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RESUMO

Lagostas espinhosas sdo um importante recurso pesqueiro explorado no Brasil.
Embora esse seja o tema central em varios estudos nos ultimos anos, poucos
abordaram sua sanidade e aspectos imunolégicos, gerando uma lacuna para o
entendimento de seu desenvolvimento em ambiente natural. A auséncia de estudos
que caracterizem os parametros bioquimicos e seus tecidos quando saudaveis
dificulta a identificacdo de lagostas enfermas em seu estado inicial, visto que apenas
em nivel avancado apresentam-se moribundas. Diante desse contexto, este trabalho
teve como objetivo avaliar aspectos imunoldgicos e histolégicos de lagostas da
espécie P. argus e P. laevicauda com a finalidade de descrever as caracteristicas de
organismos saudaveis e realizar varredura para patdégenos que ocorrem no género.
Para atingir tal objetivo foram utilizadas 24 amostras saudaveis coletadas na Praia de
Redonda (lcapui) e Praia do Meireles (Fortaleza) e 478 patas coletadas na industria
pesqueira em Fortaleza, realizando a caracterizagdo por meio da observacao dos
tecidos fixados em laminas histologicas, de parametros imunolégicos e analise
molecular para o virus da Sindrome da Mancha Branca, Pav1 e microsporideo. Dessa
forma, foi possivel elucidar alguns questionamentos presentes sobre o estado de
saude do estoque pesqueiro de lagostas, podendo ser analisado estruturas e células
dos tecidos saudaveis do hepatopancreas, glandula antenal, musculo, coracéo,
branquias e intestino. P6de ser detectado um mecanismo de protegcao através da
observagdo de um fagocito e infiltragdo hemocitica no coragdo e verificamos a
presenca de parasitas no intestino. As analises histolégicas mostraram que os tecidos
das espécies estudadas sdo similares aos encontrados para lagostas da familia
Palinuridae. Os estudos imunolégicos evidenciaram menores parametros para
individuos da espécie P. argus quando comparados a espécie P. laevicauda.
Individuos jovens também apresentaram valores imunoldgicos inferiores aos
observados para individuos adultos. A varredura molecular ndo apresentou evidéncias
de infecgao para os virus analisados e o microsporidio investigado. Este € o primeiro
estudo que busca compreender o estado de saude das populagdes de lagostas em

ambiente natural.

Palavras-chave: lagosta; histologia; imunologia.



ABSTRACT

Spiny lobsters are an important fishing resource exploited in Brazil. Although this is the
central theme in several studies in recent years, few have addressed its health and
immunological aspects, creating a gap in understanding its development in a natural
environment. The lack of studies that characterize the biochemical parameters and
their tissues when healthy makes it difficult to identify sick lobsters in their initial state,
since only at an advanced level do they become moribund. Given this context, this
work aimed to evaluate immunological and histological aspects of lobsters of the
species P. argus and P. laevicauda with the purpose of describing the characteristics
of healthy organisms and scanning for pathogens that occur in the genus. To achieve
this objective, 24 healthy samples collected in Praia de Redonda (lcapui) and Praia do
Meireles (Fortaleza) and 478 paws collected in the fishing industry in Fortaleza were
used, carrying out the characterization through observation of the tissues fixed on
histological slides, of parameters immunological and molecular analysis for White Spot
Syndrome virus, Pav1 and microsporidium. In this way, it was possible to clarify some
questions regarding the health status of the lobster fishing stock, enabling the analysis
of structures and cells of the healthy tissues of the hepatopancreas, antennal gland,
muscle, heart, gills and intestine. A protective mechanism can be detected by
observing a phagocyte and hemocytic infiltration in the heart and checking the
presence of parasites in the intestine. Histological analyzes showed that the tissues of
the studied species are similar to those found in lobsters from the Palinuridae family.
Immunological studies showed lower parameters for individuals of the P. argus species
when compared to the P. laevicauda species. Young individuals also presented
immunological values lower than those observed for adult individuals. Molecular
scanning showed no evidence of infection for the viruses analyzed and the
microsporidium investigated. This is the first study that seeks to understand the health

status of lobster populations in a natural environment.

Keywords: lobster; histology; imunology.
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1 INTRODUGAO

A pesca de lagosta no Brasil ocorre do estado do Amapa até o Espirito
Santo, compreendendo uma area de 6.573 km de linha de costa (FONTELES-FILHO;
GUIMARAES, 2000). Panulirus argus (lagosta-vermelha) e Panulirus laevicauda
(lagosta-verde) sao as espécies com maior expressdao no comeércio nacional e
internacional de lagostas do Brasil (ALENCAR et al., 2020). Recentemente, foi
sugerido que as lagostas previamente identificadas como P. argus na América do Sul
pertencem na realidade a uma outra espécie, Panulirus meripurpuratus (GIRALDES
& SMYTH, 2016). Podendo impactar em todo o conhecimento sobre sua biologia e
acdes tomadas para preservagao dos estoques pesqueiros, como o periodo de defeso
e tamanho minimo de captura (ALMEIDA et al., 2021).

Estudos apontaram crescimento de 5,6% por ano até 2022 do mercado de
lagostas no mundo (FAO, 2018). No entanto, no ano de 2019 o Brasil exportou 2,5 mil
toneladas deste recurso pesqueiro (BRASIL, 2020), representando um decréscimo de
65% quando comparado ao ano de 2017 (FAO, 2019). O declinio na produgao de
lagosta é observado em todo o mundo, logo € possivel observar um déficit de 13,6%
das exportagdes mundiais (FAO, 2020). Este recurso representou cerca de 30% do
pescado total exportado pelo Brasil, movimentando aproximadamente US$81 milhdes
no ano de 2019 (BRASIL, 2020). O Ceara com aproximadamente 67% das transagdes
de lagostas exportadas tem sido o principal exportador deste recurso pesqueiro no
pais (BRASIL, 2020).

Apesar da expressiva importancia deste recurso, os trabalhos que
discorrem sobre populagdes de lagostas espinhosas brasileiras costumam se
concentrar em parametros ligados a captura e ciclo de vida (DUARTE et al., 2011).
Porém, outros fatores relevantes da biologia das lagostas, como aspectos
imunoldgicos e as enfermidades a que estdo expostas e qual o seu impacto sobre a
producao, tém sido raramente estudados. A identificagdo de organismos enfermos é
reconhecida como um importante biomarcador ambiental, seja estes localizados em
ambientes aquaticos ou terrestres (NEWTON & SMOLOWITZ, 2018). Diversas
enfermidades de etiologia viral ja foram identificadas em crustaceos, incluindo
caranguejos e lagostas, entretanto as mais estudadas s&o aquelas que afetam o
camarao marinho, principalmente os peneideos devido sua importancia para a

carcinicultura sendo ela marinha ou continental (FLEGEL, 2012).



15

Aspectos imunoldgicos de lagostas foram estudados para poucas espécies,
dificultando o entendimento da atuacdo de algumas enfermidades em seu sistema
imune. Com o crescimento das mudangas ambientais e fatores antropogénicos
espera-se que o numero de doengas que acometem organismos marinhos venha a
aumentar. Consequentemente, doencas infecciosas podem vir a impactar diretamente
na ecologia populacional e no manejo da pesca destes recursos (CAWTHORN, 2011).

Lagostas podem ser acometidas por enfermidades de origem bacteriana,
viral, fungica e aquelas causadas por protozoarios (SHIELDS, 2011). As enfermidades
transmitidas por virus que infectam lagostas espinhosas, até entdo relatadas, sao
aquela causada por Panulirus argus virus (PaV1) encontrada na lagosta P. argus € a
Sindrome da Mancha Branca (WSSV). O PaV1 demonstrou ser letal para juvenis de
lagosta em sistemas de aquicultura experimental, sendo detectado em ambiente
natural nas populagdes da América do Norte e Caribe (SHIELDS, 2011). Por outro
lado, o WSSV, de alta relevancia para a carcinicultura, foi identificado em lagostas de
diferentes espécies do género Panulirus, porém apenas em ambiente de cultivo e
induzidas de modo experimental (SHIELDS, 2011).

Outra patologia encontrada em lagostas espinhosas que costuma impactar
sua viabilidade econdmica por inviabilizar sua comercializagdo € a infecgao por
Microsporidium. Estes s&o parasitas intracelulares que ao infectar o hospedeiro
preferem se alojar na musculatura esquelética e cardiaca, substituindo os
sarcoplasmas das fibras musculares por massas com diferentes estagios de
desenvolvimento (STENTIFORD & DUNN, 2014). Lagostas infectadas com
Microsporidium apresentam letargia e musculatura esbranquicada, com aspecto de
algodao (SMALL et al., 2019). Organismos com estas caracteristicas, normalmente,
sdo rejeitados na industria e comércios locais causando grandes prejuizos para os
pescadores.

No Brasil, ndo ha informagdes sobre patologias que possam acometer as
lagostas, o que dificulta a identificagao prévia de impactos nesse setor. Esse fato pode
possivelmente acarretar a diminuicdo dos estoques pesqueiros, tendo em vista, que
sua diminuigdo normalmente esta associada a sobreexploragéo (PHILLIPS, 2006). No
entanto, ndo ha informacdes sobre a saude deste importante recurso pesqueiro em
seu ambiente natural.

Estudos patoldgicos podem ser realizados por diferentes metodologias que

auxiliem na identificagdo da enfermidade que afeta os organismos, como exame
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clinico, ferramentas moleculares, microscopia eletrénica e histologia (ROSS et al.,
2019). No entanto, com excegao de ferramentas moleculares, as demais metodologias
necessitam de referéncias dos animais saudaveis, pois utilizam comparagao de

parametros ou caracteristicas dos tecidos para identificar possiveis anomalias.

2. HIPOTESE
Lagostas P. argus e P. laevicauda no litoral do Ceara apresentam aspectos
imunoldgicos e histologicos similares entre si e as demais espécies do género

Panulirus e podem ser susceptiveis aos patdégenos encontrados no Caribe.

3. OBJETIVOS GERAL E ESPECIFICOS

3.1 Geral
Avaliar aspectos imunologicos, histolégicos e sanitarios de lagostas da
espécie P. argus e P. laevicauda com a finalidade de descrever as caracteristicas de

organismos saudaveis e realizar varredura para patégenos que ocorrem no género.

3.2 Especificos

° Descrever e comparar aspectos imunolégicos de lagostas da espécie Panulirus
argus e Panulirus laevicauda saudaveis.

° Verificar se ha diferencga histoldgica entre lagostas da espécie Panulirus argus
e Panulirus laevicauda.

° Detectar a possivel presenga de agentes patoldgicos nas lagostas coletadas.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Panulirus — aspectos gerais

A lagosta é o principal recurso pesqueiro do Brasil, apresentando alto valor
comercial com negociagdes no mercado interno e, principalmente, externo. Pode ser
comercializada em cauda congelada, inteira congelada, fresca ou viva. A cauda
congelada apresenta maior volume de exportagdes, porém, a lagosta inteira estando
congelada, fresca ou viva apresenta maior valor agregado, sendo muito bem quista
pelo mercado externo, devido estes produtos atenderem exigéncias internacionais e
possuirem maior qualidade (ALENCAR et al., 2020).

A pesca deste recurso nao ocorre durante todo o ano, diminuindo sua
comercializagdo em alguns periodos. De acordo com a PORTARIA SAP/MAPA N° 221,
DE 8 DE JUNHO DE 2021, durante o intervalo de 1° de novembro até 30 de abril do
ano subsequente fica suspensa a pesca da lagosta. Tal medida visa preservar os
estoques de lagostas, através do periodo de defeso, da restricdo do tamanho minimo
de captura (P. argus superior a 13 cm de cauda e P. laevicauda acima de 11 cm de
cauda), das armadilhas que podem ser utilizadas na pesca, entre outras medidas que
buscam garantir a reproduc¢do e renovagao dos estoques pesqueiros (MAPA, 2021;
SILVA; FONTELES-FILHO, 2011).

A reproducao deste recurso ocorre em zonas mais profundas, no primeiro
e segundo semestre, levando estes individuos a realizarem migrag¢des neste periodo
(FONTENELES- FILHO & IVO, 1980). Lagostas apresentam dimorfismo sexual que
auxiliam na fecundacgéo dos évulos. As fémeas apresentam orificio genital na base do
terceiro par de pereidpodes, esterno curto, pledpodos duplos, com varias cerdas e o
dactilo apresenta uma quela no quinto par de patas. Enquanto que os machos
apresentam orificio genital na base do quinto par de pereidépodes e pledpodos simples
(IZQUIERDO et al., 2011).

O acasalamento ocorre com o emparelhamento do macho com a fémea,
em posicao frontal, sendo realizada a deposicao da massa espermatoférica sobre o
esterno da fémea (SILVA; FONTENELES-FILHO, 2011). As fémeas ao ovularem iréo
liberar os 6vulos. Com o auxilio da quela presente no quinto par de pereidpodes a
fémea ira raspar a massa espermatoforica, soltando os espermatozoides que

fecundarao os 6vulos liberados (IZQUIERDO et al., 2011). Apés a fecundacgao, os ovos
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ficarao aderidos na parte ventral da fémea e oxigenados com o auxilio dos pledpodos
duplos até sua eclosao (SILVA; FONTENELES-FILHO, 2011).

Apods a ecloséo inicia-se a fase larval, a larva denominada de filossoma,
apresenta 11 estagios larvais, através das correntes maritimas é transportada até a
zona costeira (CRUZ et al., 2021). Na fase seguinte, aproximadamente 7 meses
posterior sua eclosdo ocorre a metamorfose para a pos larva chamada de puerulus
que apos realizar o assentamento passa a habitar o ambiente bentdnico com
pequenas profundidades, areas de até 10 metros (IVO et al., 2012; CRUZ et al., 2021).
O puerulus sera considerado um juvenil apos 10 a 13 meses de sua ecloséo, o qual
irA migrar para ambientes com maior profundidade, 20-30 metros, devido
apresentarem maior disponibilidade de alimento. Estes, pré-recrutas, estardao prontos
para reprodugcdo com aproximadamente 27 a 33 meses, migrando para areas com
profundidades superiores a 50 metros (DIAS NETO, 2008; IVO et al., 2012; CRUZ et
al., 2021). Logo, as lagostas sao consideradas espécies de ciclo longo, podendo viver
entre 17-18 anos, influenciando diretamente a sobrepesca do crescimento, visto que
o periodo critico se localiza na fase jovem (SILVA; FONTENELES-FILHO, 2011).

As lagostas sao forrageadoras generalistas (PHILLIPS, 2006), ou seja,
comem uma grande variedade de alimentos, sua ingestdo ocorre por sucgao dos
pedacos que serdo retirados unitariamente (FONTENELES-FILHO, 2011). Sua
composi¢cdo alimentar € principalmente de moluscos gastropodes e crustaceos,
podendo ser encontrado esporadicamente equinodermos, algas e corais (SILVA;
FONTENELES-FILHO, 2011).

Na fase juvenil e adulta sdo consideradas organismos bentdnicos devido
habitarem no substrato, tendo preferéncia por ambientes rasos, com profundidades
inferiores a 100m, com presencga de substrato calcario, bancos de algas calcarias ou
recifes de corais (KANCIRUK, 1980; FONTELES FILHO, 1992).

4.2 Panulirus — aspectos anatomicos

4.2.1 Morfologia externa

Alagosta espinhosa, recebeu esta denominagéo devido apresentar o corpo
coberto por espinhos de diferentes comprimentos. Classificada como um crustaceo
decapode, devido apresentar 5 pares de apéndices que formam os pereidopodes

(SCHRAM, 2016), seu corpo é dividido em cefalotérax e abdémen (Figura 2)
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(IZQUIERDO et al., 2011). No cefalotérax podemos identificar 1 par de antenas, 1 par
de anténulas, o rostro ou grandes aculeos, caracterizados como dois espinhos
protuberantes préximos ao pedunculo ocular, 5 pares de pereiépodos e na parte
ventral as pecgas bucais, maxilula e maxilipedes. No abdémen esta localizado seis
segmentos, cada um apresenta um par de pledpodos, finalizando com o leque caudal,
composto pelo télson e os quatro urépodes (Figura 2) (IZQUIERDO et al., 2011).

As patas apresentam denominagdes especificas para cada segmento,
sendo dividida em: coxa, base- isquio, merus, carpus, propodo, dactilo. A coxa é o
segmento basal do pereidpode, sétimo segmento contando a partir da ponta da pata.
Em seguida temos a base, sexto segmento e o isquio, quinto segmento. O merus é
considerado o segmento médio, quarto segmento contando a partir de qualquer
extremidade. O carpus, propodo e dactilo, sdo o terceiro, segundo e primeiro

segmento, respectivamente, contando a partir da ponta da pata (HOLTHUIS, 1991).

Figura 1 - Segmentos do pereiépode.
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Fonte - Adaptado de Poore et al., 2011 e Baba et al. (2009).



Figura 2 - Anatomia da lagosta
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4.2.2 Morfologia interna

A lagosta é composta por 6rgdos que formam diferentes sistemas como:

digestorio, circulatério, muscular, nervoso, respiratorio, excretor e reprodutor.

Figura 3 - Orgaos da lagosta.
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Fonte - Adaptado de Ross et al. (2019).

O organismo inicia sua alimentagdo com a ingestdo do alimento através
dos maxilipedes e maxila que em seguida sera transportado para o es6fago até o
estbmago cardiaco, ao qual sera triturado pelo moinho gastrico, em seguida a
digestdo enzimatica acontecera no estdbmago pilérico com o auxilio de enzimas
liberadas pelo hepatopancreas. Esse processo acontece no intestino anterior (eséfago,
estdbmago cardiaco e pildrico) e no intestino médio, formado pelo hepatopancreas e
inicio do intestino. Esta regido diferencia do intestino posterior devido a auséncia de
uma epicuticula que é responsavel pela absor¢do de agua e nutrientes restantes
(ROSS et al., 2019).

Os nutrientes absorvidos da alimentagao s&o transportados pela hemolinfa
por meio do sistema circulatorio. O sistema circulatorio das lagostas é aberto, ou seja,
a hemolinfa circula fora dos vasos. Logo, o coragdo bombeia hemolinfa através de um

sistema de artérias que se dividem em capilares menores. Estas transportam a
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hemolinfa para os seios hemal que sdo responsaveis por irrigar os 6rgaos e,
consequentemente, levar oxigénio e demais nutrientes necessarios para seu
funcionamento (FACTOR, 1990). Antes de retornar para o pericardio a hemolinfa
passa pelas branquias, nas quais serdo oxigenadas e transportardo oxigénio para o
coragao retornando o ciclo (WILKENS et al., 1997).

Outro sistema que auxilia na circulacdo da hemolinfa € o muscular,
responsavel pelo bombeamento, através do musculo cardiaco estriado presente no
coragédo (ROSS et al., 2019; WILKENS et al., 1997; WADA et al., 1994), uma das
artérias da lagosta apresenta musculo estriado, no entanto ainda é desconhecida sua
funcao (WILKENS et al., 1997). Além do movimento da hemolinfa o sistema muscular
€ responsavel pela locomogao do individuo em si, por meio do musculo esquelético
em consorcio com o sistema nervoso e seus estimulos (ROSS et al., 2019).

Os estimulos nervosos liberados pelas redes neurais, circuitos complexos
que constituem o sistema nervoso, sao responsaveis pela natacdo, respiracao e
locomogédo (MARDER & BUCHER, 2007). Portanto, a rede de neurdnios, os nervos
motores eferentes e os musculos inervados formam o sistema gerador de padrdes
centrais, que ao serem ativados geram comportamentos ritmicos e padrdes de
atividade elétrica, estimulos nervosos (PETROPOULUS, 2023). Estudos do coragéo
da lagosta, estomogastrico e quimiossensoriais possibilitaram maior compreensao da
atuacdo do sistema gerador de padrdes centrais, neuromoduladores e do olfato
(MARDER & BUCHER, 2007).

O sistema excretor é formado pela glandula antenal, branquias e intestino,
responsaveis pela regulagdo osmaética e ibnica (KHODABANDEH et al., 2005). A
glandula antenal auxilia na regulagdo dos ions de Mg+, SO4* e CI- na hemolinfa
(MALLEY, 1977), na excregdo de compostos organicos e reabsorcao de fluidos,
agucares e aminoacidos (MANTEL & FARMER,1983). Branquias e intestino por terem
contato com o meio interno e externo também auxiliam no processo de
osmorregulacao.

O sistema reprodutor diverge entre machos e fémeas. Nos machos sao
observados testiculos, caracterizados como longos tubulos em formato de H, com
coloracgéao variando de translucida a amarelada de acordo com seu grau de maturagao
esbranquigcada (LIMA & GESTEIRA, 2008). As fémeas apresentam ovarios localizados
dorsalmente no cefalotérax proximo ao hepatopancreas, seu tamanho e coloragao

variam com seu grau de maturacdo. Quando imaturos sdo translucidos a
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esbranquigados, enquanto gbnadas maduras apresentam coloragdo laranja-
avermelhadas (YUSNAINI et al., 2020).

4.3 Espécies estudadas

4.3.1 Panulirus laevicauda

A lagosta espinhosa Panulirus laevicauda, conhecida comumente como
lagosta verde, tem sua distribuicdo biogeografica desde a Ilha das Bermudas até o
nordeste do Brasil, sendo encontrada com maior abundancia no Brasil, possibilitando
maior exploragdo econbmica e estudos acerca de sua biologia nesta regido
(GIRALDES & SMYTH, 2016).

Presente em ambientes rasos, com profundidade até 70m e fundo
composto por substratos de cascalho, rochoso ou recifes de coral. Na llha de
Fernando de Noronha pode ser observado populacdo desta espécie e um exemplar
foi relatado na ilha do Atol das Rocas (RIBEIRO, 2017).

Segundo Giraldes e Smyth (2016), a identificagcdo de P. laevicauda pode
ser realizada através de suas caracteristicas morfologicas e de coloragdo. As
caracteristicas morfolégicas utilizadas na chave de identificacdo seria a presencga de
2 pares de espinhos fortes na placa antenular, auséncia de sulco transversal nos
somitos 2-5 e presenga de manchas apenas na margem lateral dos somitos
abdominais. A identificacdo baseada na coloragao ira observar a carapaca com dorso
avermelhado, chifres supraorbitais amarelado com manchas pretas/ marrom.
Pereidpodes com listras interrompidas, prépodo e dactilo com coloracio verde intenso.
Télson e urépodes uniformemente esverdeados e abdomém com manchas brancas
concentradas na regiao lateral.

De acordo com Latreille (1817) as lagostas da espécie P. laevicauda s&o
classificadas taxonomicamente como:

Subfilo: Crustacea
Classe: Malacostraca
Ordem: Decapoda
Subordem: Pleocyemata
Infraordem: Achelata
Familia: Palinuridae
Género: Panulirus
Espécie: Panulirus laevicauda



24

4.3.2 Panulirus argus

Panulirus argus, conhecida comumente como lagosta vermelha, tem sua
distribuicao no lado oeste do Atlantico, sendo relatada desde a Carolina do Norte
(Estados Unidos) até o Rio de Janeiro (Brasil) (HOLTHUIS, 1991). Apresentando
alguns relatos no Arquipélago de Cabo Verde e na Costa do Marfim (Africa) (FREITAS
& CASTRO, 2005).

Recentemente, foi identificado que P. argus seriam duas espécies cripticas,
sendo denominada P. argus para a espécie encontrada no Caribe e a espécie presente
no Brasil como P. meripurpuratus (GIRALDES & SMYTH, 2016). As duas espécies da
lagosta vermelha podem ser identificadas através da morfologia ou da coloragdo. A
morfologia determina a presenca de 2 pares de espinhos na placa antenular, sulco
transversal e manchas na superficie superior do somito abdominal 2-5. Terceiro
maxilipede com exépodo, longos cornos supraorbitais que ultrapassam os espinhos
anteriores na placa antenular. Mancha ocelada nos dois lados dos somitos, sendo
mais proeminente nos somitos 2 e 6. Estas caracteristicas sao identificadas nas
espécies P. argus e P. meripurpuratus, sendo diferenciadas através dos sulcos
presentes na carapaca (profundo na espécie P. argus e raso na P. meripurpuratus) e
presenca de varias manchas pequenas nos somitos da espécie P. meripurpuratus
(Giraldes & Smyth,2016). A diferenciacdo das espécies torna-se mais facil por meio
da coloracdo, ao qual P. argus apresenta carapaga vermelho escuro, pereidpodes
listrados e uma linha branca no final de cada somito, enquanto P. meripurpuratus
possui carapacga vermelho palido, auséncia de listras nos pereidpodes, com coloragao
purpura nos meri. No entanto, esta divisdo das espécies ndo tem sido empregada por
todos os pesquisadores (ALMEIDA et al., 2021).

Estas divergéncias iniciaram apos estudos genéticos do DNA mitocondrial
que compararam os estoques populacionais do Brasil e Estados Unidos terem
apresentado divergéncia significativa nos genes do COl e 16S (SARVER et al., 1998;
DINIZ et al., 2005; TOURINHO, 2009), sendo sugerido que a espécie encontrada no
Brasil fosse denominada de P. argus westonii e a espécie do Estados Unidos P. argus
argus (SARVER et al., 1998). Porém, novos estudos que abordaram a genética
populacional dos estoques da Flérida apresentaram haplétipos similares da populagao
do Brasil (SARVER et al., 2000). No entanto, Tourinho (2013) além de considerar as

populagdes do Brasil e do Caribe distintas dividiu em dois estoques a populacao de
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lagostas vermelha no Brasil, sendo um estoque presente do Para a Bahia e um outro
estoque presento do Sul da Bahia a Sdo Paulo. Permanecendo a inconsisténcia entre
a taxonomia destes estoques devido a falta de estudos que abranjam morfologia e

genética concomitantemente.

4.4 Histologia de lagosta

A histologia busca a observagao da microanatomia de células, tecidos e
orgaos correlacionando estas estruturas com suas fung¢des no organismo (ROSS &
PAWLINA, 2006). Lagostas sao crustaceos decapodes e suas estruturas histolégicas
podem ser encontradas descritas em alguns estudos como Ross et al. (2019), Shields
& Boyd (2014) e Factor (1995), nestes estudos podemos observar um atlas histolégico
de algumas espécies de lagostas e possiveis patologias que as acometem. Os
estudos histolégicos de lagostas concentram-se no estudo do tecido muscular, trato
digestivo, na cuticula e sistema reprodutor.

O tecido muscular esquelético é formado por fibras musculares,
denominadas miofibrilas. As miofibrilas s&o caracterizadas por seus feixes longos,
cilindricos e multinucleados (ROSS et al., 2019). Estas sao envoltas pelo endomisio,
camada de tecido conjuntivo que envolve as fibras musculares. Um conjunto de fibras
e seus endomisios organizados em grupos de feixes sdo denominados de perimisio.
Um conjunto de perimisios sdo envolvidos por tecido conjuntivo que formam septos,
denominados epimisio, este envolve todo o musculo (JUNQUEIRA & CARNEIRO,
1985). O tecido conjuntivo contribui com a distribuicdo da forga de contragdo dos
musculos, além de conter seios hemais que irdo irrigar e oxigenar o tecido muscular
com hemolinfa.

O musculo cardiaco, também denominado de miocardio, € encontrado no
coragao das lagostas. Assim como no musculo esquelético, o musculo cardiaco,
apresenta fibras estriadas, porém, mais curtas, sendo circundado por tecido conjuntivo,
denominado pericardio (ROSS et al., 2019). Células e tecidos sao irrigados
diretamente, sem a presenca de vasos verdadeiros, devido seu sistema circulatério
ser aberto.

No sistema digestivo algumas das principais estruturas histolégicas que

podem ser observadas sdo: dentes laterais no estdmago gastrico, tubulos
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hepatopancreaticos no hepatopancreas e células epiteliais colunares no formato de
escova, no intestino.

A carapaca das lagostas é formada por epicuticula, exocuticula e
endocuticula (ROSS et al., 2019). Segundo Aiken (1930), sua formacéo é dividida em
estagios que variam do nivel A ao E, possuindo alguns subniveis (A1, A2, B, C1, C2,
C3, C4, DO, D1, D2, D3, E), esta ira variar de acordo com o nivel de muda que o
organismo se encontra. A elaboracdo de laminas histologicas da regido cuticular
necessita de um processamento especifico de descalcificagdo, podendo ser utilizado
acido férmico 5% (SMOLOWITZ et al., 2005).

O sistema reprodutor € constituido pelos ovarios nas fémeas e pelo
testiculo nos machos. O grau de maturagédo destes organismos pode ser classificado
em imaturo, em desenvolvimento, pré-maturacdo, maduro e pos-desova. Na analise
histolégica a observagao do diametro celular e caracteristicas do nucleo das células
germinativas ira determinar o estagio de desenvolvimento gonadal, podendo ser
classificado em ovogdnias, ovdcitos |, ovécitos Il e ovécitos maduros (MOTA & TOME,
1966; BARRETO et al., 2008).

Essas séo algumas informacgdes basicas sobre a histologia de lagostas. Em
seguida serdao detalhados alguns de seus tecidos e estruturas microscépicas,
trazendo um estudo detalhado de sua anatomia, contribuindo para uma melhor

compreensao de sua fisiologia.

4.5 Imunidade de lagostas

A imunologia é o estudo do sistema imunolégico, que é responsavel pela
protecdo dos organismos contra agentes patogénicos, como virus, bactérias e
protozoarios. Nas lagostas ele € composto por diversas proteinas e moléculas que
desempenham papéis importantes na defesa e prote¢do do organismo. O sistema
imunoldgico das lagostas é disposto apenas de sistema imune inato, ou seja,
apresenta um mecanismo de defesa que atua contra microrganismos e outros agentes
invasores (LEE & SODERHALL, 2002).

Os componentes do sistema imunoldgico dos crustaceos estao localizados
na hemolinfa. Esta é constituida por células, denominadas de hemacitos, e pela fracéao

liquida, plasma (MORALES et al., 2008). Seu sistema de defesa pode realizar
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encapsulagao, fagocitose, melanizagao, reagdes citotdxicas e adesao celular (LEE &
SODERHALL, 2002). No entanto, o sistema de melanizagcédo é considerado um dos
mais importantes para a defesa desses organismos, sendo controlado através da
presencga da enzima inativa profenoloxidase (CERENIUS & SODERHALL, 2004). Na
maioria dos crustaceos o sistema de profenoloxidase encontra-se dentro dos
hemodcitos, porém em lagostas também pode ser encontrado no plasma
(HERNANDEZ-LOPEZ et al., 2003; PERDOMO-MORALES et al., 2008).

A profenoloxidase € uma enzima inativa que ao ser ativada por meio de
cascatas e pela sua clivagem proteolitica através de uma serina proteinase, é
convertida em fenoloxidase e iniciam-se os processos de defesa. Logo, a mensuragéao
desta enzima fornece informagdes importantes sobre o conhecimento do sistema
imunologico e permite uma relagdo com o contexto ecolégico (CERENIUS &
SODERHALL, 2004), auxiliando na identificacdo de possiveis patologias ou situagéo
de estresse para o organismo.

Algumas metodologias s&o utilizadas para mensurar o estado imunoldgico
dos individuos e avaliar a presenca de infec¢des. No estudo de Herrera-Salvatierra et
al. (2019) para avaliar o estado imunoldgico de lagostas infectadas naturalmente com
o virus do PaV1 foi utilizado contagem de hemacitos, determinagéo da fenoloxidase e
ensaios de hemaglutinagéo.

No entanto, poucos estudos abordam parametros imunolégicos de lagostas
e quando sao realizados nao utilizam uma metodologia padrao, usando individuos de
espécies e comprimentos distintos e diferentes métodos de coletas, dificultando a
interpretacdo dos dados e a comparagdo dos resultados obtidos (PERDOMO-
MORALES et al., 2007; HERRERA-SALVATIERRA et al., 2019; DAY et al., 2019)

Vale salientar que estudos que avaliem o sistema imunoldgico das lagostas
permitem uma melhor compreensao do estado de saude destes animais e desta forma
contribuem para a obtencdo de parametros importantes sobre a saude desses

organismos e assim tragar um perfil sobre o estado sanitario desses animais.

4.6 Patologia em lagostas

Lagostas espinhosas podem ser afetadas por diferentes patégenos como

bactérias, virus e parasitas o0s quais podem causar enfermidades e
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consequentemente mortalidades. Estudos sobre patologia nesses crustaceos sao
escassos, destacando-se apenas algumas pesquisas as quais tém sido realizadas
devido principalmente a sobrexploragao e valoragdo econémica desse recurso frente
a industria pesqueira.

A grande maioria dos virus que infectam crustaceos sdo conhecidos devido
ao seu impacto na produgao aquicola, notadamente, os crustaceos mais produzidos
em cativeiro sdo os que apresentam a maior quantidade de virus identificados. A
auséncia do conhecimento completo da atuacédo destes virus, como seu impacto na
imunologia do hospedeiro e seu sequenciamento completo dificultam sua identificagao,
principalmente em organismos selvagens (BATEMAN & STENTIFORD, 2017).
Normalmente, estudos que abordem infecgdes em organismos aquaticos selvagens
sdo realizados de forma pontual, através de uma infecgao ja conhecida na aquicultura,
ou precisam ser acompanhados de altas mortalidades na populacdo natural
(KIBENGEN, 2016). No entanto, ndo é necessario que grandes perdas econémicas
acontecam para que possamos conhecer os patdgenos de lagostas. Estudos com
sequenciamento de nova geracgao permitem a descoberta destes, mesmo que nunca
tenham sido relatados como agente infeccioso de uma determinada espécie,
facilitando sua detecgéo e rastreabilidade (NKILI-MEYONG et al., 2017).

Alguns estudos mostraram que lagostas espinhosas do género Panulirus
apresentam um virus que as infectam em ambiente natural (PaV1) (SHIELDS &
BEHRINGER, 2004), parasitas como vermes nemertinos (SIMPSON et al., 2017),
infeccbes bacterianas (KOESHARYANI et al., 2017) e doenga da concha ou da casca
(PORTER et al., 2001).

Doencgas emergentes podem vir a atingir as lagostas espinhosas como
infeccdes pela Sindrome da Mancha Branca (WSSV) e microsporidios. Apesar de nao
haver relatos de infeccdo por WSSV em lagostas espinhosas no habitat natural
estudos de infeccdo em laboratério mostraram que esta € propensa a infecgdo e com
alta mortalidade (88%) (ROSS et al., 2019). Infeccdo por microsporidios apresenta
baixa prevaléncia no habitat natural, inferior a 1%, mas é necessario monitoramento
constante para observar se as mudancas climaticas podem contribuir para o aumento
desta (ATHERLEY et al., 2020).
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4.6.1 PaVv1

O Panulirus Argus Virus (PaV1) foi o primeiro virus notificado que infecta
lagostas do género Panulirus. Estudos acerca desta virose constataram que este
contagia apenas lagostas da espécie Panulirus argus, sendo considerado um virus
espécie-especifico (BUTLER et al., 2008).

Sua primeira notificagcdo foi no ano 2000 na Florida (SHIELDS &
BEHRINGER, 2004) e em seguida no México (HUCHIN-MIAN et al., 2008). A principal
caracteristica que lagostas infectadas apresentam quando estao infectadas por PaV1
€ a presenca de hemolinfa leitosa visivel através da membrana translucida presente
na transi¢do da cabega e do abdémen (SHIELDS & BEHRINGER, 2004).

Este virus tem o formato icosaédrico e dentro do hospedeiro infecta
principalmente tecidos de origem mesodérmica como células do tecido conjuntivo e
hemdocitos, nesse tendo preferéncia por hialindcitos e semigranulécitos (HERRERA-
SALVATIERRA et al., 2019). Seu genoma completo apresenta 70.886 pb (Genbank
access. MN604017) sendo considerado um virus da provavel familia Mininucleoviridae
(SUBRAMANIAM et al., 2020).

Sua ocorréncia vai desde a Flérida, passando por todo o mar do Caribe até
Porto Rico (MOSS et al., 2013) ndo havendo relatos de sua presencga nas populagbes
da América do Sul (DAVIES et al., 2020). Sua prevaléncia varia de acordo com a
regido, tamanho da area e o comprimento médio da populagao estudada. Organismos
juvenis (até 45 mm de comprimento da carapaga) apresentam maior numero de
exemplares infectados, podendo variar de 5 a 60% na regido da Florida e 13,4% a
22,5% no México (BEHRINGHER et al., 2012; DAVIES et al., 2020). Segundo Davies
et al. (2020), populagdes que vivem em ambientes recifais menores com abundéancia
de vegetacdo tendem a apresentar maior prevaléncia em suas populagdes. A
vegetacgao ajuda na protegao do virus contra raios UV, aumentando sua sobrevivéncia
fora do hospedeiro (HUCHIN-MIAN et al., 2013). Sua dispersédo pode ocorrer atraves
da coluna de agua, contato com organismos enfermos ou pela infecgao de organismos
hospedeiros, descartando-se infeccdo vertical devida auséncia de filossomas
positivos (KOUGH et al., 2015).

Uma caracteristica peculiar das lagostas sadias € o isolamento dos
organismos que se apresentam enfermos, mesmo que sua natureza seja de

agregacdo (BRIONES-FOURZAN et al., 2012). Porém, ambientes que apresentam
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casitas, abrigos artificiais, que aumentam significativamente a densidade de lagostas
e sua sociabilidade (BRIONES-FOURZAN & LOZANO-ALVAREZ, 2001) n3o
apresentaram maior quantidade de organismos infectados (BRIONES-FOURZAN et
al., 2012, HUCHIN-MIAN et al., 2013), mostrando que esta caracteristica de isolar
organismos enfermos venha a ser um importante mecanismo de defesa imunoldgica.

Os principais métodos de deteccdo utilizados sdo PCR em tempo real
(CLARK et al., 2018), PCR convencional (MONTGOMERY-FULLERTON et al., 2007)
e histologia (JIMENEZ et al., 2012). A utilizacdo de PCR seja esta convencional ou em
tempo real facilitam a deteccao de organismos assintomaticos, visto que juvenis
infectados nas 6 primeiras semanas tendem a nao apresentar sintomatologia
(BEHRINGER et al., 2006).

Laminas histologicas com infeccdo de PaV1 apresentam aumento no
espacgo entre os tubulos hepatopancreaticos, distorcado do seio hemal, células com
alto grau de infecgao tendo eosinofilia, Cowdry A, nucleos picnéticos e auséncia de
reserva de inclusdo (SHIELDS & BERINGHER, 2004). O grau de infec¢ado pode ser
classificado a partir da observacdo de ladminas histologicas do hepatopancreas,
infeccdo dos hemdcitos e seio hemal. Os estudos de Jimenez et al. (2012) e Herrera
Sallvatierra et al. (2014) classificaram 4 graus de infeccdo que podem ser
denominados por grau zero que identifica individuo saudavel ou sem infecgao, grau 1
gue equivale a levemente infectado, grau 2 que identifica individuos moderadamente
infectados e grau 3 sendo os individuos fortemente infectados.

Organismos levemente a moderadamente infectados apresentavam
fagdcitos fixos infectados, presenga de algumas células infectadas no hepatopancreas
(1-100/por secdo), infiltragdo hemocitica e obstrugdo do seio hemal. Laminas de
animais altamente infectados apresentavam hipertrofia nuclear, cromatina
condensada, tubulos do hepatopancreas atrofiados, granulomas, células infectadas
(acima de 100/por secédo) e presenca de células infectadas ao redor do tecido
conjuntivo (JIMENEZ et al., 2012; HERRERA SALVATIERRA et al., 2019).

Os parametros imunolégicos observados por Herrera-Salvatierra et al.,
(2019) mostraram que lagostas levemente infectadas apresentam aumento da
fenoloxidase, porém quando a infeccdo se torna alta a concentracido desta tende a
cair. A hemaglutinagdo em organismos saudaveis € maior quando comparada a
organismos infectados com PaV1 (JIMENEZ et al., 2012). Na contagem de hemacitos

a proporgao de hialindcitos e semigranulécitos diminuiram 40% e 20% quando
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comparados a individuos saudaveis (HERRERA-SALVATIERRA et al., 2019).

4.6.2 Sindrome da Mancha Branca (WSS)

A Sindrome da Mancha Branca (WSS) é uma enfermidade de etiologia viral
de maior impacto econdbmico na aquicultura mundial de camardes peneideos
(FLEGEL et al., 2008). Foi identificada em 1992 na Asia (CHOU et al., 1995) e ainda
nao ha tratamentos que venham a curar os organismos apos a instalagao do virus
(ISLAM et al., 2023). No entanto, o setor aquicola utiliza métodos que mitigam a
atuacdo do virus no ambiente de cultivo como utilizagdo de viveiros estufados,
controle de estresse, aplicacdo de imunoestimulantes e utilizacdo de larvas livres do
patégeno (FLEGEL, 2019)

O WSSV é um virus de DNA fita dupla circular da familia Nimaviridae com
genoma de aproximadamente 300kbp, sendo um dos maiores virus de DNA
(VERBRUGEN et al., 2016). Conhecido por ter varios crustaceos como hospedeiros,
como camardes e caranguejos, foi realizado experimentos que induziam a infecgéao
de lagostas por via oral (CHANG et al., 1998; WANG et al., 1998; RAJENDRAN et al.,
1999; MUSTHAAQ et al., 2006) ou por injecéo intramuscular (RAJENDRAN et al., 1999;
MUSTHAQ et al., 2006; ROSS et al., 2019), devido n&o haver relatos desta infecgao
ocorrer de forma natural no ambiente. Nestes estudos foram utilizadas lagostas das
espécies Panulirus versicolor, P. penicilattus, P. ornatus, P. longipes, P. homarus, P.
polyphagus e P. argus e verificou-se que este virus € capaz de infectar estes
organismos (CHANG et al., 1998; WANG et al., 1998; RAJENDRAN et al., 1999;
MUSTHAQ et al., 2006; ROSS et al., 2019).

Lagostas infectadas com WSSV apresentaram letargia, redugcdo do
consumo alimentar e carapaga com coloragdo escura na regiao dorsal (MUSTAQ et
al., 2006). Sua deteccgéo pode ser realizada através de diagndstico molecular por meio
de PCR em tempo real e/ou convencional e através da observacdo de laminas
histolégicas (ROSS et al., 2019).

Laminas histolégicas do tecido branquial apresentaram maior infecgéo por
WSSV e significativas alteragbes puderam ser observadas nas células, como
degeneragao, inclusdes intranucleares, basofilia e hipertrofia acentuada em

hemocitos localizados nas lamelas branquiais, estas caracteristicas também podem
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ser observadas em laminas do intestino (WANG et al. 1998; CHANG et al. 1998;
RANJENDRAN et al., 1999; MUSTAQ et al., 2006).

4.6.3 Microsporidium

Microsporidios sédo parasitas que podem infectar todos os taxons
conhecidos, de protistas a vertebrados, sendo conhecidos 187 géneros e 1500
espécies destes organismos (STENTIFORD & DUNN, 2014). Metade das espécies de
microsporidios infectam animais aquaticos, podendo se instalar em diferentes érgaos.
Os estudos que abordam a infecgdo deste género em organismos aquaticos s&o
focados principalmente em espécies de interesse comercial, como camaroes,
caranguejos e lagostas, sejam estes encontrados em ambiente marinho ou dulcicola
(STENTIFORD & DUNN, 2014). A vasta disseminacao destes organismos pode se dar
devido ao seu hiperparasitismo, ou seja, podem parasitar parasitas, como as
gregarinas, e facilitar sua vetorizagao em filos superiores (STENTIFORD et al., 2013).

A identificacdo desses parasitas pode ser realizada por técnicas
moleculares, histolégicas e microscopia eletrénica (SMALL et al., 2019; KIRYU et al.,
2009). Sabe-se que ha sequéncias de DNA para metade destes parasitas que
infectam hospedeiros aquaticos (STENTIFORD et al., 2013).

Microsporidios identificados como parasitas de lagostas tendem a infectar
o musculo. Em organismos mais gravemente infectados pode ser observado esporos
no hepatopancreas, pedunculo ocular, hemolinfa, gbénada e glandula antenal
(ATHERLEY et al., 2020). Sua colonizagdo na musculatura causa opacidade das
miofibrilas esqueléticas devido a substituigdo do sarcoplasma da fibra muscular por
massas de seu estagio inicial de vida (STENTIFORD & DUNN, 2014). Lagostas
infectadas com este parasita apresentam musculatura com aspecto de algodao, como
se estivessem cozidas. Até o momento, foi identificado individuos do género Amenson
e Myospora como parasitas de lagostas espinhosa no Caribe e no oeste do Japéao
(STENTIFORD et al., 2010; SMALL et al., 2019; ITOH et al., 2020). No Brasil foi
relatado a co-infeccdo de Macrobrachium amazonicum por /nodosporus sp. €
Myospora sp. (PASCHOAL et al., 2021). No entanto, ndo ha relatos para infecgao de
lagostas com microsporideo no Brasil.
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5 METODOLOGIA

5.1 Amostragem das lagostas
As amostragens foram feitas durante a temporada de pesca na praia da

Redonda, Icapui (4° 38'49.03"S: 37° 28'42.62"0), litoral leste, e na praia do Meireles
(3° 43'15.88"S: 38" 30'17.02"0), Fortaleza, localizadas no estado do Ceara (Figura
4). A praia da Redonda e do Meireles sao caracterizadas pela presenga de um banco
de algas calcarias e fundo rochoso, compondo o habitat preferencial de lagostas. Na
Praia da Redonda foram amostradas um total de 20 lagostas no ano de 2019, na Praia
do Meireles foram coletadas 4 lagostas em 2021. Na industria de Fortaleza foram
coletadas 478 patas de lagostas.

Figura 4 - Local de coleta. Coleta realizada na Praia da Redonda, Icapui e na Praia do
Meireles, Fortaleza, localizadas no estado do Ceara.
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Fonte - Elaborado pelo autor, 2024.

As coletas realizadas nas Praias da Redonda e Meireles foram utilizadas
para analise histolégica e molecular, enquanto que as coletas realizadas na industria
de Fortaleza foram realizadas, exclusivamente, analise molecular.

A coleta realiza na industria de Fortaleza as amostras foram identificadas
individualmente por espécie sendo escolhidas 188 amostras de Panulirus laevicauda

e 290 amostras de Panulirus argus. Estas foram constituidas de fragmentos de 0,5 a



34

1g de musculo das patas ou peredépodos, armazenadas em tubos eppendorf, em
alcool a 95% (Merck®) para preservagdo do tecido para realizagdo de testes
moleculares.

As amostras coletadas nas praias da Redonda e do Meireles foram
identificadas individualmente por espécie sendo escolhidas 14 amostras da espécie P.
laevicauda e 10 amostras da espécie P. argus. Estas tiveram seu cefalotérax medido
com um paquimetro de Venier de 200mm, com precisdo de 0,01mm. A seguir os
animais foram dessensibilizados, dissecados, e foram extraidos para fixagao:
hepatopancreas, musculo, coragao, glandula, branquias e intestino. Os tecidos para
analise histologica foram imersos em Davidson AFA's (11,5% de acido acético, 22%
de formalina e 33% de etanol) por 24 horas e posteriormente transferidos para alcool
70%.

Todas as lagostas utilizadas neste trabalho possuiam autorizagéo de coleta
expedida pelo SISBIO com o numero da licenca: 69768-1. Na tabela 01, podemos

observar os tamanhos das lagostas coletadas em cada praia.

Tabela 1- Amostras coletadas, localizagcao, tamanho do cefalotérax e ciclo de vida.

Panulirus laevicauda Panulirus argus

Amostra| Local |Cefalotorax | Ciclo de vida Amostra| Local | Cefalotorax C'Sil(oiade
1 Icapui 79 mm Adulto 1 Icapui| 74 mm |Pré-recruta
2 Icapui 72 mm Pré-recruta 2 Icapui| 68 mm |Pré-recruta
3 Icapui 87 mm Adulto 3 Icapui| 73 mm Adulto
4 Icapui 84 mm Adulto 4 Icapui| 86 mm Adulto
5 Icapui 74 mm Pré-recruta 5 Icapui| 86 mm Adulto
6 Icapui 71 mm Pré-recruta 6 Icapui| 76 mm |Pré-recruta
7 Icapui 79 mm Adulto 7 Icapui| 76 mm |Pré-recruta
8 Icapui 73mm Pré-recruta 8 Icapui| 92 mm Adulto
9 Icapui 80 mm Adulto 9 Icapui| 73 mm |Pré-recruta
10 Icapui 80 mm Adulto 10 Icapui| 76 mm |Pré-recruta
11 Fortaleza| 55 mm Pré- recruta
12 Fortaleza| 52 mm Pré-recruta
13 Fortaleza| 44,4 mm Juvenil
14 Fortaleza| 50 mm Juvenil

Fonte - Elaborada pelo autor, 2024.
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5.2 Coleta de hemolinfa

A hemolinfa foi coletada de todos os individuos coletados na Praia de Icapui
em uma sala reservada disponibilizada pela associagao de pescadores. As analises
dos imunoparametros foram realizadas no laboratério BIOMAR, localizado no
Departamento de Engenharia de Pesca da UFC.

A hemolinfa foi coletada na veia esternal (Figura 5), localizada na regiao
ventral do cefalotérax higienizado com etanol 70%, com o auxilio de uma seringa de
3ml com agulha e em seguida armazenada em tubo de Falcon de 5ml, e deixada
coagular durante o transporte até o Centro de Diagndstico de Enfermidades de
Camarao Marinho - CEDECAM. A obtencgao do soro ocorreu com o maceramento da
hemolinfa coagulada seguida por sucessivas centrifugagées a 7000 x g por 10min a
4°C. Apo6s obtencao do soro este foi aliquotado em tubos eppendorf e armazenado a
-80°C até ser utilizado nas analises de hemaglutinagdo, concentragao proteica,
fenoloxidase (PO) e profenoloxidase (proPO) (PERDOMO- MORALES et al., 2007).

Figura 5 - Coleta de hemolinfa.

Fonte - Elaborado pelo autor, 2024.
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5.3 Dissecacao

Os individuos que foram submetidos a dissecagao foram mantidos durante
1 hora em gelo. Ap6s foi realizado a medigdo do comprimento do cefalotérax com o
auxilio de um paquimetro Vernier em milimetros (Figura 6).

Apos a medicao foi realizado um corte contornando o cefalotérax com
cuidado para nao perfurar os 6rgaos que se encontravam abaixo. Posteriormente a
camada muscular que se encontra apds a carapaga e tem o objetivo de proteger os
orgaos de possiveis injurias e perfuragdes que possam ultrapassar a carapacga foi
removida (Figura 7).

Em seguida foi iniciada a coleta dos érgaos sendo o hepatopancreas o
orgao inicial, posteriormente, coragdo, musculo, gbnadas e glandula antenal (Figura
8). Para retirada da glandula antenal, localizada entre as antenas, foi necessario fazer
um corte mais acima para localizacao pois esta pode facilmente ser confundida com
o musculo devido sua pequena dimensao e localizagao pode sofrer avarias durante a

dissecacao (Figura 9).

Figura 6 — Exemplar de P. laevicauda antes da dissecagao. Vista ventral (A) e dorsal (B).

Fonte - Elaborado pelo autor, 2024.



Figura 7 - Exemplar de P. laevicauda mostrando: camada muscular encontrada abaixo da carapacga (A) e detalhe dos 6rgéos apos a
retirada da musculatura (B).

Fonte - Elaborado pelo autor, 2024.
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Figura 8 — Vista dorsal de P. Jaevicauda evidenciando os 6rgaos durante a dissecacao.
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Figura 9 — Vista dorsal de P. laevicauda evidenciando o hepatopancreas com coloragao
amarelada. Observagao do Hepatopancreas, 6rgado com coloragdo amarelada. A seta indica
a glandula antenal.

Fonte — Elaborada pelo autor, 2024.
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Para a retirada do intestino por completo (anterior, médio e posterior) foi

necessario realizar um corte longitudinal na cauda (Figura 10).

Figura 10 — Vista dorsal mostrando o corte longitudinal na cauda para retirada do intestino.

Fonte — Elaborada pelo autor, 2024.

Antes da fixagdo de alguns érgéos para histologia teve que ser realizado
cortes (longitudinais ou horizontais) para que permitissem ser observadas estruturas
especificas do mesmo. Para a observagao dos labirintos na glandula antenal faz-se
necessario a realizagao de corte transversal no érgéo. No hepatopancreas e musculo
recomendamos realizar cortes longitudinais e transversais para observagao de todos

os angulos dos tubulos e fibras, respectivamente.

5.4 Analise histolégica

Para as analises histologicas, as lagostas coletadas (N=24), sendo 14 de

Panulirus laevicauda e 10 de Panulirus argus foram anestesiadas em gelo durante 20
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minutos e, posteriormente, foi realizada a dissecagdo. Seguiu-se o protocolo
histolégico utilizado por Herrera-Salvatierra et al. (2019) amostrando-se tecidos de
glandula antenal, coragao, hepatopancreas, branquias, musculo da cauda e intestino.
Estes foram armazenados em histocassetes e imersos em solugédo de Davidson AFA’s
(11,5% de acido acético, 22% de formalina e 33% de etanol) por 24 horas.

Apds 24h, os histocassetes foram retirados da solucdo de Davidson e
armazenados em alcool 70%. O processamento dos tecidos ocorreu segundo a
metodologia empregada por Bell e Lightner (1988) sendo realizado no processador
automatico LUPETEC PTO05 por meio de banhos de imersédo nos histocassetes em
série alcodlica crescente de 70%, 80%, 90% e 100%, diafanizados em xilol e infiltrados
em parafina, cada imersdo durava 1 hora. Posteriormente, com o auxilio do
emblocador HESTION TEC 2800 realizou-se a adigao de parafina dos tecidos que
foram retirados do histocassetes e posicionados em moldes, estes solidificaram sobre
placa fria. Apos 24 horas, cortes histologicos de 5 ym de espessura foram realizados
no microtomo LEICA MR2125RT e colocados em agua pré-aquecida (40°C) visando
uma melhor distensdo. Os cortes foram coletados em laminas histolégicas as quais
foram previamente preparadas com albumina e em seguida colocadas para secagem
e posterior coloragao. As laminas foram coradas com hematoxilina e eosina seguindo
o protocolo descrito por Lightner (1996) e em seguida montadas com Entellan. A
analise ocorreu em microscopio de luz DM 500 (Leica®) de acordo com Shields &
Boyd (2014), Li et al. (2008) e Ross et al. (2019).

5.5 Hemaglutinacao

A hemaglutinagéo foi realizada em 3 amostras escolhidas aleatoriamente
de cada espécie. Utilizando-se uma microplaca de fundo em U foi adicionado 50 ul de
plasma e 50 pl de eritrécitos de coelho solugédo 2%. A diluigao foi realizada até a ultima
diluicdo que mostrou nivel visivel de aglutinagao (CORNICK & STEWART, 1973).

5.6 Concentragao proteica de lagostas

A concentragéo proteica do plasma foi realizada de acordo com o protocolo
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de Bradford (1976) utilizando a albumina sérica bovina (BSA) como proteina padréo.

Todas as amostras foram realizadas em triplicata com a diluicdo de 10 vezes.

5.7 Determinacao da fenoloxidase (PO) e da profenoloxidase (proPO)

A reacado da fenoloxidase ocorreu utilizando-se 50 pl do plasma das
lagostas coletadas em Icapui, diluido 15 vezes em TBS (TRIS 10 mM, NaCl 336 mM,
CaCl2 5 mM, MgCI2 10 mM, pH 7,6), adicionado com 50 ul de L-DOPA (3mg/ml) e 50
pl de tripsina (SIGMA) (1mg/ml), foram incubados por 20 min e mediu-se a
absorbancia (SODERHALL & HALL, 1984). O Total (profenoloxidase e fenoloxidase)
foi medido através do plasma diluido 15 vezes adicionado com 50 uL de tripsina
(SIGMA) (1mg/ml), apds incubacédo de 20 min foi medido no espectrofotdmetro. As
absorbancias das reacgdes foram medidas a 490 nm por 30 s em uma microplaca
ELISA leitor (modelo 550; Bio-Rad). A reagdo controle foi realizada apenas com a
adicao de 50 ul de TBS.

Os resultados foram expressos como incremento de 0,001 na densidade
optica (DO). A profenoloxidase foi determinada através da diferenga do valor Total e
da fenoloxidase (proPO = Total — PO) (HERNANDEZ et al., 2003).

5.8 Extracao de DNA

Em laboratorio o DNA gendmico total foi extraido de 1mg do tecido
muscular estocado através da metodologia padrao de digestdo de Proteinase K e
extragao por fenol:cloroférmio:alcoolisoamilico adotada por Sambrook et al. (1989). A
integridade do DNA foi verificada em gel de eletroforese 1%, e a amostra quantificada
por espectrofotometria em aparelho do tipo Nanodrop, sendo selecionadas apenas as
amostras que estavam entre 1,8 e 2,0 na relagao 240/250.

Para validacdo da amostra de DNA utilizou-se a PCR convencional para os
marcadores COIl (primers HCO2198 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA e
LCO1490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG; FOLMER et al., 1994) e 16S (primers
16Sbr CCGGTCTGAACTCAGATCACGT e 16Sar CGCCTGTTTATCAAAAACAT,

PALUMBI, 1996). As condigdes de termociclagem encontram-se na tabela 02.
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5.9 Reacao em cadeia da polimerase

Para a detecgao e diagndstico molecular de PaV1 foram utilizados os
iniciadores espécie especificos do virus que consistem em 45a (TTCCAGCCCA
GGTACGTATC) e 543a (AACAGATTTTCCAGCAGCGT, MONTGOMERY-
FULLERTON et al. 2007). Para a detecg&o e diagnostico molecular de WSSV utilizou-
se os iniciadores para nested-PCR, sendo os iniciadores externos para o primeiro
passo ACTACTAACTTCAGCCTATCTAG e TAATGCGGGTGTAATGTTCTTACGA, e
os iniciadores internos para o segundo passo GTAACTGCCCCTTCCATCTCCA e
TACGGCAGCTGCTGCACCTTGT (LO et al., 1996). A deteccado de microsporidio foi
realizada com os iniciadores V1 (CACCAGGTTGATTCTGCCTGAC) e 1492R
(GGTTACCTTGTTACGACTT) (Zhu et al. 1993). As reagbes utilizadas apresentavam
10 pL de volume final, onde se utilizou 0,02 yL do Taqg® DNA Polymerase (Invitrogen®);
0,5 pL (10 yM) de ambos os primers; 0,2 yL de dNTP (0,2 mM); 1 pyL de tampéo; 0,3
pL de MgClz; 6,42 pyL de agua ultrapura (Invitrogen®) e 1 yL (100 ng) de DNA. As
condi¢des de termociclagem utilizadas estao descritas na tabela 02. Os resultados da

PCR convencional foram verificados por eletroforese em géis de agarose a 1%.

Tabela 2 - Condigbes de termociclagem utilizadas para os primers COI, 16S, WSSV, PaV1 e
Microsporidium.

Condigbes de Termociclagem
Primers Desnaturagéo | Anelamento | Extensdo | Extensao final lc\liclgz
COl 94°C -40s | 52°C-60S | 72°C-60s | 72°C-10min | 30
16S 94°C -40s | 60°C-60S | 72°C-60s | 72°C-10min | 30
WSSV = o o o H o H
PASSO 1 94°C-60s | 55°C-60S |72°C-2min| 72°C -5 min 40
WSSV - o o o o H
PASSO 2 94°C-20s | 56°C-60S | 72°C-60s | 72°C -5 min 40
PaV1 94°C-30s | 51°C-60S |72°C-1min| 72°C-10min | 30
Microsporidium | 94°C -60s | 52°C-60S |72°C -2 min| 72°C -5 min 40

Fonte - Elaborada pelo autor, 2024.
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6. RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1 Histologia

Foram confeccionadas 272 laminas referentes ao hepatopancreas,
glandula antenal, musculo, coragao, branquias e intestino pertencentes a 24 lagostas
da espécie P. laevicauda (n=172) e P. argus (n=100). Destas foi feita uma separagéao
entre laminas boas e ruins, sendo selecionadas 78 laminas com boa resolucio, ou
seja, apresentavam boa fixacdo e coloragdo, pois devido as varias etapas de
processamento alguns tecidos podem ser distorcidos pelo fixador, etanol ou pelo calor
da parafina. Nestas distor¢des podem aparecer espacos artificiais nas células, perda
de moléculas, pregas nos cortes, precipitados de corante ou sujeiras nas laminas.
Estas laminas classificadas como ruins apresentavam artefatos técnicos, coloragao

ineficiente e/ou tecido mal fixado, sendo descartadas.

6.1.1 Hepatopancreas

O hepatopéncreas apresentou laminas com boas imagens para as duas
espécies estudadas, sendo P. laevicauda com maior quantidade, logo permitindo
identificar maior numero de estruturas e células. As estruturas que foram observadas
neste 6rgdo foram: tubulos hepatopancreaticos, identificados facilmente desde as
menores resolugdes (figura 11); o lumen, fagdcito fixo e o espago hemal (figura 12 e
13); células B, R e F (figura 14).
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Figura 11 - Fotomlcrografla do hepatopancreas de Panullrus laevicauda.

Fonte Elaborado pelo autor 224
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Fonte — Elaborado pelo autor, 2024.



Figura 13 — Fotomicrografia do hepatopancreas de Panulirus argus mostrando o limen do tubulo hepatopancreatico (A), fagécito fixo (B),
tubulo hepatopancreatico (C) e espago hemal entre os tubulos (D).

Fonte - Elaborada pelo autor, 2024.
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Figura 14 - Fotomicrografia do tubulo hepatopancreatico de Panulirus laevicauda (A) e Panulirus argus (B). L - Lumen, B - célula b, R - célula R, F- célula F.
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Fonte - Elaborado pelo autor, 2024.
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Na lagosta P. laevicauda e P. argus foi possivel identificar facilmente o
hepatopancreas, 6rgdo de coloragdo amarelada, presente na lateral direita e
esquerda. Este foi um dos tecidos que apresentou menor numero de laminas de boa
qualidade. Segundo Atherley et al. (2020) o hepatopancreas sofre autdlise
rapidamente, entdo indica-se que seja retirado uma amostra para fixagado antes do
término da dissecagao. Logo, atribuimos que a amostra tenha se degradado antes de
sua fixagdo. O 6rgao é considerado multifuncional (CHAVEZ-CROOKER et al., 2003),
composto por tubulos que secretam enzimas responsaveis por varios processos
celulares entre eles a sintese e secregcdo de enzimas digestivas e absorgcdo de
nutrientes (FACTOR, 1995). Além destas fungdes o hepatopancreas também é

responsavel pelo armazenamento de compostos organicos e inorganicos.

Ao observarmos as laminas histolégicas nas ampliagdes menores
podemos identificar varios tubulos ocos e um espago hemal. Ampliacbes maiores
permitem a observacado de diferentes estruturas dentro dos tubulos ou no espaco
intersticial, podendo ser visualizado os tubulos hepatopancreaticos, fagocitos fixos,
reserva de inclusao, seio hemal, o lumen dos tubulos e diferentes células (células B,
F e R), o mesmo foi destacado por Ross et al. (2019). As células E e M nao foram
identificadas nas laminas confeccionadas.

Aidentificag&do das células observadas pode ser facilmente reconhecida de
acordo com suas caracteristicas. A célula E é encontrada no apice do tubulo ou zona
distal, sdao reconhecidas pelo nucleo expandido, maior do que a quantidade de
citoplasma. Estas sdo consideradas multipotentes, ou seja, capazes de gerar as
células maduras (B, F e R). Portanto sdo denominadas células tronco ou imaturas
(VOGT, 2019).

A célula B é mais facilmente detectada, devido ser rica em lipidios,
aparecendo como uma grande ceélula oca com o nucleo na margem da sua parede
celular. Esta é responsavel pela secrecdo de enzimas nos tubulos hepatopancreaticos
(AL-MOHANNA et al., 1986). Identificada na zona de células B ou regiao média, sao
descarregadas na zona proximal por secregao haldécrina devido atuarem no processo
digestivo (VOGT, 2019). Células F e R podem ser encontradas na regido meédia dos
tubulos e proximal. A célula F, ou fibrilar, € responsavel por sintetizar enzimas
digestivas, logo pode ser identificada pela presenga de granulos em seu citoplasma.

Segundo Vogt (2019), esta caracteristica € devido a presencga abundante de reticulo
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endoplasmatico rugoso, corpos de golgi e grandes nucleos com nucléolos
proeminentes. As células R sdao as mais abundantes no hepatopancreas,
responsaveis pela absorgao de nutrientes, podendo armazenar grandes quantidades
de reserva de energia, lipidios e glicogénio. Estes sdo catabolizados durante a muda,
fome e vitelogénese (VOGT, 2019; STRUS et al., 2019). Ao serem observadas em
laminas histolégicas podem ser reconhecidas por apresentarem caracteristica
disformes, ocas e diferentes tamanhos, variando de acordo com o estagio de muda e
reservas do organismo.

Células M sao consideradas as menores e menos frequente células do
hepatopancreas, sdo consideradas células de armazenamento enddcrino,
identificadas em contato com a hemolinfa e distantes do lumen (VOGT, 2019).

O espaco entre os tubulos € preenchido pelo tecido conjuntivo, denominado
de espagco hemal. Nesta regido podemos observar reservas de inclusao (RI),
consideradas reservas energéticas e de hemocianina do organismo (ROSS et al.,
2019), arteriolas e fagocitos fixos. As arteriolas liberam hemolinfa no espaco hemal e
sua camada de células externa sdo denominados fagocitos fixos. Estes sé&o
responsaveis pela eliminagdo de particulas estranhas (FATOR & NAAR, 1990).
Algumas enfermidades como a infeccdo por PaV1 pode ser caracterizada pela
auséncia de reservas de inclusdo em seu estagio mais avangado, levando o
organismo a morte por exaustdo e anemia (SHIELDS & BEHRINGER, 2004; Li et al.,
2008). Alguns parasitas podem ser encontrados nesta regido como o dinoflagelado
Hematodium observado por Field & Appleton (1995).

6.1.2 Glandula antenal

A glandula antenal foi possivel de ser observada apenas nas laminas
confeccionadas de um organismo da espécie P. laevicauda, podendo ser analisado os
labirintos e seu lumen nas figuras 15,16 e o canal que transporta sua excreta na figura
17.



Figura 15 — Fotomicrografia da glandula antenal evidenciando os labirintos de Panulirus laevicauda.

Fonte — Elaborada pelo autor, 2024.
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Figura 16 - Fotomicrografia dos labirintos evidenciando o tecido epitelial si
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Fonte - Elaborada pelo autor, 2024.
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Figura 17 - Fotomicrografia da glandula antenal de Panulirus laevicauda com seu celomosaco (ce) em evidéncia, canal excretor.
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Fonte - Elaborada pelo autor, 2024.
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A glandula antenal, também conhecida como glandula verde, é responsavel
pela excre¢cdo e osmorregulagéo (SHIELDS & BOYD, 2014), regulando o volume da
hemolinfa e sua concentragdo de magnésio e sulfato, além de reabsorver liquidos,
agucares e aminoacidos do filtrado primario da urina (RIEGEL & COOK, 1975). A
glandula antenal € um dos 6rgaos responsaveis pela fungéo excretora e regulagéo de
ions, nutrientes e outros solutos, atuando como os rins dos vertebrados (MANTEL &
FARMER, 1983). Além destas fungdes, nas lagostas a urina apresenta hormonios que
influenciam na dominancia social (KATOH et al., 2008).

Localizada na transicdo do pedunculo para o cefalotérax, € identificada
como um 6rgao esbranquigado e com formato similar a um gréao de feijao, composta
pelo celomosaco, labirintos e um ducto terminal que inicia na bexiga e finaliza no
nefroporo (GAETAN et al., 2020). Seus tubulos do labirinto s&o revestidos por tecido
epitelial simples e cubico, nas Iaminas histologicas estes sao visiveis apenas quando
realizado um corte transversal do 6rgdo. Neste trabalho o labirinto foi a estrutura mais
aparente (figura 13), sendo o mesmo observado por KHODABANDEH et al. (2005).
Os labirintos sao responsaveis pela filtragem da hemolinfa.

O celomosaco é visivel apenas quando seccionado, visto que o labirinto o
envolve completamente (ROSS et al., 2019), apresentando um lumen central envolto
por poddcitos com grandes nucleos e pouco citoplasma, podendo se ramificar para
gerar os tubulos do labirinto (GAETAN et al., 2020). A hemolinfa que sera filtrada é
fornecida através da artéria antenal que se ramifica por todo o celomosaco, sendo
realizada a ultrafiltracdo. O ultrafiltrado € conduzido pelos labirintos que irdo reter as
particulas maiores, grandes moléculas, ions e fluidos. Estas serdo liberadas por
pinocitose, portanto, a eliminagdo de residuos e a regulagdo da pressdao osmotica
também é funcdo dos labirintos, que acabam realizando uma detoxificagdo do
organismo (GAETAN et al., 2020).

Apoés finalizada a ultrafiltragdo, o ultrafiltrado € direcionado ao ducto
terminal, ou canal excretor, que o conduzira até a bexiga urinaria, atingindo a pressao
necessaria, por meio do ducto curto e conduzido ao nefréporo ou poro de saida e

consequentemente ao meio externo (GAETAN et al., 2020).
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6.1.3 Musculo
Laminas do musculo permitiram a observagéo do tecido em corte longitudinal (figura 18 e 19) e transversal (figura 20)

para as duas espécies. Na figura 18 podemos observar uma Ilamina de musculo e suas fibras musculares.

Figura 18 — Fotomicrografia do corte longitudinal do tecido muscular de Panulirus laevicauda. N — Nucleo do fibroblasto.

Fonte - Elaborada pelo autor, 2024.
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Figura 19 - Fotomicrografia do corte longitudinal do musculo de Panulirus argus.

Fonte - Elaborada pelo autor, 2024.



Figura 20 — Fotomicrografia do corte transversal do tecido muscular de Panulirus laevicauda. P — Perimisio, a seta preta indica um feixe de
fibras musculares.

Fonte — Elaborada pelo autor, 2024.
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O tecido muscular é responsavel pela locomocdo. Suas laminas
histolégicas apresentam fibra muscular e nucleo. Entre as fibras musculares
encontramos tecido conjuntivo, neste podemos observar nervos e vasos sanguineos
que irdo suprir o musculo. O tecido conjuntivo localizado entre as fibras em menor
propor¢cao € denominado endomisio, 0 seu conjunto € denominado perimisio, e o
tecido conjuntivo que o circunda é denominado epimisio, podendo as fibras estarem
densamente justapostas e dificultarem a observagcdo do endomisio e perimisio
(MIZUTA et al., 1994).

Algumas patologias podem ser observadas através de laminas histologicas
do musculo, como a infecgao por microsporidium, ao qual sua principal sintomatologia
€ a presenca da musculatura da cauda esbranquicada. Isto ocorre devido o
hospedeiro infectar o musculo e substituir o sarcoplasma por cistos, estagio inicial do
parasita (STENTIFORD et al., 2014). Os principais parasitas que infectaram
decapodes pertenciam aos géneros Ameson, Nadelspora, Thelohania e Myospora
(STENTIFORD et al., 2014).

6.1.4 Coragao

As espécies P. laevicauda e P. argus apresentaram |laminas de coragdo com
boa qualidade. Sendo classificada mais de uma lamina para uma amostra. Nas
lAminas do coracao pode ser observado o miocardio, composto por miofibrilas, tecido
conjuntivo, hemacitos e reserva de inclusao (RI). Nas figuras 21, 22, 23 e 24 podemos
observar estruturas encontradas nas laminas de coragdo como granuldcitos,

hemolinfa coagulada, infiltragdo hemocitica e fagocito.
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Figura 21 — Fotomicrografia do coracao de Panulirus laevicauda. Sendo observado o miocardio com a presenca de miofibrilas (M) e hemdcitos
(indicados pela seta preta).




Figura 22 - Fotomicrografia do coracao de

o

Fonte - Elaborada pelo autor, 2024.
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Fonte — Elaborada pelo autor, 2024.
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Figura 24 — Fotomicrografia de infiltracdo hemocitica (dentro do pontilhado) em volta de um fagécito (seta preta) observada no musculo cardiaco
de Panulirus laevicauda (A). Aproximagao do fagdcito (seta preta) observado (B).
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Fonte - Elaborada pelo autor, 2024.
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O coracgéo é o 6rgao responsavel pelo bombeamento da hemolinfa para
todo o organismo. Lagostas apresentam sistema cardiovascular aberto ou semi aberto,
visto que apresentam alguns vasos centrais responsaveis pela locomogéo da
hemolinfa (GOPEL & WIRKNER, 2020). O coragdo é composto pelo pericardio e
miocardio (SHIELDS & BOYD, 2014).

O miocardio representa a maior parte do coragao, as fibras musculares
cardiacas sao caracterizadas por serem multinucleadas e estriadas. Pode ser
encontrado no miocardio a presenga de células satélites, responsaveis pela
regeneracgao do tecido cardiaco, sendo caracterizadas como células tronco (MARTIN
& HOSE, 1995).

Algumas patologias podem ser identificadas através da observagdo de
ldminas histologicas do coragdo, como miocardites e enfermidades provocadas por
parasitas quando em alto grau de infestagdo. Na figura 23 podemos observar
infiltracdo hemocitica em volta de um fagadcito.

Wada et al. (1994) relatou varias lagostas com miocardites, necrose no
musculo cardiaco e infiltragdo de hemdécitos, no entanto, ndo foi encontrado a causa
para tais anomalias. Alguns estudos relatam a presencga de parasitas no musculo
cardiaco, como microsporidios (KIRYU et al., 2009; ATHERLEY et al. 2020).

6.1.5 Branquias

As duas espécies apresentaram laminas do tecido branquial com boa
qualidade. As laminas apresentaram cortes longitudinais e transversal da lamela,
permitindo sua observagao interna. Na figura 25, 26 e 27 podemos observar estas

diferentes estruturas.



Figura 25 - Fotomicrografia da branquia de Panulirus argus. LP - Lamela principal. LS - Lamela secundaria.
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Fonte - Elaborada pelo autor, 2024.
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Figura 26 - Fotomicrografia da branquia de Panulirus argus. Setas pretas indicam canal branquial. Lam - lamelas.

Fonte - Elaborada pelo autor, 2024.
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Figura 27 - Fotomicrografia do corte transversal da lamela de Panulirus argus (A) e Panulirus laevicauda (B). cut - cuticula. epi - epiderme. H - seio
hemal.

Fonte - Elaborada pelo autor, 2024.
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O tecido branquial é responsavel pela respiragao, regulagdo osmotica e
trocas de nitrogenados (HENRY et al., 2012). As branquias sao constituidas por arcos
branquiais, ao qual se estendem os filamentos responsaveis pelo movimento da agua
entre suas lamelas branquiais. As lamelas realizam as trocas gasosas conforme a
agua flua entre elas, no sentido oposto da entrada de agua é encontrado o fluxo de
sangue, devido este arranjo, o sangue consegue absorver maior quantidade de
oxigénio e outros solutos a medida que a agua flui entre as lamelas, percorrendo o
vaso sanguineo e perdendo oxigénio por difusdo (SCHMIDT-NIELSEN, 2002). As
lamelas permitem as trocas gasosas, seja a incorporagao de oxigénio na hemolinfa
ou liberagao de gases residuais como aménia (ROSS et al., 2019).

As branquias sao responsaveis pela respiragdo, regulacdo ibnica e
osmotica na hemolinfa. Sendo o érgdo com maior contato com o ambiente externo
favorecendo sua infecgao por parasitas, bactérias e fungos (ROSS, 2019). Atherley et
al. (2020) encontrou branquias necrosadas e as relacionou com a presenga de

calculos na glandula antenal.

6.1.6 Intestino

O intestino foi coletado apenas da espécie P. laevicauda. Nesta foi possivel

a observagé&o do bolo alimentar, parede intestinal e parasitas (figura 28 e 29).



Figura 28 — Fotomicrografia do intestino, podendo ser observado o bolo alimentar (BA), parede intestinal (Pl) e alguns parasitas (seta preta).

Fonte — Elaborada pelo autor, 2024.
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Figura 29 — Fotomicrografia do intestino, com maior resolucao, evidenciando a infecgéo por parasita (pontilhado).

Fonte — Elaborada pelo autor, 2024.
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O intestino é responsavel pela digestdo, absor¢do, armazenamento e
transporte de nutrientes ou outros compostos (MYKLES, 1979). Nas laminas do
intestino podemos observar a parede intestinal, composta por uma camada simples
de células epiteliais cubicas e colunares, responsaveis pela absor¢cao de nutrientes.
Estas células formavam microvilosidades, com formato em escova, permitindo maior
superficie de contato com o bolo alimentar que passa pela regidao, auxiliando na maior
absorcao de nutrientes.

As laminas histolégicas que apresentaram parasitas foram provenientes de
um exemplar de lagosta P. laevicauda coletada na Praia do Meireles, com
caracteristica aparentemente saudavel, podendo ser observado alguns pontos
levemente esbranquicados na musculatura da cauda. Apesar dos pontos
esbranquigados identificados no musculo n&o foi identificado presenga de parasitas
nas laminas deste 6rgao, no entanto, nas laminas do intestino referentes ao mesmo
individuo, pode ser identificado a presenca de estruturas com formato globular,
semelhante a esporos. Devido as caracteristicas pontuais apresentadas no musculo
da lagosta infectada podemos supor que se trate de uma infestagdo por
microsporidios. Porém, recomenda-se que estudos moleculares sejam desenvolvidos
para deteccao correta do parasita.

Logo, estudos histologicos sdo essenciais para identificacdo e
acompanhamento de enfermidades. Porém, pesquisas que abordem lagostas do
género Panulirus sdo poucas principalmente materiais de referéncia a respeito de
tecidos em situagcdo normal, o que representa uma lacuna importante no
conhecimento a respeito da biologia destes organismos (ROSS, 2019). Assim, se faz
necessario que uma maior quantidade de estudos trate sobre a histologia classica
para o entendimento e preenchimento de lacunas.

A tabela 3 apresenta um compilado das caracteristicas de cada érgéao
estudado, trazendo as caracteristicas histolégicas predominantes em organismos
saudaveis, observadas neste estudo, e possiveis observacdes que espécimes
infectados por alguma patologia possam vir a apresentar. Ressaltando, que neste
estudo as anomalias abservadas foram nas laminas do coragdo com uma infiltragao

hemocitica e um fagdcito, e no intestino com possiveis parasitas.



Tabela 3 - Caracteristica histolégica presente em d6rgaos saudaveis ou com presenca de patologia.

Orgéo Caracteristica Histologica de organismos saudaveis

Presenca de patologia

Tubulos hepatopancreaticos definidos. Identificacdo das
Hepatopancreas células B, R, F, E e M. Presenca de reservas de inclusdo,
arteriolas e fagocitos fixos.

Patogenos sé&o identificados, normalmente, no
[lumen ou espago hemal. Podendo gerar
escamacao dos tubulos. Auséncia de reservas
de incluséo e células B, ocasionando anemia e
morte por exaustdo. Grande concentracao de
fagdcitos e infiltragdo hemocitica.

Glandula . - , , .
Antenal Labirintos bem definidos e celomosaco. Presenca de patégenos no lumen ou granulos.
, . - Presenca de patdgenos e/ou cistos entre as

Musculo Fibras musculares bem definidas. . ¢ patog .
fibras musculares, destruindo o sarcoplasma.
. el . ~ Patologias neste tecido pode ocasionar a
~ Presenca de miocardio, miofibrilas, reservas de inclusao, . S ~ o
Coragao . . o presenga de fagocitos, infiltragcdo hemocitica e
hemocito e tecido conjuntivo.
necrose.
. . . , - Presenca de patdgenos fixados nas lamelas.
Branquias Arcos branquiais e lamelas com cuticula definida. ¢ patog
Necrose.
Intestino Parede intestinal com microvilosidades e camada celular Presenca de patégenos no bolo alimentar e/ou

simples.

musculatura intestinal.

Fonte — Elaborado pelo autor, 2024.

6.2 Imunologia

As caracteristicas antropométricas (tamanho e peso) foram agrupadas na tabela 3 com as informagdes imunoldgicas

(concentragao proteica, profenoloxidase e hemaglutinagao).

70



71

Tabela 4 - Resultados obtidos para concentragéo proteica, profenoloxidase e atividade hemaglutinante para as espécies Panulirus laevicauda e

Panulirus argus.

- Peso Cefalotorax Concent'ragéo - Concent'ragéo Atividqde Ativid’aFie
Espécie Amostra proteica proPO Hemaglutinagado proteica hemaglutinante especifica
(@  (mm) (ng/mL) (mg/mL) (HU) (HU/ma)
1 435 79 270 22,21 106 0,27 64 237,04
2 288 72 210 8,17 104 0,21 16 76,19
3 473 87 283 51,67 - 0,283 - -
4 493 84 337 22,46 - 0,337 - -
P laevicauda 5 389 74 277 18,71 - 0,277 - -
6 351 71 293 21,24 - 0,293 - -
7 474 79 223 24,42 108 0,223 64 287,00
8 337 73 191 9,26 - 0,191 - -
9 447 80 292 32,51 - 0,292 - -
10 420 80 303 39,91 - 0,303 - -
1 353 74 203 7,1 105 0,203 32 157,64
2 310 68 237 10,2 - 0,237 - -
3 360 73 339 5,64 105 0,339 32 94,40
4 571 86 297 6,94 - 0,297 - -
P argus 5 567 86 188 5,43 - 0,188 - -
6 403 76 324 11,62 - 0,324 - -
7 406 76 294 8,2 - 0,294 - -
8 618 92 347 8,69 - 0,347 - -
9 401 73 340 1,17 - 0,34 - -
10 395 76 276 4,49 10° 0,276 32 115,94

Fonte - Elaborado pelo autor, 2024.
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Os resultados imunolégicos mostraram que o menor individuo da lagosta P.
laevicauda (72 mm de cefalotéraxtdrax) apresentou os menores valores nos parametros
avaliados (proPO, atividade hemaglutinante e atividade especifica). Com base em
estudos anteriores, podemos inferir que os niveis de expressao da fenoloxidase
aumentam com a idade dos animais, como relatado em estudos com a ostra Crassostrea
gigas e com Artemia sinica, onde os niveis de proPO cresceram junto aos estagios de
desenvolvimento larval e juvenil (FAN et al., 2011; THOMAS-GUYON et al., 2009). Ja
Lourenco et al. (2005), trabalhando com outro organismo do taxon Artropoda, a abelha
Apis mellifera, mostraram que o nivel de expressdo da fenoloxidase aumenta com o
passar dos estagios de vida do animal, sendo maior em adultos e pupas velhas do que
em pupas jovens e larvas.

Muitas outras proteinas plasmaticas que compdem a concentragao total de
proteinas da hemolinfa foram relatadas apresentando algum nivel de oscilagdo em sua
distribuicao temporal de expressao, como a Dicer-1, FREP-like e penaeidinas, variando
entre os diferentes estagios de desenvolvimento larval e fase adulta (COELHO et al,,
2016; YAO et al., 2010; MUNOZ et al., 2003). Justificando assim o porqué de a menor
concentracao proteica total também ser atribuida ao individuo de menor comprimento.
Esse menor nivel de expressao de determinadas proteinas que desempenham um papel
imunoldgico importante reflete em uma menor capacidade hemaglutinante e
consequentemente uma menor atividade especifica reiterando que individuos mais
jovens possuem um sistema imunolégico menos maduro e toleram menos o estresse
(CNA, 2021).

De forma generalizada, podemos observar que as lagostas P. argus
apresentaram valores inferiores aos observados para as da espécie P. laevicauda.
Diferencas interespecificas em relagdo ao conteudo plasmatico sdo esperadas, como
exemplificado por Paterson, Davidson e Spanoghe (2001) para as espécies Homarus
americanus e Panulirus cygnus. Por meio de curvas de calibragdo relacionando o
conteudo proteico pelo indice de refragdo (absorbancia), verificou-se que lagostas da
espécie P. cygnus sempre apresentam maior concentragao proteica na hemolinfa, do que
a H. americanus, em um mesmo indice de refracao.

Outra justificativa para menores indices de proPO e atividade especifica,
embora a quantidade total de proteinas seja semelhante, esta relacionada a metodologia
de coleta. As lagostas P. argus sofreram um maior estresse de manejo até a sua devida
amostragem, em comparagao ao manuseio feito com a P. laevicauda. Quando as
lagostas s&o expostas ao ar por um intervalo de tempo significativo, ha o efeito da hipdxia
e a consequente acidose da hemolinfa, resultante do lactato oriundo do metabolismo
anaerobico imposto pela falta de Oz, condig¢des fisioldgicas estas que impactam o animal
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de forma quase que irreversivel (FOTEDAR; EVANS, 2011). Pelo desequilibrio quimico
da hemolinfa, os hemdcitos acabam por se romper (menor contagem total de hemacitos)
e as proteinas humorais se desnaturam, levando a lagosta a um estado de depressao
imunoldgica (DOVE et al., 2005).

Sanchez et al. (2001) relatam ainda uma diminuigdo na concentragao proteica
em camardes mantidos em temperaturas mais altas (de 27 a 31 °C). Essa observagao
leva a crer que o estresse de manejo ndo envolve apenas aspectos respiratorios e
osmorregulatérios, mas também termorregulatérios, caso os animais sejam expostos a
radiacao solar durante sua captura e transporte. Em experimentos com o siri azul
(Callinectes sapidus), constatou-se que a condigdo de hipdxia possibilita, ndo sé os
processos bioquimicos ja mencionados, mas também o aumento da concentragédo de
CO2, favorecendo a perda da atividade da fenoloxidase, e funcionando como um
mecanismo de retroalimentagao de acidose do meio, tornando dispendioso 0 processo
energético de recuperacao da homeostase (TANNER et al., 2006). Por isso, a avaliagdo
da concentracdo total de proteinas na hemolinfa tem sido considerada como um dos
principais parametros bioquimicos para a avaliagdo do estado de saude em lagostas
vivas (BOLTON et al., 2009).

6.3 Molecular

A varredura que pretendia ser realizada para os virus da Mancha Branca e
Panulirus Argus Virus, assim como para o microsporidio ndo foi bem sucedida. Foi
realizada a extracdo de DNA de 100 amostras, submetidas a PCR do COI e 16S para
verificagdo da integridade. Destas 50 amostras foram verificadas para o WSSV, sendo
todas negativas. As analises de PCR para detecgdo do PaV1 e microsporidio néo
apresentavam controle positivo que permitisse a validacdo do teste, sendo realizadas
algumas tentativas que n&o obtiveram amplificagdo. Devido estes resultados nao foi
levada adiante as analises moleculares.

Apesar do género Panulirus compreender 42 espécies, apenas a espécie
Panulirus argus possui estudos que abordam sua infecgao viral com ocorréncia natural.
A lagosta P. argus apresenta distribuicdo geografica no Atlantico Ocidental, sendo
encontrada desde as Bermudas até o Rio de Janeiro, sustentando uma das pescarias
economicamente mais importantes da regido (Atherley et al., 2020). O Panulirus argus
virus (PaV1) considerado um virus espécie-especifico, por apresentar relatos de infecgéo
apenas em lagostas da espécie Panulirus argus, foi encontrado apenas na Flérida, mar
do Caribe e Golfo do México (Butler et al., 2008). A prevaléncia de PaV1 em individuos
juvenis pode variar entre 5% a 60% na Florida (Behringer et al., 2012) e entre 13,4 a
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22,5% no México (Davies et al., 2020). Ambientes recifais menores com presenga de
vegetagdo tendem a apresentar maior prevaléncia do virus (Davies et al., 2020). No
entanto, a presenca de refugios artificiais ou “casitas” nao foi considerado um fator que
aumentasse a presenca de individuos infectados (Briones-Fourzan et al., 2012; Huchin-
Mian et al., 2013).

O PaV1 é mais pontual na regido do Caribe e suas adjacéncias, no entanto
nao ha trabalhos que abordem sua presenca na América do Sul. A dispersao do virus
podera ser tardia na América do Sul devido as correntes oceanicas ou pela fragilidade
do capsideo viral que se deteriora mais facilmente se presente fora do hospedeiro (Kough
et al., 2015). Aléem disso foi sugerido recentemente que as lagostas previamente
identificadas como P. argus na América do Sul pertencem na realidade a uma outra
espécie, Panulirus meripurpuratus (Giraldes & Smyth, 2016). Desta forma, o virus PaV1
nao infectaria esses organismos por ser um virus espécie especifico (Butler et al., 2008).

Sabe-se que o confinamento de organismos aquaticos em altas densidades
torna o ambiente propicio para o desenvolvimento e disseminacdo de enfermidades,
principalmente devido ao estresse crénico ao qual o animal é submetido e a facilidade
de transmiss&o (Kibengen, 2016). Embora ndo haja cultivos expressivos de lagostas
espinhosas ao redor do mundo, alguns estudos tém relatado que esses organismos
podem ser susceptiveis a infeccdo por WSSV em condigbes de confinamento (Ross et
al., 2019).

Grande parte dos virus que infectam crustaceos sao conhecidos devido ao
seu impacto na produgdo aquicola destes organismos. Logo, camardes e caranguejos
sao os invertebrados aquaticos que apresentam a maior quantidade de virus
identificados. A auséncia do conhecimento completo da atuacao destes virus, como seu
impacto na imunologia do hospedeiro e seu sequenciamento completo dificultam sua
identificac&o, principalmente em organismos selvagens (Bateman & Stentiford, 2017).
Normalmente, estudos sobre infec¢bes em organismos aquaticos selvagens sao
realizados de forma pontual, através da abordagem de uma infec¢ao ja conhecida na
aquicultura, ou precisam ser acompanhados de altas mortalidades na populagéo natural
(Kibengen, 2016). No entanto, hoje em dia n&o é necessario que grandes perdas
econdmicas acontegcam para que se possa conhecer os virus de lagostas. Estudos com
sequenciamento de nova geragao (NGS) tém sido utilizados para analisar o viroma de
organismos selvagens, abordando a descoberta da diversidade genética de virus de DNA
e RNA em diferentes espécies (Nkili-Meyong et al., 2017). Por exemplo, a partir do estudo
do viroma realizado no camarao Crangon crangon foi possivel se encontrar 16 novos
virus de DNA e RNA que se distribuiam em diferentes tecidos (Eynde et al., 2020). A
disseminacgao desse tipo de técnica vem facilitando o sequenciamento de novos virus,

permitindo sua classificacdo e caracterizagdo, o que, por sua vez, favorece a
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identificacdo de patdgenos antes de sua disseminagéo e antes mesmo da ocorréncia de
surtos no meio ambiente. Em um cenario ideal este conhecimento facilita a tomada de
medidas que mitiguem seu impacto nas populagdes selvagens e cultivadas, evitando

impacto ambiental e perdas econémicas (Mokili et al., 2012).

7. CONCLUSAO

O estudo apresentou caracteristicas histoldégicas e imunoldgicas de duas
espécies de lagostas amplamente comercializadas na industria pesqueira, P. laevicauda
e P argus. Trazendo caracterizacdo de seus tecidos saudaveis e dos principais
parametros imunolégicos, mostrando informag¢des desconhecidas como a variagéo de
seus parametros com o crescimento do individuo e a semelhanga de seus tecidos entre
si e com outros organismos pertencentes a mesma familia.

Laminas histolégicas do intestino de organismos capturados na praia do
Meireles demostraram infeccdo por parasita, estes com caracteristicas de
microsporidium, no entanto, necessita de mais estudos para que seja identificado
corretamente o agente patologico. O estudo histolégico e imunolégico das lagostas do
género Panulirus € importante para entender sua fisiologia, avaliar o estado de saude e

nutricio.

8. CONSIDERAGOES FINAIS

Considerando que o aparecimento de organismos infectados em ambiente é
utilizado como marcador ambiental ligado diretamente a resposta dos individuos junto a
mudangas climaticas e fatores antropogénicos, recomenda-se que seja realizado um
maior monitoramento do estado de saude destas populacbes a fim de verificar os
impactos que podem causar nos estoques pesqueiros.

Existem diversas lacunas de conhecimento a respeito de infec¢des virais em
lagostas espinhosas, mostrando uma aparente negligéncia no estudo de patologias que
afetam populagdes selvagens e estoques pesqueiros marinhos. As patologias de lagosta
foram descritas ha quase 20 anos e pouco se elucidou a respeito do motivo pelo qual o
virus PaV1 afeta apenas lagostas da espécie P. argus, ou porque o WSSV néo foi
encontrado em lagostas no ambiente natural, at¢ o momento. Além disso, nota-se a
auséncia de estudos que verifiquem a presencga de enfermidades relacionada ao impacto
da pesca sobre os estoques lagosteiros e que medidas podem ser tomadas para mitigar

o efeito destes fatores nas populagdes selvagens.
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RESUMO

Lagostas do género Panulirus sdo um importante recurso para a pesca mundial. No entanto,
como todos os crustdceos marinhos, sdo acometidas por uma variedade de enfermidades
causadas por virus, bactérias e parasitas. O impacto das enfermidades sobre a disponibilidade
desse recurso pesqueiro ainda é pouco estudado e é possivel que seja magnificado pelas
mudangas climaticas globais em curso. Esta revisao sistematica abordou as patologias virais
que infectam lagostas do género Panulirus, tendo como objetivo compilar as informacdes
acerca dos sinais clinicos dessas enfermidades, suas caracteristicas nos tecidos dos animais
infectados e as metodologias empregadas para o seu estudo. Até 0 momento, apenas um virus
especifico de lagostas do género Panulirus foi identificado e descrito, o Panulirus argus virus
(PaV1). Além dele, ja foi registrado nas lagostas espinhosas o virus da mancha branca (WSSV),
que causa uma enfermidade grave em camardes marinhos.
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ABSTRACT

Lobsters of the Panulirus genus are an important resource for world fisheries.
However, like all marine crustaceans, they are affected by a variety of diseases caused by
viruses, bacteria and parasites. The impact of diseases on the availability of this fishery
resource is still poorly studied, and it is possible that it is magnified by the ongoing global
climate changes. This systematic review addressed the viral pathologies that infect lobsters of
the genus Panulirus, aiming to compile information about the clinical signs of these diseases,
their characteristics in the tissues of infected animals and the methodologies used for their
study. So far, only one lobster virus, specific to Panulirus genus, has been identified and
described, the Panulirus argus virus (PaV1). In addition to that, the White spot virus
(WSSV), which causes a serious disease in marine shrimp, has already been recorded in spiny
lobsters.

Keywords: Palinuridae, WSSV, PaV1, crustaceans.

INTRODUCAO

O declinio na producdo de lagosta tem sido registrado em todo o mundo, podendo ser
observado um decréscimo de 13,6% das exportacdes mundiais em 2019 (FAO, 2020). Com o
aumento das mudancas climaticas e dos impactos antropogénicos, estima-se que o niimero de
doencas que acometem organismos marinhos aumente (Marcogliese, 2008). Consequentemente,
o efeito das doencas infecciosas sobre a ecologia populacional dos recursos pesqueiros podera
se intensificar nos préximos anos, com consequéncias sobre o manejo da pesca desses recursos
(Cawthorn, 2011).

Lagostas podem ser acometidas por enfermidades de origem bacteriana, viral, fingica e de
protozoarios (Shields, 2011). Os virus de maior relevancia em lagostas espinhosas sdo o
Panulirus argus virus (PaV1), encontrado na lagosta P. argus, e o virus da sindrome da mancha
branca (WSSV), que afeta o camardo marinho. O PaV1 causa uma enfermidade que demonstrou
ser letal para juvenis de lagosta em sistemas de aquicultura experimental. Além disso, o virus ja
foi detectado em populagdes selvagens com ocorréncia na América do Norte e no Caribe
(Shields, 2011). Ja o WSSV foi identificado em lagostas de diferentes espécies do género
Panulirus, porém apenas em ambiente de cultivo e induzidas de modo experimental (Shields,
2011). Esse virus tem como reservatorio um grande numero de espécies de invertebrados e
causa uma enfermidade grave em camardes marinhos, gerando grandes prejuizos econdmicos
em sistemas de cultivo (Flegel, 2012).

O presente trabalho trata de uma revisdo sistematica a respeito das patologias virais que
infectam lagostas do género Panulirus, tendo como objetivo compilar as informacdes acerca dos
sinais clinicos dessas enfermidades, suas caracteristicas nos tecidos dos animais infectados e as
metodologias empregadas para o seu estudo.

METODOLOGIA

Através da metodologia PICO (Populacgdo, Intervencdo, Comparacio e Desfecho) (Santos;
Pimenta & Nobre, 2007), foram criadas duas perguntas que guiaram o desenvolvimento deste
trabalho: 1) quais virus infectam lagostas do género Panulirus? e 2) quais sinais clinicos essas
enfermidades apresentam? A redacdo da revisdo utilizou as diretrizes de 2009 do PRISMA
(Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses) (Moher et al, 2009).
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Inicialmente foi feita uma varredura na plataforma Web of Science dos trabalhos que
continham os termos “lobster’ e “virus". Os trabalhos encontrados foram exportados com o
auxilio do programa R (R Core Team, 2021) e seu pacote de c6digo aberto Bibliometrix (Aria &
Cuccurullo, 2017). A partir dos trabalhos compilados foi produzida uma nuvem com as 100
palavras mais comuns nos resumos (Figura 1). Por sua vez, a partir da nuvem de palavras, novos
termos de busca foram escolhidos de acordo com uma triagem e avaliacdo de sua elegibilidade.

Figura 1 - Principais palavras encontradas na busca do Bibliometrix
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A pesquisa subsequente compreendeu todos os artigos publicados até agosto de 2021,
utilizando-se dessa vez a base do site de busca Google Scholar. Os critérios de inclusdo foram
definidos pela frase logica “lobster AND Panulirus AND PaV1 OR WSSV”. Os critérios de exclusao
utilizados foram artigos que abordavam outros géneros, artigos de revisao, poster, livros, teses e
dissertacdes. Uma vez selecionados apenas os artigos, foram utilizadas trés analises sucessivas
para exclusdo de artigos nio relevantes para a revisdo. A primeira analise tomou como critério
de avaliacdo somente os titulos dos trabalhos, a segunda utilizou o resumo dos trabalhos e a
terceira foi representada pela leitura integral dos trabalhos selecionados na etapa anterior.

RESULTADOS

A nuvem de 100 palavras gerada a partir da busca na base de dados da Web of Science
(Figura 1) permitiu selecionar os termos “PaV1” e “WSSV”, que foram adicionados aos termos
“lobster” e “Panulirus” para a busca subsequente, na base de dados do Google Scholar. A
pesquisa no Google Scholar gerou um total de 850 resultados. Desse total, a analise dos titulos
teve como resultado 104 artigos. A andlise dos resumos gerou uma lista de 20 artigos para a fase
final, de leitura integral. Além desses foram incluidos trés artigos que tratavam de estudos que
abordavam infec¢do induzida em laboratério com o virus do WSSV em lagostas do género
Panulirus, totalizando 23 artigos. Dos 23 trabalhos considerados, 18 abordavam o PaVl e 5 o
WSSV. Informacoes relevantes, como ano, virus, infeccdo, sinal clinico e técnica utilizada para
identificacdo do virus, foram compiladas dos trabalhos (Quadro 1). Os estudos se concentram na
América do Norte e Central. Nao houve relatos da incidéncia de viroses nas populacbes de
Panulirus localizadas na América do Sul. Os métodos de diagnostico mais utilizados foram PCR,
histologia e detecc¢do visual (Figura 2).

Os trabalhos com PaV1l abordavam principalmente P. argus. No entanto, podem-se
encontrar trabalhos abordando infec¢do induzida em P. guttatus que, por vezes, coexiste com P.
argus na América do Norte e Caribe. Contudo, ndo foi observada infeccdo dessa espécie por
PaV1. As espécies mais estudadas para o WSSV foram P. versicolor, P. penicilattus e P. homarus.

Arg. Cién. Mar, Fortaleza, 2023, 56(2): 1 - 11



Ingrid Luana da Silveira Siqueira; Thays Andrade; Rafael dos Santos Rocha

Juliana de Carvalho Gaeta,; Rodrigo Maggioni

Figura 2 - Métodos de diagnéstico utilizados para detecgdo de PavV1
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Os sinais clinicos do virus PaVl
facilitam a identificagdo em campo de
organismos enfermos, tendo na hemolinfa
leitosa e carapagca com coloracao
avermelhada as caracteristicas-chave para
identificacdo, o que facilita a coleta de
amostras (Shields, 2011). Para o WSSV, até
o momento, ndo houve relato de lagostas

infectadas em seu Aabitat natural. No
entanto, organismos infectados em
laboratorio apresentaram letargia,

coloracdo escura na regido dorsal, reducdo
da natacdo e baixo consumo alimentar
(Musthaq et al, 2006).

Quadro 1 - Artigos que abordam a ocorréncia de enfermidades causadas por virus em lagostas do género Panulirus obtidos apés
revisdo sistematica

Ano Autores Espécie Local Enfermidade Transmissdo Sinais clinicos Método~de
detecgdo
Chang, Chene Panulirus versicolor Costa de Sem sinais clinicos Hibridizagao in
1998 Wang, 1998 Panulirus penicilattus Plntun.g, sul WSsv Infecgdo oral evidentes situe PCR
de Taiwan
Panulirus ornatos
Panulirus versicolor Costa de Sem sinais clinicos
1998  Wang etal, 1998 . . Pintung, sul WSSV Infecgao oral . PCR
Panulirus longipes . evidentes
. it de Taiwan
Panulirus penicillatus
Raiendran e al. Panulirus ornatus, Injecao Histologia e
1999 ) 1999 ” Panulirus homarus India WSSV intramuscular e Sem sinais clinicos Microscopia
Panulirus polyphagus infec¢do oral eletronica
Shields e Histologia e
2004 . Panulirus argus Flérida, USA Pavl Natural Animais moribundos Microscopia
Behringer, 2004 P
eletronica
Histologia, PCR,
Microscopia
2006 Li etal, 2006 Panulirus argus Flérida, USA Pavl Natural Sem sinais clinicos eletronica,
Hibridizagdo /in
situ
Letargia, baixa
Injecdo alimentagdo,
2006 Musthaq et al, PaIIlI]II"lIS homarus fndia WSSV intramuscular e coloraf;?o escurana  PCR, V\l/estern‘ blot
2006 Panulirus ornatus . . regido dorsal, e Histologia
infec¢do oral o -
redugdo da natagdo e
baixos movimentos
Butler, Behringer e Panulirus argus - . e . .
2008 Shields, 2008 Panulirus guttatus Florida, USA PavVl Inéculo Sem sinais clinicos Histologia
Hemolinfa leitosa, . .
< Histologia,
descoloragao Hematologia e
2008 Lietal, 2008 Panulirus argus Flérida, USA PaVv1l Natural avermelhada sobre Anélisg
as marcas claras da R
bioquimica
carapaga
2009 Huchmz—lglll;n etal, Panulirus argus México Pavl Natural Sem sinais clinicos PCR
Hemolinfa leitosa,
visivel entre o
2011 Quintana, Canul e Panulirus argus Cuba Pavl Natural cefalotérax e PCR e Histologia
Martinez, 2011 g abdomen. Coloragao g
avermelhada no
exoesqueleto
2012 Behringer et al, Panulirus argus Flérida, USA Pavl Natural Sem sinais clinicos PCR

2012

(continuacdo Quadro 1)
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Ano Autores Espécie Local Enfermidade Transmissdo Sinais clinicos Metodo_de
detecgdo
Hemolinfa leitosa,
visivel entre o
Briones-Fourzan . Ascencion, cefalotérax e .
2012 etal, 2012 Panulirus argus México Pavl Natural abdémen. Coloragio Visual
avermelhada no
exoesqueleto
Puerto Heg;glclglf;\r;e;;zsa, Andlise visual,
2012 Pascual-Jiménez et Panulirus argus Moirelos Reef Pavl Natural avermelhada sobre PCR, H}stologla ¢
al, 2012 National Park, Parametros
P as marcas claras da . P
México imunoldgicos
carapaga
2012 Moss et al, 2012 Panulirus argus Flérida, USA Pavl Inéculo Sem sinais clinicos PCR
Hemolinfa leitosa,
. . Baia da descoloragao o .
2013 Huchin-Mian et al, Panulirus argus Ascencion, Pavl Natural avermelhada sobre Andlise visual e
2013 - PCR
México as marcas claras da
carapaga
Lozano-Alvarez et Peninsula de
2015 Panulirus argus Yucatan, Pavl Natural Sem sinais clinicos PCR
al, 2015 Lo
México
2018  Clark etal, 2018 Panulirus argus Flérida, USA Pavl Natural PCR
Candia-Zulbaran, Puerto Hemolinfa lelEosa,
Briones-Fourzan e Morelos Reef descoloragao
2019 p Panulirus argus . Pavl Natural avermelhada sobre PCR
Lozano-Alvarez, National Park,
‘o as marcas claras da
2019 México
carapaga
Puerto Hemolinfa leitosa,
Herrera- Morelos Reef descoloragio PCR, Histologia,
2019  Salvatierra et al, Panulirus argus . Pavl Natural avermelhada sobre Imunoldgico e
National Park, L
2019 P as marcas claras da nutricional
México
carapaga
Ross, Behringer e Induzida -
2019 B‘;'ko 201‘% Panulirus argus Flérida, USA WSSV Injecdo Sem sinais clinicos Histologia e PCR
JKO, intramuscular
Puerto Hemolinfa leitosa,
2020 Davies etal, 2020 Panulirus argus Mo_relos Reef Pavl Natural visivel e’ntre ° PCR
National Park, cefalotérax e
México abdoémen
Puerto Hemolinfa leitosa e
2020 Zamora-Brisefio et Panulirus areus Morelos Reef Pavi Natural carapaca Protedmica,
al, 2020b & National Park, pag Histologia e qPCR
o avermelhada
México
N Puerto Hemolinfa leitosae  qPCR, Histologia e
Zamora-Brisefio . Morelos Reef . .
2020 Panulirus argus . Pavl Natural carapaca Microbiota
etal,2020a National Park, ) .
o avermelhada intestinal
México
Pavl

0 PaV1 é um virus pertencente a nova familia Mininucleoviridae, recentemente proposta,
devido ao seu genoma pequeno de 70.886 pb (Genbank access. MN604017) e formato
icosaédrico (Subramaniam et al, 2020). Sua infeccdo pode ser observada em células do tecido
conjuntivo, hialinécitos e semigranulocitos (Shields & Behringer, 2004). Sua prevaléncia é maior
em juvenis de lagostas (Butler; Behringer & Shields, 2008), e organismos infectados tendem a
ser evitados pelo restante da populacdo, uma vez que mecanismos de quimiorrecep¢do parecem
permitir a identificagio de organismos enfermos pelos seus pares (Anderson & Behringer,
2013). Esse comportamento dificulta a dispersdo do virus na natureza (Behringer et al, 2012).

A forma mais viavel de dispersao do virus seria através da circulagdo oceanica ou por pos-
larvas infectadas. No entanto, a presenca de portais (gateways), locais que permitiram a
disseminacdo do virus mais rapida para outros ambientes, principalmente devido a sua
localizacdo ser proxima a grandes correntes, pode ter facilitado a propagacio do patégeno,
permitindo sua disseminacdo mais rapida em localidades onde levariam um periodo maior para
acontecer, como a costa oeste de Cuba e o nordeste do México (Kough et al, 2015).
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Em laminas histolégicas de hepatopancreas de lagostas infectadas com PaV1, podem-se
observar aumento no espaco entre os tibulos hepatopancreaticos e distor¢cao do seio hemal,
sendo a mortalidade devido a exaustdo e anemia (Shields & Behringer, 2004; Li et al, 2008).
Células com alto grau de infeccdo apresentaram eosinofilia, inclusées de Cowdry tipo A, nucleos
picnoticos e auséncia de reserva de inclusdo (Shields & Beringher, 2004). A infecgdo por PaV1l no
hepatopancreas, hemdcitos e seio hemal foi classificada quanto ao grau severidade (Shields &
Behringer, 2004; Li et al, 2008). O grau 0 (zero) identifica individuo saudavel ou sem infec¢ao, o
grau 1 (um) eq99uivale a levemente infectado, o grau 2 (dois) identifica individuos
moderadamente infectados e o grau 3 (trés) indica individuos fortemente infectados (Quadro 2).

WSSV

A sindrome da mancha branca é considerada uma das enfermidades de maior impacto
econémico na producdo mundial de camardo marinho (Flegel et al, 2008). Essa patologia foi
detectada incialmente no leste da Asia entre os anos de 1992 e 1993 (Flegel, 2012), vindo,
posteriormente, a se dispersar por todos os continentes, causando significativas perdas
econémicas no setor da carcinicultura (Verbruggen et al, 2016). O seu agente etiolégico, o
WSSV, pertence ao género Whispovirus e a familia Nimaviridae, na qual é o iinico representante.
Apresenta DNA fita dupla circular e um dos maiores genomas conhecidos entre os virus, com
aproximadamente 300 kbp (Verbruggen et al, 2016). A deteccdo do WSSV é bem estabelecida e
pode ser realizada por diferentes métodos de diagndstico, como PCR em tempo real, PCR
convencional, histologia, hibridacdo in situ e testes rapidos (Dey et al, 2020).

Nao foram registradas, até o momento, ocorréncias de WSSV em lagostas selvagens do
género Panulirus. No entanto, analises histoldgicas de lagostas infectadas experimentalmente
com WSSV mostraram células degeneradas com inclusdes intranucleares e basofilia em tecidos
de origem ectodérmica e mesodérmica (Mustaq et al, 2006; Rajendran et al, 1999). As
branquias foram o tecido no qual foi observada maior infecciao pelo WSSV e o maior nimero de
alteracgoes celulares (Wang et al, 1998; Chang; Chen & Wang, 1998; Ranjendran et al, 1999;
Mustaq et al, 2006). Observou-se também hipertrofia acentuada em hemdcitos localizados nas
lamelas branquiais e no intestino (Rajendran et a/, 1999).

Quadro 2 - Caracteristicas do grau de infeccdo do Panulirus argusvirus 1 em lagostas do género Panulirus

Severidade (grau) Caracteristicas do diagndstico molecular e histopatoldgico

Saudavel (0) PCR negativa

Observacio de tecidos saudaveis nas laminas histoldgicas

PCR positiva
Auséncia de Cowdry A
Levemente (1) a Presenca de fagdcitos fixos infectados
moderadamente (2) infectado i .
Células infectadas no hepatopancreas (1-100/por se¢io)

Infiltragdo hemocitica

Obstrucdo do seio hemal

PCR positiva

Hipertrofia nuclear

Cromatina condensada
Altamente infectado (4) Tubulos do hepatopancreas atrofiados
Granulomas

Células infectadas (acima de 100 por se¢do)

Presenca de células infectadas em volta do tecido conjuntivo
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DISCUSSAO

Apesar de o género Panulirus compreender 42 espécies, apenas a espécie Panulirus argus
possui estudos que abordam sua infeccdo viral com ocorréncia natural (Atherley; Freeman &
Dennis, 2020). A lagosta P. argus apresenta distribuicdo geografica da Carolina do Norte até a
Venezuela e sustenta uma das pescarias economicamente mais importantes da regido (Giraldes
& Smith, 2016). O Panulirus argus virus (PaV1), que é considerado um virus espécie-especifico,
por apresentar relatos de infeccio apenas em lagostas da espécie Panulirus argus, foi
encontrado apenas na Flérida, no mar do Caribe e Golfo do México (Butler; Behringer & Shields,
2008). A prevaléncia de PaV1l em individuos juvenis pode variar entre 5% e 60% na Flérida
(Behringer et al, 2012) e entre 13,4% e 22,5% no México (Davies et al, 2020). Ambientes
recifais menores com presenca de vegetacdo tendem a apresentar maior prevaléncia do virus
(Davies et al, 2020). No entanto, a presenca de reflgios artificiais ou “casitas” ndo foi
considerado um fator que aumentasse a presenca de individuos infectados (Briones-Fourzan et
al, 2012; Huchin-Mian et al, 2013).

O PaVl é mais pontual na regido do Caribe e suas adjacéncias. No entanto, ndo ha
trabalhos que abordem sua presenca na América do Sul. A dispersdo do virus podera ser tardia
na América do Sul devido as correntes oceanicas ou pela fragilidade do capsideo viral que se
deteriora mais facilmente se presente fora do hospedeiro (Kough et al, 2015). Além disso, foi
sugerido recentemente que as lagostas previamente identificadas como P. argus na América do
Sul pertencem na realidade a uma outra espécie, a Panulirus meripurpuratus (Giraldes & Smyth,
2016). Dessa forma, o virus PaV1 ndo infectaria esses organismos por ser um virus espécie-
especifico (Butler; Behringer & Shields, 2008).

Sabe-se que o confinamento de organismos aquaticos em altas densidades torna o
ambiente propicio para o desenvolvimento e a disseminacdo de enfermidades, principalmente
devido ao estresse cronico ao qual o animal é submetido e a facilidade de transmissio
(Kibengen, 2016). Embora nio haja cultivos expressivos de lagostas espinhosas ao redor do
mundo, alguns estudos tém relatado que esses organismos podem ser susceptiveis a infeccao
por WSSV em condig¢des de confinamento (Ross; Behringer & Bojko, 2019).

A presente revisio revela diversas lacunas de conhecimento a respeito de infeccbes virais
em lagostas espinhosas. HA uma aparente negligéncia no estudo de patologias que afetam
populacdes selvagens e estoques pesqueiros marinhos. As patologias de lagosta foram descritas
ha quase 20 anos e pouco se elucidou a respeito do motivo pelo qual o virus PaV1 afeta apenas
lagostas da espécie P. argus, ou porque o WSSV nio foi encontrado em lagostas no ambiente
natural até o momento. Além disso, nota-se a auséncia de estudos que verifiquem a presenca de
enfermidades relacionadas ao impacto da pesca sobre os estoques lagosteiros e quais medidas
podem ser tomadas para mitigar o efeito desses fatores nas populacoes selvagens (Shields,
2009). A maior susceptibilidade de organismos juvenis pode se dar devido ao sistema imune
mais fragil quando comparado ao individuo adulto, principalmente devido as suas sucessivas
mudas (Behringer et al, 2012), tornando o individuo mais susceptivel aos virus presentes no
ambiente. Dessa forma, medidas de manejo devem ser utilizadas como estratégias para
conservacdo e manuten¢do dos habitats costeiros a fim de permitir com que pds-larvas
(puerulus) e juvenis de lagostas possam prosperar e contribuir para a reposi¢do e manutengao
dos estoques pesqueiros.

Grande parte dos virus que infectam crustaceos é conhecida devido ao seu impacto na
producdo aquicola desses organismos. Logo, camardes e caranguejos sdo os invertebrados
aquaticos que apresentam a maior quantidade de virus identificados. A auséncia do
conhecimento completo da atuacdo desses virus, como seu impacto na imunologia do
hospedeiro, e seu sequenciamento completo dificultam sua identificacdo, principalmente em
organismos selvagens (Bateman & Stentiford, 2017). Normalmente, estudos sobre infec¢des em
organismos aquaticos selvagens sao realizados de forma pontual, através da abordagem de uma
infeccdo ja conhecida na aquicultura, ou precisam ser acompanhados de altas mortalidades na
populagdo natural (Kibengen, 2016). No entanto, hoje em dia ndo é necessario que grandes
perdas econdmicas acontecam para que se possa conhecer os virus de lagostas. Estudos com
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sequenciamento de nova geracdo (NGS) tém sido utilizados para analisar o viroma de
organismos selvagens, abordando a descoberta da diversidade genética de virus de DNA e RNA
em diferentes espécies (NKkili-Meyong et al., 2017). Por exemplo, a partir do estudo do viroma
realizado no camarao Crangon crangon foi possivel identificar 16 novos virus de DNA e RNA que
se distribuiam em diferentes tecidos (Eynde et al., 2020). A disseminacao desse tipo de técnica
vem facilitando o sequenciamento de novos virus, permitindo sua classificacdo e caracterizacao,
0 que, por sua vez, favorece a identificagio de patégenos antes de sua dissemina¢do e antes
mesmo da ocorréncia de surtos no meio ambiente. Em um cendrio ideal, esse conhecimento
facilita a tomada de medidas que mitiguem seu impacto nas populagdes selvagens e cultivadas,
evitando impacto ambiental e perdas econémicas (Mokili; Rohwer & Dutilh, 2012).

CONCLUSAO

Esta revisdo procurou abordar os sinais clinicos das enfermidades transmitidas por virus
que infectam lagostas do género Panulirus, com destaque para PaVl e WSSV, buscando
evidenciar suas caracteristicas nos tecidos dos animais infectados. A compilacdo dessas
informacdes permitira maior agilidade na deteccao dessas enfermidades nas lagostas espinhosas
da costa brasileira. A revisdo ressaltou também o pouco que se sabe sobre patologias virais
desse importante recurso pesqueiro do Nordeste brasileiro. Finalmente, identificou-se como
potencial linha de pesquisa a exploragdo do viroma dessas espécies, uma vez que ja dispomos do
conhecimento e da infraestrutura necessarios para o estudo de virus emergentes, o que tem
estado em evidéncia especialmente em face do estado de emergéncia sanitaria que se instalou no
Brasil a partir de marc¢o de 2020, causado pelo SARS-Cov?2.
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