado destinado ao consumo humano
(Trainer and Hardy 2015).

Diferentes espécies de microalgas marinhas produzem ficotoxinas, que sdo classificadas de
acordo com suas estruturas quimicas e sintomas que acarretam. Tais compostos toxicos sdo
termoestaveis e representam risco para a saide humana por meio do desenvolvimento de sindromes
(intoxicagdes alimentares) diversas, dentre as quais: a) envenenamento amnésico por moluscos, do
inglés Amnesic Shellfish Poisoning (ASP), causada principalmente pela diatomécea Pseudo-nitzschia
sp. produtora de 4cido domoico (AD), que provoca sintomas gastrointestinais (colicas abdominais e
vOmito) e neuroldgicos (desorientacdo e perda de memoria recente); b) envenenamento paralisante
por moluscos, do inglés Paralytic Shellfish Poisoning (PSP), causado especialmente pelos
dinoflagelados do género Alexandrium e Gymnodinium catenatum, produtores de saxitoxinas (STX)
e moléculas congéneres, que provocam distarbios gastricos, formigamento ou paralisia nas
extremidades do corpo e, em casos mais graves, paralisia cardiorrespiratdria; c) € o envenenamento
diarreico por moluscos, do inglés Diarrhetic Shellfish Poisoning (DSP), causado principalmente pelo
dinoflagelado planctdnico Dinophysis spp. e algumas espécies bénticas de Prorocentrum sp.,
produtores de acido ocadaico (AO) e seus derivados, dinofisistoxinas (DTX 1 e DTX 2). Em
humanos, estas toxinas provocam nausea, vOmito e diarreia, constituindo a principal causa de
intoxicagdo alimentar por ficotoxinas no mundo todo (Hallegraeff, Anderson et al. 2003, FAO 2004,
Brasil 2012, Lassus, Chomérat et al. 2016). Além disso, embora sejam bastante resistentes as toxinas

produzidas por microalgas, bivalves expostos a grande densidade de microalgas toxicas, tém suas
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fungdes fisiologicas prejudicadas, o que aumenta sua susceptibilidade a varias infec¢des, como a
causada pelo género Perkinsus (Hégaret, Da Silva et al. 2007, Lassudrie, Soudant et al. 2014).

Ao longo da costa brasileira, diversos pesquisadores isolaram V. parahaemolyticus em
amostras de dguas e de ostras (Barreto, de Sousa et al. 2008, Rojas, Matté et al. 2011, Rodrigues and
Carvalho- Filho 2012, Ramos, Miotto et al. 2014). No Parand, estudos sobre o género Vibrio foram
conduzidos no CEP, porém sem a identificagao da espécie V. parahaemolyticus (Chalkoscki 2014,
Santos 2015, Alves 2016). Da mesma forma, ndo ha estudos sobre a presenca de Perkinsus sp. em
ostras nativas no Parand, porém alguns trabalhos determinaram a presenca de P. olseni, P. marinus, e
P. beihaiensis em ostras nativas em diversos estados brasileiros, tais como: no nordeste (Dantas-
Neto, Sabry et al. 2015), Bahia (Luz and Boehs 2016), Ceara (Sabry, Gesteira et al. 2013), Paraiba
(da Silva, Vianna et al. 2013), Sergipe (da Silva, Scardua et al. 2014) e Santa Catarina (Cunha 2016).
Algumas espécies de microalgas potencialmente toxicas, ja foram identificadas em aguas brasileiras,
como o dinoflagelado causador de PSP, Gymnodinium catenatum no Espirito Santo (Oliveira 2005),
em Santa Catarina (Proenca, Tamahana et al. 2001, Schramm, Tamahana et al. 2006) ¢ no Parana
(Mafra Jr, Fernandes et al. 2006) e Alexandrium minutum no Rio de Janeiro (Menezes, Branco et al.
2007), e também Alexandrium spp. relacionado a presenca de toxina paralisante em moluscos
bivalves em Santa Catarina (CIDASC 2017). Além disso, varias espécies de Pseudo-nitzschia,
diatomaceas causadoras de ASP, ja foram identificadas no Rio de Janeiro (Mariné, Silva et al. 2010),
em Sao Paulo (Moser, Ciotti et al. 2012), em Santa Catarina (Fernandes, Cavalcante et al. 2013) e no
Parana (Mafra Jr, Fernandes et al. 2006, Tibiri¢a, Fernandes et al. 2015). Da mesma forma, os
dinoflagelados Dinophysis sp. - principais causadores de floragdes e de proibigoes da
comercializagdo e consumo de bivalves na costa brasileira - j4 foram relatados no Rio de Janeiro
(Mariné, Silva et al. 2010), em Santa Catarina (Proenca, Schramm et al. 2007) e no Parana (Mafra Jr,
Fernandes et al. 2006, Tibiri¢a, Fernandes et al. 2015). Nestes ultimos dois estados, a deteccao de
toxinas diarreicas em moluscos tem se tornado frequente nos Ultimos anos (Mafra Jr., Tavares et al.
2014, Mafra Jr, Lopes et al. 2015, ADAPAR 2016, CIDASC 2016).

A presenga de micro-organismos patogénicos e ficotoxinas em ambientes marinhos pode
gerar impactos negativos ao ambiente, aos recursos naturais, a atividade aquicola e a saude dos
consumidores de frutos do mar. Os bivalves ndo apresentam caracteristicas macroscopicas evidentes
quando estdo contaminados por bactérias, alguns parasitas e microalgas, entdo o monitoramento
sanitario das areas onde ocorrem os cultivos se faz necessario para a manutengao da fauna marinha
como também da seguranga alimentar dos consumidores. Para tanto, este trabalho teve por objetivo
investigar a variacdo espago-temporal na densidade e prevaléncia de micro-organismos patogénicos

(Vibrio parahaemolyticus e Perkinsus sp.) € a concentracdo de ficotoxinas em ostras, bem como a
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abundancia das espécies de microalgas potencialmente toxicas na agua em duas areas de ostreicultura
no Complexo Estuarino de Paranagua (CEP): a Ponta Oeste da Ilha do Mel (PO) e Medeiros (MED).
Os dados de densidade, prevaléncia e abundancia destas varidveis bioldgicas foram relacionados
entre si para se avaliar a existéncia de interagdes entre os organismos patogénicos, bem como com
fatores abidticos dominantes em cada local, durante os meses de outubro e novembro de 2016, e abril

e junho de 2017.

1.1 Justificativa

O Brasil tem grande potencial para a expansdo da maricultura, pois além do crescente
interesse ¢ demanda pela producao de frutos do mar, possui baias e enseadas abrigadas e clima
favoravel ao desenvolvimento de espécies de bivalves de interesse comercial. De acordo com a FAO
(2014), FAO (2015) a producao total de peixes, crusticeos e moluscos no Brasil em 2015, foi de
574.530 toneladas, apresentando crescimento de 16% quando comparado ao ano de 2012, mesmo ano
em que a produgdo comercial de bivalves no Parana foi de 340 toneladas (Matsushita 2014). Apesar
de apresentar numeros discretos, a ostreicultura ¢ a principal modalidade aquicola em
desenvolvimento no litoral paranaense e por isso, requer intrinsecamente que seja implementado um
monitoramento sanitario oficial.

Neste contexto, a Instru¢do Normativa Interministerial (IN) n. 7, publicada em 8 de outubro
de 2012, possibilitou o inicio da atividade de monitoramento e controle higiénico sanitdrio da
producao de bivalves no Brasil, por meio do Programa Nacional de Controle Higiénico-Sanitario dos
Moluscos Bivalves (PNCMB) (Brasil 2012). Este programa estabelece procedimentos de coleta e
analises de micro-organismos patogénicos (Escherichia coli) e ficotoxinas, além de estipular os
limites maximos dos resultados das andlises para estabelecer se a extragdo e o consumo devem ser
proibidos ou ndo (Brasil 2013). No entanto, este programa de monitoramento nao aborda todos os
agentes patogénicos relevantes para a seguranga alimentar dos consumidores de bivalves, a exemplo
da auséncia do monitoramento de V. parahaemolyticus. Porém, os limites deste patogeno sdo
definidos pela Resolug@o n. 12 de 2 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001). Além destas, a Resolucao n.
357 de 17 de marco de 2005 estabelece os parametros quimicos € microbioldgicos (apenas coliformes
termotolerantes) tolerados nos corpos de dgua onde estdo instalados os cultivos de moluscos bivalves
destinados ao consumo humano (BRASIL, 2005). E importante ressaltar que os patogenos estudados
no presente trabalho, além de causarem danos a satide publica (FAO 2011, Lassus, Chomérat et al.

2016), provocam impactos a ostreicultura mundial por intermédio da mortalidade massiva de



19

moluscos (Villalba, Reece et al. 2004, Beaz-Hidalgo, Balboa et al. 2010, OIE 2018), resultando em
prejuizos consideraveis a cadeia produtiva (Reguera, Riobo et al. 2014).

O estado do Parand ainda ndo implantou oficialmente tal monitoramento e, desta forma,
expde a fauna marinha e seus consumidores a riscos decorrentes da contaminacdo por diversos
micro-organismos. Deste modo, a implementagdo do monitoramento da qualidade sanitaria dos
cultivos auxiliaria os profissionais da pesca, da aquicultura e de satde publica a minimizarem os
efeitos decorrentes da presenca destes micro-organismos em niveis acima dos
recomendados/tolerados. Além disso, o conhecimento sobre tais parametros microbiologicos, bem
como seu monitoramento continuo, pode promover a sustentabilidade da atividade de ostreicultura e
garantir a qualidade sanitaria do alimento produzido, consequentemente, alavancando o comércio

local e regional de bivalves.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo Geral

Investigar a presenca e comparar a abundancia de Vibrio parahaemolyticus, de Perkinsus
sp., de microalgas potencialmente toxicas e de ficotoxinas em ostras cultivadas e na 4gua de entorno
das areas de cultivo em duas comunidades produtoras, Ponta Oeste da Ilha do Mel e Medeiros,

localizadas no Complexo Estuarino de Paranagua, Parand, Brasil.

1.2.2 Objetivos Especificos

a) Isolar e comparar densidades de Vibrio parahaemolyticus em ostras cultivadas e na agua
de cultivo, na Ponta Oeste da Ilha do Mel e em Medeiros, verificando possiveis
correlagdes das densidades desta bactéria com as caracteristicas ambientais dominantes,
principalmente temperatura e salinidade.

b) Investigar a presenca e comparar a prevaléncia de Perkinsus sp. em ostras cultivadas na
Ponta Oeste da Ilha do Mel e em Medeiros, e correlaciona-las com as caracteristicas
ambientais dominantes, principalmente temperatura e salinidade.

¢) Quantificar as concentracdes de ficotoxinas nas ostras cultivadas e a abundancia de
microalgas potencialmente toxicas na dgua de entorno dos cultivos nas comunidades da
Ponta Oeste da Ilha do Mel e de Medeiros, e correlaciona-las com as variagdes da

temperatura, salinidade, concentragdo de nutrientes e variaveis meteorologicas relevantes.
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d) Avaliar as possiveis interacdes entre densidades de V. parahaemolyticus, prevaléncia de
Perkinsus sp. e abundancia total do fitoplancton e de microalgas toxicas na agua e nas

ostras.

1.3 Hipoteses

Hipotese 1: Considerando que os parametros fisico-quimicos da &4gua, principalmente
temperatura e salinidade, interferem na presenca e densidade de Vibrio parahaemolyticus em
ambientes estuarinos, entdo a variacdo desses parametros ao longo do tempo influenciard a

ocorréncia desta bactéria nas ostras cultivadas em duas areas distintas do CEP.

Hipoétese 2: Se a prevaléncia de Perkinsus sp. nas ostras ¢ influenciada principalmente pela
temperatura e salinidade, entdo a varia¢do desses fatores abidticos ao longo do tempo afetara a

prevaléncia deste parasito nas ostras cultivadas nos locais estudados durante o periodo amostral.

Hipotese 3: Se os parametros fisico-quimicos afetam a distribui¢do horizontal e vertical das
microalgas produtoras de toxinas em ambientes estuarinos, entdo as variagdes destes parametros ao
longo do tempo irdo influenciar na abundancia destas microalgas na agua e consequentemente, na

concentracgdo de toxinas acumulada nas ostras cultivadas nos dois locais investigados.

Hipotese 4: Se (i) a distribuicdo de Vibrio sp. ¢ influenciada pela presenca de diversas
espécies de micro-organismos na coluna d'dgua, aos quais se agregam, (ii) se Vibrio sp. e Perkinsus
sp. colonizam por¢des semelhantes do trato digestorio das ostras e se (iii) a prevaléncia de Perkinsus
sp. ¢ atrelada a abundancia de microalgas toxicas na coluna d’agua, entdo interagdes entre espécies de
Vibrio, de Perkinsus e de microalgas podem ser esperadas, de modo que a presenca/abundancia de
um dos organismos patogénicos/toxicos estudados, ou a sua agdo conjunta, pode afetar o sistema de

defesa do hospedeiro, resultando em maior morbidade dos bivalves.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Area de estudo

O Complexo Estuarino de Paranagua (FIGURA 1) est4 localizado na por¢ao centro-norte do
litoral do Estado do Parana, na regido sul do Brasil. E composto por quatro bafas principais:
Laranjeiras, Guaraquecaba, Antonina e Paranagua. A hidrodinadmica local ¢ dominada pelo regime de
marés e pela descarga fluvial (Lana, Marone et al. 2001). No CEP, os cultivos de ostras estdo
distribuidos em varias baias, estando dois principais produtores instalados em Medeiros (MED); setor

intermediério) e na Ponta Oeste da Ilha do Mel (PO; localizada no setor mais externo do estuario).

FIGURA 1 - COMPLEXO ESTUARINO DE PARANAGUA COM DESTAQUE PARA AS DUAS
COMUNIDADES OSTREICULTORAS ESTUDADAS (PONTA OESTE, NA ILHA DO MEL E MEDEIROS), ONDE
FORAM COLETADOS AMOSTRAS DE AGUA EM DOIS LOCAIS DISTINTOS (SINALIZADOS PELOS DOIS
TRIANGULOS EM VERMELHO).
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2.2 Amostragem

Foram coletadas, no total, 272 ostras nas campanhas amostrais realizadas durante o presente

estudo (junho, setembro, outubro e novembro de 2016, abril e junho de 2017), em dois pontos
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amostrais na PO e outros dois em MED. Em cada coleta, foram coletadas ostras diretamente dos
long-lines em cada area estudada, sendo seis ostras destinadas a analise de V. parahaemolyticus, vinte
para andlise de Perkinsus sp. € outras doze para a andlise de ficotoxinas. Os individuos coletados
foram armazenados em sacos plasticos e acondicionados em caixas isotérmicas durante
aproximadamente 3 h até o inicio das analises.

Adicionalmente, durante a maré de enchente, foram coletadas amostras da coluna d’agua,
utilizando uma mangueira graduada (10 m de comprimento ¢ 30 mm de didmetro), flexivel e
transparente, que foi esticada da superficie ao fundo com ajuda de um lastro, em dois pontos distintos
em cada area de cultivo para maior representatividade da coluna d’4gua (e particulas) em contato
com as ostras. A mangueira foi lavada com a agua do mar local antes de cada coleta a fim de evitar
contaminagdo com material de pontos distintos. As amostras de 4gua foram armazenadas em frascos
de 1 L para a andlise das concentragdes de nutrientes, de clorofila-a, além da abundancia de
microalgas e concentracdo de ficotoxinas presentes no plancton. Também foi realizado o arrasto
obliquo com rede de fitoplancton (malha de 20 um) em dois pontos distintos em cada area de cultivo,
acondicionando o material filtrado em frascos de 250 mL para a posterior identificagdo de espécies
de microalgas presentes no plancton. Os arrastos foram realizados durante um periodo de tempo
relativamente curto (3 min) para se obter uma amostra representativa da assembleia fitoplanctonica,
mas evitar um excesso de material sedimentar e detritico em suspensdo (Calazans, Muelbert et al.
2011). Para a andlise de V. parahaemolyticus na agua, foram coletados 100 mL de dgua do mar em
um frasco autoclavado. As amostras foram acondicionadas em caixas isotérmicas, durante
aproximadamente 3 h, e transportadas aos laboratérios de Sanidade Aquicola e de Microalgas do
Centro de Estudos do Mar (CEM-UFPR) para processamento.

Os parametros fisico-quimicos da dgua do entorno dos cultivos foram medidos in sifu com o
auxilio de um aparelho CTD (Condutivity, Temperature and Depth, Alec ASTD687+IF, Japao).
Foram registrados os valores de salinidade, temperatura, turbidez e profundidade ao longo de um
perfil vertical em cada ponto de coleta, sendo tomadas medidas a cada 10 cm (da superficie até o
fundo) a fim de avaliar a estratificagdo da coluna d’4gua. Também foram obtidos dados adicionais de
salinidade com auxilio de um refratdometro 6tico portatil (RHB 32) e dados de temperatura (°C) com
o auxilio de um termometro a partir das aliquotas de dgua coletadas com a mangueira em dois pontos
amostrais de cada local. Por fim, a transparéncia da coluna d’dgua foi estimada por meio da
profundidade (m) do disco de Secchi.

Dados de pluviosidade, oriundos da estagdo meteorologica automatica da Ilha do Mel foram

obtidos junto ao Instituto Nacional de Meteorologia, que mantém os dados disponiveis em seu sitio
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eletronico (INMET 2017). Os valores de precipitagdo acumulada foram somados para os cinco dias

que antecederam a coleta e expressos em milimetros.
2.3 Procedimentos analiticos
2.3.1 Isolamento e quantificagdo de Vibrio parahaemolyticus

Em laboratorio, as ostras foram limpas externamente com escova e agua corrente, abertas, € o
material interno (liquido intervalvar e partes moles) coletado segundo metodologia proposta por
(Silva, Junqueira et al. 2010). A quantificagdo de V. parahaemolyticus foi feita segundo o Manual de
Analises Bacterioldgicas (FDA 2010) para a técnica de fermentagdo em tubos multiplos, em dilui¢ao
seriada com repetigdo de 3 tubos. Foi utilizada 4gua peptonada alcalina (Bacto™ Peptone — BD) para
realizar o enriquecimento e incubagdo a 35°C por 18 a 24 h. Tubos com crescimento positivo foram
estriados em agar Tiossulfato-Citrato sais de Bile e Sacarose (TCBS, Sigma-Aldrich) e também, em
agar cromogénico “HiC” (Hi Chrome Vibrio, Sigma-Aldrich), e as placas incubadas por 18 a 24h a
35°C. Apos contagem total de Unidade Formadora de Colonias (UFC), de ambos os meios, foram
selecionadas quatro colonias com o aspecto desejado (verde azulado), denominadas de subamostras,
e transferidas para o meio TSA (Tryptic Soy Agar - NEOGEN) enriquecido com 2% de NaCl e
incubadas a 35°C por 18 a 24 horas. Em seguida, as colonias oriundas do TCBS foram submetidas
aos testes de coloragdo de Gram, Oxidase, Catalase, Sulfeto, Indol, motilidade (SIM, Himedia) e
resisténcia a concentracdes de 5 e 8% de cloreto de sddio (NaCl, Neon Comercial) para a possivel
confirmacao da espécie V. parahaemolyticus (FIGURA 2). As coldnias crescidas a partir de
inoculacdo direta em meio HiC foram repicadas em placas contendo meio TCBS como contraprova e
posteriormente repicadas novamente em placas contendo o meio HiC para confirmagdo do
crescimento de colonias de aspecto desejavel (azul turquesa) para avaliar a compatibilidade entre os
meios distintos.

A amostra usada como padrao de referéncia de V. parahaemolyticus para validacdo dos meios

e dos testes foi a “amostra Cascavel”, cedida pelo Labomar, Universidade Federal do Ceara, CE.
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FIGURA 2 - FLUXOGRAMA DA ANALISE DE VIBRIO PARAHAEMOLYTICUS
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2.3.2 Deteccao de Perkinsus sp. nas ostras

A investiga¢ao da ocorréncia de perkinsiose na populacao de ostras em cada local amostrado
foi feita através da identificacdo do protozoario Perkinsus sp. em tecidos moles dos bivalves e das
analises de prevaléncia e intensidade de infec¢do. A prevaléncia foi definida como o numero total de
organismos infectados, dividido pelo total de ostras coletadas em cada local amostrado (Bush,
Lafferty et al. 1997). Enquanto a intensidade de infeccdo por Perkinsus sp. foi determinada pela
contagem dos hipnosporos e sua classificagdo pela escala Mackin (Ray 1954), onde: 0 = sem
infec¢do (i.e. auséncia de hipnosporos aparentes em toda a ldmina); 1 = infec¢do muito leve (até 10
hipnésporos observados em toda a lamina); 2 = infeccdo leve (de 11 a 100 hipndsporos observados
em toda a lamina); 3 = infecgdo moderada (at¢ 40 hipnosporos observados em cada um dos 10
campos do microscopio (400x) distribuidos sobre a lamina) e 4 = infeccdo intensa mais de 40
hipndsporos observados em cada um dos 10 campos do microscopio (400x) distribuidos sobre a
lamina) (Sabry 2010).

Depois de lavadas em agua corrente e de ter suas conchas medidas (Galtsoff 1964) e abertas,
as ostras foram avaliadas macroscopicamente para a verificagdo de possiveis alteragdes sugestivas de
patologias nas partes moles, tais como retracdo do manto, ruptura de tecidos, lesdes e coloragdo
anormal. A seguir, as ostras tiveram parte das branquias e reto excisados e acondicionados em tubos

Falcon contendo 5 mL de meio RFTM, 50 pL de solugdo antibidtica e 50 pL de antifungica,
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permanecendo incubados no escuro por 7 dias, em temperatura ambiente (26 + 2°C). As amostras de
tecidos foram posteriormente cortadas, coradas com lugol e analisadas em microscopio para a
contagem de hipndsporos. Para a andlise histopatologica, foi realizado um corte transversal das partes
moles da ostra, contendo glandula digestiva, gonadas e manto, seguido de fixacdo em solugdo de
Davidson por 48h, desidratacio em uma sequéncia de alcool 70° e emblocagem em parafina
histolégica. Depois de fixados, os blocos foram cortados em ldminas de 5 um e corados com

hematoxilina de Harris e eosina para posterior analise dos cortes em microscopio optico (FIGURA
3).

Tecidos excisados Incubados Contagem

FONTE: O AUTOR (2018)

Para a analise molecular, parte do tecido branquial das amostras positivas em RFTM foi
acondicionada em microtubos contendo em alcool absoluto e armazenada em congelador (-20 °C).
Foi realizada a extragcdo do DNA genomico, utilizando a metodologia de fenol/cloroférmio (Green
and Sambrook 2001). Para as anélises de Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR) foram utilizados os
primers Perk ITS-85 e Perk ITS-750, que amplificaram um produto de 703 pares de base (pb)
(FIGURA 4). Todas as metodologias descritas seguiram os protocolos estabelecidos pela (OIE 2018).

FIGURA 4 - FLUXOGRAMA DA ANALISE DE REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE DE PERKINSUS SP.
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Para a determinagdo de espécie, seis amostras positivas em RFTM e PCR, escolhidas
aleatoriamente, foram sequenciadas. As sequéncias obtidas foram alinhadas no software MEGA
(Tamura, Stecher et al. 2013), juntamente com amostras idoneas do banco de dados do Centro
Nacional de Informagdo Biotecnologica (NCBI) e entdo aplicado o método de inferéncia UPGMA
(grupos de pares ndo ponderados usando médias aritméticas) e mdxima verossimilhan¢a para a

constru¢do da arvore filogenética.
2.3.3 Identificagdo e quantificacao de microalgas potencialmente toxicas

Para a identificacdo das espécies de microalgas potencialmente toxicas, 200 mL da amostra de
rede foram armazenados em frascos plasticos e fixados em solucdo de formaldeido a uma
concentracao final de 4%. A identificacao dos grupos taxondmicos foi realizada mediante observagao
de caracteristicas morfométricas das células, em microscopio 6ptico Olympus® (BX-41), em
comparagdo a bibliografias referentes a taxonomia de microalgas marinhas, com énfase nas espécies
potencialmente toxicas (e.g (Procopiak 2004, Omura, Iwataki et al. 2012). Adicionalmente, a
identificacdo das espécies nocivas de diatomaceas penadas encontradas neste estudo (Pseudo-
nitzschia sp.) foi realizada por microscopia eletronica de transmissio (MET; JEOL® modelo JM1200
EXII) no Centro de Microscopia Eletronica da UFPR, seguindo recomendacdes de (Hasle and Fryxell
1970).

Do conteudo total de 4gua amostrada nos locais de cultivo com mangueira, uma aliquota de
250 mL foi armazenada em frasco de vidro ambar e fixada com Lugol a 1%, destinado a
quantificacdo das espécies de microalgas pela técnica de sedimentagdao de Utermdhl (1958), com
auxilio de microscopio 6ptico Olympus® (BX-41), utilizando cubas de sedimentacdo de 25 mL. A
enumeracdo de células seguiu a metodologia proposta por Edler and Elbriachter (2010), utilizando
transectos ou toda a cadmara para se estimar a abundancia total de células no volume de amostra
sedimentado. Os niimeros de cé€lulas por transecto ou células por camara, foram entdo convertidos em
células por litro através da multiplicacdo por fatores de conversdo, levando-se em consideracao a
relagdo entre a area total da camara ¢ a area contada (camara ou transecto) e ainda o volume de
amostra sedimentada, em litros.

As contagens para estimativada abundancia total do fitoplancton foram realizadas sob um
aumento de 200%, sendo percorrida a cdmara inteira para a enumeracdo de células com tamanho
superior a 10 pum, e contando um minimo de 300 unidades no total (limite de deteccdao, LOD: 40

cel.L).
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2.3.4 Quantificacgao de ficotoxinas nas ostras

Para a determinagdo analitica da presenca e concentracdo de ficotoxinas, as ostras foram
lavadas externamente em agua corrente e depois abertas cuidadosamente com o objetivo de se
preservar a integridade de seus tecidos. Ao todo, foram coletadas 84 ostras para este fim, sendo
metade destinada a quantificagdo de ficotoxinas no tecido inteiro e a outra metade destinada a
quantificag¢do nas glandulas digestivas.

Os tecidos moles de cada ostra foram pesados e acondicionados individualmente em tubos de
centrifuga de 50 mL e entdo foi adicionado um volume de metanol grau HPLC 99,8 % (Merck
KGaA, Darmstadt, Germany) em uma propor¢do final de 1:9 (v:v). A solugdo foi homogeneizada
com o auxilio de um processador ultrassonico (Cole—Parmer, CPX 130, Venon Hills, IL, USA)
durante 2 min, com pulsos de 3 s e intervalos de 1 s, a 80% de amplitude e uma poténcia de 130 W.
O homogeneizado foi entdo centrifugado por 5 min a 2.000 rpm. Finalmente, 1 mL do sobrenadante
foi filtrado em filtro de seringa (PTFE, 0,22 um porosidade) e armazenado em vials de 2 mL a -20 °C
até o momento da analise.

A detec¢do das toxinas diarreicas ocorreu em sistema de cromatografia liquida (Agilent
Technologies® 1260, Palo Alto, CA, USA) acoplado a um espectrometro de massas triplo quadrupolo
(AB Sciex® qTRAP 3200, Framinghanm, MA, USA), equipado com uma fonte de ionizagdo turbo
ion spray, de acordo com o método oficial harmonizado da Unido Européia para toxinas lipofilicas
(European, Union et al. 2015). A separagao dos compostos foi realizada em coluna cromatografica
(Agilent Poroshell®, C18, 50x2,1 mm e particulas de 2,7 um de didmetro), mantida sob uma
temperatura de 20°C. Para a analise, um volume de 5 a 15 pL de cada amostra foi injetado e eluido
pela fase mével, que consistiu em agua deionizada (solugdo A) e acetonitrila 95% (solugdao B). O
gradiente de elui¢do (0,3 mL.min) aplicado foi de 80:20% (A:B) até 100% da solugdo B durante 8
minutos e depois mantido a 100% da solu¢cdo B durante 3,5 minutos, antes de retornar a condi¢do
inicial até o final da andlise, que durou 13 minutos, no total.

A deteccdo de toxinas amnésicas ocorreu em sistema de Cromatografia Liquida de Alto
Rendimento acoplado a um detector ultravioleta (LC-UVD, Chromaster, Hitachi®), de acordo com o
método oficial harmonizado da Unido Européia para determinacdo de acido domdico (European,
Union et al. 2008). A separacdo dos compostos foi realizada em coluna cromatografica (Lichrochart,
Merck, RP-18, 250x4,6 mm e particulas empacotadas de 5,0 um diametro), mantida a 40 °C. Para a
analise, as condi¢des do sistema isocrastico ocorreram com um volume de injecdo de 20 puL de cada
amostra e eluido pela fase mével, que consistiu em agua ultrapura, acetonitrila grau HPLC e acido

trifluorocratico grau HPLC (9:0,9:0,1 v/v) com gradiente de elui¢do de 1 mL.min .
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A identifica¢ao das toxinas foi realizada de acordo com o tempo de retengdo e dos espectros
de massa (para toxinas diarreicas) ou espectro de absorbancia-UV (para toxinas amnésicas) obtidos
nas amostras, comparando aos mesmos parametros obtidos para os padrdes de referéncia (IMB-NRC,
Canadd). Os seguintes fragmentos i6nicos foram monitorados em modo de ionizagdo negativo: m/z
803,5 = 255,0 ¢ m/z 803,5 = 113,0 para o acido ocadaico (OA), m/z 817,5 > 255,0 e m/z 817,5 >
113,0 para a dinofisistoxina-1 (DTX-1), m/z 803,5 = 255,0 ¢ m/z 803,5 - 113,0 para DTX-2, e m/z
1041,6 > 255,0 para DTX-3. Outras toxinas lipofilicas nao-diarreicas foram monitoradas em
conjunto, tais como pectenotoxinas (PTX-1, PTX-2 e PTX-6), yessotoxinas (YTX) e seus andlogos
(45-OH-YTX e Homo-YTX) (EU-RL-MB, 2015). Para o AD, a detec¢cdo ocorreu em comprimento
de onda de 242 nm (EU-RL-MB, 2008).

As concentragdes de toxinas foram determinadas a partir de curvas de calibracdo construidas
por meio de diluicdes sucessivas do padrdo analitico em metanol, sendo 3,5, 14,0, 55,9 e 2234
ng.mL"! para o0 AO, e 0,2, 2,5, 5,0, 10,0, 15,0, 20,0, 24,85 pg.mL! para o AD. O limite de detecgdo
(LOD) foi calculado através da formula: LOD = (3*DP)/b, onde “DP” ¢ o desvio padrao de multiplas
leituras da menor concentragdo do padrdo analitico (n = 6 para AO e n = 5 para AD), ¢ “b” ¢ a

inclina¢do da curva de calibragao.
2.3.5 Determinacao da concentrag¢ao de nutrientes e clorofila-a

Aliquotas adicionais de dgua do mar coletadas em cada local foram acondicionadas em
frascos plasticos com capacidade de 250 mL, guardadas em caixa térmicas e filtradas logo apos a
chegada ao laboratodrio. Filtraram-se 200 mL de cada amostra por meio de um filtro de microfibra de
vidro de 47 mm de didmetro e porosidade 1,2 um (Whatman® grau GF/C, GE Healthcare), em
sistema de filtragdo a vacuo. Os filtros foram reservados para a andlise de clorofila-a, sendo mantidos
ao abrigo de luz e congelados imediatamente logo apos a filtragem. Ja o liquido filtrado foi mantido
congelado em freezer até o processamento, para a determinagdo da concentragdo de nutrientes
dissolvidos.

A concentragdo de clorofila-a foi determinada por fluorimetria (Arar e Collins, 1997) e a
concentragdo de fosfato e silicato foi determinada pelo método colorimétrico de Hansen e Koroleff
(1999) e analisados no Laboratério de Indicadores Geoquimicos, no Centro de Estudos do Mar -
Universidade Federal do Parana. Por fim, as concentra¢des de nitrito ¢ amonio foram determinadas
através do método colorimétrico de acordo com Standart Methods for the Examination of Water and

Wastewater (APHA, AWWA et al. 2012) e analisados no Laboratério de Oceanografia Quimica
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localizado no Centro de Ciéncias Tecnoldgicas da Terra e do Mar - Universidade do Vale do Itajai

(UNIVALI).

2.3.6 Analise estatistica

Os dados referentes as varidveis abioOticas (temperatura, salinidade, concentragdo dos
nutrientes e transparéncia da coluna d’agua) e bidticas (densidade de V. parahaemolyticus,
prevaléncia de Perkinsus sp., abundancia total do fitoplancton e abundancia das espécies
potencialmente toxicas) de cada local estudado foram inicialmente tabulados em Windows
Microsoft® Excel (versdo 2013). A densidade de V. parahaemolyticus e prevaléncia de Perkinsus sp.
foram comparadas entre os dois locais estudados através do teste-t de Student, e a existéncia de
correlagdo entre as varidveis bioticas e abioticas foi avaliada através da analise de correlacdo de
Pearson, todas conduzidas no software R (versao 3.5.0).

Analises de variancia bifatoriais (two-way ANOVA) foram conduzidas no software Statistica
8.0 (Stat-Soft, Inc., USA), a fim de avaliar se as diferencas observadas entre a abundancia total do
fitoplancton, abundancia das espécies de microalgas mais frequentes e abundancia das espécies
potencialmente toxicas nos diferentes locais e datas foram estatisticamente significantes, bem como
para avaliar se houve interacdo entre os efeitos dos locais e datas sobre as varidveis abidticas.
Andlises de variancia simples (one-way ANOVA) foram realizadas no software Statistica a fim de se
comparar os valores médios de temperatura e salinidade obtidos a cada 0,5 m ao longo do perfil
vertical, determinando se houve ou ndo estratificagao da coluna d’agua em cada amostragem. O teste
de Bartllet foi aplicado para avaliar a homogeneidade das variancias e o teste post-hoc de
Tukey/HSD (Honestly Significantly Differences) foi realizado para distinguir as diferencas
identificadas na ANOVA entre os valores médios obtidos para as diferentes datas, sempre que

necessario.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Parametros fisico-quimicos da dgua

O CEP ¢ controlado fortemente pelo regime de marés e influenciado pela pluviosidade e
drenagem continental, de forma que, influenciam a distribuicdo espacial e temporal da salinidade,
temperatura, concentragdo de nutrientes, material particulado em suspensdo e consequentemente, a
penetragdo de luz na coluna d’agua. Sendo assim, os valores de precipitacdo atmosférica acumulada
em 5 dias foram similares entre os periodos amostrais, variando entre 19 mm, no més de outubro de
2016, 17,6 mm em abril/17 e 14,4 mm em junho/17. Nao foi possivel avaliar a precipitagdao
atmosférica do més de novembro, pois a estacdo meteoroldgica da Ilha do Mel estava em
manuten¢do. Durante o periodo estudado, os parametros fisico-quimicos avaliados estiverem dentro
dos padrdes esperados para esta regido, de modo que, a profundidade variou em ambos os locais,
dependendo da maré e do ponto exato amostrado, com valores ligeiramente menores no setor
intermediario (1,2 a 5,8 m em MED) do que no setor externo da baia (2,0 a 6,0 m na PO), e valores
significativamente maiores em abril/17 em ambos os locais. A transparéncia da dgua oscilou entre as
datas, variando entre 1,2 ¢ 1,8 m em MED e entre 0,8 ¢ 3,0 m na PO, com menores valores em
outubro/16 em ambos os locais. A temperatura da dgua foi ligeiramente mais elevada em MED (21 a
27 °C) do que na PO (21 a 26°C), sendo mais elevada em abril/17 em ambos os locais. J4 a salinidade
diferiu significativamente entre os locais estudados durante o todo periodo, com menores valores no
setor intermediario (20 a 22 em MED) do que no setor externo do estuério (24 a 36 na PO).

As concentra¢des de amonio (0,052 a 0,054 umol.L'! em MED e 0,052 a 0,053 umol.L! na
PO), fosfato (0,031 a 0,035 pmol.L"! em MED e 0,031 a 0,034 umol.L! na PO) e silicato (11,646 a
74,143 pmol.L'! em MED e 11,409 a 25,403 na PO) ndo diferiram significativamente entre os locais
ao longo do periodo estudado (p=0,78, p=0,49 e p=0,17, respectivamente). Por outro lado, as
concentragdes de nitrito (0,024 a 0,069 umol.L'! em MED e 0,024 a 0,111 pmol.L"! na PO) foram
significativamente maiores em junho/17 em ambos os lugares estudados, enquanto que os valores de
clorofila-a (3,01 a 17,52 pg.L' em MED e 2,09 a 10,69 pg.L"! na PO) foram mais elevados na PO
em jun/17 (TABELA 1).

A coluna d’agua se encontrou estratificada, com valores significativamente menores de
salinidade na camada mais superficial em relagdo ao estrato mais profundo, no més de novembro/16
na PO e no més de junho/17 em MED. Da mesma forma, os valores de temperatura em junho/17

foram significativamente superiores no estrato mais profundo em MED (TABELA 6).
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TABELA 1 - ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA) E POST-HOC (TUKEY/HSD) PARA A
PROFUNDIDADE, TRANSPARENCIA, TEMPERATURA, SALINIDADE, NITRITO E CONCENTRACAO DE
CLOROFILA - 4 DA AGUA NAS DUAS AREAS ESTUDADAS LOCALIZADAS NO COMPLEXO ESTUARINO
DE PARANAGUA, PARANA, BRASIL. DIFERENCAS SIGNIFICATIVAS (P < 0.05) DESTACADAS EM

NEGRITO.

Salinidade
SS GL MS F P Tukey/HSD
Data 77,227 3 25,742 60,07 0,000023
Local 200,000 1 200,000 466,67 <0,000001 Med < Po
Data*Local 55,045 3 18,348 42,81 0,000072 Med: Out = Nov = Abr = Jun
Po: (Nov < Out) = Abr < Jun
Erro 3,000 7 0,429
Temperatura
SS GL MS F P Tukey/HSD
Data 60,659 3 20,220 87,10 0,000007 Med e Po: Out = Jun < Nov < Abr
Local 1,681 1 1,681 7,24 0,031059 Med > Po
Data*Local 1,250 3 0,417 1,79 0,235713
Erro 1,625 7 0,232
Profundidade
SS GL MS F p Tukey/HSD
Data 14,447 3 4,816 4,141 0,055443
Local 6,722 1 6,722 5,781 0,047165 Med < Po
Data*Local 3,207 3 1,069 0,919 0,479345
Erro 8,140 7 1,163
Transparéncia
SS GL MS F p Tukey/HSD
Data 3,832 3 1,277 5,863 0,025277 Med e Po: Out < Nov = Abr = Jun
Local 0,001 1 0,001 0,003 0,961136
Data*Local 0,819 3 0,273 1,253 0,361122
Erro 1,525 7 0,218
Clorofila-a
SS GL MS F P Tukey/HSD
Data 3,390 3 1,130 0,094 0,961067
Local 153,009 1 153,009 12,700 0,009174 Med > Po
Data*Local 13,462 3 4,487 0,372 0,775706
Erro 84,338 7 12,048
Nitrito
SS GL MS F p Tukey/HSD
Data 0,007 3 0,002 50,445 0,000042
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Local 0,000 1 0,000 8,936 0,020244 Med < Po
Data*Local 0,0012 3 0,001 11,703 0,004069 Med: Out = Nov = Abr < Jun
Po: Out = Nov = Abr < Jun
Erro 0,000 7 0,000
Legenda: SS=soma dos quadrados; GL = graus de liberdade; MS = quadrados médios; F = valor de F; p =

valor de p

3.2 Vibrio parahaemolyticus

A bactéria V. parahaemolyticus ocorre naturalmente no ambiente marinho e ¢ frequentemente
isolada em amostras de dgua, sedimento, algas e em frutos do mar, principalmente em moluscos
bivalves em razdo do hébito alimentar suspensivoro (FAO 2011, Letchumanan, Chan et al. 2014,
Meng, Alter et al. 2015). Desta forma, bivalves constituem a principal via de intoxicagdo de seres
humanos por estes micro-organismos patogénicos (Thompson, Marcelino et al. 2005, Ceccarelli and
Colwell 2014, Romalde, Dieguez et al. 2014, Raszl, Froelich et al. 2016). V. parahaemolyticus foi
detectado na 4gua e nas ostras provenientes de MED e PO ao longo do periodo estudado (TABELA
2). De modo que, a densidade de V. parahaemolyticus nao diferiu entre as localidades investigadas
no CEP. Porém, em novembro/16 e em junho/17, a 4gua de MED apresentou maior NMP.mL"! de V.
parahaemolyticus do que a dgua de PO (aproximadamente 12 e 4 vezes maior, respecticamente). No
més de novembro/16 e junho/17, o oposto foi verificado em relagdo as ostras; isto €, no primeiro, PO
teve densidade >1.100 NMP.g"! contra 290 NMP.g! de V. parahaemolyticus em MED, e no 1iltimo
més, PO teve densidade 240 NMP.g™! contra nenhum V. parahaemolyticus em MED.

TABELA 2 — DENSIDADE DE VIBRIO PARAHAEMOLYTICUS ENCONTRADA NAS AMOSTRAS DE
OSTRAS E AGUAS AMOSTRADAS NAS COMUNIDADES DE MEDEIROS E PONTA OESTE DA ILHA DO MEL,
LOCALIZADAS NO COMPLEXO ESTUARINO DE PARANAGUA, PR, BRASIL.

OSTRA OSTRA  Colonias Colonias

Agua Ostra reprovadas reprovadas Colonias Compa-
Data  Local & 1 1 cp cp P p confirmados tibilidade
NMP.mlI" NMP.mlI" UFC.g! UFCg! emteste no teste .
S N como V.p. HiCx TCBS
Agar Agar  bioquimico NaCl 8%
HiC TCBS
% n % n % n %
16 Med 290 290 13 8 2 100 2 100 0 0 2/2 100
nov.
PO 23 >1.100 36 4 AC - AC - AC - AC -
be/17 Med >1.100 >1.100 1 74 4 100 1 25 0 0 0/4 0
abr,
PO >1.100 >1.100 3 18 AC - AC - AC - AC -
/17 Med 1.100 0 22 2 1 50 O - 1 50 22 100
u
! PO 240 240 31 32 1 50 0 0 1 50 2/2 100

Legenda: NMP= Numero Mais Provavel, UFC= Unidade Formadora de Colonias, HiC= Agar HiChrome; TCBS
= Tiossulfato-Citrato sais de Bile e Sacarose, V.p = Vibrio parahaemolyticus; n= numero de amostras; AC= auséncia de
crescimento CP = coldnias presuntivas.
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As elevadas densidades de V. parahaemolyticus (>1.100 NMP.g™") encontradas em ostras do
CEP, principalmente em abril/17, representam um risco de intoxicagdo aos consumidores de
moluscos bivalves, agravado pelo héabito da popula¢do de consumir ostras in natura ou pouco
cozidas. Contudo, embora o isolamento de V. parahaemolyticus em ostras ndo seja raro, sobretudo
em meses mais quentes (Matté, Matté et al. 1994, DePaola, Nordstrom et al. 2003, Sobrinho P,
Destro et al. 2010), nem toda cepa de V. parahaemolyticus ¢ virulenta; sua agdo patogénica ¢
dependente da produgdo de hemolisina direta termoestavel (TDH), evidenciada principalmente pelo
fendmeno Kanagawa positivo (Drake, DePaola et al. 2007, Leal, da Silva et al. 2008, Sobrinho P,
Destro et al. 2010). No Brasil, estudos realizados em ostras mostraram baixa incidéncia de formas
patogénicas de V. parahaemolyticus (Matté, Matté et al. 1994, Ristori, laria et al. 2007, Sobrinho P,
Destro et al. 2010). Do ponto de vista epidemiologico, entretanto, gastroenterites causadas por V.
parahaemolyticus parecem ser subestimadas, j& que manifestagdes gastroentéricas podem decorrer de
razdes diversas e seus sintomas tipicamente nao sdo severos o suficiente para demandar uma atengao
médica especial. Ainda assim, V. parahaemolyticus é a principal causa de gastroenterites de origem
alimentar em paises da Asia, Oceania, Europa e Estados Unidos (Drake, DePaola et al. 2007,
Letchumanan, Chan et al. 2014).

Neste estudo, ndo houve diferenga significativa entre a densidade de V. parahaemolyticus na
agua ¢ nas ostras. Apesar disso, para a atividade de maricultura, torna-se imprescindivel o
monitoramento da qualidade sanitaria da 4gua em que os organismos estdo sendo cultivados para se
assegurar um produto de qualidade (Kaufman, Bej et al. 2003), uma vez que os bivalves
bioacumulam em seus tecidos as particulas em suspensdo na agua, resultando em quantidades
variaveis de micro-organismos acumulados conforme a qualidade da dgua em que os bivalves sdo
cultivados (Feldhusen 2000, Romalde, Dieguez et al. 2014).

Ferreira (2013) conduziu as primeiras investigagdes sobre Vibrio sp. em aguas no litoral do
Parand, registrando a presenca de vibrides em todos os 5 pontos de amostragem no balneéario Pontal
do Sul, porém a maior incidéncia foi de espécies sacaroses positivas em meio TCBS. No CEP, a
pesquisa desenvolvida por Chalcoski (2014), avaliou a presenga de Vibrios sp. em ostras e nas aguas
de entorno da ostreicultura da Ponta Oeste ¢ as contagens de Vibrio foram aumentando conforme o
aumento da temperatura ambiental. Por fim, Alves (2016), avaliou a presenca de V. parahaemolyticus
em ostras cultivadas na Ponta Oeste e em Medeiros através do método de contagem direta e relatou
que ostras de ambas as comunidades estavam contaminadas por este patdgeno, mesmo resultado
encontrado neste estudo.

Apesar de se basear em um nimero pequeno de amostras, os valores de temperatura (P =

0,82) e transparéncia da agua (P = 0,76), apresentaram correlagdo positiva com as densidades NMP.g"
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' de V. parahaemolyticus nas amostras de ostras, enquanto a salinidade (P = -0,16) tambem
apresentou correlagdo inversamente proporcional. Para as amostras de dgua, por sua vez, temperatura
(P = 0,49) apresentou correlagdo positiva, enquanto a salinidade (P = 0,68) apresentou correlacio
fraca com a densidade de V. parahaemolyticus. Sendo assim, a densidade de V. parahaemolyticus
também pode estar relacionada as variagdes sazonais (Raszl, Froelich et al. 2016), como visto no
presente estudo. As maiores densidades de V. parahaemolyticus nas ostras do CEP foram encontradas
em abril/17 e as menores em junho/17, quando foram registrados os maiores € menores valores de
temperatura na d4gua do mar durante o periodo investigado, respectivamente. O aumento na densidade
de V. parahaemolyticus esta atrelado a valores de temperatura acima de 20°C, ao mesmo tempo em
que sua densidade diminui em temperaturas abaixo deste valor (Drake, DePaola et al. 2007). Por
exemplo, a 15°C, a densidade destes micro-organismos pode ser maior no sedimento e em
organismos marinhos do que na coluna d’agua (Paranjpye, Nilsson et al. 2015), sugerindo assim, que
este patdogeno migre de ambiente, dependendo da temperatura da agua. A auséncia de V.
parahaemolyticus em aguas mais quentes (onde usualmente se encontram), pode ser devido a sua
dispersao devido a competicdo com a alta carga de bacterias tipo Vibrio (“Vibrio-like). Estas
bactérias correspondem principalmente a dos géneros Vibrio e Shewanella. Este ultimo degrada
aminodcidos sulfurosos e produzem sulfetos volateis incluindo H>S, que ¢ provavelmente
responsavel pelas abundantes colonias de cor negra observadas em placas de TCBS (Fuenzalida,
Armijo et al. 2007).

Tanto a temperatura quanto a salinidade podem afetar substancialmente a abundancia e
distribuicao de Vibrio sp. (Raszl, Froelich et al. 2016), no entanto, neste estudo, a salinidade se
mostrou um fator secundario para o desenvolvimento de V. parahaemolyticus, mesmo padrdo
observado por Ramos, Miotto et al. (2014) e (Sobrinho P, Destro et al. 2010). Uma relagdo mais fraca
entre salinidade e a abundancia de V. parahaemolyticus pode ser explicada também pela amplitude
dos valores de salinidade medidos no presente estudo, ja que uma correlacdo fortemente positiva
ocorre sob maior variacao dos valores de salinidade, mas uma fraca ou nenhuma correlacao se faz
presente quando a amplitude de valores ¢ menor (Paranjpye, Nilsson et al. 2015). Neste estudo,
mesmo que os valores de salinidade no CEP tenham oscilado bastante (20 - 36), estes se mantiveram
na faixa de maior frequéncia da ocorréncia desta bactéria.

Embora o agar TCBS seja recomendado oficialmente, os métodos que compdem o Manual de
Bacteriologia (Croci, Suffredini et al. 2007, FDA/WHO 2011) nao refletem a mais recente tecnologia
para a deteccdo de V. parahaemolyticus em bivalves naturalmente contaminados. O uso de meio
cromogénico em substituicdo ao meio TCBS apresenta algumas vantagens, como a eficiéncia na

identificacao especifica de espécies de Vibrio, bem como a supressao da necessidade de testes
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bioquimicos para se confirmar a identificagdo de V. parahaemolyticus (Hara-Kudo, Nishina et al.
2001, Blanco-Abad, Ansede-Bermejo et al. 2009, Bisha, Simonson et al. 2012). No presente estudo,
foi confirmado maior densidade de UFC.g' de V. parahaemolyticus em HiC nos meses de
novembro/16 e junho/17, ja que varias coldonias presuntivas em TCBS foram eliminadas em testes
bioquimicos e no teste de resisténcia a NaCl a 8%. Colonias previamente crescidas em HiC se
mantiveram em nimero e caracteristicas fenotipicas, apresentando compatibilidade quando repicado
em TCBS (TABELA 2). Sendo assim, o agar HiCrome teve uma boa compatibilidade em relagdo ao
agar TCBS, representando uma boa alternativa a rotina de andlises por reduzir o tempo de trabalho e
o numero de testes bioquimicos necessarios para a deteccao de V. parahaemolyticus. De acordo com
Blanco-Abad, Ansede-Bermejo et al. (2009), o meio cromogénico ¢ 27,7% mais sensivel e eficiente
para o isolamento de V. parahaemolyticus do que o método tradicional. Di Pinto, Terio et al. (2011)
também relataram maior eficiéncia, com até 95% a mais de sensibilidade para a identificacdo de V.
parahaemolytcus nas placas contendo o meio cromogénico, enquanto que Duan and Su (2005)
concluiram que, apesar de o agar cromogénico ter mais acuracia em relacdo ao TCBS, ele ndo teve
resultados satisfatorios em virtude de ter sido encontrado resultados falsos positivos quando
confirmados por PCR.

O consumidor brasileiro tem o habito de consumir bivalves in natura ¢, desta forma, esta
amparado com ferramentas que possibilitem prever possiveis infeccdes alimentares por V.
parahaemolyticus, através da Resolugdo n. 12, de 2 de janeiro de 2001 da Agéncia Brasileira de
Vigilancia Sanitaria — ANVISA (Brasil 2001), que define os critérios e padrdes microbiologicos para
pescado e produtos a base de pescado expostos a venda, “moluscos bivalves ingeridos na forma in
natura”, listando o limite maximo para V. parahaemolyticus como 10> UFC/g, como também os
limites para Staphylococcus coagulase positiva, Salmonella e Coliformes a 45°C. Como também, a
FDA/US (Food and Drug Administration / United States), através do Shellfish Sanitation Program
2009, estabelece limites de atencdo para a contaminagdo por V. parahaemolyticus, sendo este nivel de
contaminagio igual a 1000 UFC.g"!, e quando superior, é considerado de qualidade inaceitavel. Neste
estudo, o maior valor encontrado foi de 74 UFC.g"! e segundo o limite regulatério nacional e
internacional, é considerada aceitavel.

Além disso, a FDA/US recomenda o monitoramento de V. parahemolyticus, V. vulnificus e V.
cholerae, principalmente para ostras consumidas cruas. Adicionalmente, aconselha a refrigeragdo das
ostras a 7,2 °C como forma de manter sua qualidade microbiologica durante a comercializa¢do
(FDA/WHO 2011). Da mesma forma, a legislacao japonesa voltada a seguranca alimentar, sobretudo
no caso do pescado, foi e continua sendo fundamental para a reducdo e controle de DTA s no Japao

(Hara-Kudo and Kumagai 2014). Sob essa perspectiva, Leal, da Silva et al. (2008) e Ramos, Miotto
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et al. (2014) apontam que a deteccao de V. parahaemolyticus deveria ser incluida no sistema
brasileiro de elucidagdo etiologica de diarreias, considerando o potencial de envolvimento do referido
micro-organismo em surtos € mesmo em casos isolados de gastroenterites em humanos. Alguns
métodos podem ser recomendados para a prevencdo de vibrioses, seja a depuragdo pds-colheita dos
moluscos, a irradiacdo com raios gama, o cozimento, a conserva, dentre outras formas de
processamento. Moluscos processados por aquecimento nao devem conter V. parahaemolyticus
viaveis, desde que ndo haja falta de higiene na manipulagdo ou contaminacdo do produto pos-

processamento (Kaysner e DePaola, 2004).

3.3 Perkinsus sp.

As ostras analisadas provenientes da PO mediram, em média, 8,9 + 1,1 cm de altura e 5,9 +
0,75 cm de comprimento, ¢ as de MED 8,8 = 1,1 cm por ¢ 5,9 = 0,87 cm, nao havendo diferenca
significativa nas suas dimensdes entre os locais. Nao foram observados sinais de emagrecimento, tdo
pouco lesdes macroscopicas nos tecidos moles.

A presenga de Perkinsus sp. foi detectada em ostras provenientes de ambas as localidades
investigadas. Das 140 ostras analisadas, pouco mais da metade (71 individuos) estava infectada pelo
parasito. A prevaléncia se manteve moderada ao longo do tempo, enquanto a intensidade de infecg¢ao
foi predominantemente baixa (TABELA 3). Das 71 ostras que testaram positivas para Perkinsus sp.
em meio RFTM (FIGURA 5), 56 foram confirmadas por PCR, (79% de eficiéncia; TABELA 4), as
quais apresentaram amplificagdo dos fragmentos gendmicos do tamanho esperado (703 pb)
(FIGURA 6). A prevaléncia e intensidade de infeccdo, embora tenha variado de baixa a intensa, ao
longo do estudo, ndo diferiu significativamente entre as localidades. A prevaléncia de Perkinsus sp.
encontrada neste estudo pode ter sido uma func¢ao das condi¢des biologicas de cada organismo como
também das condigdes ambientais de cada area estudada. Além destes, o tempo em que a ostra esta
em contato com o parasito localizado na “area infectada” por Perkinsus sp. Moluscos bivalves
exibem respostas diferentes a infec¢do; de acordo com le Peyre and Faisal (1995) algumas espécies
de ostras proporcionam um ambiente menos favoravel para o desenvolvimento do parasito,
provavelmente devido aos baixos niveis de proteinas plasmaticas, gerando limita¢ao nutricional para
o agente patogénico e a elevada atividade celular, que pode degradar o parasito de forma mais eficaz.
Tanto MED (27%) quanto PO (54%) apresentaram valores médios de prevaléncia em PCR maiores
que a prevaléncia de 5,78% encontrada no estuario do Rio Pacoti, Fortaleza, Ceara (Sabry, Rosa et al.

2009), de 5,6% mensurada no estuédrio da Ponta do Mangue, Rio Grande do Norte (Silva, Figueiredo
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et al. 2017), e em estudrios do Ceara (17,3%), Piaui (5,3%) e Maranhao (10,6%) (Dantas-Neto, Sabry
et al. 2015), porém menores do que a prevaléncia média de 93,3% reportada no estudrio do rio
Mamanguipe, no estado da Paraiba (Vieira 2014), de 63% reportada nos estuarios do Rio Marau e
Graciosa, estado da Bahia (Brandao, Boehs et al. 2013) e do que os valores maximos (26,7 a 96,6%)

encontrados em Sao Francisco do Sul, no estado vizinho de Santa Catarina (Cunha 2016).

FIGURA 5 - TECIDO BRANQUIAL DE OSTRAS CRASSOSTREA SP. COLETADAS NO COMPLEXO
ESTUARINO DE PARANAGUA, PARANA, BRASIL, INFECTADO POR PERKINSUS SP. APOS INCUBACAO EM
RFTM, MOSTRANDO CELULAS DO PARASITO CORADAS COM LUGOL. PRESENCA DE NUMEROSOS
HIPNOSPOROS DE PERKINSUS SP. CARACTERISTICOS DE UMA INFECCAO INTENSA (AUMENTO DE 400X
EM MICROSCOPIO OPTICO).

FONTE: O AUTOR (2017)

FIGURA 6 - ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE 1% DOS FRAGMENTOS AMPLIFICADOS DE
OSTRAS INFECTADAS POR PERKINSUS SP., MARCADOR DO PESO MOLECULAR (M), CONTROLE COM
DNA DE PERKINSUS SP. (C) E AS AMOSTRAS DE OSTRAS (A) POSITIVAS E NEGATIVAS (A2).

FONTE: O AUTOR (2017)

TABELA 3 — PREVALENCIA DE PERKINSUS SP. E INTENSIDADE DE INFECCAO EM OSTRAS
CRASSOSTREA SP. PROVENIENTES DO COMPLEXO ESTUARINO DE PARANAGUA- PR, BASEADOS NOS
ENSAIOS EM RFTM E CONFIRMADAS POR PCR.

diagnostico RFTM PCR
Data Local ni:ﬁ('leecf:(tizs Prew;g/loé‘;ncia Intensidade ni:lg;?:(tg;s Pre\?/{sncia
jun/16 Med Sde 12 41 - 3de 12 25
jun/16 PO 5de8 62 - 5de8 62
set/16 Med 6 de 20 30 1 2 de 20 10
nov/16 PO 15 de 20 75 2 15 de 20 75
abr/17 Med 8 de 20 40 1 3 de 20 15
abr/17 PO 6 de 20 30 1 2 de 20 10
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jun/17 Med 12 de 20 60 4 12 de 20 60

jun/17 PO 14 de 20 70 4 14 de 20 70
Intensidade baseada na escala de Mackin

TABELA 4 - NUMERO DE OSTRAS QUE APRESENTARAM INFECCAO POR PERKINSUS SP.
DETERMINADA ATRAVES DOS ENSAIOS EM RFTM E CONFIRMADAS OU NAO POR PCR (+ OU -), COM A
RESPECTIVA EFICIENCIA ENTRE AS REFERIDAS TECNICAS, DE ACORDO COM INTENSIDADE DE
INFECCAO (ESCALA DE MACKIN ENTRE 0 A 4)

Intensidade de infec¢do por Perkinsus sp.
0 1 2 3 4 Total
RFTM 69 51 11 5 4 140
PCR + 0 36 11 5 4 56
PCR - 0 15 0 0 0 15
Eficiéncia (%) 100 71 100 100 100 79

A presenga de Perkinsus sp. nas ostras do CEP ao longo de todo o periodo estudado pode ser
explicada pelo fato deste parasito ser infeccioso em todos os estagios do ciclo de vida (Villalba,
Reece et al. 2004) e possuir mecanismo de transmissdo horizontal direta, ou seja, ¢ transferido
diretamente entre individuos, sem necessidade de hospedeiros intermediarios (Villalba, Gestal et al.
2011).

Neste estudo, Perkinsus sp. foram isolados durante todo o periodo investigado, mas foram
forte e inversamente correlacionadas a temperatura (P = -0,94) e ndo apresentaram correlagdo com a
salinidade (P = 0,54). Mesmo que, a prevaléncia e intensidade da infeccdo apresentaram maiores
valores no periodo em que foram registrados os maiores valores de salinidade (36), outros estudos
relatam que a salinidade pode favorecer a presenca de Perkinsus sp. (Villalba, Reece et al. 2004, La
Peyre, Casas et al. 2010, da Silva, Costa et al. 2016, Luz, Carvalho et al. 2017, Silva, Figueiredo et
al. 2017). Entretanto, este periodo coincidiu também com as menores temperaturas, o que contraria
relatos anteriores (Villalba, Reece et al. 2004, Cho and Park 2010, Villalba, Gestal et al. 2011). Em
um estudo realizado em Chesapeake Bay (EUA), por exemplo, o aumento da infecgdo pelo parasito
esta relacionado ao aumento da temperatura da agua acima de 20°C (Burreson and Ragone 1996,
Bonilla 2016), E possivel, portanto, que a menor temperatura (21 °C) registrada durante o periodo
investigado no CEP (inicio da primavera a final do outono) ainda seja favoravel ao desenvolvimento
destes parasitos, assim como ocorre na regido nordeste do Brasil durante todo o ano (da Silva,
Scardua et al. 2014); (Queiroga, Vianna et al. 2015). Como visto no presente estudo, a influéncia da
salinidade parece ser maior do que a da temperatura. Estudos conduzidos no nordeste brasileiro
mostraram que, no inverno, quando a salinidade estava 24, houve uma queda abrupta na prevaléncia
de Perkisnsus sp. quando comparada ao verdo, em que a salinidade estava 34 (da Silva, Scardua et al.

2014). No setor mais externo do CEP, a prevaléncia da infeccao chegou a 70% quando a salinidade
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alcancou 36, similar aos niveis alcangados no Rio Grande do Norte, a uma salinidade de 37 (da Silva,
Costa et al. 2016) e na Bahia, a uma salinidade de 36 (Luz, Carvalho et al. 2017). No entanto, ¢
necessario coletar com mais frequéncia os dados de temperatura e salinidade da 4gua do mar para,
entdo, determinar conclusivamente como a dinamica destes pardmetros pode influenciar na infec¢ao
de ostras Crassostrea sp. por Perkinsus sp.

Das 71 ostras em que a infec¢ao por Perkinsus sp. foi determinada pelo meio RFTM, em 15
individuos ndo se confirmou a presen¢a do parasito por PCR, provavelmente porque a infeccio
estava em um nivel leve ou porque ocorreu alguma falha na extragdo do DNA que impediu a
amplificacdo dos fragmentos gendmicos. Outros autores também encontraram divergéncia nos
resultados entre RFTM e PCR (Reece, Dungan et al. 2008) , (Sabry 2010), (Burreson 2008), apesar
de (Reece, Dungan et al. 2008) terem afirmado que a prevaléncia estimada entre RFTM e analises
moleculares sdo normalmente parecidas.

Neste estudo, as amostras que tiveram fragmentos DNA sequenciados, foram classificadas
como Perkinsus marinus (n=4) e P. olseni (n=2). As sequéncias obtidas para P. marinus foram
idénticas entre si ¢ ndo apresentaram diferenga significativa em relacdo aquelas depositadas no
NCBI. Entretanto, para P. olseni, apesar das sequéncias ndo apresentarem diferenca significativa em
relagdo aquelas depositadas no NCBI, foram classificadas como P. cf. olseni (FIGURA 7) devido a
sua distancia do ramo de P. olseni. Sendo assim, este ¢ o primeiro relato da presenca de Perkinsus
marinus € Perkinsus cf. olseni em ostras Crassostrea sp. provenientes do Complexo Estuarino de
Paranagua. Este achado gera uma preocupacdo a rentabilidade da aquicultura paranaense, pois
organismos infectados por Perkinsus sp. apresentam crescimento lento e deficiéncia de reserva
energética para ter sucesso na gametogénese, resultando em tamanho e valor inferior de mercado,
podendo ocorrer maceracao do musculo adutor, abertura involuntaria das valvas, perda de peso,
encolhimento do manto, comprometimento do sistema imunologico e por fim, a morte da ostra
(Villalba, Reece et al. 2004, ICES 2011). Perkinsus marinus ¢ uma das espécies mais nocivas para
seu hospedeiro, sobretudo ostras, periodos de elevada prevaléncia e forte intensidade de infecgao
podem resultar em eventos sazonais de mortalidade massiva, como registrado para ostras Crassostrea
virginica nos Estados Unidos (Ragone Calvo, Dungan et al. 2003). Ambas as espécies de parasitos
encontradas neste estudo ja foram reportadas em ostras no litoral do Brasil, principalmente na costa
nordeste (Sabry 2010, da Silva, Scardua et al. 2014, Queiroga, Vianna et al. 2015), mas também no
sul, no estado de Santa Catarina (Cunha 2016), representando uma ameaga a producao de ostras

Crassostrea sp. nestas regioes.
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FIGURA 7 - ANA,LISE DE MAXIMA VEROSSIMILHANCA DAS SEQUENCIAS DE DNA PARA
IDENTIFICACAO DAS ESPECIES PERKINSUS MARINUS E PERKINSUS CF. OLSENI DAS AMOSTRAS SANAQ 1
A 6 COLETADAS EM MEDEIROS (CEP) E AMOSTRAS DO BANCO DE DADOS DO NCBI.
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FONTE: Daniele Conceicao, Laboratorio de genética e melhoramento de organismos aquaticos, CEM, UFPR (2018)

O aparecimento de parasitos e doengas que causam mortalidades em massa, podem persistir
na regido e inviabilizar o futuro da producgdo (Villalba, Reece et al. 2004), representando um
importante fator que contribui para as mortalidades em massa (Bower, McGladdery et al. 1994).
Além das bactérias patogénicas e microalgas toxicas, o monitoramento de parasito, como P. marinus
e P. olseni, seria importante no litoral brasileiro, pois os mesmos podem afetar diretamente as ostras,
alterando sua eficiéncia dos processos metabdlicos, reduzindo o crescimento e a reproducdo, como
também afetando sua resisténcia ao estresse e promovendo a morte do animal. A Organizagdo
Mundial da Saude Animal (OIE) trabalha ao redor do mundo, inclusive no Brasil, para que normas de
controle destas enfermidades sejam elaboradas e, assim, haja controle da ocorréncia de doengas de
notificacdo obrigatdria em diversos grupos animais. Segundo a OIE (2018), as doencgas de notificagdo

obrigatéria de moluscos sdo: infeccdo por Abalone herpesvirus e Xenohaliotis californiensis em
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abalones, e infeccdo com Bonamia exitiosa, Bonamia ostreae, Marteilia refringens, P. marinus ¢ P.
olseni em ostras. No Brasil, P. marinus esta na lista de doencas de notificacdo obrigatoria de
moluscos de acordo com a Portaria n. 19, de 4 de fevereiro de 2015, e a notificacdo consiste na
comunicacdo da ocorréncia dos casos de doengas as autoridades sanitarias, visando a adogdo de
medidas de controle que sejam pertinentes para manter a atividade aquicola sustentavel (Brasil 2015).
Segundo a OIE (2017), as enfermidades sdo responsaveis, ainda, por impactos no desenvolvimento
socio-econdmico em muitos paises por causa do transporte de moluscos contaminados para areas
livres de patogenos, causando reducao das populacdes de moluscos bivalves.

Embora os cortes histoldgicos (n = 40) tenham sido realizados a partir de amostras que
apresentaram maior intensidade de infec¢do, nao foi possivel identificar o parasito nestas analises.
Cunha (2016) sugere que a analise em RFTM ¢ mais simples e eficaz em diagnosticar a presenca do
parasito do que a andlise histopatologica. Uma das razdes ¢ a pequena quantidade de tecido
normalmente amostrado em ambas as técnicas (Almeida, Berthe et al. 1999). Ademais, o meio
RFTM aumenta o tamanho dos trofozoitos e deixa a parede celular mais espessa, tonando, assim, a
leitura das amostras em microscopio mais facil (Ashton-Alcox, Kim et al. 2006) . Em contraste, na
analise histopatoldgica, o tecido ¢ fixado e mantém o mesmo nimero e tamanho do parasito, o que
exige um bom treinamento para identificacdo das estruturas de interesse. Segundo Sabry (2010),
(Sabry, Gesteira et al. 2013) e Brandao, Boehs et al. (2013), as células do parasito apresentam um
vacuolo que ocupa grande parte do citoplasma e o nucleo situado na parte periférica da célula.

O protozoario Perkinsus sp. coloniza e danifica preferencialmente o epitélio do trato
digestorio das ostras infectadas (Moss, Xiao et al. 2008, Sabry, Rosa et al. 2009, Queiroga, Vianna et
al. 2015). O que pode estar associado a sua forma de captura das particulas de alimento que as ostras
utilizam (Mackin 1951). Neste estudo, ndo foram identificadas lesdes nos oOrgdos digestivos das
ostras analisadas, mesmo naquelas que se apresentaram altamente infectadas em meio RFTM. No
entanto, Queiroga, Vianna et al. (2015) encontraram alta prevaléncia (93,3%) de Perkinsus sp. no
estuario do Rio Mamanguape, na Paraiba, através da histopatologia em ostras durante todo o periodo
de estudo, sendo a alta prevaléncia devido ao efeito acumulativo da estacdo seca, quando as maiores
temperaturas e salinidades da agua foram registradas e coincidindo com a época em que as ostras
apresentaram comprometimento do sistema imunoldgico. Similarmente, (Vieira 2014) encontraram
alta prevaléncia (93,3%) deste parasito, sobretudo no manto e epitélio dos o6rgdos digestivos das
ostras analisadas da Bahia. Através da mesma técnica, entretanto baixas prevaléncias (3,3% a 6,6%)
de Perkinsus sp. foram encontradas em Santa Catarina, com maiores valores no verdao (Cunha 2016).
De modo similar, Dantas-Neto, Sabry et al. (2015) encontraram baixas prevaléncias (5,3 % a 17,3%)

em trés estuarios nordestinos.
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No entanto, a perkinsiose ainda ndo foi diretamente associada a eventos de mortalidade em
massa no Brasil (Da Silva et al., 2013, 2014, 2016; Queiroga et al., 2015; Dantas-Neto et al., 2015),
este estudo ndo avaliou se a prevaléncia e infeccdo do parasito no CEP causou mortalidade em ostra
nas areas estudadas, o que deverd ser feito num futuro préoximo. Da mesma forma, estudos
populacionais devem ser conduzidos para se avaliar possiveis impactos ecoldgicos associados a
mortalidade que estes parasitos podem acarretar.

Apesar da falta de identificacdo de Perkinsus sp. pela histopatologia, foi possivel observar
outros parasitos, como Bucephalus sp. e Nematopsis sp., além de brown cells. Bucephalus sp.,
encontrado em apenas uma ostra analisada (2,5%), acomete as gonadas do hospedeiro, causando
castragdo (Brandao, Boehs et al. 2013). Ja foi encontrado em ostras Crassostrea sp. na Bahia
(Nascimento et al., 1986; (Luz, Carvalho et al. 2017), no Ceard (Sabry, Gesteira et al. 2013) e
também em outras espécies de bivalves no nordeste brasileiro (Brandao, Boehs et al. 2013) e no sul
(Siihnel, Johnson et al. 2016). Nematopsis sp., por sua vez, presente em todas as ostras analisadas
(100 %), quando em grande quantidade nas branquias dos bivalves, pode dificultar as trocas gasosas
(Brandao;, Boehs; et al. 2012), como também utiliza-os como hospedeiros intermediarios para
completar seu ciclo de vida no trato digestivo de crustaceos (Lauckner 1983). Nematopsis sp. €
usualmente reportado em ostras Crassostrea sp. no nordeste (Azevedo, Padovan et al. 2005, Sabry,
Gesteira et al. 2007, Queiroga, Vianna et al. 2015, Luz and Boehs 2016); e no sul do Brasil (Siihnel,
Johnson et al. 2016), bem como em outras espécies comerciais de bivalves (Boehs, Magalhaes et al.
2012). Aglomerados de brown cells estiveram presente em 50% das ostras analisadas e indicam uma

possivel resposta imunologica de defesa aos referidos parasitos.

3.4 Microalgas e ficotoxinas

3.4.1 Variacdo espacial e temporal na abundancia do fitoplancton

Considerando as células de microalgas maiores que 10 pm, foram identificados 29 taxons
distintos em ambos os locais estudados, pertencentes aos dois principais grupos do microfitoplancton
costeiro: diatomaceas (céntricas e penadas) e dinoflagelados (TABELA 5). Além disso, foi incluido
nas contagens o ciliado fotossintetizante Mesodinium rubrum, por atuar como produtor primario e
por se tratar da principal presa do dinoflagelado toxico mixotrofico, Dinophysis ct. acuminata.

Nao houve diferenca significativa no numero de taxons por amostragem entre os dois locais

estudados, porem o setor externo apresentou valores ligeiramente maiores (15 = 3 na PO) do que no
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setor intermediario (12 + 4 em MED). Dentre diatomaceas e dinoflagelados, este trabalho identificou
a ocorréncia de 30 taxons distintos, sendo os mais abundantes condizentes com aqueles reportados
em trabalhos realizados anteriormente no CEP (Brandini 1985, Brandini and Moraes 1986, Brandini,
Moraes et al. 1989, Thamm 1990, Anderle 2004, Fernandes and Brandini 2004, Luz 2016): Ceratium
furca, Chaetoceros sp., Cylindrotheca spp, Gymnodinium sp., Pleurosigma sp., Protoperidinium sp.,

Prorocentrum sp., Rhizosolenia sp., Skeletonema costatum e Thalassionema nitzschioides.

TABELA 5 - TAXONS IDENTIFICADOS NAS AMOSTRAS DE FITOPLANCTON NO COMPLEXO
ESTUARINO DE PARANAGUA, PARANA, BRASIL, DE OUTUBRO DE 2016 A JUNHO DE 2017

Diatomaceas .
o Dinoflagelados Outros
Céntricas Penadas
Actinoptychus sp. Bacillaria sp. Alexandrum fraterculos Mesodinium rubrum
Chaetoceros sp. Meuniera membranacea Ceratium furca
Coscinodiscus sp. 1 Pleurosigma sp. Ceratium fusus

Coscinodiscus sp. 2 Pseudo-nitzschia calliantha*  Dinophysis cf. acuminata*

Cylindrotheca sp. Pseudo-nitzschia pungens* Gyrodinium sp.
Ditylum sp. Thalassionema sp.1 Noctiluca sp.
Fragilaria sp. Thalassionema sp.2 Prorocentrum micans
Lauderia anulata Prorocentrum scutellum
Odontella sp. Protoceratium sp.
Rhizosolenia setigera Pyrocystis sp.

Skeletonema sp.
*Espécies potencialmente toxicas

Houve uma variagao sazonal significativa na abundancia de diatomdaceas € no nimero total de
células do microfitoplancton, tanto em MED como na PO, com maiores valores registrados no més
de abr/17 (GRAFICO 1).

As diatoméceas céntricas, assim como em estudos pretéritos realizados no CEP (Anderle
2004, Luz 2016), foram dominantes no presente estudo, principalmente no final do verdo e inicio do
outono, quando a temperatura da dgua e a concentracdo de silicato foram maiores. O silicato, que ¢
importante para a sintese de DNA e formagdo das frastulas das diatomaceas (Bates, Garrison et al.
1998), ¢ encontrado em abundancia no CEP, onde, de modo geral, a demanda por silica ¢ menor que
a oferta (Brandini and Moraes 1986).

Nesse mesmo periodo, a coluna d’agua apresentou caracteristicas verticalmente homogéneas
(TABELA 6), ou seja, a maior circulagdo de 4gua dentro do estudrio provavelmente tenha favorecido
o maior desenvolvimento de diatomaceas através da promocao de turbuléncia que as impedem de
afundar (Mos 2001). De modo inverso, a coluna d’agua esteve mais estavel verticalmente em junho
de 2017, o que pode ter favorecido o maior desenvolvimento de dinoflagelados naquele periodo (Day

1989, Smayda 1997), quando sua elevada capacidade natatéria os permite permanecer nas camadas
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superficiais iluminadas e realizar movimentos de migracdo vertical em busca de nutrientes,

conferindo uma vantagem competitiva em rela¢do as diatomaceas (Margalef 1978, Smetacek 1988,

Doblin, Thompson et al. 2006).

GRAFICO 1 - ABUNDANCIA (Cel.L"') DE DIATOMACEAS E DINOFLAGELADOS PRESENTES EM
MEDEIROS (PAINEL SUPERIOR) E PONTA OESTE (PAINEL INFERIOR) DURANTE O PERIODO DE ESTUDO,
EM RELACAO AOS VALORES MEDIOS DE SALINIDADE E TEMPERATURA DA AGUA.
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TABELA 6 — ESTRATIFICACAO DA ESTRUTURA VERTICAL DA COLUNA D’AGUA: RESULTADOS
DAS ANALISES DE VARIANCIA (ANOVA) E POST-HOC (TUKEY) PARA OS DADOS DE SALINIDADE E
TEMPERATURA OBTIDOS COM CTD A CADA 0,5 M NAS DUAS REGIOES ESTUDADAS LOCALIZADAS NO
COMPLEXO ESTUARINO DE PARANAGUA, PR, BRASIL. DIFERENCAS SIGNIFICATIVAS (P < 0.05)
DESTACADAS EM ITALICO

Salinidade Temperatura
Data Local
E p Tukey/HSD F p Tukey/HSD
Med 1,4 0,380 0 0,96
out.16
Po 0,2 0,948 0 0,89
Med 0,34 0,889 0,8 0,63
nov.16
Po 546 0,008 0<(0,5=1,0=15=2,0=25=3,00<3,5<4,0<45 1 0,60
Med 0,375 0,816 1 0,53
abr.17
Po 247 0,107 2 0,22
17 Med 31,4 0,003 0=05=1,0<1,5 177 0,01 0=0,5=1,0<1,5
un.
! Po 0 0,890 0 0,88

3.4.2 Variacdo espacial e temporal de microalgas potencialmente toxicas e ficotoxinas

As espécies de microalgas potencialmente toxicas ocorreram em menores abundancias no
CEP, quando comparadas aos outros taxons durante o periodo estudado. Durante o presente estudo,
foi possivel detectar a presenca das espécies de microalgas potencialmente toxicas Dinophysis cf.
acuminata, Pseudo-nitzschia calliantha e P. pungens, que podem se tornar nocivas ao ser humano
por meio da contaminagdo de moluscos bivalves por ficotoxinas (Lassus, Chomérat et al. 2016).
Além disso, foi possivel relatar a ocorréncia de espécies de Chaetoceros e Coscinodiscus, que
ocasionalmente podem se tornar nocivas aos animais marinhos durante floragdes intensas, em fungao
do formato das células que podem danificar as branquias de peixes e/ou da producdo excessiva de
compostos mucilaginosos que podem prejudicar a taxa de filtragdo dos consumidores primarios.
Apesar de normalmente ndo causarem danos diretos aos bivalves, elevadas abundancias destas
microalgas e seus compostos mucilaginosos aumentam a probabilidade de infec¢des por patogenos

(Sar, Ferrario et al. 2002).

3.4.2.1 Dinophysis cf. acuminata e toxinas diarreicas

O envenenamento diarréico por consumo de moluscos (DSP) ¢ uma das principais
preocupacdes com relagdo a seguranca alimentar em escala global. Durante surtos de DSP, o
desenvolvimento socioecondmico de comunidades costeiras que dependem da malacocultura pode
ser afetado (O'Boyle and Silke 2009, Reguera, Riobo et al. 2014). Neste estudo, Dinophysis cf.

acuminata (FIGURA 8) foi a tnica espécie produtora de toxinas diarreicas encontrada no CEP,
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ocorrendo em ambas as localidades sob baixas densidades celulares, em novembro/16 (116 cel.L! na
PO) e em junho/17 (193 cel.L! em MED e 116 cel.L! na PO), e atingindo abundéncias
consideravelmente elevadas em junho/16 (617 cel.L™! em MED e 121.265 cel.L™! na PO). Apesar de
ndo apresentar correlacdo com a maioria dos parametros fisico-quimicos analisados neste trabalho,
sua ocorréncia seguiu os padrdes sazonais relatados para esta regido de estudo, ou seja, ocorréncia
mais expressiva no inverno € na primavera (Mafra Jr, Fernandes et al. 2006, Mafra Jr, Lopes et al.
2015).

Além de condigdes fisico-quimicas apropriadas, como concentracdes mais elevadas de
nutrientes nitrogenados no meio, luz adequada e, muitas vezes, a estratificagdo da coluna d’agua, a
ocorréncia de espécies mixotroficas de Dinophysis e sua abundancia no plancton estdo relacionadas
também a disponibilidade de suas presas obrigatorias — ciliados Mesodinium rubrum (Reguera, Riobo
et al. 2014, Hattenrath-Lehmann, Marcoval et al. 2015). A abundancia celular de Dinophysis cf.
acuminata apresentou uma variagdo temporal irregular no presente estudo, relacionada inversa e
fracamente com a abundancia de sua presa M. rubrum (P = -0,27) e ndo relacionada a maioria dos
parametros fisico-quimicos analisados neste trabalho, podendo ser considerada bastante resistente
e/ou com elevada capacidade adaptativa. Desta forma, células de Dinophysis cf. acuminata podem se
desenvolver de forma lenta e permanecer em abundancias menores por periodos prolongados sob
baixa disponibilidade de alimento e/ou na auséncia de estratificacdo marcada da coluna d’agua, assim
como observado no presente estudo. As maiores abundancias em junho de 2016 estiveram
relacionadas a uma floracdo massiva do dinoflagelado que atingiu o litoral sul-sudeste do Brasil,
associada ao transporte de uma massa d’dgua com baixos valores de temperatura e salinidade,
afetando principalmente a plataforma continental rasa e porg¢des mais externas dos estudrios e
enseadas onde se pratica a malacocultura no Parana e em Santa Catarina (Mafra et al. 2016, Alves et

al. 2018).

FIGURA 8 — FOTOMICROGRAFIA DA ESPECIE Dinophysis cf. acuminata COLETADA NO COMPLEXO
ESTUARINO DE PARANAGUA, PARANA, BRASIL.

FONTE: O AUTOR (2018)
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Esta espécie de dinoflagelado toxico ¢ abundante em diversas regides do mundo, como por
exemplo no Japao (Kamiyama and Suzuki 2009), Estados Unidos (Deeds, Wiles et al. 2010),
Espanha (Garcia-Altares, Casanova et al. 2016), Chile (Diaz, Molinet et al. 2011, Alves-de-Souza,
Varela et al. 2014), Argentina (Sar, Sunesen et al. 2012, Villalobos, Santinelli et al. 2015) e Uruguai
(Martinez, Méndez et al. 2017). No Brasil, ja foi relatada em diversos estados, como no Rio de
Janeiro (Soares, Zanette et al. 2016), Rio Grande do Sul (Haraguchi and Odebrecht 2010), Santa
Catarina (Mafra Jr., Tavares et al. 2014, Mafra Jr, Lopes et al. 2015, Parizzi, Machado et al. 2016) e
no Parana (Mafra Jr, Fernandes et al. 2006, Tibiri¢a, Fernandes et al. 2015), acarretando danos a
saude publica, além de prejuizos a producdo aquicola e pesqueira associados a proibicdo da
comercializacdo de estoques contaminados e a subsequente diminuicdo na demanda pelo produto
(Sar, Sunesen et al. 2010).

Células de Dinophysis sp. podem ficar concentradas em finas camadas na coluna d’agua
(Escalera, Pazos et al. 2012) e, por isso, recomenda-se que os programas de monitoramento utilizem
uma mangueira para se obter amostras integrais da coluna d’agua e assim, aumentar as chances de
detectar a espécie, gerando um alerta para possiveis eventos de contaminagcdo em humanos.
Conforme verificado neste estudo, entretanto, esta estratégia amostral resulta em menores
abundancias a medida que eventuais agregacdes celulares sdo diluidas na amostra. Por esta razdo,
ainda que seja detectada em baixas abundancias, Dinophysis sp. podem provocar a contaminagdo de
moluscos bivalves com quantidades significativas de toxina, desde que os moluscos estejam
suspensos em uma profundidade onde as células de Dinophysis sp. estejam concentradas. Tal
situagdo pode ter ocorrido neste estudo, no momento em que se detectou a toxina nos tecidos das
ostras, sem que tenha se detectado a ocorréncia de células nas amostras de 4gua, conforme descrito a
seguir.

O Limite de Detec¢ao (LOD) alcangado para a analise de AO neste estudo foi de 0,049
ng.mL!. Desta forma, baixas concentracdes de toxinas diarreicas (AO) puderam ser detectadas
através de LC-MS/MS na fracdo particulada da dgua do mar (séston) em outubro/16, na PO (0,21—
0,39 pg.L"), e principalmente em junho/17, tanto na PO (1,57-1,83 ug.L™!) como em MED (0,24—
4.10 pg.L"). Ja nos tecidos inteiros das ostras, foram detectadas concentragdes moderadas de AO em
MED (21,75 + 37,89 pg.L!) e altas concentragdes na PO (639 + 287 ug.L') em junho/16,
condizentes com as maiores densidades celulares de D. cf. acuminata registradas nesta ocasido.
Adicionalmente, em outubro/16 foram detectadas baixas concentra¢des da toxina (2,04 + 1,37 ng.Kg"
1) nas glandulas digestivas das ostras coletadas em Medeiros, onde foi registrado o valor maximo de

5,54 ng.Kg! na glandula digestiva de um individuo. Nos demais periodos amostrais, 0s niveis
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incorporados de AO estiveram abaixo do LOD da técnica analitica empregada, tanto para individuos
inteiros quanto para as glandulas digestivas de ostras amostradas em ambas as regides.

Dinophysis acuminata ¢ capaz de produzir toxinas diarreicas, incluindo o acido ocadaico
(AO) e seus derivados, as dinofisistoxinas 1 ¢ 2 (DTX-1 e DTX-2), que causam intoxicacdes
alimentares em humanos. Estes compostos geralmente ndo afetam diretamente os bivalves, que
conseguem elimina-los rapidamente por meio de um eficiente processo de depuracao (Hallegraeft,
Anderson et al. 2003, Reguera, Riobo et al. 2014). Entretanto, podem se tornar um obstaculo para o
crescimento da aquacultura brasileira, caso se registrem eventos de contaminagdo sucessivos
acompanhados de breves interrup¢des na comercializagdo do produto. A quantidade de toxinas
acumuladas nos organismos marinhos — e consequentemente transferidas a organismos em diferentes
niveis tréficos — depende da abundancia da microalga produtora de toxina no plancton, além da
capacidade de selegdo de particulas e da taxa de assimilacdo do bivalve (Jiang et al., 2007). Neste
estudo, foram detectadas concentragdes moderadas a elevadas de AO, mas ndo DTX, nas glandulas
digestivas de ostras Crassostrea sp.

A alta concentracdo de AO detectado em junho/16 esteve relacionado a alta abundancia de
Dinophysis ctf acuminata encontrada na agua neste mesmo periodo, caracterizando o inicio de um
evento de floracdo desta microalga no litoral paranaense nos meses de junho e julho de 2016
(ADAPAR, 2016). Do mesmo modo, os baixos niveis acumulados em outras épocas estiveram
associados a baixa densidade de organismos toxicos a qual os moluscos foram expostos. Ainda
assim, estes resultados demonstram que a toxina pode se acumular nos bivalves e ser transferida aos
seus consumidores, mesmo quando abundancias baixas (~100-200 cel.L'!) ou ndo detectaveis (<40
cel.L!) de Dinophysis sp. estdo presentes na agua (conforme estimado a partir de amostras integrais
da coluna d’agua, coletadas com mangueiras). Em situacdes de baixa abundincia no ambiente,
especialmente aquelas que favorecam a retencao de elevadas quotas celulares de toxinas (Mafra Jr.,
Tavares et al. 2014) como, por exemplo, durante a limitagao de crescimento por limitagdo de presas,
nutrientes ou luz (Nielsen, Krock et al. 2012), a concentragdo de AO por célula se torna maior do que
quando as populagdes de Dinophysis ocorrem em densidades mais elevadas (>250 cel.L™!) sob
condi¢des mais favoraveis (Lindahl, Lundve et al. 2007).

As concentracdes de AO mensuradas no material particulado em suspensdo ao longo do
presente estudo (0,10 e 2,16 pg.L!") ndo foram tio baixas, sendo superiores, inclusive, as quantidades
medidas uma situacdo de floracio na Baia Alfacs, na Catalunia, Espanha (<0,11 pg.L!'; (Garcia-
Altares, Casanova et al. 2016), comprovando que ostras Crassostrea sp. possuem baixa capacidade
de retencdo de toxinas diarreicas, conforme medido em laboratorio anteriormente (Mafra Jr, Ribas et

al. 2015). Desta forma, ostras nao devem ser consideradas organismos sentinela para investigagao de
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floragdes de Dinophysis sp. (Garcia-Altares, Casanova et al. 2016) devido a baixa eficiéncia de
captura de particulas maiores, alta capacidade de selec¢dao de particulas, baixa assimila¢ao/retengao
dos compostos toxicos e rapida excre¢do, bem como sua posicdo nos estratos mais profundos da
coluna d"agua (Reizopoulou, Strogyloudi et al. 2008).

Em situagdes especiais, entretanto, Dinophysis sp. podem ser nocivas ao ser humano em
abundancias tdo baixas quanto 1.000 cel.L "' (Mafra Jr, Fernandes et al. 2006), ou ainda menores,
como as registradas em nosso estudo (100-200 cel.L!), sobretudo quando mexilhdes sdo expostos
(Yasumoto, Murata et al. 1985, Reguera, Velo-Suérez et al. 2012), j& que estes organismos costumam
acumular maiores concentragcdes de toxinas (Mafra Jr, Ribas et al. 2015). Por exemplo, em junho/16
algumas pessoas manifestaram os sintomas gastrointestinais tipicos de contaminagdao por DSP e
foram internadas ap6s consumir mexilhdes contaminados com altas concentragdes de AO (Mafra Jr
et al. 2016).

Os episodios de DSP tém sido registrados ao redor do mundo, principalmente em areas de
cultivo de bivalves, como Japao, Sul do Chile, noroeste da Europa (Franga, Espanha, Portugal),
Australia e Estados Unidos que periodicamente relatam a incidéncia de toxina diarreica em bivalves
(Reguera, Riobo et al. 2014, Lassus, Chomérat et al. 2016). Além dos danos a satde publica, eventos
toxicos causados por Dinophysis acuminata causam ainda grandes prejuizos econdmicos a
malacocultura através da suspensdo da comercializagdo em paises onde hd grande producgdo de
bivalves destinados ao consumo humano (Garcia-Altares, Casanova et al. 2016), e também
recentemente no Brasil, nos estados de Santa Catarina (CIDASC 2016) e Parana (ADAPAR 2016).

Apesar de grande parte das ostras analisadas no presente estudo ndo terem acumulado
quantidades de toxinas diarreicas suficientes para intoxicar de forma aguda seres humanos, as toxinas
diarreicas podem, ainda, levar a formacdo de tumores mediante exposi¢do crOnica a baixas
concentracdes (Fujiki and Suganuma 2009, Mariné, Silva et al. 2010), Sosa et al., 2013),
representando um risco de satde a consumidores frequentes de moluscos leve a moderadamente

contaminados por estes compostos.
3.4.2.2 Pseudo-nitzschia sp.

No més de abril/17, as diatomaceas penadas Pseudo-nitzschia calliantha (FIGURA 9) e
Pseudo-nitzschia pungens (FIGURA 10), foram predominantes tanto em MED como na PO. Para P.
calliantha foi registrada uma abundancia média de 252.989 + 163.600 cel.L™! e para P. pungens

pungens, 6.779 £ 11.732 cel.L'! em ambas as comunidades estudadas. Ndo houve variacio na
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abundancia das espécies potencialmente toxicas entre os locais, porém, P. calliantha foi
significativamente mais abundante em abril/17.
FIGURA 9 - PSEUDO-NITZSCHIA CALLIANTHA FOTOGRAFADA COM AUXILIO DE MICROSCOPIA

ELETRONICA DE TRANSMISSAO E COLETADA NO COMPLEXO ESTUARINO DE PARANAGUA, PARANA,
BRASIL.

|

FONTE: LUCIANO F. FERNANDES, DEPARTAMENTO DE BOTANICA, UFPR (2017)

FIGURA 10 - PSEUDO-NITZSCHIA PUNGENS FOTOGRAFADA COM AUXILIO DE MICROSCOPIA
ELETRONICA DE TRANSMISSAO E COLETADA NO COMPLEXO ESTUARINO DE PARANAGUA, PARANA,
BRASIL.

FONTE: LUCIANO F. FERNANDES, DEPARTAMENTO DE BOTANICA, UFPR (2017)
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No CEP, as maximas abundancias de P. calliantha (467.739 cél.L!) e P. pungens (24.362
cél.L'") foram detectadas em abril de 2017 nas duas areas estudadas, associadas a temperatura mais
elevada da dgua e maiores concentragdes de silicato e amonio. Pseudo-nitzschia sp. sdo encontradas
em diferentes ambientes marinhos, como estudrios, baias e plataforma continental (Thessen, Dortch
et al. 2005), e se desenvolvem em amplas faixas de temperatura (2-30°C) e salinidade (18-40) (Mos
2001, Thessen, Dortch et al. 2005, Anderson, Sapiano et al. 2010). Em regides temperadas e
subtropicais, como no CEP, as espécies de Pseudo-nitzschia sp. sdo mais comuns ha primavera € no
final do verdo/inicio do outono, meses que ha pluviosidade moderada (Lana, Marone et al. 2001,
Brandini, da Silva et al. 2007). Portanto, nestes periodos, ocorre uma maior instabilidade
meteoroldgica com ventos mais fortes e, consequentemente, maior turbuléncia, o que proporciona a
ressuspensao de nutrientes presentes no sedimento e também favorece a permanéncia de células de
Pseudo-nitzschia sp. na camada fotica da dgua (Mos, 2001). Além disso, esses periodos de
instabilidade provocam uma maior drenagem continental, aumentando assim o aporte de nutrientes
novos na coluna d'dgua, o que proporciona o desenvolvimento destas espécies de diatomaceas
produtoras de toxinas amnésicas, de forma que elas chegam a se tornar dominantes na comunidade
fitoplanctonica da regido estudada e areas adjacentes em alguns momentos (Anderle 2004, Fernandes
and Brandini 2004, Mafra Jr, Fernandes et al. 2006, Tibiri¢a, Fernandes et al. 2015).

Neste estudo, a abundancia de P. calliantha atingiu valores superiores ao considerado como
um nivel de alerta por Mafra Jr, Fernandes et al. (2006), ou seja, quando a contagem ultrapassa
100.000 cél.L!, e com dominancia superior a 50% da contagem total das espécies consideradas. No
entanto, mesmo com a grande abundancia de células, as andlises por cromatografia liquida ndo
detectaram 4cido domoico (AD) nos tecidos das ostras nem no material particulado em suspensao,
em razao da detec¢do de AD seguir o método oficial voltado para o monitoramento de ficotoxinas em
4reas aquicolas e, portanto, possui limite de detec¢do limitado (LOD = 0,5 mg.Kg"), incapaz de
registrar niveis baixos ou tragos de AD eventualmente ocorridos neste estudo. Similarmente, (Stehr,
Connell et al. 2002) relataram baixas concentragdes de AO no plancton e ndo nos tecidos dos
bivalves em periodos que P. pungens dominou a assembleia fitoplanctonica na costa dos EUA e
outros estudos realizados no sul do Brasil ndo detectaram concentragdes expressivas de AD no
plancton, mesmo mediante grandes abundancias de Pseudo-nitzschia sp. na agua (Mafra Jr,
Fernandes et al. 2006, Alves, Schramm et al. 2010, Proenga, Fonseca et al. 2011). Excepcionalmente,
em Santa Catarina, uma floracdo dominada por P. calliantha (10° cel.L") no verdo de 2000 foi
relacionada a elevados niveis de AD no plancton (Tavares, Proenca et al. 2009) e um evento

dominado por P. calliantha e P. pseudodelicatissima no verdo de 2009 (2x107 cel.L'!) levou ao
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acamulo de AD (max. 98,5 pg.g™!) acima do nivel regulatorio (20 pg.g™') em moluscos bivalves na
Baia sul de Florian6polis, SC (Fernandes, Cavalcante et al. 2013).

Além de P. calliantha e P. pungens, outras espécies de Pseudo-nitzschia ja foram reportadas
no CEP, como Pseudo-nitzschia multiseries, P.australis, e P. pseudodelicadissima (Mafra Jr,
Fernandes et al. 2006, Fernandes and Brandini 2010, Wadt, Mafra et al. 2017), sendo as trés
consideradas capazes de produzir grandes quantidades de AD (Wadt, Mafra et al. 2017). Mesmo
sendo eliminado rapidamente por depuracdo e ndo causando danos aparentes aos moluscos bivalves,
o AD, quando em maiores concentracdes, pode ser neurotdoxico a outros animais marinhos, como
também em humanos que consumam organismos contaminados, causando prejuizos diversos (Mos
2001, Hallegraeft, Anderson et al. 2003). Por exemplo, uma grande floracao de Pseudo-nitzschia sp.
ocorreu durante a primavera na costa oeste dos EUA em 2015, causou prejuizos em torno de 170
milhdes de dolares, afetando ndo somente a industria pesqueira, aquicola e o turismo, como também
causando a morte de muitos mamiferos marinhos (McCabe, Hickey et al. 2016).

Para compreender o potencial de producdo de AD das diferentes espécies de Pseudo-
nitzschia, diversos estudos foram realizados a partir de cultivos estabelecidos com cepas provenientes
de diversos locais do mundo e as duas espécies encontradas neste estudo ja demonstraram capacidade
de produzir toxina em condic¢do de cultivo, ainda que em baixas concentragdes. Assim, P. calliantha
foi capaz de produzir pequenas concentra¢des de AD, variando de 0,02 pg.cel! (Lundholm, Skov et
al. 1997), 0,01 pg.cel”' (Martin, Haya et al. 1990, Alvarez, Uribe et al. 2009) a quantidades tio baixas
quanto 0,054 fg.cel! (Wadt, Mafra et al. 2017). Este tltimo estudo foi, inclusive, o primeiro relato de
producao de AD a partir de uma cepa de P. calliantha coletada no Atlantico Sul. A outra espécie — P.
pungens — geralmente revela-se ndo toxica, como cepas originarias do CEP (Mafra Jr, Fernandes et
al. 2006, Wadt, Mafra et al. 2017), mas quantidades varidveis de AD foram produzidas por algumas
poucas cepas de diferentes regides: Nova Zelandia (0,47 pg.cel’'; (Rhodes 1998)), EUA (1.8 fg.cel™';
(Baugh, Bush et al. 2006)) e Canada (1-20 pg.cel’';(Bates, Bird et al. 1989)). O conteudo intracelular
de AD em diferentes espécies de Pseudo-nitzschia varia conforme fatores genéticos, composi¢ao
bacteriana associada, fase de crescimento, concentracdo de nutrientes presentes no meio, ocorréncia
de turbuléncia, intensidade de luz e fotoperiodo (Bates, Garrison et al. 1998, Mos 2001, Wadt, Mafra
et al. 2017). Ademais, a turbuléncia estimula a formagao de longas cadeias celulares e, com isso, a
ostra intensifica o processo de rejei¢do destas particulas e aumenta a producdo de pseudofezes,
consequentemente reduzindo a taxa de assimilacdo e retencdo de toxina em seus tecidos (Mafra Jr,
Bricel;j et al. 2009, Wadt, Mafra et al. 2017).

Desta forma, ainda que muitas espécies possivelmente toxicas de Pseudo-nitzschia spp.

ocorram no litoral sul do Brasil (Mafra Jr, Fernandes et al. 2006, Fernandes and Brandini 2010,
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Tibirica, Fernandes et al. 2015), estas espécies possuem baixo teor de toxinas, comprovando a baixa
incidéncia de surtos de contaminacao por AD nesta regido at¢ o momento. Contudo, considerando a
possibilidade de condicdes climaticas excepcionais e a introducdo de novas populacdes/espécies,
somente 0 monitoramento peridodico garantird a seguranga alimentar dos consumidores de bivalves no

estado do Parana.

3.4.2.3 Monitoramento de microalgas potencialmente toxicas ¢ legislagdo no Brasil

A presenca de microalgas toxicas em areas de cultivo gera uma preocupagao adicional com
referéncia a seguranga alimentar dos consumidores de bivalves. No Brasil, o0 monitoramento oficial
de ficotoxinas juntamente com o monitoramento microbiologico iniciou em 2005, através do ja
extinto Comité Nacional de Controle Higiénico Sanitdrio de Moluscos Bivalves (CNCMB) (Proenca
and Schramm 2013). Atualmente o monitoramento de toda a producdo da maricultura destinada ao
consumo humano ¢ de responsabilidade do Programa Nacional de Controle Higiénico Sanitario de
Moluscos Bivalves (PNCMB), instituido pela Instru¢do Normativa Interministerial n° 7, de 8 de maio
de 2012 (Brasil 2012). Além desta, a Instru¢do Normativa n°® 3, de 13 de abril de 2012 (Brasil 2012),
institui 0 RENAQUA, rede oficial de laboratdrios responsaveis pelas analises oficiais e diagndsticos,
e define os principais tipos de intoxicacdo por consumo de bivalves e as espécies de microalgas
produtoras de toxinas. A definicdo dos limites maximos aceitdveis de ficotoxinas produzidas por
microalgas para interdi¢do, ou ndo, das areas onde ha cultivos consta na Portaria n° 175 de 15 de
maio de 2013 (Brasil 2013). Esta portaria institui os limites regulatérios para o AO e o AD em até
0,16 e 20 mg.Kg'!, respectivamente, saxitoxinas em até 0,8 mg.Kg™!, yessotoxinas em até 1,0 mg.Kg™!
e azaspiracidos em até 0,16 mg.Kg'. As metodologias analiticas oficiais sdo definidas através da
Portaria n° 204, de 28 de junho de 2012 (Brasil 2012), e para o monitoramento oficial, devem ser
realizadas coletas com periodicidade minima de 15 em 15 dias em cada area onde ha extracdo ou
cultivo de bivalves a fim de fiscalizar os niveis dos parametros estabelecidos na legislacdo pertinente.
Quando ha o aumento significativo da densidade das microalgas produtoras de toxinas, deve-se
aumentar a frequéncia de coleta de 4gua e moluscos para no minimo, semanalmente. Caso sejam
detectadas toxinas na carne dos bivalves em concentragdes maiores que ao do limite regulatorio, fica
suspensa a extracdo ¢ venda de bivalves destinados ao consumo humano até que as concentracoes de

toxinas estejam baixas.
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3.5 Possiveis interagdes entre os micro-organismos estudados

O aumento da concentragdo de nutrientes favorece a produgdo primaria e, consequentemente,
o desenvolvimento de patégenos que podem gerar danos a aquicultura e também a saude publica
através do consumo de frutos do mar contaminados (De Rijcke, Van Acker et al. 2016). As
correlacdes encontradas neste trabalho entre a abundancia de V. parahaemolyticus e de Pseudo-
nitzschia spp. (P=0,82), sugerem que o fitoplancton pode favorecer o crescimento microbioldgico e a
dispersao de patogenos no meio por fornecer substrato e microambientes e promover o
desenvolvimento de V. parahaemolyticus na coluna d"agua (Kaneko and Colwell 1977, Rehnstam-
Holm, Godhe et al. 2010, Martinez-Urtaza, Blanco-Abad et al. 2012, Takemura, Chien et al. 2014).
Além disso, proporcionam maior concentracao deste patdogeno nos tecidos moles das ostras pois além
de utilizar o fitoplancton como substrato, também ¢ o principal componente alimentar destes
moluscos bivalves (Ward 1996). Paralelamente, tanto o aumento na densidade de Vibrio sp. quanto a
incidéncia e magnitude das floragdes de algas nocivas podem estar relacionados a alteracdes
climaticas de maior escala (De Rijcke, Van Acker et al. 2016).

A ocorréncia simultanea de microorganismos patogénicos e microalgas toxicas pode afetar o
desenvolvimento das ostras, principalmente em estagios iniciais de desenvolvimento (Romalde,
Dieguez et al. 2014). Como resultado, a exposicao dos bivalves a floragdes de microalgas toxicas
podem afetar a susceptibilidade dos bivalves aos agentes patogénicos (De Rijcke, Van Acker et al.
2016), como sugerido neste estudo pela forte correlagdo de D. cf. acuminata com a prevalencia de
Perkinsus sp. (P=0,87). Outro exemplo ¢ associa¢do de P. marinus a cianobacteria Synechocystis sp.,
que quando fagocitada pelo parasito, fornece nutrientes e favorece seu desenvolvimento, tornando as
ostras mais suscetiveis a infec¢des pelo parasito em um outro estudo (Queiroga, Marques-Santos et
al. 2017). Ainda, de acordo com Lassudrie, Wikfors et al. (2015), um dinoflagelado produtor de
toxinas paralisantes, Alexandrium fundyense, estimulou a infeccdo por P. marinus em ostras
Crassostrea virginica, além de que ostras infectadas por Buchephalus sp. apresentaram maior risco
de infec¢do por P. marinus quando expostas a A. fundyense, devido a uma supressao dos mecanismos
de defesa do bivalve. Além disso, ostras infectadas por Bucephalus sp. e expostas a grandes
densidades de microalgas toxicas, podem se tornar mais suscetiveis a predagdo por causa do
comprometimento das fibras musculares, que impossibilita o correto fechamento e abertura das
valvas. Contudo, apesar de ndo ser significativamente afetado de forma aguda pela exposi¢cdo a
Alexandrium ostenfeldii, Perkinsus olseni mostrou uma ocorréncia decrescente em relacdo a

abundancia deste dinoflagelado toxico, sugerindo um efeito deletério da microalga ao parasito
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(Lassudrie, Soudant et al. 2014), da mesma forma que quando exposto ao dinoflagelado Karenia
selliformis (da Silva, Hegaret et al. 2008).

Neste estudo, a densidade de V. parahaemolyticus foi inversamente relacionada a presenca de
Perkinsus sp. (P=-0,34). Sendo assim, a densidade de varias espécies de Vibrio ¢ capaz de intervir na
presenca de P. marinus em bivalves, j4 que o parasito produz substancias que o permitem se
desenvolver nos hemocitos das ostras (Smolowitz 2013), e ao mesmo tempo favorecem o
crescimento de bactérias (incluindo Vibrio sp.) por suprimir a atividade bactericida que as ostras
apresentam (Tall, Peyre et al. 1999).

Possiveis interacdes no ambiente natural entre V. parahaemolyticus, Perkinsus sp.,
Dinophysis sp. e Pseudo-nitzschia sp., como relatadas neste estudo, sdo raramente investigadas,
existindo apenas estudos que avaliam os efeitos sinérgicos da exposicdo simultinea de bivalves a
diferentes micro-organismos de uma forma geral. Tais estudos revelam que o metabolismo/fisiologia
do bivalve ¢ afetado pelos danos sinérgicos causados pela exposi¢do a diferentes micro-organismos,
acarretando maiores taxas de mortalidade dos bivalves infectados por comprometimento direto de seu
sistema imunologico (Bricelj, Ford et al. 2011). Assim, mesmo micro-organismos que nao sao de
notificacdo obrigatoria deveriam ser considerados em programas de sanidade de moluscos bivalves,
pelo potencial impacto que apresentam ao seu desenvolvimento, o que pode comprometer a cadeia

produtiva aquicola.

4 CONCLUSOES

Em ambas as areas estudadas, registrou-se a presenca de V. parahaemolyticus. As grandes
densidades deste patdogeno apresentaram relacdo positiva com a temperatura. Entretanto, apesar dos
limites estarem abaixo da legislacdo pertimente, a alta densidade deste patogeno, tanto na 4gua como
nas ostras analisadas, geram preocupacdo quanto a manutencao da atividade de cultivo e também aos
possiveis danos a satde humana.

Da mesma forma, foram conduzidas trés diferentes metodologias para a deteccao do
protozoario parasito Perkinsus sp., € apesar de nao ter sido possivel identifica-lo em histopatologia,
as analises em meio RFTM e por PCR demonstraram ser bastante compativeis, por apresentarem
resultados semelhantes de prevaléncia. Sendo assim, Perkinsus sp. apresentou valores significativos
de prevaléncia em ambas as areas estudadas do CEP e sua ocorréncia esteve relacionada com a
temperatura e salinidade da 4dgua. Desta forma, este ¢ o primeiro relato da presenga de P. marinus e
P. olseni em ostras Crassostrea sp. no litoral do Parana, portanto, sua ocorréncia gera preocupacao

quanto a saude dos bivalves e ao €xito da ostreicultura paranaense.
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Embora o dinoglagelado Dinophysis cf. acuminata tenha ocorrido em baixas abundancias na
maior parte do tempo, a maior abundancia em junho/16 evidenciou o inicio de uma floragdao deste
dinoflagelado toxico, onde foi possivel detectar concentragdes consideraveis da toxina diarreica 4acido
ocadaico (AO) no tecido de ostras coletadas neste periodo. Por outro lado, Pseudo-nitzschia
calliantha dominou o fitoplancton no més de abril de 2017, mas nao foi possivel se detectar niveis
relevantes da toxina amnésisca acido domoico (AD) nos tecidos das ostras, nem no material
particulado em suspensdo. Porém, deve-se considerar que esta espécie, em conjunto com Pseudo-
nitzschia pungens, esteve presente no CEP em abundancias maiores que o nivel de alerta estabelecido
por programas de monitoramento ao redor do mundo. Portanto, a presenca de cultivos destinados ao
consumo humano na regido do CEP causa preocupagdo a manutengao da satde dos consumidores de
bivalves com relacdo a presenga persistente e por vezes abundantes de espécies de microalgas
produtoras de toxinas.

As correlagdes entre micro-organismos patogénicos € microalgas potencialmente toxicas
encontradas neste estudo sugerem que o fitoplancton pode favorecer o crescimento microbiologico e
a dispersdao de patdogenos no meio e tambem proporcionar maior concentracao deste patogeno nos
tecidos moles das ostras, j& que o fitoplancton ¢ o seu principal componente alimentar. E
consequentemente, a exposicdo dos bivalves a floragcdes de microalgas toxicas podem afetar a
susceptibilidade dos bivalves aos agentes patogénicos, como por exemplo, o parasito do genero
Perkinsus.

Desta forma, a frequente deteccdo de Vibrio parahaemolyticus, Perkinsus spp. € microalgas
potencialmente toxicas enfatiza a importancia da aplicagdo da vigilancia sanitdria dos bivalves
produzidos. Logo, ¢ sugerida a implementagdo de um programa de monitoramento contemplando
estes micro-organismos, visando a sanidade do produto ofertado, minimizando possiveis intoxicagoes

alimentares e mantendo a sustentabilidade do cultivo.
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ANEXO 1 — Parametros fisico-quimicos da dgua do mar coletados em Medeiros e na Pontal
Oeste durante as campanhas amostrais entre junho/16 e junho/17.
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ANEXO 2 - Abundancia celular de diatomaceas céntricas encontradas ao longo do estudo no
Complexo Estuarino de Paranagua.
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Céntricas
S
~ N N
R - B o S| o &| s | §
2 Y ) ) 3 & “a = “ 3 ] =
S N S 3 2 2 g | S 2 £ S
S 3 3 = S 5 S < 3 3 N
Data Local = 2 S S S = = 3 S S s 3
g S S S S| & B S S| = b $
£ 3 = 5 S ] N < = 2 3 i
S| S| &| 2| 3 < 3| ° §| & | 3
~ O O O ~ < ~
=
Junl6 Medeiros 0 0 3855 | 1118 0 0 0 0 154 | 4549 | 16074 0
Outl6 Medeiros 0 0 0 231 3739 | 0 0 39 0 771
Novl6 | Medeiros 0 | 18002 | 617 385 347 0 0 193 0 617
Abrl7 Medeiros 0 0 1017 | 1056 | 1253 | O 0 887 | 540 | 231 14841 887
Junl7 Medeiros 0 1465 | 2467 | 1484 0 0 540 0 154 | 1118 | 5782 0
Junl6 | Ponta Oeste 2775
Outl6 | Ponta Oeste | 308 0 540 77 0 848 0 0 39 39 848 0
Nov16 | Ponta Oeste | 925 | 9541 | 2216 0 1022 887 0 0 810 0
Abrl17 | Ponta Oeste 0 1542 347 540 906 0 2236 289 | 158894 | 2236
Junl7 | Ponta Oeste | 39 116 1696 0 1272 1311 0 39 3546 0
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ANEXO 3 - Abundancia celular de diatomaceas penadas encontradas ao longo do estudo no
Complexo Estuarino de Paranagua.

Diatomaceas
Penadas
S S 3
Y] < V =
Q S o0 N ~ o
N . = S S & &
2 S < 3 ] 3 3 S
3 e = S -3 S N s
S| 5| & S 3 2 S 3
Data Local S = ) 2 N 3 3
= 5| € ke g S g £
3 N 3 2 S S g g
[l 2| R < 3 3 E E
S < IS 3 [ =
N ) Q
= 3 &
% _
Junl6 Medeiros 0 0 116 0 0 964 0
Outl6 Medeiros 0 0 | 3643 0 0 713 0
Novl6 Medeiros 0 925 0 0 0 0
Abrl7 Medeiros 0 193 | 7825 | 422725 | 1002 | 423727 463 1079
Junl7 Medeiros 887 0 | 5146 0 0 1773 0
Junl6 | Ponta Oeste 385 193
Outl6 | Ponta Oeste 0 0 482 0 0 1079 0
Nov16 | Ponta Oeste 0 0 790 0 0 1446 0
Abrl7 | Ponta Oeste 0 540 | 1176 | 233253 | 12354 | 245607 482 2795
Junl7 | Ponta Oeste 0 0 1349 0 0 5589 0

ANEXO 4 - Abundancia celular de dinoflagelados e outras espécies de microalgas

encontradas ao longo do estudo no Complexo Estuarino de Paranagua.

Dinoflagelados Outros

] (o 5

= @ 3 e 3
= QS = = = Q g
Q ) N = S = Q © =
S| S| 8| E| 8| &| & S0 s £ 5| 5| 5| 8 <=
s Q Q S < S Q N S S = = R N
= s T £ = o = S| § = | 5| £ % g
Data Local g £ 5 g = S S S = IS S N IS S 3
2 S AS = S B -2 3 = S o ) S S
N} Ny = ) Q I = =
S| S| S| S SR 2 RS OE|OS|OElOElE %
N ©) ) &) S o N O = S = S 3
= ) S 2 3 & i S

~ ) 5 [ <

~ Q A
Junl6é | Medeiros | 0 | 116 | 0 | o | 0o | o | 617 0o |116] 193|116 0] 0 | o0 0
Outl6 | Medeiros | 0 | 0 | 0 | 0 | 0 | 0 0 887 [ 0 | 0 o o] o |o 0
Novlé | Medeiros | 0 | 0 | o | o | o | o 0 3754 | 0 | 0 o o | o] 193
Abrl7 | Medeiros | 0 | 212 0 | 0 | 0 | © 0 0o | 77 0] o0 |0 0
Junl7 | Medeiros | 0 | 39 | o | o | 0o | o 193 13684 0 [ 193] 39 | o | o | o 0
Junl6 g‘;‘;:: 0 | 385 | 154 | 463 | 308 | 308 | 121265 | 0 0 | 1927 [4202| 0 | 154 | o | 39
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outl | TOM Vo300 |39 | 0 0 0 0 o] o |58 ]0]| 0o |o0] 39
Oeste
Nov16 g‘éﬁi’;‘ 0|39 |9 | 0 0 | 116 o [39] 0 | 0o o| o |o0o| o
Abrl7 g‘gz 0 |154] 0| 0 0 0 o o770 0| 0o 0] o
Junl7 g‘;‘;:: 0 2311010 0 | 116 0 | o | 347 | 193 | 116 ] 1002 |39 | 39
ANEXO 5 - Intensidade e prevaléncia da infec¢do por Perkinsus sp. em meio RFTM.
Data Local Altura | Comprimento Aparéncia RETM Intensidade | Prevaléncia
Branquia | Reto

jun/16 ponta oeste 7,1 6,3 ok

jun/16 | ponta oeste 7,8 5,9

jun/16 | ponta oeste 8,1 5,6 ok

jun/16 | ponta oeste 7,9 5,9

jun/16 | ponta oeste 7,6 5,5 ok +/8=0.62

jun/16 | ponta oeste 7,6 5,2 ok

jun/16 ponta oeste 7,5 5,1

jun/16 | ponta oeste 7,2 5,5 ok

jun/16 medeiros 10,7 5,6

jun/16 medeiros 7,6 6,2

jun/16 medeiros 10,8 5,8 ok

jun/16 medeiros 8 6,8 ok

jun/16 medeiros 11,1 5,5

jun/16 medeiros 8,7 6,6 ok

jun/16 medeiros 9,4 5,8 ok 3127025

jun/16 medeiros 11,2 8,1

jun/16 medeiros 9,2 6,4

jun/16 medeiros 7,9 7,1 ok

jun/16 medeiros 8,4 6,1

jun/16 medeiros 10,5 5,8

set/16 medeiros 9,44 0 3 1

set/16 medeiros 8,86 0 0 0

set/16 medeiros 9,33 2 0 1

set/16 medeiros 8,33 0 1 1

set/16 medeiros 9,85 0 0 0

set/16 medeiros 11,61 0 0 0

set/16 medeiros 8,44 0 0 0

set/16 medeiros 10,22 0 2 1

set/16 medeiros 10,95 0 0 0

set/16 medeiros 8,37 0 0 1




set/16 medeiros 9,1 0 0 0
set/16 medeiros 9,8 0 0 0
set/16 medeiros 9,2 0 0 0
set/16 medeiros 9,2 0 0 0
set/16 medeiros 9 ? 0 0
set/16 medeiros 10,6 ? 0 0
set/16 medeiros 9 0 0 0
set/16 medeiros 10,2 0 0 0
set/16 medeiros 9 0 0 0
set/16 medeiros 10,6 0 0 0
nov/16 | ponta oeste 9 6,2 1 1 1
nov/16 | ponta oeste 9,7 6,7 1 0 1
nov/16 | ponta oeste 9.8 6,1 1 0 1
nov/16 | ponta oeste 9.9 6,1 0 0 0
nov/16 | ponta oeste 9,3 5,8 0 0 0
nov/16 ponta oeste 9.5 5,7 0 0 0
ostras
nov/16 ponta oeste 9,6 5,8 aparentemente 6 0 1
nov/16 ponta oeste 7,9 6,1 saudaveis, com 5 0 1
tamanho
nov/16 | ponta oeste 82 6,5 normal, sem a 5 5 1
nov/16 | ponta oeste 8,5 5,2 presenca de 3 1 1
outros parasitas 12/20=0,75
nov/16 | ponta oeste 8,7 5 visiveis, com 0 6 1
nov/16 | ponta oeste 7,9 5,4 aspecto ¢ 6 0 1
coloragdo
nov/16 | ponta oeste 9,4 6 normal e carne 0 0 0
nov/16 | ponta oeste 9,9 5 "bastante 6 5 2
nov/16 | ponta oeste 8 6 gorda ? ?
nov/16 | ponta oeste 8 6,2 6 0 1
nov/16 ponta oeste 7,5 5,3 7 0 1
nov/16 | ponta oeste 10,4 5,8 0 0 0
nov/16 | ponta oeste 7 4,9 6 0 1
nov/16 | ponta oeste 9,5 6 ? ?
abr/17 medeiros 8,1 5,1 ostras de 3 1 1
abr/17 medeiros 7,9 5 menor 3 0 1
- tamanho, bem
abr/17 medeiros 7,6 5,2 limpas, abriram 0 0 0
abr/17 medeiros 9,2 6,2 facil, com 0 0 0
abr/17 | medeiros 7.4 5,3 marcas de 2 0 |
mangue, sem
abr/17 medeiros 7,8 6,4 poliquetas, 0 0 0 3/20=0,15
abr/17 medeiros 7,5 5,9 magras, 1 0 1
aparentemente
abr/17 medeiros 8,3 5,4 recem retiradas 0 0 0
abr/17 | medeiros 8,9 5.6 do mangue e 0 0 0
presenca de um
abr/17 medeiros 6,6 5,5 outro parasita 0 0 0
abr/17 medeiros 8,7 5,7 visivel em 0 0 0
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abr/17 medeiros 5,8 5,1 microscopio 0 0 0
abr/17 medeiros 8,8 4.6 2 0 1
abr/17 medeiros 7,5 5,7 0 0 0
abr/17 medeiros 7,2 4.1 0 0 0
abr/17 medeiros 8,4 5,6 5 0 1
abr/17 medeiros 7,6 5,2 2 4 1
abr/17 medeiros 7,6 5,5 0 0 0
abr/17 medeiros 7,5 5,4 2 0 1
abr/17 medeiros 7,2 5,6 0 0 0
abr/17 ponta oeste 8,7 5,2 0 0 0
abr/17 ponta oeste 7,6 6,9 0 0 0
abr/17 ponta oeste 8,9 5,5 1 2 1
abr/17 | ponta oeste 7,4 7 2 0 1
abr/17 ponta oeste 8,7 5,8 0 0 0
abr/17 ponta oeste 9,1 5,7 0 0 0
abr/17 ponta oeste 9,3 7 ostras de 0 0 0
abr/17 | ponta oeste 8 5,9 tamanho maior, 0 0 0
mais gordas,
abr/17 ponta oeste 8 5,7 mais limpas, 0 0 0
abr/17 | ponta oeste 8 5,9 sem poliquetas, 0 0 0
com bastante 2/20=0,10
abr/17 ponta oeste 7,3 4.6 ovécitos e 0 0 0
abr/17 | ponta oeste 8 5,9 durante a 0 0 0
. i1 foi
abr/17 ponta oeste 8,1 5,2 ficroscopia fot 1 0 1
visualizado
abr/17 ponta oeste 7,8 5,7 parasita 2 0 1
abr/17 ponta oeste 7,6 5,8 0 0 0
abr/17 ponta oeste 8,8 5,5 5 0 1
abr/17 ponta oeste 8,3 6,6 4 0 1
abr/17 ponta oeste 8,4 5,3 0 0 0
abr/17 | ponta oeste 7,7 43 0 0 0
abr/17 ponta oeste 9 4,6 0 0 0
jun/17 | ponta oeste 8,6 5,5 41 54 2
jun/17 | ponta oeste 11,7 7,6 44 20 2
jun/17 | ponta oeste 9,5 7,5 presenca de 0 0 0
jun/17 | ponta oeste 10,7 7,5 muitos 0 0 0
mexilhdes
jun/17 | ponta oeste 10,6 7 pequenos 0 0 0
jun/17 | ponta oeste 10,2 7 aderidos na 0 0 0
- conchaea 14/20=0,70
jun/17 | ponta oeste 8,5 6,8 presenga de 6 0 1
jun/17 | ponta oeste 10,5 6,8 alguns 4 0 1
- parasitas
jun/17 | ponta oeste 10,8 6,6 visiveis no 0 0 0
jun/17 | ponta oeste 9,5 5,4 microscopio 1 0 1
jun/17 ponta oeste 10,5 7,2 11 55 2
jun/17 ponta oeste 8,6 5,3 24 13 2
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jun/17 | ponta oeste 9,8 5,1 11 94 3
jun/17 | ponta oeste 9,6 5,7 12 2 2
jun/17 | ponta oeste 8,5 6,5 147 0 3
jun/17 ponta oeste 10,5 5,6 113 0 3
jun/17 ponta oeste 7 5,5 27 2
jun/17 | ponta oeste 9,3 5,6 291 4
jun/17 | ponta oeste 9 6,7 0 0 0
jun/17 ponta oeste 10 6,4 90 459 4
jun/17 medeiros 9,5 5,5 15 0 2
jun/17 medeiros 8,5 5 0 0 0
jun/17 medeiros 9 6,7 0 0 0
jun/17 medeiros 8,8 6,7 4 0 1
jun/17 medeiros 8,6 8,8 1 0 1
jun/17 medeiros 8,9 6,1 0 185 3
jun/17 medeiros 10,3 6,4 2 0 1
jun/17 medeiros 8,3 5,5 0 0 0
jun/17 medeiros 10,2 7 0 2 1
jun/17 medeiros 93 5,5 0 0 0
jun/17 medeiros 9,2 5,7 0 0 0 12/20-0,60
jun/17 medeiros 10 5,4 0 0 0
jun/17 medeiros 8,8 4 13 0 2
jun/17 medeiros 9,3 6 0 0 0
jun/17 medeiros 10 6,5 0 0 0
jun/17 medeiros 9 6,6 8 6 2
jun/17 medeiros 9,5 6,3 0 375 4
jun/17 medeiros 9,6 6,5 1009 390 4
jun/17 medeiros 11,3 5,6 52 92 3
jun/17 medeiros 8,6 7,6 29 2

ANEXO 6 - Amostras de ostras infectadas por Perkinsus sp. confirmadas por PCR

Data Local RFTM I:CR PCR

(género) (espécie)

jun/16 | ponta oeste ok + M O

jun/16 | ponta oeste

jun/16 | ponta oeste ok +

jun/16 | ponta oeste

jun/16 | ponta oeste ok

jun/16 | ponta oeste ok

jun/16 | ponta oeste

jun/16 | ponta oeste ok +
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jun/16 medeiros

jun/16 medeiros

jun/16 medeiros ok

jun/16 medeiros ok

jun/16 medeiros

jun/16 medeiros ok -
jun/16 medeiros ok +
jun/16 medeiros

jun/16 medeiros

jun/16 medeiros ok -
jun/16 medeiros

jun/16 medeiros

set/16 medeiros ok -
set/16 medeiros

set/16 medeiros ok

set/16 medeiros ok

set/16 medeiros

set/16 medeiros

set/16 medeiros

set/16 medeiros ok -
set/16 medeiros

set/16 medeiros

set/16 medeiros

set/16 medeiros

set/16 medeiros

set/16 medeiros

set/16 medeiros ok -
set/16 medeiros

set/16 medeiros ok -
set/16 medeiros

set/16 medeiros

set/16 medeiros

nov/16 | ponta oeste ok

nov/16 | ponta oeste ok

nov/16 | ponta oeste ok

nov/16 | ponta oeste

nov/16 | ponta oeste

nov/16 | ponta oeste

nov/16 | ponta oeste ok +
nov/16 | ponta oeste ok +
nov/16 | ponta oeste ok fraco +
nov/16 | ponta oeste ok +
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nov/16 | ponta oeste ok

nov/16 | ponta oeste ok

nov/16 | ponta oeste

nov/16 | ponta oeste ok +
nov/16 | ponta oeste ok +
nov/16 | ponta oeste ok +
nov/16 | ponta oeste ok +
nov/16 | ponta oeste

nov/16 | ponta oeste ok +
nov/16 | ponta oeste ok +
abr/17 medeiros ok +
abr/17 medeiros ok +
abr/17 medeiros

abr/17 medeiros

abr/17 medeiros ok +
abr/17 medeiros

abr/17 medeiros

abr/17 medeiros ok -
abr/17 medeiros

abr/17 medeiros

abr/17 medeiros

abr/17 medeiros

abr/17 medeiros ok -
abr/17 medeiros

abr/17 medeiros

abr/17 medeiros ok -
abr/17 medeiros ok -
abr/17 medeiros

abr/17 medeiros ok -
abr/17 medeiros

abr/17 | ponta oeste

abr/17 | ponta oeste

abr/17 | ponta oeste ok -
abr/17 | ponta oeste ok +
abr/17 | ponta oeste

abr/17 | ponta oeste

abr/17 | ponta oeste

abr/17 | ponta oeste

abr/17 | ponta oeste

abr/17 | ponta oeste

abr/17 | ponta oeste

abr/17 ponta oeste
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abr/17 | ponta oeste ok -
abr/17 | ponta oeste ok +
abr/17 | ponta oeste

abr/17 ponta oeste ok -
abr/17 | ponta oeste ok -
abr/17 | ponta oeste

abr/17 | ponta oeste

abr/17 | ponta oeste

jun/17 | ponta oeste ok

jun/17 | ponta oeste ok

jun/17 | ponta oeste

jun/17 | ponta oeste

jun/17 | ponta oeste

jun/17 | ponta oeste

jun/17 | ponta oeste ok

jun/17 | ponta oeste ok

jun/17 | ponta oeste

jun/17 | ponta oeste ok +
jun/17 | ponta oeste ok +
jun/17 | ponta oeste ok +
jun/17 | ponta oeste ok +
jun/17 | ponta oeste ok +
jun/17 | ponta oeste ok +
jun/17 | ponta oeste ok +
jun/17 | ponta oeste ok +
jun/17 | ponta oeste ok +
jun/17 ponta oeste

jun/17 | ponta oeste ok

jun/17 medeiros ok +
jun/17 medeiros

jun/17 medeiros

jun/17 medeiros ok +
jun/17 medeiros ok +
jun/17 medeiros ok +
jun/17 medeiros ok +
jun/17 medeiros

jun/17 medeiros ok +
jun/17 medeiros

jun/17 medeiros

jun/17 medeiros

jun/17 medeiros ok +
jun/17 medeiros
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jun/17 medeiros

jun/17 medeiros ok +
jun/17 medeiros ok +
jun/17 medeiros ok +
jun/17 medeiros ok +
jun/17 medeiros ok +
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