PROTOCOLO DE IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DE BUCEFALOSE
(ENFERMIDADE LARANJA) EM MEXILHOES Perna perna

Patricia GARCIA * e Aimé Rachel Magenta MAGALHAES >?

RESUMO

Este trabalho propde um protocolo de identificacdao e quantificagdo da bucefalose em mexilhdes
Perna perna, através da histologia classica e analise estereoldgica. Dentre 50 individuos com 30
a 70 mm de comprimento, obtidos em cordas do cultivo experimental da Universidade Federal
de Santa Catarina, na Praia de Sambaqui-Florian6polis/SC, foram identificados seis animais
parasitados por Bucephalus sp., correspondendo a uma prevaléncia de 12%. Seccdes transversais
inclinadas dos moluscos foram fixadas em Davidson, processadas por histologia classica, cortadas
(3 pm) e coradas com HHE. O volume fracionario do tecido do parasita (TP), do hospedeiro (TH)
e dos espacos vazios (EV) foi quantificado por estereologia, com auxilio de graticula de Weibel
acoplada ao microscépio 6ptico. A objetiva de 10x foi mais eficiente que a de 40x, na analise
microscopica das secgdes. Metade do total de animais analisados apresentou grau moderado (5-
50% da secgao com tecidos do parasita) de parasitismo, e a outra metade, grau pesado (> 50%). Nao
foram encontrados animais com parasitismo leve (< 5%).
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PROTOCOL OF IDENTIFICATION AND QUANTIFICATION OF BUCEPHALOSIS (ORANGE
DISEASE) IN THE MUSSEL Perna perna

ABSTRACT

This study proposes a protocol for the identification and quantification of bucephalosis in the mussel
Perna perna, by classical histology and stereological methods. Among fifty animals with length
between 30 and 70 mm, proceeding from experimental mussel culture strings of Universidade
Federal de Santa Catarina, at Sambaqui Beach-Florianépolis/SC, six animals infected with
Bucephalus sp. were identified, corresponding to a prevalence of 12%. Inclined transverse sections
of the molluscs were fixed in Davidson’s solution, processed through classical histology, cut (3 pm)
and stained with HHE. The fractional volume of the parasite tissue (PT), host tissue (HT) and
empty spaces (ES) were quantified by Weibel graticule attached to a microscope. The objective of
10x was more efficient than that of 40x, for the stereological analysis of the sections. Half of the
infected animals presented a moderate rate of parasite infection (5-50% of the section with parasite
tissue), while the other half presented greater rates (> 50%). Animals with light infection (< 5%)
were not found.
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INTRODUCAO

A produgao de moluscos marinhos é uma
atividade econémica recente e em plena expansao
no Estado de Santa Catarina, considerado o maior
produtor destes animais no Brasil (MAGALHAES,
1998; POLI, 1998). Em 2004 foram produzidas 9.800,8
toneladas de mexilhdo e 2.512,7 toneladas de ostras
no litoral catarinense (OLIVEIRA NETO, 2005).
Estima-se um incremento de 30% na producao destes
moluscos em 2005.

Em muitos paises, a produgdo de moluscos
marinhos é afetada por diversas enfermidades,
causando forte impacto na economia e gerando
um ponto de estrangulamento no crescimento
e sustentabilidade desta atividade (OIE, 2003).
A introducdo do agente patogénico ocorre por
transferéncias de moluscos vivos (ELSTON, 1990;
BOWER et al., 1994, WALKER e SUBASINGHE,
2000). Segundo OIE (2003), esta foi a principal causa
de surtos de enfermidades epizoéticas, podendo
resultar em decréscimo significativo das populagdes
de bivalves (BOWER e FIGUERAS, 1989). Em
diversos paises registraram-se mortalidades massivas
de bivalves causadas por microrganismos (GRIZEL
et al., 1988; CACERES-MARTINEZ e FIGUERAS,
1995; BURRESON e CALVO, 1996), bem como efeitos
deletérios e mortalidade imposta por metazoarios
parasitas (ABREU, 1965, DAVEY e SCULLARD,
1978; CHENG et al., 1983; TURNER, 1985; ELSTON,
1990; BLATEAU et al., 1992; JONSSON e ANDRE,
1992; FUENTES et al., 1998; SILVA et al., 2002; KIM
e POWELL, 2004).

A ocorréncia de patégenos causadores de
enfermidades em mexilhdes é pouco documentada
(SILVA et al., 2002), o que nao significa que a satide
desses organismos seja superior a de outros moluscos
(FIGUERAS e VILLALBA, 1988). Provavelmente, isto
advém da falta de informacdes sobre os mexilhdes,
em razao de seu valor economico ser inferior ao das
ostras (BOWER e FIGUERAS, 1989) e da caréncia de
pesquisas referentes a sanidade desses moluscos.

Os trematddeos digenéticos sdo metazoarios
de interesse na patologia de moluscos (KINNE,
1983). Compreendem mais de 40.000 espécies e
apresentam o ciclo vital mais complexo ndo s6
dentre os platelmintos, mas em todo o reino animal
(CHENG, 1978).

Em moluscos, a bucefalose, ou “enfermidade
laranja”, assim denominada por Cole, apud UMIJI et
al. (1976), é causada por um trematédeo do género
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Bucephalus. Caracteriza-se macroscopicamente pela
presenca de estruturas filamentosas de cor laranja
brilhante no manto, em razdo da pigmentacdo dos
esporocistos do parasita. Em infestagdes elevadas, o
manto adquire tonalidade laranja intensa, tornando
impossivel a identificacdo macroscépica, e muitas
vezes microscopica, do sexo do hospedeiro. O
parasitismo eleva o consumo de nutrientes, como
o glicogénio (infestacdo inicial) e os lipidios
(infestagdo elevada), reduzindo, assim, as reservas
do hospedeiro (MAGALHAES, 1998). A deficiéncia
nutricional inviabiliza a gametogénese e emacia o
corpo do hospedeiro, de maneira que o tecido deste
pode ser destruido pela saida das cercarias, com
possibilidade de morte dos mexilhdes (LAUCKNER,
1983; MAGALHAES, 1998).

Ovos de Bucephalus sp. sdo eliminados pelo
hospedeiro definitivo, como Urophycis brasiliensis
(abrotea), Menticirrhus americanus (papa-terra),
M. littoralis e Centropomus undecimalis (robalo-flexa)
(AMATO, 1982; PEREIRA JR. et al., 1996; ROBALDO,
1995). Destes ovos, eclodem as larvas miracideos, que
penetram em moluscos, como Perna perna (UMIJI
et al., 1976), primeiro hospedeiro intermediario.
Af se transformam em esporocistos ramificados,
que invadem cavidades, como vasos sangiiineos,
intestino, glandula digestiva, cAmaras branquiais,
gonodutos e foliculos gonadicos, causando, nestes
casos, a castragao do molusco (ELSTON, 1990;
MAGALHAES, 1998). Nos esporocistos hé diversos
estagios de cercarias (CHENG, 1978), que, quando
maduras, rompem os tecidos do molusco e infestam
o segundo hospedeiro intermedidrio, um peixe, como
Micropogonias furnieri (corvina), transformando-se
em metacercarias. O parasita Bucephalus sp. pode
chegar ao hospedeiro definitivo quando este se
alimenta do peixe com metacercarias ou do mexilhao
com cercarias (UMIJI et al., 1976, CHENG, 1978;
PEREIRA JR. et al., 1996). Esporocistos de Bucephalus
sp. ocorrem em moluscos Perna perna (LUNETTA,
1969), Mytilus edulis platensis (Morris, apud PEREIRA
JR. et al., 1996), Crassostrea virginica.(WINSTEAD et
al., 2004), C. madrasensis (KUMAR, 2000), Ostrea edulis
(PRINCEP et al., 1996), Pinctada radiata (KHAMDAN,
1998), Dreissena polymorpha (LAURELLE et al.,
2002), Donax variabilis (Hopkins, apud PEREIRA JR.
et al., 1996), Paphia aurea (POLENTA e FROGLIA,
1997), Anomalocardia brasiliana (ARAU]O, 2001),
Eurynia iris (OLSEN, 1974), Pecten fumatus e Chlamys
(Mimachlamys) asperrima (HEASMAN et al., 1996) e
Perumytilus sp. (LASIAK, 1992).
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Do género Bucephalus sdao conhecidas as
espécies: Bucephalus papillosus (OLSEN, 1974),
B. brevitentaculatus, B. cynoscion, B. gorgon, B.
kathetostomae, B. priacanthi, B. scorpaenae (AMATO,
1982), B. cuculus, B. elegans, B. heterotentaculatus, B.
introversus, B. varicus (ITIS, 2005), dentre outras.

Adultos de Bucephalus varicus, de ampla
distribuicao geografica, sao facilmente encontrados
em peixes do litoral do Rio Grande do Sul, Santa
Catarina e Rio de Janeiro (PEREIRA JR. et al., 1996;
CHAVES e LUQUE, 1998; ALVES et al., 2004). H&
registro de ocorréncia de esporocistos de Bucephalus
varicus em mitilideos no litoral da Argentina (Morris,
apud PEREIRA JR. et al., 1996).

Na Africa do Sul, os trematédeos mais comuns
em P. perna sdo metacercarias de Proctoeces e
esporocistos de bucefalideos, com prevaléncia de 62%
e 49%, respectivamente (CALVO-UGARTEBURU e
MCQUAID, 1998a). Enquanto Proctoeces afeta o
crescimento destes bivalves pequenos, os esporocistos
de bucefalideos castram animais maiores, que
gastam mais energia na fase reprodutiva (CALVO-
UGARTEBURU e MCQUAID, 1998b). No Brasil,
UMIJI et al. (1976), em pesquisas realizadas em
1974 no Estado de Sao Paulo, fizeram o primeiro
relato de sérios danos em P. perna, causados pela
infestacdao de Bucephalus, e registraram, também,
alta prevaléncia do parasita no cultivo (30-35%) e
em dreas abrigadas de dgua poluida (15-20%). A
ocorréncia deste tremat6édeo tem sido acompanhada
no litoral brasileiro, porém a prevaléncia das
infestagOes reportadas tem variado entre os locais
analisados: 2% a 49%, com base nos trabalhos de
LUNETTA (1969), CASAS (1986), GARCIA (1990),
SILVA et al. (1996), MAGALHAES (1998), MARENZI
etal. (1998), MAGALHAES et al. (1999), SILVA (1999),
MAGALHAES et al. (2000), LIMA et al. (2001), SILVA
et al. (2002), HENRIQUES (2004).

Oinicio da parasitose em P. perna esté relacionado
ao tamanho do individuo: animais com menos
de 30 mm nédo sdo parasitados (LASIAK, 1989;
MAGALHAES, 1998); animais com 30 a 40 mm sado
parasitados; animais com 60 a 70 mm apresentam
parasitismo intenso; e animais com mais de 70 mm,
parasitismo decrescente (MAGALHAES, 1998).
A maior incidéncia da enfermidade coincide com a
maior freqiiéncia de mexilhoes férteis nos meses de
maio a agosto (MAGALHAES, 1998; SILVA et al.,
2002).

Embora de facil identificacdo macroscopica, é

impossivel, nos estagios iniciais da bucefalose, consta-
tar a presenga dos esporocistos de Bucephalus sp. em
cerca de 8% da amostra de mexilhdes (MAGALHAES,
1998). Portanto, recomenda-se a histologia classica
(OIE, 2003) associada a estereologia para classificar
o grau de infestagdo nos mexilhdes, evitando os
equivocos que podem decorrer da observacao
macroscopica e estereoscopica (ARAU]O etal., 1993;
MAGALHAES, 1998; SILVA et al., 2002).

Assim, este trabalho teve por objetivo propor
o protocolo de identificagdo e de quantificacdo da
bucefalose em P. perna através de histologia classica e
analise estereoldgica. O principal intuito é contribuir
para o diagndstico da bucefalose, parte do programa
estadual de sanidade para moluscos marinhos
cultivados no litoral catarinense.

MATERIAL E METODOS

Os mexilhdes Perna perna (Linné, 1758) (Bivalvia:
Mytilidae) utilizados neste trabalho foram
provenientes do cultivo experimental do Laboratério
de Moluscos Marinhos (LMM) da Universidade
Federal de Santa Catarina, localizado na Praia
de Sambaqui (27°29" S e 48°33" W), municipio de
Florianépolis/SC.

Em agosto de 2005, cinqiienta mexilhoes
cultivados, com 30 a 70 mm de comprimento, foram
aleatoriamente selecionados.

Ap0s seccionar o musculo adutor posterior e abrir
as valvas do mexilhao, procedeu-se ao exame macros-
copico das partes moles, com o intuito de verificar a
presenca do trematédeo Bucephalus sp. A prevaléncia
do parasita em P. perna foi estimada pelo calculo
percentual dos animais infestados, reconhecidos
através de observacao macroscopica, em relacao ao
numero total de animais analisados (MAGALHAES,
1998; SILVA, 1999; SILVA et al., 2002).

Com auxilio de escalpelo, o corpo de cada
mexilhdo parasitado foi cuidadosamente separado
da concha, a fim de se efetuarem cortes transversais,
inclinados, na massa visceral. Estas secgdes, que
inclufam branquias, manto, intestino e glandula
digestiva, conforme recomendacdo da OIE (2003) e
HOWARD et al. (2004), foram fixadas em solugdo de
Davidson marinho por 24-48 h (MAGALHAES, 1998;
OIE, 2003) e posteriormente transferidas para alcool
70° (MAGALHAES, 1998; SABRY, 2003).

As secc¢des foram entdo submetidas aos
procedimentos histolégicos classicos de desidratagao
(&lcool 70°, 90° e 100° - dois banhos em cada uma);
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diafanizacdo: dois banhos em xilol; e inclusdo em
parafina. Cortes de 3 pm de espessura (micrétomo CUT
4055 - Olympus) foram corados com hematoxilina
de Harris e eosina aquosa 1% - HHE (BECAK e
PAULETTE, 1976; MAGALHAES, 1998; HOWARD
et al., 2004).

A intensidade de infestacdo foi determinada
quantitativamente através de analise estereoldgica
e com auxilio da graticula de Weibel acoplada
ao microscopio 6ptico (LOWE e MOORE, 1985;
MAGALHAES, 1998; SILVA, 1999; SILVA et al., 2002).
A analise foi feita pela contagem dos constituintes
tissulares do hospedeiro (TH), do parasita (TP) e
dos espagos vazios (EV) subpostos a cada um dos
42 pontos presentes na graticula. Em cada animal, a
contagem foi feita em duas areas: em cada area, cinco
campos escolhidos aleatoriamente e ndo sobrepostos
foram mensurados (42 x 2 x 5), totalizando 420 pontos
no maximo, por corte, por animal. As contagens
foram realizadas em microscépio 6ptico (Olympus
CX31), utilizando as objetivas de 10x e 40x. A fracao
do volume de cada item foi calculada segundo
formula de LOWE e MOORE (1985).

A intensidade da infestacdo foi expressa em
percentagem de TP observada no manto do mexilhao.
A infestacdo dos animais foi classificada em diferentes
graus: leve (L), < 5% de TP; moderada (M), 5-50%;
e pesada (P), > 50% (adaptado de MAGALHAES,
1998).

A comparacdo dos resultados obtidos com as
diferentes objetivas foi realizada pelo teste t de
Student, utilizando o procedimento de permutacdo
implementado no pacote computacional SAS
INSTITUTE INC.(1999). Tal procedimento permite
comparar as médias utilizando a real distribuigdo
dos dados e, assim, evitando o viés produzido pela
falta de normalidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente trabalho, a prevaléncia do parasita
Bucephalus sp. em espécimes de P. perna coletados
em agosto de 2005 foi relativamente alta: 12% (n=50).
Embora a prevaléncia desta parasitose tenha oscilado
de <1% a 49% nos diversos locais pesquisados do
litoral catarinense (CASAS, 1986, GARCIA, 1990;
SILVA et al., 1996; MAGALHAES, 1998; MARENZI
et al., 1998; MAGALHAES et al., 1999; SILVA, 1999;
MAGALHAES et al., 2000; SILVA et al., 2002), espera-
se uma incidéncia maior do parasita de junho a
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setembro. MAGALHAES (1998), pesquisando o
efeito da bucefalose na reproducdo, composicdo
bioquimica e indice de condi¢do de P. perna, verificou
maior quantidade de animais férteis nos meses de
maio a agosto, coincidindo com maior prevaléncia
de Bucephalus sp. nos meses de junho a setembro, fato
este também observado por SILVA et al. (2002).

Em pesquisas prévias, LASIAK (1989), LASIAK
(1993) e CALVO-UGARTEBURU e MCQUAID
(1998a), na Africa do Sul, e MAGALHAES (1998), em
Palhoga-SC, encontraram correlagdo positiva entre
tamanho do mexilhdo e presenga de Bucephalus sp.
A partir de 30 mm, o mexilhdo P. perna ja inicia
a produgdo de gametas e armazena quantidades
consideraveis de glicogénio e lipidios, que na fase
reprodutiva serdo direcionados principalmente
a gametogénese. Isto auxilia o entendimento da
presenca do parasita em meses nos quais estas
reservas sao maiores em fungdo do ciclo gonadico
do hospedeiro. Contudo, MAGALHAES (1998)
considera que a sazonalidade da bucefalose
esteja vinculada principalmente a presenga de
diferentes espécies de peixes na regido, que seriam
os hospedeiros definitivos.

Emrazao das caracteristicas citadas anteriormente:
parasita, tamanho do hospedeiro e estadio sexual
deste, é que foram selecionados apenas animais entre
30 e 70 mm de concha. Esta faixa de tamanho mostrou-
se adequada a obtencdo de animais portadores de
bucefalose e indicadores da prevaléncia da doenca
naquela populacao.

A identificagdo macroscépica de Bucephalus sp,
ap6s um certo grau de infestacao, é possivel gracas
aos filamentos alaranjados no manto, caracteristicos
da ramificagdo dos esporocistos através do corpo do
bivalve. A remocdo da concha permitiu constatar
que o grau de infestagdo era maior na regido dorsal
anterior, indicando um possivel sitio inicial de
infestacao, conforme verificado por MAGALHAES
(1998). Esta observacado corrobora a necessidade de
se realizarem cortes transversais inclinados. Os cortes
de 3 pm fornecem dados do aspecto morfolégico dos
esporocistos jovens e velhos; das massas germinais
intraesporocisticas; dos estdgios das cercérias e
do efeito deletério da parasitose sobre os tecidos
conjuntivo e gonadico do hospedeiro.

Acertadamente, FIGUERAS e FIGUERAS
(1987) e OIE (2003) propdem a histologia classica
como método inicial e rotineiro de vigilancia de
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patégenos em moluscos, por sua eficiéncia e pela
impossibilidade de o exame macroscépico indicar
claramente o potencial da patogenia. Em OIE (2003)
e BONDAD-RENTASO et al. (2001), em todos os
protocolos de identificagdo de patologias de moluscos
recomendam-se cortes de 2-3 pm de espessura para
os exames histoldgicos. Tal procedimento facilita a

primeira analise de investigacao da possivel presenca
de outros patégenos em moluscos.

A quantificacdo da infestacao de Bucephalus sp.
em seccOes histologicas de P. perna, com o auxilio
de microscépio 6ptico com objetivas de 10x e 40x
(Tabela 1), foi expressa em volume fracionério de
cada item pesquisado.

Tabela 1. Volume fraciondrio (%) dos constituintes tissulares do parasita (TP), do hospedeiro (TH) e dos espacos
vazios (EV), mensurado com auxilio de microscépio 6ptico com objetivas de 10x e 40x

| TP (%) TH (%) EV (%) Total
Individuo 904 g40x  10x  40x  10x  40x (%)
1 602 407 315 348 83 245 100
2 86 169 833 652 81 179 100
3 33,8 267 200 174 462 560 100
4 505 255 417 464 79 281 100
5 504 257 307 467 189 276 100
6 43 379 388 276 169 345 100

Nao houve diferenca significativa nas andlises
realizadas para TH e TP, utilizando as duas objetivas.
Contudo, houve indicacdo de distor¢des na analise de
EV (< 0,0001), nos individuos 5 e 6, em comparagao
efetuada entre os resultados obtidos com as objetivas
de 10x e 40x. A objetiva de 10x foi mais eficiente
que a de 40x, na quantificacdo da bucefalose com
a graticula de Weibel, em razdo da varredura mais
ampla em cada drea. Sendo mais abrangente, mais
representativo foi o resultado fracionério do tecido
do parasita em relagao aos tecidos do hospedeiro. A
objetiva de 40x causa certa distor¢ao nas andlises, por
avaliar uma area reduzida do animal, principalmente
quando hé redugao significativa do tecido conjuntivo
interfolicular. Nos animais analisados, a parasitose
foi moderada nos individuos 2, 3 e 6 (M=5-50%),
enquanto nos individuos 1, 4 e 5 foi pesada (P > 50%),
nao sendo encontrados individuos com parasitismo
leve (L <5%) (Figura 1).

No parasitismo moderado foi possivel determinar
macroscopicamente o sexo do individuo 6, enquanto
o dos individuos 2 e 3, apenas ao microscépio.
Houve predominio dos tecidos do hospedeiro (tecido

conjuntivo interfolicular; remanescéncia dos foliculos
e/ou paredes foliculares); incremento do tecido
parasitdrio; células germinativas foliculares raras;
esporocistos com muitas esferas germinais ou massas
germinais formadoras de cercérias; e cercarias de
diversos tamanhos. O individuo 3 apresentou alto
grau de emaciagdo, com redugdo do tecido conjuntivo
interfolicular, provavelmente em razdo do desgaste
causado pelo parasita.

Com bucefalose pesada, foi possivel determinar
o sexo dos individuos 1 e 4 macroscopicamente,
enquanto o sexo do 5, apenas ao microscépio. Através
das analises macro e microscopica constatou-se
predominio de tecido do parasita, com foliculos
remanescentes e esporocistos com dominancia de
cercarias maduras.

Nos dois casos foram encontrados animais
emaciados, com reducdo do tecido conjuntivo
interfolicular, provavelmente por desgaste
nutricional, e com tecidos rompidos pela saida
das cercarias maduras. Nas cdmaras branquiais
observaram-se muitos esporocistos repletos de
cercérias maduras.
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T e o g, i

CONCLUSAO

O protocolo sugerido para diagnoéstico de
bucefalose, também denominada “enfermidade
laranja”, em mexilhGes inclui: exame macroscopico
das partes moles; sec¢Oes transversais inclinadas
da massa visceral (branquias, manto, intestino e
glandula digestiva); fixagdo das pecas em solugdo de
Davidson marinho por 24 a 48 h; transferéncia para
alcool 70°; procedimentos histolégicos classicos de
desidratacdo (élcool 70°, 90° e 100°); diafanizacao;
inclusao em parafina; cortes de 3 pm de espessura;
coloracao com HHE. Analise microscépica e, se
necessario, quantificagdo da infestacdo devem ser
realizadas com estereologia. Sugere-se a seguinte
classificacdo para expressar a intensidade da
infestagdo em porcentagem de tecido do parasita
(TP) encontrado no manto do mexilhao: leve (L), <
5%; moderada (M), 5-50%; e pesada (P), >50%.
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