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Resumo

Anomalocardia brasiliana é uma espécie de marisco presente abundantemente no litoral
brasileiro, constituindo-se como uma atividade tradicional na pesca artesanal de Pernambuco.
Entretanto, em 2019, ocorreu o derramamento de 6leo na costa brasileira, ndo existindo até o
presente momento, estudos que avaliem a condi¢@o de saude de moluscos bivalves apds este
episodio. O objetivo deste trabalho foi avaliar o estado de satde de A. brasiliana através da
identificacao de alteragdes histologicas das branquias destes animais coletados em 4areas
afetadas pelo derramamento de 6leo na Bacia do Pina (litoral Norte) e no Estudrio do Rio
Formoso (litoral sul), ambos do estado de Pernambuco. Vinte animais adultos (10 para cada
litoral) foram coletados e avaliados via histologia para determinagdo de alteragdes
histologicas das branquias. De maneira geral, foram observados varios achados
histopatologicos, como: infiltracdo; presenca de infecgdo; alteragdo arquitetonica e estrutural;
necrose e parasitoides, nos animais, para ambos os litorais do estado de Pernambuco. Com
base nos resultados, pode-se afirmar que os individuos adultos de 4. brasiliana, para ambos
os litorais de Pernambuco, encontram-se com alteragdes histologicas de branquias que

indicam algum grau de comprometimento da satde destes animais e ambiente ndo higido.

Palavras-Chaves: Bioindicador, Estuario, litoral pernambucano, satide ambiental



Abstract

Anomalocardia brasiliana is a species of shellfish abundantly present on the Brazilian coast,
constituting a traditional activity in artisanal fishing in Pernambuco. However, in 2019, there
was an oil spill on the Brazilian coast, so far, there are no studies that assess the health
condition of bivalve molluscs after this episode. The objective of this work was to evaluate
the health status of A. brasiliana through the identification of histological changes in the gills
of these animals collected in areas affected by the oil spill in the Pina Basin (northern coast)
and in the Rio Formoso estuary (south coast), both from the state of Pernambuco. Twenty
adult animals (10 for each coast) were collected and evaluated via histology to determine
histological changes in the gills. In general, several histopathological findings were observed,
such as: infiltration; presence of infection; architectural and structural alteration; necrosis and
parasitoids, in animals, for both coasts of the state of Pernambuco. Based on the results, it can
be affirmed that the adult individuals of A. brasiliana, for both coasts of Pernambuco, have
histological alterations of gills that indicate some degree of compromise in the health of these

animals and in an unhealthy environment.

Keywords: Bioindicator, Estuary, Brazilian coast, environmental health
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INTRODUCAO

O marisco da espécie Anomalocardia brasiliana ¢ um molusco bivalve largamente
distribuido ao longo do litoral brasileiro, principalmente em enseadas, baias e estuarios, com
grande importancia socioecondmica, sendo comercializado ao longo da costa brasileira em
diferentes proporcdes, principalmente pelas comunidades litoraneas, que o utilizam também
na alimentacdo familiar (Boehs et al., 2008). Em Pernambuco, a pesca artesanal de
A.brasiliana é uma atividade tradicional e concentra-se principalmente no litoral norte
(Lavander et al., 2011).

Ambientes aquaticos sdo ecossistemas extremamente vulnerdveis e constantemente
podem ser destinos finais de varios poluentes (ENCARNACAO, 2017). Em Pernambuco, a
presenga de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) foi detectada em estudo
realizado em Rio Formoso (Litoral Norte) em 2014 e, embora, em niveis baixos, indica a
constante ocorréncia deste poluente no ambiente devido a combustdo do petrdleo e seus
derivados pelas embarcagdes de pesca e lazer que trafegam na éarea, além da queima da palha
da cana-de-agticar nas proximidades (CRAVEIRO, 2016). Branco (2001), Bento (2012) e
Pinto (2012), relatam que a carga de efluentes liberadas na Bacia do Pina, Litoral Norte do
estado de Pernambuco, ¢ constante por este ambiente estar localizado na Regido
Metropolitana do Recife.

Somados a isto, em setembro de 2019, ocorreu o derramamento de 6leo mais extenso
registrado no Atlantico Sul (SOARES et al., 2020), com presenca de pequenos pedagos e
grandes manchas de petroleo bruto pesado encalhados em mais de 3.000 km da costa
nordeste e parte da costa sudeste do Brasil (Magalhaes et al., 2022), tendo sido calculado em
torno de 4.500 toneladas removidas de residuo, embora ainda possam existir microparticulas
no ambiente (SANTOS, 2019).

O monitoramento de curto prazo (trés meses apds o derramamento) de peixes e
mariscos (incluindo A. brasiliana) comercializados indicou claro sinal de exposi¢cdo a
residuos de oOleo por estes animais, evidenciado pela presenga de Hidrocarbonetos
Policiclicos Aromaticos (HPAs), particularmente naftalenos, fenantreno, pireno e fluoranteno
(Magalhdes et al., 2022). Vale ressaltar que esse oOleo ndao foi apenas encontrado
superficialmente, mas também na interfauna do substrato, como foi constatado no Rio Grande
do Norte, durante trabalho de campo realizado pelo grupo do Laboratorio de Geologia e
Geofisica Maritima e Monitoramento Ambiental da Universidade Federal do Rio Grande do
Norte (GADELHA, 2019).

A. brasiliana ¢ um cavador superficial, o que indica, que pode se enterrar em

substratos moles (como areia e lama) (BARREIRA E ARAUJO, 2015), além de ser um
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animal filtrador, capaz de ingerir seu alimento a partir da suc¢@o de substancias em suspensao
através do sifdo exalante, com o qual a 4dgua e as particulas sdo levadas para dentro da
cavidade do manto, e assim, por sua vez, acaba por passar pelas branquias (NARCHI, 1974
apud, RODRIGUES, AZEVEDO E DA SILVA, 2010), sendo também, capaz de bioacumular
contaminagdo bacteriana e de polui¢do organica na agua (PINTO, 2012). Embora, na época
do derramamento ndo tenham sido conduzidas analises histopatoldgicas para avaliar possiveis
alteracdes em branquias de A. brasiliana decorrente do 6leo, passados trés anos do episodio,
faz-se estratégica esta avaliagdo, para compreensdo da saude destes animais na costa

pernambucana em 2022.

OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o estado de saude de A. brasiliana através da
identificacdo de alteracdes histologicas das branquias destes animais coletados apds trés anos
do episddio do derramamento de 6leo Pernambuco ocorrido em 2019, em areas que foram
afetadas nos litorais norte (Bacia do Pina) e sul (Estuario do Rio formoso) do estado de

Pernambuco.

METODOLOGIA

Dez individuos adultos de A. brasiliana foram coletados no estuario do Rio Formoso
(8°41°36”S; 35°05°22”W) no Litoral Sul (Figura 1) e, outros 10 exemplares, na Bacia do Pina
(8°04°41”’S; 34°52°37”°W), no Litoral Norte (Figura 2), ambos no Estado de Pernambuco.
Esses locais foram escolhidos por terem sido efetuadas coletas de 4. brasiliana durante o
derramamento de 6leo na costa pernambucana em 2019 (Magalhaes et al., 2022).

Durante a coleta, os animais foram devidamente selecionados para possuirem seu
tamanho acima de 20 mm de comprimento, visto que nessa faixa de tamanho sao
seguramente adultos (BOEHS, 2018) (Figura 3). Em seguida, cuidadosamente
acondicionados em sacos estéreis, foram transferidos para caixas térmicas com gelo em gel,
mantidos resfriados até a chegada no laboratdrio, sendo tomado o devido cuidado para os

sacos plasticos se manterem lacrados.
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Figura 3: Exemplar adulto de A4.brasiliana. (Gabriela Da Silva)

Com a chegada no laboratério, foi-se retirado com auxilio de 4gua corrente e esponja,
o sedimento e sujidades que os animais possuiam no exterior de suas conchas. Apds isso foi
mensurado o comprimento, largura, altura e peso (com e sem a concha). A. brasiliana foram
abertas com auxilio de uma faca e suas branquias retiradas cuidadosamente com bisturi.

Logo em seguida, dez amostras de branquias de animais de cada localidade foram
destinadas a andlise histologica, seguindo os protocolos de Hawards et al. (2004) e Bell e
Lightner (1988). As branquias foram imersas em solucdo fixadora Davidson AFA por 70
horas e, em seguida, colocadas em etanol a 70%, para sua preservacao definitiva, sendo
separadas por pares de branquias em frascos devidamente etiquetados com cddigos que

indicavam sua localidade (Figura 4).

Figura 4: Frascos com amostras de branquias de A. brasiliana. (Galeria particular)

Em seguida, foi iniciado o processamento para a montagem da lamina histologica, por
meio do processo de desidratacdo, seguido de inclusdo em parafina. Para isso, as branquias
foram cuidadosamente e individualmente alocadas nos cassetes. Dispostas dentro deles, as
branquias passaram por um processo de desidratacdo, no qual foi utilizada, a seguinte
sequéncia:

I Etanol a 80 % (20 minutos);
I Etanol a 90 % (20 minutos);
Il Etanol a 100% I (20 minutos);
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IV Etanol a 100% II (20 minutos);
V  Xilol I (20 minutos);
VI  Xilol IT (20 minutos);
VII  Parafina I (40 minutos);
VIII  Parafina II (40 minutos);

Com o é&xito desse processo, passou-se para o emblocamento desses cassetes,
colocando parafina e deixando se firmar, para assim, comecar os cortes.

Primeiro se teve um corte para retirar o excesso de parafina até chegar ao tecido da
amostra, feito isso os blocos foram colocados na geladeira por 40 minutos para facilitar o
processo de corte. Os cortes foram realizados pelo Micrétomo (LEICA, Reino Unido) e a
medida escolhida foi a de 3um para se ter uma melhor observacao do tecido, e assim se
iniciou o processo de coloragdo desse tecido, utilizando a seguinte sequéncia:

[  Xilol (20 minutos);

I Hematoxilina (5 minutos);

Il Lavados em agua corrente (10 minutos);

IV Eosina (5 minutos);

V  Etanol a 70 % (1 minuto);

VI  Etanol a 90 % (1 minuto);
VII  Etanol a 100% I (3 minutos);
VIII  Etanol a 100% II (3 minutos);

IX  Xilol (10 minutos);

X Solugdo limpeza (10 minutos) (A base de detergente, 4dcido acético e agua

destilada).

Em seguida, foram colocadas algumas gotas de balsamo para colocar a laminula,
sendo deixado em repouso por 24 horas para se ter certeza da secagem e ndo comprometer as
amostras. Com auxilio de um microscopio de luz, as amostras foram individualmente e
cuidadosamente analisadas e comparadas seguindo o modelo do protocolo para a avaliagao de

poluicdo aquatica de Bernet ef al. (1999).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores médios de altura, comprimento, largura e peso dos 20 animais adultos

coletados no estudrio do Rio Formoso/Litoral Sul e, na Bacia do Pina/Litoral Norte (dez



15
individuos por litoral), ambos do Estado de Pernambuco, encontram-se resumidos na Tabela
1.

Tabela 1: Valor médio e desvio padrao de principais parametros de 4. brasiliana por local de

coleta.

Comprimento Peso com Peso sem

Local Altura (cm) (cm) Largura (cm) concha (g) concha (g)

| [ | [ [
Estuéario do Rio

Formoso/ 2,40+0,16 2,70+0,28 1,80+0,16 10,20+2,01 2,45+0,72
Litoral Sul

Bacia do Pina/

) 2,20+0,14 2,60+0,11 1,60+0,10 6,76+0,94 0,57+0,14
Litoral Norte

De forma geral, macroscopicamente, ndo foram identificadas alteracdes morfologicas
nos animais coletados em ambos os litorais do estado. Por outro lado, foram determinados
varios achados histopatoldgicos nas 19 laminas avaliadas, sendo dez de mariscos da regido do
Estuério do Rio Formoso (Litoral Sul) e, nove, da Bacia do Pina (Litoral Norte).

Os achados histopatologicos foram identificados e feito uma tabela de frequéncia
adaptada do modelo do protocolo para a avaliagdo de poluicdo aquética em branquias de
Bernet et al. (1999), sendo observado os seguintes achados: infiltragdo; presenca de infecgao;
alteracdo arquitetonica e estrutural; necrose e presenga de parasitoides (Tabela 2). A
frequéncia destes achados nas laminas variou de ausente (0); presente em duas ou menos
laminas (atribuido 1); presente em quatro ou menos laminas (atribuido 2) e presente em pelo

menos cinco ou mais laminas (atribuido 3) (Tabela 2).

Tabela 2: Achado histopatologico, alteracdo detectada e valor de frequéncia em A. brasiliana

por local de coleta.

Achado histopatologico Alteracao detectada Valor de frequéncia
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Estuario Rio  Bacia do
Formoso Pina

(Litoral Sul)  (Litoral

Norte)

Infiltracao Infiltragcdo de composto de 2 3
caracteristica acidofilica

Presenca de Infeccao Infiltrado Hemofilico 1 0

Alteragao arquitetonica Lamelas desnudadas 1 3

e estrutural

Nucleo exposto 1 0

Fibroma 1 3

Necrose Deterioragdo por acdo bacteriana de 1 2
caracteristica basofilica

Parasitoides Parasitas 2 3

A simples presencga dessas alteragdes nas branquias, segundo Bernet et al. (1999),
confirma comprometimento do ambiente. A presenca de infiltrados hemofilico ¢ relacionada
a resposta inflamatoria em bivalves e essa reacdo normalmente ocorre devido a lesdes
teciduais graves causadas por varios fatores como parasitoides, substancias nocivas (toxicas)
e também neoplasias (ALLAM et al., 2000; VILLALBA et al., 2001; SHEIR ¢ HANDY,
2010), como a massa de tecidos anormais como o fibroma detectado. Além da inflamagao, os
parasitas presentes nas branquias estdo associados a outros danos de estruturas graves, devido
a presenca de cistos entre as lamelas (SCHALCH et al., 2006; CAMPOS et al., 2011).

Em um estudo realizado em bivalves presentes na base marinha do Artico que foram
afetados por um vazamento de oOleo, foi observado que as espécies estavam fortemente
parasitadas, principalmente depois do derramamento de 6leo. Uma explicagdo para isso ¢ que
a presenca do 6leo no ambiente teria afetado a capacidade imunoldgica desse bivalve,

aumentando, assim a carga de parasitas presentes (NEFF et al, 1987).
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Além disso, foi observado em uma das amostras uma deterioragdo que se iniciava nos
dutos de dgua e seguia até as bases das lamelas branquiais, sugerindo uma forma de necrose.
Este tipo de necrose ¢ normalmente associada a presenca de bactérias ou a qualquer altera¢ao
negativa no ambiente que esse animal se encontra, como aumento de poluentes, presenca de
toxinas e também por causa do excesso de parasitas (BIGNELL et al. 2011). No presente
estudo, essas alteragdes foram observadas para amos os litorais de Pernambuco (Figuras 5 e
6).

Em Pernambuco, relatos da ocorréncia de poluentes na costa litoranea sdo constantes.
Segundo Craveiro (2016), baixos niveis de hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos (HPAs)
foram determinados em Rio Formoso (Litoral Norte) em 2014 decorrente da combustdo do
petréleo pelas embarcacdes (pesca e lazer) e queima da palha da cana-de-agucar. Branco
(2001), Bento (2012) e Pinto (2012), relatam a constate carga de efluentes urbanos na Bacia
do Pina, Litoral Norte do estado de Pernambuco, devido a localizagao deste ambiente dentro
da Regido Metropolitana do Recife. Estes estudos associados as alteracdes histopatologicas
encontradas no presente estudo, indicam que estes animais estdo em ambiente nao higido,
com sua condicdo de saude afetada constantemente, em ambos os litorais da costa

pernambucana avaliados.
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Figura 5: Cortes histologicos de branquias da 4. brasiliana do estudrio do Rio Formoso,

Litoral Sul. (A) Deterioragao por agdo bacteriana de caracteristica basofilica (C.A= Canal de
agua); (B) Infiltrado Acidofilico (mancha rosa); (C) Parasitas. (D) Deterioragdo por acao

bacteriana de caracteristica basofilica.
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A. B.
C. D.

Figura 6: Cortes histologicos de branquias da A. brasiliana da Bacia do Pina, Litoral Norte.

(A) Parasitas; (B) Lamelas desnudadas; (C) Sujidades (marcas cinzas) detectadas; (D)

Infiltragdo de composto de caracteristica acidofilica.

CONCLUSAO

Com base nos resultados, pode-se afirmar que os individuos adultos de A. brasiliana,
para ambos os litorais de Pernambuco, encontram-se com alteragdes histologicas de
branquias que indicam algum grau de comprometimento da satde destes animais e ambiente

nao higido.
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