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Resumo 

A produção em aquacultura e a variedade de espécies cultivadas aumentaram 

drasticamente nas últimas duas décadas, devido à necessidade de alimentar uma 

população mundial em constante crescimento. Esta produção de peixes intensiva leva a 

que ocorram mais frequentemente doenças tanto infeções bacterianas, virais, parasitárias 

e/ou fúngicas.  

A amiloodiniose é uma doença parasitária causada pelo dinoflagelado 

Amyloodinium ocellatum. É um dinoflagelado eurialino que parasita uma ampla variedade 

de peixes estuarinos e marinhos. O ciclo de vida do parasita consiste em 3 estágios: o 

trofonte caracterizado pelo estágio de alimentação, o tomonte caracterizado pela fase de 

cisto, e o dinósporo caracterizado pelo estágio infecioso que adere às brânquias e pele do 

hospedeiro. Os sinais clínicos de incluem anorexia, dispneia, hiperplasia, inflamação, 

hemorragia e necrose. O A. ocellatum é transmitido através do contato direto com 

dinósporos vivos. Os métodos principais de diagnóstico baseiam-se na identificação de 

tecidos infetados ao microscópio. Para um diagnóstico mais completo, embora 

dispendioso, recorre-se a técnicas moleculares, como o PCR para a deteção de baixas 

concentrações do parasita. Esta técnica pode ainda ser considerada como um método de 

monitorização e controlo de doenças. 

Os cultivos IMTA são mais sustentáveis porque são cultivadas várias espécies 

simultaneamente reduzindo o excesso de nutrientes que iriam para o meio aquático, 

trazendo um maior rendimento económico para os produtores. No caso dos moluscos 

bivalves, as espécies normalmente usadas nestes sistemas IMTA, a ostra do Pacífico, 

Magallana gigas, é um importante bivalve cultivado em todo o mundo com interesse 

económico. Os bivalves filtram e retêm uma imensa quantidade de microrganismos 

presentes na água das zonas de produção como por exemplo bactérias, fitoplâncton e 

parasitas que ficam retidos nas brânquias, estômago e glândula digestiva das mesmas. 

Colocando-se a questão se as ostras filtram o A. ocellatum. Posto isto este trabalho vem 

recolher informação para auxiliar os produtores de aquacultura, que têm perdas 

económicas grandes devido a este parasita. 

 Os objetivos principais do estudo são perceber se as ostras poderiam ser usadas 

como um filtro natural ou se por outro lado atuavam como um vetor de propagação do 

parasita, e perceber ainda se os dinósporos afetavam os tecidos das ostras e a nível 

imunológico. 
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Para isto, usaram-se 144 ostras divididas em dois tratamentos, o controlo (sem 

parasita) e o infetado (com parasita). Ao longo do ensaio foram recolhidas amostras, nos 

momentos 0h, 3h, 24h, 96h e 7dias, para análise de parâmetros de resposta imune, 

histológica, expressão genética e confirmação por PCR. 

De acordo com os resultados apresentados pode-se concluir que as ostras são um 

vetor de propagação do parasita A. ocellatum representando um perigo para as 

aquaculturas de policultivos, e tem de existir medidas no combate do mesmo, pois 

representa um grande problema para o setor. Futuramente à uma necessidade de 

responder a muitas questões que este estudo levantou com os resultados obtidos. 

 

Palavras-chave: Aquacultura, Policultivos, Magallana gigas, Amyloodinium ocellatum, 

Parasita, Patologia.  



XI 

Página deixada intencionalmente em branco 

 



XII 

Abstract  

Aquaculture production and the variety of species farmed have increased dramatically 

over the last two decades due to the need to feed a constantly growing world population. 

This intensive fish production leads to more frequent occurrence of diseases either 

bacterial, viral, parasitic and/or fungal infections.  

Amyloodiniosis is a parasitic disease caused by the dinoflagellate Amyloodinium 

ocellatum. It is a eurialine dinoflagellate that parasitizes a wide variety of estuarine and 

marine fish. The life cycle of the parasite consists of 3 stages: the trophon characterized by 

the feeding stage, the tomon characterized by the cyst stage, and the dinospore 

characterized by the infective stage that adheres to the gills and skin of the host. Clinical 

signs of include anorexia, dyspnea, hyperplasia, inflammation, hemorrhage, and necrosis. 

A. ocellatum is transmitted through direct contact with live dinospores. The main methods 

of diagnosis are based on the identification of infected tissue under the microscope. For a 

more complete, but expensive diagnosis, molecular techniques, such as PCR for the 

detection of low concentrations of the parasite, are used. This technique can also be 

considered as a method of disease monitoring and control. 

IMTA cultures are more sustainable because several species are cultivated 

simultaneously, reducing the excess nutrients that would go into the aquatic environment, 

bringing greater economic return to the producers. In the case of bivalve mollusks, the 

species commonly used in these IMTA systems, the Pacific oyster, Magallana gigas, is an 

important bivalve cultured worldwide with economic interest. Bivalves filter and retain an 

immense amount of microorganisms present in the water of the production areas such as 

bacteria, phytoplankton and parasites that are retained in their gills, stomach and digestive 

gland. The question arises if oysters filter A. ocellatum. Therefore, this work will collect 

information to help aquaculture producers, who have large economic losses due to this 

parasite. 

The main objectives of the study were to understand if oysters could be used as a 

natural filter or if they acted as a vector for the spread of the parasite, and to understand if 

the dinospores affected the tissues of the oysters at the immunological level. 

This was done using 144 oysters divided into two treatments, control (without parasite) 

and infected (with parasite). Throughout the trial, samples were collected at 0h, 3h, 24h, 

96h and 7days for analysis of immune response parameters, histology, gene expression 

and PCR confirmation. 
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According to the results presented, it can be concluded that oysters are a vector for the 

spread of the parasite A. ocellatum, representing a danger for polyculture aquacultures, and 

there must be measures to combat it, as it represents a major problem for the sector. In the 

future there is a need to answer many of the questions that this study has raised with the 

results obtained. 

 

Keywords: Aquaculture, Polyculture, Magallana gigas, Amyloodinium ocellatum, Parasite, 

Pathology. 
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1. Introdução 

1.1.  Perspetiva geral da aquacultura 

De acordo com as últimas estatísticas mundiais sobre aquacultura compiladas pela 

FAO (2022) a produção mundial de aquacultura atingiu um recorde histórico de 122,6 

milhões de toneladas de peso vivo em 2020 (Figura 1). A produção total consistiu em 87,5 

milhões de toneladas de animais aquáticos, 35,1 milhões de toneladas de algas e 700 

toneladas de bivalves para a venda das suas conchas e pérolas. 

A produção mundial em aquacultura de espécies animais cresceu 2,7% em 2020 em 

comparação com 2019. Esta foi dominada pela produção de peixes (57,5 milhões de 

toneladas), produzidos em aquacultura indoor (aquacultura terreste) (49,1 milhões de 

toneladas), bem como na aquacultura marinha e costeira (8,3 milhões de toneladas). 

Depois dos peixes, estavam os moluscos (17,7 milhões de toneladas) – principalmente 

bivalves; crustáceos (11,2 milhões de toneladas), invertebrados marinhos (525 000 

toneladas), tartarugas aquáticas (537 000 toneladas) e sapos (FAO,2022). 

 

Figura 1: Produção mundial de aquacultura de animais aquáticos e algas de 1991 a 2020 (FAO, 

2022). 

Em Portugal, de acordo com Rodrigues, S. (2021), analisando a produção nas 

águas salobras e marinhas, constata-se que a amêijoa (26,9%) e o pregado (29,4%) foram 

M
ilh
õ

e
s
 d

e
 T

o
n
e

la
d

a
s

Peixes de 

barbatanas -

aquacultura 

terreste 

Peixes de 

barbatanas -

aquacultura 

marinha e costeira

Crustáceos -

aquacultura 

terrestre

Crustáceos -

aquacultura 

costeira

Moluscos Outros 

animais 

aquáticos

Algas



 

2 

as principais espécies produzidas em 2019, seguindo-se a dourada (13,5%), as ostras 

(13,2%), o robalo (7,2%) e o mexilhão (5,5%) (Figura 2). Com menos expressão, aparecem 

o berbigão (2,0%) e o linguado (1,9%). A produção de moluscos bivalves representou 

59.4% da produção total de aquacultura e aumentou cerca de 15.6% em 2019 em 

comparação a 2018. As amêijoas mantêm-se a espécie mais relevante, seguida das ostras 

e dos mexilhões, que registaram aumentos de produção de 4,6%, 16,8% e 17% 

respetivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Composição da produção de aquacultura em águas salobras e marinhas, em 

2019 (Rodrigues, 2021).  

 

Os portugueses são os terceiros maiores consumidores de peixe no mundo e os 

primeiros da união europeia. O consumo de peixe em Portugal (55,6 kg/per capita/ano) é 

mais do dobro do consumo médio na união europeia (DOCAPESCA, 2021). O pescado 

preferencial dos portugueses são a sardinha, a dourada, o robalo, o polvo, o bacalhau, o 

salmão e mexilhões. Destes, apenas o salmão, a dourada e os mexilhões são 

maioritariamente provenientes de aquacultura (EUMOFA, 2021). Necessitamos assim de 

aumentar a produção nacional de pescado e outros organismos aquáticos para fazer face 

à procura de mercado destes produtos por parte dos portugueses. Com este brusco 

aumento da produção, poderão surgir doenças nas aquaculturas. Este trabalho vem trazer 

conhecimento em relação a um parasita que comumente afeta os organismos cultivados. 
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1.2 Impacto das doenças em aquacultura 

O crescente aumento do setor da aquacultura é o resultado do aumento 

exponencial da população mundial que, procura, cada vez mais, por proteína animal para 

consumo humano (Ranjbar & Khoramian, 2019; Moreira et al., 2021). A aquacultura está a 

tornar-se numa fonte cada vez mais importante de proteína disponível para consumo 

humano, uma vez que traz inúmeros benefícios para a saúde dos consumidores. São uma 

fonte de gorduras boas, como o ómega-3, que aumentam a produção das células de defesa 

do organismo, fortalecendo o sistema imune, além disso é um alimento rico em vitamina C 

e vitamina E, contêm propriedades anti-inflamatórias, protegendo o sistema imune de 

possíveis inflamações (Dijk et al., 2011; Vilavert et al., 2017; Chen et al., 2022). Além destes 

benefícios o impacto ambiental da produção de animais aquáticos é muito inferior 

comparativamente com a produção animal terrestre. Para isso, a escala de produção da 

aquacultura e a variedade de espécies cultivadas aumentaram dramaticamente nas últimas 

duas décadas e a tendência é continuar a aumentar. A produção apresenta sempre um 

risco de perda por doenças infeciosas, sendo os peixes de aquacultura, devido às práticas 

de cultivo, mais vulneráveis do que os peixes selvagens a doenças provenientes de uma 

ampla gama de infeções bacterianas, virais, parasitárias e fúngicas (Soeth et al., 2013; 

Nozzi et al., 2016; Gómez & Gast, 2018). Além disso, a tendência para sistemas de 

produção de maior densidade, as perturbações em sistemas ecológicos, o equilíbrio 

relacionado com a poluição e com as mudanças climáticas (Figura 4) e o aumento das 

transações nacionais e internacionais de produtos da aquacultura e os seus derivados 

contribuíram para alterações na dinâmica de interação entre organismos, agentes 

infeciosos e pessoas, de forma a reduzir o impacto ecológico e a pegada de carbono. Isto 

influência as taxas de replicação e proliferação de patógenos, levando a uma distribuição 

geográfica mais ampla de agentes patogénicos e a um aumento nas espécies afetadas por 

surtos de doenças. Isto torna os surtos de doenças uma restrição importante para esta 

indústria, com um impacto significativo na qualidade, segurança e volume do pescado 
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produzido em todo o mundo, que pode levar à exclusão do acesso ao mercado e grandes 

perdas económicas para os produtores (Moreira et al., 2021).  

 

Figura 3: Diagrama dos fatores que influenciam o aparecimento de doenças na 

aquacultura, indicando os maiores fatores para a evolução do patógeno, e interações 

patógeno-hospedeiro intervindo em surtos de doenças em peixes. Adaptado de Moreira et 

al. (2021). 

 

1.2. Doenças parasitárias em peixes marinhos 

Os parasitas aquáticos atraíram pouca atenção até que o desenvolvimento em larga 

escala da aquacultura intensiva no início dos anos 1970 criou um surto de interesse em 

doenças parasitárias, resultando num aumento do conhecimento e compreensão dos 

parasitas de organismos aquáticos em geral. A mortalidade tem custos evidentes 

determinados pelo tamanho e idade dos peixes, mas, mais frequentemente, a infeção do 

parasita causa morbidade e perda de apetite com um desperdício de comida resultante, 

redução da eficiência de conversão alimentar e taxa de crescimento específica que, ao 

longo de um período de crescimento numa população de peixes, pode ser responsável por 

uma proporção notável na redução dos lucros. Em alguns casos, as infeções parasitárias 

podem ser zoonóticas ou reduzir o valor de mercado devido à sua extensão ou aparência 

inestética, e isso é conhecido por causar a rejeição de lotes inteiros de peixes, mesmo 

quando não havia impacto percetível no bem-estar dos animais; outras infeções 

parasitárias podem afetar a qualidade dos reprodutores (Sommerville, 2009). 
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A escassez de taxonomistas com experiência em parasitas aquáticos sempre foi um 

problema, pois a correta classificação taxonómica dos parasitas de peixes é muito 

importante para conhecer melhor o seu ciclo de vida, hospedeiros e com mais 

conhecimento estabelecer protocolos de prevenção e tratamento. Compreender as 

interações parasita-hospedeiro pode levar a alvos para antibióticos ou outros tratamentos 

não químicos e o conhecimento do ciclo de vida do parasita é a chave para fazer a 

intervenção apropriada no momento certo. Muitos parasitas têm ciclos de vida complexos 

e o conhecimento da localização das fases de transmissão e vetores é essencial para a 

prevenção da infeção e o manejo da doença sem o uso de antibióticos ou produtos 

químicos. No entanto, comumente, o método de escolha para o controlo de problemas 

parasitários em peixes tem sido a quimioterapia, apesar da disponibilidade de uma 

variedade de métodos não invasivos (Sommerville, 2009; Tahraoui et al., 2018). Os 

métodos clássicos nem sempre resultam na identificação de parasitas e por isso, para que 

o diagnóstico seja o mais correto possível recorre-se, cada vez mais, a técnicas 

moleculares, como por exemplo a técnica de PCR, que utilizam os ácidos nucleicos – ácido 

desoxirribonucleico (DNA) ou ácido ribonucleico (RNA) – provenientes de amostras 

biológicas. 

 

1.3.  Aquacultura multitrófica integrada - IMTA 

Para tornar a aquacultura mais sustentável a longo prazo, tem-se colocado em 

prática a aquacultura multitrófica integrada (IMTA), sendo uma versão diferente da cultura 

aquática tradicional (Neori et al., 2007; Ryther, 2009). A aquacultura multitrófica integrada 

refere-se à cultura de várias espécies de diferentes níveis tróficos (Kleitou et al., 2018). 

Esta técnica envolve uma espécie alimentada (como um peixe carnívoro) a ser cultivada 

simultaneamente com espécies extrativas orgânicas (como bivalves) (Biswas et al., 2020) 

e espécies extrativas inorgânicas (como algas marinhas) (Troell et al., 2003; Neori et al., 

2004; Skriptsova & Miroshnikova, 2011; Samocha et al., 2015; Biswas et al., 2020) (Figura 

3). Aqui as perdas de nutrientes de uma espécie são consumos nutricionais para outras 

(Chopin et al., 2001). Em teoria, esta prática tem o potencial de remover significativamente 

o excesso de nutrientes do sistema enquanto produz espécies com rendimento económico 

(MacDonald et al., 2011; Alexander & Hughes, 2017; Cunha et al., 2019).  

O IMTA tem sido amplamente reconhecido como uma grande promessa para a 

sustentabilidade da aquacultura, pois pode potencialmente impulsionar a eficiência 

ecológica, aceitabilidade ambiental, diversidade de produtos, lucratividade e benefícios 
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sociais (OCDE, 2010; Schmidt et al., 2011; Chopin, 2012; Kleitou et al., 2018), existindo 

assim uma economia circular. 

 

Figura 4: Esquema de um exemplo de aquacultura multitrófica integrada (IMTA) de peixes 

em jaula circular, bivalves e algas marinhas (Holdt & Edwards, 2014). 

 

No caso dos moluscos bivalves, espécies, normalmente, usadas nestes sistemas 

IMTA, a ostra do Pacífico, Magallana gigas, é uma espécie importante a considerar, uma 

vez que é cultivado em todo o mundo e tem bastante interesse económico, por ser a 

espécie de ostra mais difundida e devido à sua alta tolerância às mudanças nas condições 

ambientais e resistência a patógenos (Omont et al., 2020).  

Os bivalves filtram e retêm uma imensa quantidade de microrganismos presentes 

na água das zonas de produção (Shumway & Parsons, 2016). Uma ostra adulta filtra em 

média 10 litros de água/hora/g de peso seco, retendo bactérias, fitoplâncton, pequenas 

larvas de invertebrados e detritos em suspensão na água. Estes são recolhidas ao nível 

das brânquias que, assim, parecem atuar como uma peneira. O alimento ingerido vai-se 

depositando no estômago (revestido por células ciliadas e muco) e, posteriormente, é 

encaminhado para a glândula digestiva, onde sofre digestão intracelular, passando a fração 

não absorvida para o intestino (Silva, 2017). 
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1.4. Resposta imune dos bivalves 

Sabe-se que os invertebrados possuem mecanismos primários de imunidade passiva, 

nomeadamente barreiras físico-químicas, tais como esqueletos externos, conchas, cutícula 

e muco. Este último, apesar da viscosidade e de ser pobre em fontes nutricionais, é rico 

em peptídeos antimicrobianos tais como defensinas, peptídeos ricos em prolina e proteínas 

com atividade bactericida/permeabilização da membrana das bactérias (Schmitt et al., 

2012). A segunda linha de defesa baseia-se em componentes da hemolinfa, 

nomeadamente hemócitos circulantes e peptídios antimicrobianos que exibem 

mecanismos de ação bastante diversos que vão desde a inibição de vias metabólicas à 

lise das bactérias. Na hemolinfa das ostras também é possível encontrar proteínas 

homólogas da metaloenzima extracelular superóxido dismutase. Alguns membros desta 

família de proteínas podem funcionar como opsinas e ligarem-se ao lipopolissacarídeo de 

bactérias patogénicas como, por exemplo, Vibrio spp. Nas brânquias, no manto e no tubo 

digestivo da M. gigas também já foi detetada atividade da lisozima (Bachère et al., 2015). 

As ostras são cultivadas em ecossistemas marinhos costeiros altamente impactados 

por atividades humanas (Adzigbli et al., 2020), nos quais os microrganismos são 

abundantes e nos quais a temperatura e a salinidade da água do mar são objeto de 

importantes variações ao longo das estações, e cada vez mais, das alterações climáticas. 

Nesse ambiente, a aquacultura de ostras sofre com o surgimento contínuo de novas 

doenças, de difícil controlo (Schmitt et al., 2011). Nas últimas décadas, o surto frequente 

de infeções por patógenos induziu uma mortalidade massiva e prejudicou tremendamente 

a indústria de cultivo de ostras (La Peyre et al., 2003; Lallias et al., 2008; Arzul et al., 20009; 

Han et al., 2021). O conhecimento sobre a imunidade das ostras é necessário para 

desenvolver estratégias para o controlo de doenças (Han et al., 2021). 

Nos invertebrados, o reconhecimento de patógenos e o controlo de doenças são 

mediados por um sistema imunológico inato, no qual espécies reativas de oxigénio (ROS) 

e peptídeos antimicrobianos desempenham uma função chave de defesa (Adzigbli et al., 

2020). Os invertebrados marinhos como as ostras mantêm um “status” saudável, 

defendendo-se contra esses potenciais invasores usando mecanismos de defesa inata. 

Como animais filtradores, as ostras precisam de grandes volumes de água para a sua 

nutrição e respiração. Consequentemente, estão em contato contínuo com abundantes 

microrganismos do seu ambiente marinho, que incluem tanto patógenos quanto comensais 

(Wang et al., 2018). 
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Surpreendentemente, em ostras saudáveis, muitos órgãos, incluindo a hemolinfa, 

também são colonizados por uma microbiota natural. Entre outros, é composto por 

espécies do género Vibrio, Pseudomonas, Flavobacterium, Cytophaga, Bacillus e 

Micrococcus (Schmitt et al., 2011; Schmitt et al., 2012). 

A homeostase é a manutenção de um estado estável dentro do corpo em resposta a 

um ambiente externo em mudança. Sem homeostase, nenhuma forma de vida se poderia 

adaptar ao seu ambiente. Portanto, manter esse equilíbrio é essencial para que qualquer 

organismo se mantenha saudável e vivo. Como mencionado acima, o ambiente da ostra 

está sujeito a mudanças drásticas e rápidas. Portanto, as ostras devem ter um sistema 

eficiente para manter a homeostase. A homeostase da ostra é mantida por meio de defesas 

em camadas. A primeira linha de defesa é determinada por barreiras de proteção física 

que previnem danos aos tecidos subjacentes e infeções por microrganismos patogénicos. 

As principais barreiras físicas são a concha e o muco. No entanto, quando os patógenos 

rompem essas barreiras protetoras, eles enfrentam a resposta imune da ostra. Para isso, 

as ostras desenvolveram mecanismos complexos de reconhecimento e regulação imune 

para discriminar microrganismos benéficos de patogénicos, controlar infeções e manter a 

homeostase (Schmitt et al., 2012). 

As ostras, invertebrados marinhos, têm um sistema imunológico que se assemelha ao 

sistema imunológico inato dos vertebrados. Nas ostras, tanto os hemócitos (células 

sanguíneas circulantes) quanto os epitélios de superfície apresentam funções imunes, 

expressando tanto recetores de não autorreconhecimento quanto efetores imunes 

envolvidos no controlo da microflora residente/patogénica. As ostras possuem um sistema 

circulatório semiaberto onde a hemolinfa flui, não apenas dentro de vasos, mas também 

em lacunas entre os tecidos, circulando entre as células. A hemolinfa banha os órgãos 

diretamente fornecendo oxigénio e nutrientes, e é composta de plasma fluido e hemócitos. 

O sistema circulatório contribui para a capacidade de hemócitos migrarem em direção aos 

tecidos conjuntivos. Eles migram por diapedese dos vasos sanguíneos e lacunas para a 

superfície do corpo, particularmente para os epitélios superficiais, como manto e brânquias 

(Wang et al., 2018). 

Com as informações detalhadas do genoma acessíveis (Zhang et al., 2012), a ostra M. 

gigas está a tornar-se um modelo de invertebrado, ideal para investigar a complexa 

interação entre hospedeiros e patógenos (Han et al., 2021). Alguns genes imunológicos e 

de defesa do hospedeiro relatados no genoma da ostra incluem, entre outros, lectina tipo 

C, citocromo P450 (CYP450), ferritina, poliubiquitina, proteases, inibidores de proteases, 



 

9 

superóxido dismutase extracelular (ecSOD), proteína relacionada com fibrinogénio 

(FREP), proteína transmembranar 173 (MITA), recetores semelhantes ao gene 1 induzíveis 

por ácido retinóico (tipo RIG-1) (RLRs), recetores semelhantes a Toll (TLRs), fatores de 

necrose tumoral (TNFs) e proteínas de choque térmico (HSPs) (Zhao et al. 2012; Wei et al. 

2017; Adzigbli et al., 2020). 

1.5. Caracterização do parasita Amyloodinium ocellatum 

A amiloodiniose (“marine velvet disease”, “coral fish disease”) é uma doença parasitária 

cujo agente etiológico é o dinoflagelado marinho Amyloodinium ocellatum (Brown, 1931; 

Ramos & Oliveira, 2001; Picón-Camacho et al., 2013; Ranjbar & Khoramian, 2019). Entre 

as infeções ectoparasitárias patogénicas que ocorrem em peixes cultivados e em aquários 

marinhos, a amiloodiniose parece ser um dos mais persistentes e difíceis de controlar, 

causando extensa mortalidade em aquários públicos e instalações de aquacultura (Brown, 

1931; Paperna, 1984; Bower et al., 1987; Colorni, 1994; Cruz-Lacierda et. al., 2004; Noga 

e Levy, 2006). 

O A. ocellatum é um dinoflagelado eurialino que parasita uma ampla variedade de peixes 

estuarinos e marinhos (Marques et al., 2019; Byadgi et al., 2021; Moreira et al., 2021). A 

ampla tolerância do A. ocellatum a condições osmóticas variáveis, combinadas com a sua 

vasta gama de hospedeiros, foram provavelmente importantes para facilitar o 

estabelecimento de um sistema de cultura in vitro (Noga, 1989, Noga & Bower 1987). 

Raramente causa epidemias naturais e neste sentido, o surto mais bem documentado foi 

em peixes num lago interior hipersalino (Salton Sea) no leste da Califórnia, EUA (Kuperman 

et al., 2001). Estudos genéticos recentes sugerem que isolados de A. ocellatum de diversas 

origens geográficas e de diferentes espécies de peixes são todos a mesma espécie (Levy 

et al., 2007), mas este assunto tem gerado alguma controvérsia. A maioria, senão todos, 

os peixes marinhos e de água salobra são suscetíveis ao A. ocellatum se as condições 

ambientais forem favoráveis à sua reprodução, temperatura entre os 23º e os 27º e 

salinidade entre os 20 e 50 (Francis-Floyd & Floyd, 2011). Algumas espécies de peixes são 

naturalmente resistentes à infeção, como Fundulus grandis, Anguilla rostrata e Poecilia 

latipinna. As espécies resistentes são geralmente aquelas que produzem muco espesso 

ou podem tolerar baixos níveis de oxigénio (Noga, 2012). 

1.5.1. Taxonomia do Amyloodinium ocellatum 

A. ocellatum pertencente ao filo Myzozoa e é a única espécie pertencente ao género 

Amyloodinium (classe Dinophyceae, ordem Blastodiniales, família Oodiniaceae; Tabela 1). 

Evidências mostram que o A. ocellatum tem uma especificidade de espécie hospedeira 
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muito baixa, sendo isolado de quatro Filos de organismos aquáticos: Chordata, Arthropoda, 

Mollusca e Platyhelmintos (Byadgi et al., 2019). 

 

Tabela 1: Taxonomia do parasita Amyloodinium ocellatum (WoRMS, 2021; Guiry & Guiry, 

2020). 

Taxonomia 

Reino Chromista 

Sub Reino Harosa 

Infra Reino Alveolata 

Filo Myzozoa 

Sub Filo Dinozoa 

Infra Filo Dinoflagellata 

Classe Dinophyceae 

Ordem Blastodiniales 

Família Oodiniaceae 

Género Amyloodinium 

Espécie Amyloodinium ocellatum 

 

1.5.2. Ciclo de vida do parasita Amyloodinium ocellatum 

O Amyloodinium é um parasita extracelular que também possui uma fase de vida livre. 

Liga-se ao hospedeiro usando uma estrutura semelhante a uma raiz (rizoide) que penetra 

profundamente no epitélio do hospedeiro, causando danos substanciais ao tecido no local 

de fixação. É um parasita obrigatório, e necessita de peixes para completar o seu ciclo de 

vida e sobreviva por um período prolongado. 

O A. ocellatum tem um ciclo de vida simples (Figura 5) (o que significa que nenhum 

outro organismo além do peixe precisa estar presente para que o parasita complete seu 

ciclo de vida) (Francis-Floyd & Floyd, 2011). O ciclo de vida consiste em 3 estágios (Cobb 

et al., 1998; Moreira et al., 2017): 1) trofonte que se caracteriza por ser o estágio de 

alimentação, com 20 a 100 µm de tamanho (Lom e Lawler, 1973; Landsberg et al., 1994; 

Noga, 2010) que penetra nas células epiteliais por meio dos seus rizoides. Os trofontes 

são esféricos/ovais, aumentam de tamanho e gradualmente destacam-se dos peixes 

(Masson et al., 2013). 2) tomonte, fase de cisto, com 20 a 100 µm de tamanho, quando 

atinge a maturidade cai no substrato inferior e reproduz-se após o trofonte se largar do 

peixe; e 3) dinósporos, com 8–15µm de tamanho, têm dois flagelos que usam para nadar 
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ativamente, e que são libertados após a divisão do tomonte, é o estágio infecioso que adere 

às brânquias e pele do hospedeiro e perde os seus flagelos para dar origem ao trofonte 

(Pereira et al., 2011; Saraiva et al., 2011; Picón-Camacho et al., 2013).  Cada tomonte pode 

produzir até 256 dinósporos, cada um dos quais tem o potencial de infetar um novo 

hospedeiro e se desenvolver num trofonte (Landsberg et al., 1994).  

Os tratamentos disponíveis para o combate ao A. ocellatum apenas atuam no estágio 

da vida dinósporo, tanto o trofonte quanto o tomonte são resistentes. Assim, e como o 

tratamento é direcionado aos dinósporos, o tratamento deve ser repetido várias vezes ou 

por um período prolongado para controlar a infeção (Francis-Floyd & Floyd, 2011). 

 

Figura 5: Ciclo de vida do Amyloodinium ocellatum observado ao microscópio ótico NIKON 

ECLIPSE Ci H550S: A: Brânquias de Dicentrarchus labrax infetadas com trofontes (40x); 

B: Tomonte; C: 1ª divisão, 2 células; D: 2ª divisão, 4 células; E: 3ª divisão 8 células; F: 4ª 

divisão 16 células; G: 5ª divisão 32 células; H: 6ª divisão, 64 células; I: Dinósporos; 

(ampliação total de 100x) Barra de escala: 100µm.    

 

Paperna (1984) demonstrou que a 25 ºC todos os tomontes se dividiram e produzem 

dinósporos móveis, levando 2 a 3 dias para esporular em salinidades de 20, 30, 40 e 50 

ppt. Masson et al. (2013) considerou 23 a 27 ºC como a temperatura ideal para o 
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desenvolvimento do A. ocellatum com base na sobrevivência e fecundidade do parasita. 

Assim, em regiões mais temperadas existe infeção apenas nos meses mais quentes, sendo 

que a reprodução do parasita cessa entre os 15-17 ºC (Kuperman et al., 2001; Francis-

Floyd & Floyd, 2011; Noga, 2012; Moreira et al., 2017). 

 

1.5.3. Sinais clínicos  

Os sinais clínicos de amiloodiniose incluem anorexia, dispneia, hiperplasia, inflamação, 

hemorragia e necrose (Noga, 2010). A atividade alimentar e o desprendimento de grande 

número de trofontes geram mortalidades elevadas como consequência do desequilíbrio 

osmorregulatório e de infeções bacterianas secundárias (Noga, 2012). Os sintomas, no 

entanto, não ocorrem, normalmente, até que infeções graves sejam estabelecidas e a 

mortalidade seja iminente. Como resultado, os tratamentos geralmente são pouco 

eficientes (Masson et al., 2013; Picón-Camacho et al., 2013). 

As brânquias são geralmente o local principal de infestação (Figura 6), mas grandes 

infestações também podem envolver a pele, barbatanas e olhos. A pele fortemente infetada 

pode ter uma aparência empoeirada, daí, a doença às vezes ser chamada de ‘doença de 

veludo vermelho’, mas este é um achado incomum e os peixes muitas vezes morrem sem 

lesões cutâneas visíveis. Infeções leves (por exemplo, um ou dois trofontes por filamento 

branquial) causam pouca patologia. No entanto, infeções graves (até 200 trofontes por 

filamento branquial) causam hiperplasia branquial grave, inflamação, hemorragia e necrose 

(Byadgi et al., 2019). Um único dinósporo pode-se alimentar de múltiplas células epiteliais 

simultaneamente (Paperna, 1980; Noga, 1987). A morte é geralmente atribuída à anoxia e 

pode ocorrer em 12 horas com uma infeção especialmente forte (Beraldo et al., 2021). Em 

contraste, a mortalidade aguda às vezes está associada a infeções aparentemente leves, 

sugerindo que a hipoxia pode não ser sempre a causa da morte. O comprometimento 

osmorregulatório e infeções microbianas secundárias devido a dano epitelial grave também 

podem ser uma causa importante de debilitação e morte (Noga, 2012; Byadgi et al., 2019). 
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Figura 6: Brânquias de peixe infetadas com Amyloodinium ocellatum. Crédito: Paola 

Beraldo in Beraldo et al., (2021). 

 

1.5.4. Transmissibilidade  

O A. ocellatum é transmitido através do contato direto com dinósporos vivos. Assim, a 

infeção pode ser disseminada por meio de água contaminada com dinósporos vivos 

(Roberts-Thompson et al., 2006). Também é provável que o parasita seja transmitido por 

objetos ou operadores (redes, mãos, sapatos, equipamentos, etc.) que entraram em 

contato com água contaminada. Os peixes mortos também podem ser um reservatório para 

A. ocellatum, pois os trofontes podem cair no sedimento e dividir-se para formar tomontes, 

ou podem mesmo dividir-se nos peixes mortos. Por este motivo, é aconselhável remover 

os peixes mortos o mais rápido possível do sistema. Se possível, o fundo do tanque 

também deve ser rotineiramente sifonado para remover tomontes, ajudando a reduzir o 

número de dinósporos potencialmente infeciosos. No caso de serem tanques de terra onde 

a prevalência desta doença é mais frequente este procedimento não é possível. Minimizar 

o movimento de parasitas nas instalações de cultura é um elemento-chave de saúde 

preventiva, como enxaguar os pés, redes e separação física são formas de evitar o 
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movimento desses minúsculos estágios infeciosos e parasitários para áreas onde existem 

peixes não infetados (Francis-Floyd & Floyd, 2011). 

1.5.5. Diagnóstico 

Os métodos de diagnóstico atuais baseiam-se principalmente na identificação 

microscópica de tecidos infetados (brânquias e pele) (Noga, 2010, 2012). Os peixes devem 

ser examinados enquanto ainda vivos ou imediatamente após a morte, pois os parasitas 

soltam-se, frequentemente, logo após a morte do hospedeiro. É importante obter um 

diagnóstico preciso para uma estimativa da gravidade da infestação. A olho nu, os 

parasitas são melhor observados usando iluminação indireta, como uma lanterna em cima 

dos peixes numa sala escura. A observação de peixes contra um fundo escuro também 

ajuda. Embora o diagnóstico presuntivo de infeção possa às vezes ser feita a partir da 

clínica geral, a identificação microscópica de trofontes ou tomontes é necessária para o 

diagnóstico definitivo. Levantar o opérculo permite examinar as brânquias. Os trofontes 

podem ser removidos escovando suavemente ou raspando a pele ou brânquias, seguido 

por exame microscópico do sedimento. A observação de manchas na pele ou corar o tecido 

branquial com iodo de lugol diluído também ajuda a diagnosticar os parasitas, uma vez que 

o iodo reage com os parasitas que contém amido (Noga, 2012; Bessat & Fadel, 2018).  

Embora dispendioso, pode ser útil recorrer ao diagnóstico através da técnica de PCR 

(reação em cadeia de polimerase) para a deteção de concentrações mais baixas de 

parasita e para a confirmação de que patógeno está a infetar o hospedeiro. Esta técnica 

pode ainda ser considerada como um método de monitorização e controlo de doenças 

(Canier et al., 2020; Ríos-Catro et al., 2022; Sueiro et al., 2022). 

Em Portugal, a doença foi diagnosticada pela primeira vez em 1994 em dourada 

(Sparus aurata) criada em aquacultura (Menezes, 1994) e posteriormente em populações 

naturais de robalo (Dicentrarchus labrax) da lagoa costeira de Óbidos e do estuário do 

Sado (Menezes, 2000; Ramos & Oliveira, 2001). Desde o início de 2000 tem sido detetado 

todos os anos em explorações piscícolas portuguesas, causando elevada mortalidade em 

douradas, robalos e, mais recentemente, no pregado (Psetta maxima) (Soares et al., 2012). 

1.5.6. Tratamento e prevenção 

Em geral, o tratamento envolve matar os dinósporos que nadam livremente antes que 

eles possam agarrar-se a um novo peixe hospedeiro ou remover/matar os trofontes dos 

peixes, quebrando assim o ciclo de vida (Bessat & Fadel, 2018). Devido ao facto de o 

parasita possuir um ciclo de vida composto por vários estágios, vários tratamentos ou 
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tratamentos prolongados (> 10 a 14 dias) serão necessários para controlar completamente 

um surto de A. ocellatum. Compreender o momento do ciclo de vida é essencial para saber 

quando devem ser repetidos os tratamentos necessários (Bessat & Fadel, 2018). As 

condições ambientais afetam a velocidade com que o parasita completa o seu ciclo de vida 

e o período em que os dinósporos são infetantes. Em condições ideais, A. ocellatum deverá 

completar o seu ciclo de vida em 12 dias ou menos. Os trofontes permanecem presos aos 

peixes por 2 a 5 dias, embora alguns indivíduos possam desprender-se em 24 horas. Com 

estes parâmetros em mente, parece prudente repetir o tratamento medicamentoso 

diariamente, a menos que se use um composto que permaneça continuamente ativo 

durante todo o período de tratamento. Os tratamentos para peixes destinados ao consumo 

humano são muito mais restritos do que aqueles para peixes de aquário ou de exibição, 

devendo ter-se especial atenção às quantidades e ao químico que se usa nos tratamentos 

(Francis-Floyd & Floyd, 2011).  

O A.ocellatum não é muito suscetível a tratamentos farmacológicos, no entanto, sabe-

se que o estágio do dinósporo é inativado pelo tratamento de água doce (Nozzi et al., 

2016). Um curto banho de água doce de até 5 minutos desaloja a maioria, mas não todos 

os trofontes (Landsberg et al., 1994; Abreu et al., 2005; Noga, 2012). Alguns métodos que 

permitem controlar os surtos de A. ocellatum incluem o uso de tratamentos de banho 

químico, como sulfato de cobre, formalina, difosfato de cloroquina e peróxido de hidrogénio 

(Paperna, 1984; Noga e Levy, 2006; Bessat & Fadel, 2018), mas afetam apenas o estágio 

de dinósporos (Paperna, 1984). Outros tratamentos possíveis tais como: ozono, 

esterilização por ultravioleta (UV) e o uso experimental de agentes de controlo biológico, 

como bodiões, guppies ou camarões de salmoura (Bower et al., 1987; Oestmann & Lewis, 

1995). Na aquacultura em escala comercial, tratamentos de banho químico são os 

tratamentos mais viáveis, mas normalmente apenas reduzem a gravidade das infeções, 

sendo necessários tratamentos repetidos ou de longo prazo (Picón-Camacho et al., 2013). 

O sulfato de cobre foi recomendado para o tratamento de infeções por A. ocellatum em 

aquários marinhos (Woo, 2007).  

No regulamento (EU) Nº37/2010 da Comissão Europeia de 22 de dezembro de 2009 

com a última redação a 06.05.2021 relativo a substâncias farmacologicamente ativas e 

respetiva classificação no que respeita aos limites máximos de resíduos nos alimentos de 

origem animal, podemos verificar que para o sulfato de cobre não é exigido limite máximo 

de resíduos (LMR) para todas as espécies destinadas à produção de alimentos. 
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Em Paixão et al., (2013), no estudo feito sobre os efeitos do tratamento de sulfato de 

cobre em juvenis de Hemigrammus sp. verificou-se que em banhos de 24h com uma 

solução de sulfato de cobre na concentração de 0,3 mg/L por 3 dias, o tratamento tinha 

uma eficácia de 100% contra os parasitas, mas, porém, era tóxico para os peixes existindo 

uma mortalidade de 66,6%.  

Por outro lado, no estudo de Owatari et al., (2020) foi testado um tratamento de sulfato 

de cobre a uma concentração de 0,2mg/L por 10 dias em Sardinella brasiliensis e no fim 

do período de tratamento os peixes não apresentavam sinais clínicos ou presença do 

parasita A. ocellatum, verificando-se assim a eficácia do tratamento, sem causar danos nos 

peixes.  

Muitos outros agentes mostraram sucesso limitado ou nenhum sucesso contra a 

amiloodiniose, e estes incluem clorotetraciclina, tetraciclina, aureomicina, nitrofurazona, 

nifurpirinol, acriflavina, verde malaquita, simazina, endothall ou diuron (Paperna, 1984). 

Além disso, é importante perceber que mesmo os tratamentos que mostraram eficácia nem 

sempre são aprovados para uso na alimentação de peixes e os que são aprovados variam 

consideravelmente de um país para outro (Noga, 2012). 

Bower et al., (1987) descobriu que o difosfato de cloroquina antimalárico é muito seguro 

e eficaz no tratamento da amiloodiniose. A cloroquina não tem efeito sobre a divisão do 

tomonte, mas mata os dinósporos imediatamente após sua excisão. Esta concentração 

não é tóxica para os peixes, mas é altamente tóxico para micro e macroalgas e para vários 

invertebrados e, portanto, não é recomendado usar em aquários de exposição, pelo menos 

como uma formulação à base de água. Apesar da sua eficácia, a cloroquina é muito cara 

e não está legalmente aprovada para uso em peixes (Johnson, 1984; Noga, 2012). 

O envelhecimento da água além do tempo de sobrevivência dos dinósporos e a 

quarentena de novos peixes por pelo menos 20 dias são medidas adicionais que podem 

reduzir, mas não eliminar, o risco de introdução do parasita. Os dinósporos permanecem 

infeciosos por pelo menos 6 dias a 26 ºC (Bower et al., 1987) e deve-se dar tempo para 

que todos os tomontes esporulem (Noga, 2012; Bessat & Fadel, 2018). 

A luz ultravioleta (UV) é um componente importante dos protocolos de desinfeção e 

saneamento em muitas instalações de aquacultura e aquários públicos. O ozono (𝑂3), é 

uma molécula instável que oxida material orgânico indiscriminadamente. É usado para 

desinfetar e higienizar a água do aquário e é usado em instalações de aquacultura para 

minimizar o número de partículas infeciosas (parasitárias, bacterianas, fúngicas, etc.) na 
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água que podem representar um risco para os peixes de cultura (Francis-Floyd & Floyd, 

2011). Assim tanto o UV como o ozono podem ser usadas como medidas preventivas num 

sistema contra o A. ocellatum. 
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2. Objetivos  

Esta dissertação procura perceber se, as ostras da espécie Magallana gigas, 

comumente produzidas nos mesmos tanques de peixes, quando cultivados em IMTA, 

podem ser usadas como um filtro natural cessando o desenvolvimento do parasita ou se 

por outro lado podem atuar como vetor de propagação do mesmo, sendo um perigo ainda 

maior para as explorações de aquacultura que tendem, cada vez mais, a apostar em 

policultivos. 

Os objetivos deste trabalho são: 

• Perceber se as ostras removem os dinósporos da água; 

• Perceber se os dinósporos afetam o epitélio branquial e o trato intestinal das 

ostras; 

• Perceber se as ostras são afetadas imunologicamente na presença do parasita; 

• Perceber se ao longo dos dias os dinósporos filtrados completam o seu ciclo de 

vida na ostra; 

• Perceber se os peixes podem ser infetados pelo parasita quando na presença 

de ostras após estas filtrarem os dinósporos; 

Para isto será realizado um ensaio de infeção onde serão recolhidas amostras para 

análise histológica, com o objetivo de perceber se os dinósporos afetam o epitélio branquial 

e o trato digestivo das ostras, serão recolhidas amostras para análise de expressão 

genética a nível imunitário, percebendo se as ostras sofrem imunologicamente com a 

presença do parasita A. ocellatum, através da avaliação de parâmetros de resposta imune 

na hemolinfa das ostras pode-se relacionar com os dados obtidos na expressão de genes. 

Far-se-á também por PCR a confirmação de que o parasita esteve nos tecidos da ostra 

durante o ensaio. 

Posteriormente é realizado um ensaio de viabilidade dos dinósporos de A. ocellatum 

filtrados pelas ostras onde se verificará se estas infetam peixes novamente ou não. 
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3. Materiais e Métodos 

3.1. Local do estudo 

O presente estudo foi desenvolvido na Estação Piloto de Piscicultura de Olhão (EPPO) 

do Instituto Português do Mar e Atmosfera (IPMA - Av. do Parque Natural da Ria Formosa. 

Localizada no distrito de Faro. As ostras da espécie M. gigas foram recolhidas em tanques 

de cultivo da EPPO, para a realização dos ensaios (pré ensaio – afinação de técnicas de 

infeção de ostras; ensaio de infeção das ostras com dinósporos de A. ocellatum; ensaio de 

viabilidade dos dinósporos de A. ocellatum após filtração pelas ostras). Para o ensaio da 

viabilidade dos dinósporos de A. ocellatum após filtração pelas ostras usaram-se indivíduos 

da espécie Sparus aurata, douradas, de tanques de cultivo internos da EPPO. As análises 

laboratoriais de expressão de genes e confirmação por PCR foram realizadas na EPPO. 

As análises laboratoriais respetivas à resposta imune das ostras foram realizadas no 

Edifício CeteMares, Politécnico de Leiria, localizado em Peniche no distrito de Leiria. 

 

3.2. Recolha e manutenção do parasita Amyloodinium ocellatum 

Foram obtidos tomontes de A. ocellatum a partir de um sistema de infeção existente, 

para o efeito, no laboratório de patologia da EPPO (Moreira et al., 2018).  

A recolha do parasita a partir de peixes infetados foi efetuada colocando os peixes 

provenientes do tanque de infeção num balde com água doce durante 1 a 2 minutos, para 

que os trofontes se possam libertar do(s) peixe(s). De seguida foi feito um banho de água 

salobra em que se adicionou a mesma quantidade de água doce e água salgada, durante 

10 minutos. No final dos 10 minutos o(s) peixe(s) foram devolvido(s) ao tanque inicial. 

A água que ficou no balde foi filtrada por dois crivos, primeiro de 125µm e depois de 

55µm onde ficaram retidos os tomontes. O crivo de 55 µm foi colocado num gobelet virado 

ao contrário, de forma que se consiga retirar o que ficou retido na malha. Para limpar o 

filtro, usou-se um esguicho de água salgada estéril. O conteúdo da lavagem é colocado em 

tubos falcon de 50ml. Caso o volume exceda os 50ml, a separação dos tomontes é feita 

por decantação, em que, após o assentamento dos tomontes o excesso de água é 

removido. De seguida foi feita uma observação ao microscópio ótico (NIKON ECLIPSE Ci 

H550S), de 1ml de cada falcon (em triplicado) e procedeu-se à contagem dos tomontes. O 

cálculo da concentração de tomontes foi feito usando a média de todas as contagens e 

multiplicando pelo volume total do tubo falcon. Para garantir uma distribuição homogénea 



 

20 

dos tomontes, antes de cada contagem é realizada uma homogeneização, por inversão, 

do conteúdo dos tubos. As contagens foram efetuadas numa câmara de SEDGEWICK-

RAFTER CELL S50. Com as contagens obtidas estima-se a quantidade média de tomontes 

de A. ocellatum no sistema, sabendo-se assim o grau de infeção do mesmo.  

O protocolo de recolha foi efetuado uma a duas vezes por semana dependendo do 

nível de infeção do sistema, mas, tem de ser realizado com uma frequência semanal visto 

que o ciclo de vida completo do parasita demora cerca de 4 a 5 dias. 

Os tubos falcon com os tomontes já contados são identificados com o dia da recolha e 

a quantidade por ml, e é adicionado uma mistura de antibióticos Penicilina e Estreptomicina 

(Sigma Aldrich) numa concentração de 100ppm, antes de serem armazenados num 

frigorífico a 4ºC, para abrandar o desenvolvimento dos tomontes.   

 

3.3. Pré ensaio- Afinação de técnicas de infeção de ostras 

Para se proceder ao ensaio com ostras e fazer um mais correto delineamento 

experimental, foi necessário efetuar um pré-ensaio, quer para determinar o alimento a 

administrar às ostras, tempo para produção de fezes e aferir o método de identificação e 

contagem de tomontes/dinósporos de A. ocellatum. 

Foram utilizadas diferentes quantidades de dinósporos para diferentes ostras para 

perceber se nos resultados existiriam diferenças entre um grupo infetado com mais 

quantidade comparado com um grupo infetado com menos quantidade. 

Assim, para o efeito, foram recolhidas 6 ostras da espécie Magallana gigas de um 

tanque de terra com produção em IMTA, com um peso médio de 213 ± 49 g. Estas foram 

depuradas durante 4 dias, a uma temperatura média de 20,8 ± 0,4ºC, oxigénio dissolvido 

de 7,58 ± 0,94 mg/L e salinidade de 36, num sistema aberto com o objetivo de eliminar o 

conteúdo do trato digestivo. A água que entra no sistema passa por um sistema de filtros 

de areia e por um filtro de cartucho de malha de 0,1mm. As ostras foram numeradas de 1 

a 6 e dispostas como se pode ver na Figura 7. Considerou-se a ostra 1 como controlo 

negativo, ou seja, sem infeção com o parasita A. ocellatum. 

A ostra 1 não foi infetada visto que esta era o controlo negativo, no entanto, foi 

alimentada diariamente com microalga Isochrysis galbana e feita uma observação das 

fezes e da água, semanalmente, para verificação da ausência de A. ocellatum. Esta foi 

mantida durante a totalidade dos pré ensaios, 4 semanas. 
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Figura 7: Figura representativa da disposição das ostras da espécie Magallana gigas no 

pré ensaio. Afinação de técnicas de infeção de ostras. 

 

Na figura 8 está representado um resumo do desenho experimental das ostras da 

espécie M. gigas utilizadas no pré ensaio com as respetivas quantidades adicionadas de 

microalgas e de dinósporos do parasita A. ocellatum. 
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Figura 8: Esquema do desenho experimental do pré ensaio com ostras (Magallana gigas) 

para afinação de técnicas de infeção com Amyloodinium ocellatum. 

 

Colocou-se a ostra 6 num gobelet com 2L de água salgada limpa, alimentou-se com 

50ml de alga Tetraselmis rubens (microalga disponível na EPPO). O objetivo desta 

alimentação foi verificar o tempo de filtração do alimento e o tempo necessário até à 

produção de fezes. Depois de se ter iniciado a alimentação, observou-se a ostra, de hora 

a hora. Fez-se uma recolha das fezes para observação ao microscópio ótico (NIKON 

ECLIPSE Ci H550S). 

Após 4 dias, a ostra 6 foi infetada com uma concentração de 1833 dinósporos/L de A. 

ocellatum, resultantes de tomontes previamente incubados, sem adição de microalga. O 

número de dinósporos foi contabilizado a partir da quantidade de tomontes inicial.  

A determinação do número de tomontes foi efetuada de acordo com o procedimento 

descrito em cima. 

 Uma semana após a infeção da ostra 6, foram recolhidas as fezes, o sedimento 

(partículas e fezes que vão assentando no fundo do gobelet) e água para análise. Estas 

amostras foram observadas ao microscópio ótico (NIKON ECLIPSE Ci H550S), para 

verificar a existência de A. ocellatum. As fezes recolhidas foram colocadas em tubos falcon 

de 15ml e reservadas num suporte à temperatura ambiente (23ºC). Posteriormente, as 

fezes foram incubadas, numa placa de 96 poços de fundo plano, colocando-se 200µl de 
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fezes em cada poço, em triplicado, à temperatura ambiente (23ºC) e avaliadas ao fim de 3 

dias (Figura 11).  As ostras restantes (1 a 5) foram reservadas e alimentadas para testes 

posteriores. 

Os ensaios com as diferentes ostras não foram realizados todos ao mesmo tempo 

porque dependiam de existir parasita que pudesse ser usado para infetar as ostras e de 

microalgas diferentes para poder testar a que mais se adequaria a este trabalho. 

As ostras 4 e 5 foram infetadas na semana seguinte à recolha das fezes da ostra 6, 

com uma concentração de 15 000 e 154 000 dinósporos/L de A. ocellatum, respetivamente, 

previamente incubados, e alimentadas com 50ml da microalga I. galbana (microalga 

disponível na EPPO), de concentração 6,49x105cel/ml. Foram feitas as mesmas 

observações relativamente aos intervalos de tempo de alimentação e aparecimento das 

fezes. As fezes recolhidas ao longo do tempo foram observadas ao microscópio ótico 

(Leica ICC50W). As fezes foram incubadas numa placa de 96 poços de fundo plano, 

colocando-se 100µl de fezes e 100 µl de água salgada estéril (diluição de 50%) em cada 

poço em triplicado, à temperatura ambiente (23ºC) e avaliadas ao fim de 3 dias. 

As ostras 2 e 3 foram infetadas na semana seguinte à das ostras 4 e 5, com cerca de 

22 000 dinósporos de A. ocellatum, previamente incubados, e alimentadas com 50ml da 

microalga Phaeodactylum tricornutum (microalga disponível na EPPO). Foram feitas 

observações idênticas às feitas nas ostras 6, 5 e 4 relativas aos intervalos de tempo de 

alimentação e aparecimento das fezes. As fezes recolhidas ao longo do tempo foram 

observadas ao microscópio ótico (Leica ICC50W). Com estas fezes foi testado um 

protocolo de lavagem onde se fizeram 2 lavagens por centrifugação, numa centrifuga 

refrigerada (Hermle Z 383K), por 10 minutos a 150 x g, descartando o sobrenadante entre 

lavagens e resuspendendo a amostra em água salgada estéril. De seguida retiraram-se 

2ml de amostra e colocaram-se 2ml de água salgada estéril em tubos falcon de 15ml, 

centrifugou-se por 10 minutos a 180 x g, repetindo 3 vezes este procedimento, adicionando 

15ml de água salgada estéril e descartando o sobrenadante entre repetições. Com as fezes 

já lavadas foram feitas incubações de diferentes concentrações (50%, 25%, 12,5% e 10%) 

numa placa de fundo plano de 46 poços em triplicado à temperatura ambiente (23ºC), e 

avaliadas ao longo de 7 dias.  

Todas as ostras foram mantidas a uma salinidade de 36, oxigénio dissolvido >6 mg/L 

e temperatura de 22,6 ± 0,9ºC.  



 

24 

3.4. Ensaio de infeção das ostras com dinósporos de Amyloodinium ocellatum 

Foram recolhidas 144 ostras (média 388,3 ± 81,2 g de peso) da espécie M. gigas do 

tanque de terra 5 das instalações da EPPO. Estas foram depuradas em dois tanques 

retangulares de 300L durante 7 dias com uma temperatura média de 14,6 ± 0,4ºC, oxigénio 

dissolvido de 7,7 ± 0,2 mg/L, taxa de renovação de 415L/h, representando uma renovação 

de 138% de água e salinidade 38. Estes parâmetros foram medidos utilizando uma sonda 

multiparamétrica B&G SINERGIA®. 

As ostras foram distribuídas por 6 tanques, com um total de 24 ostras em cada um dos 

tanques com um volume de 20L de água salgada, num sistema fechado, a 20,8 ± 0,3ºC de 

temperatura média, oxigénio dissolvido de 9,3 ± 3,2 mg/L, e salinidade 38. Estes 

parâmetros foram medidos diariamente à mesma hora, utilizando uma sonda 

multiparamétrica da SINERGIA®. De seguida estas foram divididas em 2 grupos (Figuras 

9 e 10), ambos os grupos ao longo dos dias do ensaio foram alimentados com um mix de 

microalgas, P. tricornutum (concentração 8,89x105cel/ml) e Skeletonema costatum 

(concentração 5,23x104 cel/ml), à exceção do primeiro dia de ensaio onde o grupo dos 

infetados foi alimentado com o mix de microalgas e com 1000 dinósporos/ml. Ambos os 

grupos tinham triplicados. A alimentação foi feita diariamente à mesma hora.  

 

 

Figura 9: Figura representativa da disposição dos tanques do ensaio. 

 

 

Controlo 1 Controlo 2 Controlo 3

Infetado 1

Infetado 1 Infetado 2 Infetado 3

Infetado 2 Infetado 3



 

25 

Momentos de amostragem: 

• Amostragem inicial, foram amostradas 5 ostras do grupo controlo e 5 ostras do 

grupo infetado, recolheu-se hemolinfa para análise de parâmetros de resposta 

imune; 

• 3h após a infeção, foram amostradas 9 ostras do grupo controlo e 9 ostras do 

grupo infetado, recolheram-se amostras de brânquias e glândula digestiva, para 

análise histológica, expressão genética e para confirmação da infeção por A. 

ocellatum por PCR; 

• 24 horas após a infeção, foram amostradas 9 ostras do grupo controlo e 9 ostras 

do grupo infetado, recolheram-se amostras de brânquias e glândula digestiva 

para expressão genética de resposta imune; 

• 96h após infeção, foram amostradas 9 ostras do grupo controlo e 9 ostras do 

grupo infetado, recolheram-se amostras de brânquias e glândula digestiva para 

análise histológica, e foram amostradas 10 ostras do grupo controlo e 10 ostras 

do grupo infetado, recolheu-se hemolinfa para análise de parâmetros de 

resposta imune; 

• Após 7 dias de infeção, foram amostradas 9 ostras do grupo controlo e 9 ostras 

do grupo infetado, recolheram-se amostras de brânquias e glândula digestiva 

para análise histológica e para expressão genética;  

Para recolher a hemolinfa das ostras, estas foram previamente anestesiadas de acordo 

com o protocolo de anestesia de Suquet et al., 2009 (Anexo A). A concentração da solução 

de MgCl2 é de 50g/L. Foi verificada a salinidade da solução anestésica preparada e 

ajustada para 37±1. De seguida introduziram-se as ostras na água com anestésico durante 

16h. Ao fim desse tempo, cuidadosamente, usando uma agulha de 0,6*25mm (Henke Sass 

Wolf, Fine-Ject 23G*1) recolheu-se do músculo adutor 0,5ml a 1ml de hemolinfa, de cada 

ostra. Colocou-se a hemolinfa em microtubos eppendorf previamente identificados. Após 

serem realizados os procedimentos, as ostras foram colocadas em água salgada. As 

amostras de hemolinfa foram mantidas na arca a -80 ºC, até à realização das análises. 
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Figura 10: Esquema representativo da disposição dos tanques do ensaio. 

 

Após 3h de infeção, as ostras do grupo infetado foram retiradas da água onde estavam, 

passadas por água doce e esfregadas com uma escova para eliminar sujidades agarradas 

à concha e colocadas numa água limpa. Após as ostras terem passado para a água limpa 

foi feita uma recolha das fezes de cada triplicado de cada grupo ao fim de 3h após o início 

do ensaio. Fez-se uma recolha de 24h em 24h até ao fim do ensaio, ao décimo dia. As 

fezes foram incubadas em placas de 96 poços de fundo plano, em triplicado, à temperatura 

ambiente (23ºC), com exposição à luz do laboratório, colocando-se 20µl de fezes e 180 µl 

de água salgada estéril (diluição de 10%) e avaliadas ao longo de 7 dias (Figura 11). 

 

Figura 11: Figura representativa de uma placa de 96 poços de fundo plano com fezes 

incubadas de Magallana gigas. 
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A figura 12 representa o desenho experimental resumo do ensaio de infeção das ostras 

M. gigas com dinósporos de A. ocellatum. 
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Figura 12: Desenho experimental do ensaio de infeção das ostras Magallana gigas com dinósporos de Amyloodinium ocellatum.

Phaeodactylum tricornutum

Skeletonema costatum
Microalgas 

administradas:

Phaeodactylum tricornutum

Skeletonema costatum
Microalgas 

administradas:
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3.4.1 Análise Histológica  

Todas as amostras de brânquias e glândula digestiva das ostras, para análise 

histológica, foram fixadas com solução de Davidson (Shaw & Battle, 1957; Herbst et al., 

2016) (Anexo B), durante 48h e de seguida foram colocadas em etanol a 70%, até ao 

processamento das amostras. 

Para o processamento das amostras seguiu-se o protocolo descrito por (Martoja & 

Martoja-Pearson, 1970). Brevemente, os tecidos passaram por um processo de 

desidratação, com o objetivo de substituir a água existente nos tecidos por um meio de 

impregnação (parafina líquida). O solvente utilizado nesta fase foi o xilol. Finalmente foi 

feita a impregnação em parafina. Recorreu-se a um processador de tecidos (Model Citadel 

2000, Thermo Scientific, Nanjing, China) para obter as lâminas a partir dos blocos de 

parafina, seccionando-os em cortes finos (4 μm de espessura) com um micrótomo (Model 

Jung RM 2035, Leica Instruments mb, etzlar, Alemanha). Os cortes foram corados com 

hematoxilina-eosina (Anexo C) e montadas com DPX (Merck). Antes da observação ao 

microscópio (Trinocular Axio Lab.A1 da ZEISS), as lâminas foram cuidadosamente limpas.  

As brânquias foram classificadas de duas formas, de acordo com Dos Reis et al., 

(2020): relativamente a que tipo de lesão que exibiam e à intensidade da lesão no tecido 

observado. Relativamente ao tipo de lesão considerou-se: hiperplasia epitelial, hipertrofia 

epitelial, rutura do epitélio, inflamação de hemócitos, e necrose. Relativamente à 

intensidade das lesões foram classificadas da seguinte forma: 

• 0 representa que não há lesões na amostra (0%); 

• 1 representa lesões suaves/discretas encontradas na amostra (20%);  

• 2 representa lesões visíveis encontradas na amostra (40%);  

• 3 representa presença de lesões evidentes na amostra (60%);  

• 4 representa presença de lesões muito evidentes na amostra (80%);  

• 5 representa presença de lesões extramente evidentes na amostra 

(100%); 

Para a glândula digestiva fez-se também a classificação das duas formas como nas 

brânquias de acordo com Reis et al., (2020). Relativamente ao tipo de lesão considerou-

se: hemócitos (infiltração/diapedese), enterite (inflamação nos tecidos interiores), fusão 

lamelar (fusão das células do lúmen, regressão tubular (perda da aparência dos túbulos) e 

necrose. Relativamente à intensidade das lesões foram classificadas com os mesmos 

critérios que nas brânquias. 
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A partir das imagens histológicas das glândulas digestivas das ostras foram 

selecionadas 3 secções de lúmen, e em cada seção foram selecionadas 50 zonas do 

lúmen. Para determinar a área (µ𝑚2), perímetro (µm) dos lumens observados foi utilizando 

o programa ImageJ (Version 1.53K, US National Institutes of Health). A circularidade é 

calculada usando a fórmula 4*(área/perímetro^2), de 0 a 1, sendo 1 um círculo perfeito. 

Estes procedimentos estão de acordo com Carella et al., (2015). Para cada imagem 

selecionada, realizou-se a média dos valores recolhidos de cada parâmetro (Figura 13). 

 

Figura 13: Esquema representativo do tratamento das imagens histológicas de glândulas 

digestivas de ostras Magallana gigas, na obtenção das medições de área e perímetro, 

utilizando o programa ImageJ (Version 1.53K, US National Institutes of Health). 

3.4.2 Avaliação da expressão genética  

 

A extração de RNA (ácido ribonucleico) total foi realizada utilizando o reagente Trizol 

(Invitrogen), seguindo-se o protocolo indicado pelo fornecedor (Anexo D). Deste modo, 

colocou-se 200mg de tecido, brânquias e glândula digestiva separadamente, num 

microtubo eppendorf juntamente com 1ml de Trizol e homogeneizou-se num TissueLyzer 

II da QIAGEN durante 40 segundos a uma frequência de 30 rotações/segundo. Incubou-

se durante 5min à temperatura ambiente. Adicionou-se 0,2ml de clorofórmio e incubou-se 

durante 3 minutos à temperatura ambiente. Centrifugou-se (Hermle Z 383K), durante 15min 

a 12.000 × g a 4 ºC. Transferiu-se o sobrenadante para um novo microtubo eppendorf e 

adicionou-se 0,5ml de isopropanol (VWR). Incubou-se durante 10min à temperatura 

ambiente e de seguida centrifugou-se, (Hermle Z 383K) durante 10min a 12.000 × g a 4 

ºC. Descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet num mililitro de etanol a 75%. 

Agitou-se a amostra brevemente e centrifugou-se, novamente, durante 5min a 7.500 × g a 

4 ºC. Descartou-se o sobrenadante e deixou-se secar o pellet durante 10min à temperatura 

ambiente. Por fim, ressuspendeu-se em 50µL água milli-Q. Após o processo de extração 
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faz-se a quantificação da concentração de RNA existente por espetrofotometria (DeNovix 

DS-11 FX) (Anexo F, Tabela 1).  

De seguida, fez-se a síntese de cDNA utilizando o kit de extração de RNA (Thermo 

Scientific). Foi feito um tratamento com DNase, em microtubos eppendorfs de 0,2ml, 

colocou-se 1µg de RNA, e perfez-se o volume até 8 µl com água H2O ultrapura, 1 µl de 

buffer e 1 µl de Dnase (Qiagen), sendo o volume final de 10 µl. A reação foi colocada num 

termociclador (Biometra® Personal Cycler) durante 30min a 37 ºC. Depois adiciona-se 1 µl 

de STOP solution na amostra, para inativar a DNase I e coloca-se por 10min a 65 ºC. 

Prossegue-se com a síntese de cDNA à qual se adiciona 1 µl de Oligo dT (Eurofins) (50µM) 

e 1 µl dNTPs (NZytech) (10mM, cada) seguindo-se de 5min a 65 ºC. Em seguida, coloca-

se 4 µl de 5x 1st strand buffer (invitrogen), 2 µl de DTT (Ditiotreitol) (Invitrogen) (0,1M) e 1 

µl RNase inhibitor (invitrogen) e coloca-se por 2min a 37 ºC, por fim coloca-se 1 µl de 

MMLV-RT (Transcriptase reversa) (invitrogen) e coloca-se 50min a 37 ºC seguindo de 

15min a 70 ºC, para inativar a enzima. 

Na tabela 2, são apresentados os primers usados nas análises de expressão genética, 

com vista à análise de parâmetros de resposta imune das ostras. 

Tabela 2: Lista de primers usados para as análises de expressão genética em ostras da 

espécie Magallana gigas. 

Nome do 

Gene 

Eficiência 

(%) 

Sequência 5’- 3’ 

F: Sequência Forward (5′–3′) 

R: Sequência Reverse (5′–3′) 

GenBank 

Accession 

number 

Referência 

β -actin 119,49 F: ATTGGATCTCGCTGGACG 

R: GTTGCCCTGGACTTCG 

AF026063.

1 

Du et al., 

2013 

Elongation 

factor 1 

99,71 F: GGAGGTATTGGAACAGTGCC 

R: CACCACGAATCTCTCCCAG 

AB122066.

1 

Wang et 

al., 2010 

CgDNMT3- 

RT 

* F: CACAGAGAGTTTTCCTTGC 

R: GACATTCCCTCTCAAGC 

XM_01143

7317 

Zhao et al., 

2021 

EcSOD ** F: CGGTTTTGTGTCTGCCA 

R: GGCAACCTCCACCATAGGG 

DQ010420 Gonzalez 

et al., 2005 

 

  

Cytochrom

eP40(CYP3

56A1) 

** F: GTCATCAACCACTGGGC 

R: CTTCCCTTCTCAGCCG 

105348415 Toledo-

Silva et al., 

2008 

CgHem 

017-F-17 

** F: GACGATTGGCTTGTGGAG 

R: ATTGTCCTCTTGTTTTCTCACT 

BQ426796.

1 

Gagnaire et 

al., 2007 
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CgHem 

027-D-20 

** F: TGTCAGTGGAACCCCGAGTA 

R: CACGATTCACCATTGCCG 

BQ427105.

1 

Gagnaire et 

al., 2007 

CgBTG1 ** F: GCTGTAGACTTCCTCGCAAAC 

R: CCAAACAAAGGCAGCGGC 

NM_00130

8892.1 

Liu et al., 

2017 

RLR (RIG-

I-like 

receptor) 

** AAGCATCCATACAATCAAATAAT 

       GTTGGAGTCGGTAAGGCG 

KY630188.

1 

Zhang et 

al., 2014 

TNF * GGTTCTGCCGTCATTTACGA 

CACATTCACTGCTCCTCTTG 

XM_03444

8714.1 

Huang et 

al., 2017 

*Gene não foi expresso   **Valor muito baixo de eficiência, logo não foi utilizado 

3.4.3 Confirmação da presença de Amyloodinium ocellatum nas amostras por 
PCR 

 

A extração de ADN genómico foi realizada utilizando o FastDNA™ Spin Kit for Soil (MP 

Biomedicals) e seguiu-se o protocolo indicado pelo fabricante (Anexo E). A 

homogeneização dos tecidos, brânquias e glândula digestiva separadamente, foi efetuada 

no TissueLyzer II da QIAGEN durante 40 segundos a uma frequência de 30 

rotações/segundo. Houve necessidade de repetir o passo da homogeneização, pois 

verificou-se que ainda existia tecido íntegro nos tubos. Após o processo de extração fez-

se a quantificação da concentração da amostra de ADN utilizando o espetrofotómetro 

(DeNovix DS-11 FX). A concentração de ADN no tecido da brânquia controlo foi de 93,900 

ng/nL, o rácio 260/230 foi 1,752 e o rácio de 260/280 foi de 1,982, a concentração no tecido 

da brânquia infetada foi de 77,305 ng/nL, o rácio 260/230 foi -3,441 e o rácio 260/280 foi 

de 1,982. A concentração de ADN no tecido da glândula digestiva controlo foi de 28,247 

ng/nL, o rácio 260/230 foi -1,049 e o rácio de 260/280 foi de 2,258, a concentração no 

tecido da glândula infetada foi de 25,468 ng/nL, o rácio 260/230 foi -1,308 e o rácio de 

260/280 foi de 2,439 (Anexo F, Tabela 2). 

 Foram selecionados os primers descritos em Marques et al. (2019) para prosseguir 

com o PCR, desta forma temos o par: AOce_Fw1 – (5’ TAGATGTTCTGGGCTGCACG 3’), 

AOce_Rv2 – (5’ CCTACGGAAACCTTGTTACGAC 3’), e o par: AOce_Fw2 – (5’ 

GACCTTGCCCGAGAGGG 3’), AOce_Rv1 – (5’ CCGCCACAGTTTTCAGAAGC 3’). O 

PCR foi iniciado com a preparação de uma MasterMix num microtubo eppendorf de 1,5ml 

foram colocados, por cada amostra a testar, 12,5 µl de FastGene® TAQ ReadyMix PCR 

(NiponGenetics) 0,625 µl do primer Fw e 0,625 µl do primer Rv. Em microtubos eppendorf 

de 0,2 ml, foram colocados 13,75 µl de MasterMix (invitrogen), 20 ng de ADN e adicionou-
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se H2O purificada (MiliQ) até perfazer um volume final de 25 µl, em cada tudo. O controlo 

negativo foi efetuado de igual forma à exceção da adição de ADN que foi substituída por 

H2O MiliQ. Os tubos foram dispostos num termociclador (Biometra® Personal Cycler) e o 

programa foi iniciado pela desnaturação do ADN durante 3 min a 94 ºC, seguidos de 35 

ciclos de amplificação de 45s a 94 ºC, 30s a 55 ºC e 35s a 72 ºC, finalizando com a 

extensão com uma temperatura de 72 ºC durante 2min. Em seguida fez se um Nested PCR 

com os dois pares de primer (AOce_Fw1 AOce_Rv2 e AOce_Fw2 AOce_Rv1) para 

aumentar a especificidade da reação. Os produtos de PCR foram corridos, por eletroforese, 

num gel de agarose de 1,5%, durante 45min a 120 V. De seguida, foram observados numa 

câmara de fluorescência (Molecular imager® ChemiDoc XRS+, Bio Rad).  

3.4.4 Resposta imune  

Com as amostras de hemolinfa obtidas foram analisados os seguintes parâmetros: 

lisozima, atividade das proteases e óxido nítrico. 

Para a determinação da concentração da lisozima na hemolinfa das ostras foi usado 

um protocolo de acordo com Xue et al., (2004). Foi preparada uma solução tampão 

hidrogenofosfato de sódio (Na2HPO4 0,05 M, pH = 6,2) (Sigma Aldrich), e uma suspensão 

bacteriana de Micrococcus lysodeikticus 0,5 mg/mL (Sigma Aldrich). Numa microplaca, 

foram adicionados 15 μL de cada amostra (em triplicados) e 250 μL da suspensão 

bacteriana. Assim que colocada a suspensão bacteriana a reação ocorre de imediato, e 

nesse momento, com a maior brevidade, coloca-se no leitor de microplacas (EPOCH 2 

microplate reader, BioTek, EUA) a ler a uma absorvância de 450 nm, fazendo uma leitura 

aos 0 e aos 10 minutos. Para preparar a curva padrão utilizou-se um liofilizado de lisozima 

proveniente de clara de ovo de galinha (Sigma Aldrich, EUA) com o tampão 

hidrogenofosfato de sódio anteriormente preparado, a qual foi diluída em série (Passos et 

al., 2021). Os valores da lisozima em cada uma das amostras, foram calculados usando a 

fórmula da curva padrão (y=0,0053x-0,016 com 𝑅2= 0,9907), e são expressos em μg/mL. 

A determinação da concentração de óxido nítrico na hemolinfa das ostras foi calculada 

de acordo com Tafalla et al., (2003). Numa microplaca foram colocados um total de 25 µL 

de plasma, 100 µL de solução de 1% de sulfanilamida (Alfa Aesar) (C6H8N2O2S, M= 172,2 

g/mol) em ácido fosfórico (Fluka) (H3PO4, M=98 g/mol) a 2,5% e 100 µL de solução de N-

naftiletilenodiamina (SIGMA) com uma concentração de 0,1M (C12H14N2·2HCl, M= 259,17 

g/mol) em ácido fosfórico a 2,5% (em duplicados) e, após uma incubação de 10 minutos à 

temperatura ambiente, as amostras foram lidas a 540nm num leitor de microplacas 

(EPOCH 2 microplate reader, BioTek, EUA). A concentração de nitrito (µMol mL−1) nas 
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amostras foi determinada usando uma curva padrão com concentrações conhecidas de 

nitrito de sódio (NaNO2, M=69 g/mol). 

A atividade das proteases foi quantificada na hemolinfa das ostras, medindo o nível de 

tripsina não inibida de acordo com Machado et al. (2015). Para esta análise, 10 µl de 

hemolinfa, 100 µl de uma solução salina de tampão fosfato (PBS) (13,9 mg/ml, pH 7,0) e 

125 µl de azocaseína (SIGMA) (20 mg/ml em NaHCO3, pH 8,3) foram adicionados e 

incubados por 24 h, à temperatura ambiente (22ºC) num agitador (Stuart see-saw rocker 

SSL4). A reação foi interrompida com a adição de 250 µl de ácido tricloroacético (TCA) 

(SIGMA) (100 mg/ml) e posteriormente incubada por 30 min à temperatura ambiente 

(22ºC). A mistura foi centrifugada (10.000 x g por 5 min) (Eppendorf, 5810R). Transferiu-

se 100 µl de sobrenadante e adicionados 100 µl de NaOH (40 mg/ml), numa microplaca. 

Finalmente, as amostras foram lidas em duplicado a 450 nm num leitor de microplacas 

(EPOCH 2 microplate reader, BioTek, EUA).  A percentagem de tripsina não inibida foi 

calculada por comparação com o valor da amostra de referência, e vem expressa em µg/ml. 

 

3.5 Ensaio de viabilidade dos dinósporos de Amyloodinium ocellatum após 
filtração pelas ostras  

Para este ensaio foram utilizadas as ostras provenientes do ensaio de infeção das 

ostras com dinósporos de A. ocellatum, anteriormente referido. Os peixes da espécie 

Sparus aurata (Linnaeus, 1758), foram provenientes de tanques no interior das instalações 

onde existe um grande controlo na qualidade da água e nunca existiu infeção por A. 

ocellatum.  

Às 3h do dia 0, foram colocadas 4 ostras de cada triplicado do grupo infetado em três 

tanques com 2 peixes da espécie S.  aurata, dourada. As ostras tinham um peso médio de 

331,2 ± 55,6g e os peixes tinham um peso médio de 126,3 ± 15,5g. As ostras foram 

alimentadas uma vez por dia com um mix de microalgas, P. tricornutum com concentração 

8,89*105 cel/ml e Skeletonema costatum, de concentração 5,23*104 cel/ml, durante 4 dias. 

Os peixes ao fim de 96h foram sacrificados, medidos e pesados e observadas as 

brânquias para verificar a presença ou ausência do parasita. As ostras também foram 

medidas e pesadas para efeitos de caracterização da amostra. 

Após observação das brânquias dos peixes ao microscópio ótico (Leica ICC50W), 

verificou-se que estas continham o parasita A. ocellatum. Para cada peixe foram 
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observados 2 arcos branquiais e fez-se a contagem do número de trofontes existente em 

cada arco branquial.  

 

3.6 Análise Estatística  

Foram analisadas estatisticamente as análises histológicas, expressão genética e 

parâmetros de resposta imune. Os resultados são apresentados na forma de média com o 

respetivo desvio padrão (DP). 

Os dados de cada parâmetro foram testados para diferenças estatísticas significativas, 

usando uma análise de variância unidirecional (ANOVA), com tempo de amostragem como 

fator, seguido por testes de comparação múltipla - teste de Tukey, sempre que os critérios 

de homogeneidade e normalidade foram atendidas. Nos casos em que os dados não 

atendiam aos pressupostos de homogeneidade e normalidade, foi realizado o teste de 

Kruskal-Wallis. A significância estatística foi testada em p < 0,05, e toda a análise 

estatística foi realizada usando o software SPSS da IBM (versão 28.0, EUA). 
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4. Resultados 

4.1 Resultados Pré ensaio – Afinação de técnicas de infeção de ostras 

Verificou-se que a ostra demorou 2 horas a filtrar todo o conteúdo presente na água 

(Figura 14) e demorou 3 horas até aparecerem as primeiras fezes, desde o início da 

alimentação (Tabela 3).  

Tabela 3: Observações relativas ao pré ensaio com ostras da espécie Magallana gigas 

alimentadas com as microalgas Tetraselmis rubens e Isochrysis galbana. 

TEMPO (H) OBSERVAÇÕES 

0 Adição da microalga; água com cor verde  

1 Água com menos coloração 

2 Água transparente 

3 1ªs fezes identificadas 

4 Fezes 

5 Fezes 

6 Fezes  

 

A 

 

B 

 

Figura 14: Figura ilustrativa da variação da turbidez da água; A: ostra (Magallana gigas) 

alimentada com Tetraselmis rubens às 0h; B: ostra (Magallana gigas) às 2h. 

 

Relativamente à observação das fezes verificou-se que a ostra não digeriu a microalga 

T. rubens. Pela observação das fezes verificou-se que esta microalga apresenta um 

formato arredondado ou em esfera semelhante a uma fase do ciclo de vida do parasita A. 

ocellatum (dinósporos) (Figura 15). 
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A 

 

B 

 

C 

 

D 

 

Figura 15: Fotografias tiradas ao microscópio ótico, das fezes de ostra (Magallana gigas) 

alimentadas com Tetraselmis rubens A: Tomontes de Amyloodinium ocellatum envolvidos 

nas fezes (200x); B: Tomonte de Amyloodinium ocellatum observado (200x); C: Dinósporos 

de Amyloodinium ocellatum (indicados com setas laranjas) em fezes com microalga 

Tetraselmis rubens (100x); D: Tomontes de Amyloodinium ocellatum (indicados com setas 

laranjas) envolvidos nas fezes de ostra (100x). Barra de escala: 100µm. 

 

Nas incubações feitas na placa de 96 poços com as fezes da ostra, verificou-se que 

estas continham muitos microrganismos que apresentavam movimento, para além dos 

dinósporos de A. ocellatum, o que dificultou a visualização do organismo nas diferentes 
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fases do seu ciclo de vida. Para além disso continha demasiados detritos dificultando, ainda 

mais, a visualização de resultados. Ao terceiro dia de observação, a quantidade de 

microrganismos que não eram de interesse aumentou piorando a observação. Contudo, os 

tomontes existentes no primeiro dia e ao terceiro dia permaneceram iguais ou desfizeram-

se em alguns casos (Figura 15).  

Na figura 15 A e B, podem observar-se tomontes, que surgiram nas fezes no primeiro 

dia de observação e permaneceram no mesmo estado durantes os vários dias de 

observação. Na figura 15 C e D temos a observação de dinósporos imóveis nas fezes. 

As ostras (4 e 5) que foram alimentadas com I. galbana, observou-se o mesmo que na 

ostra alimenta com T. rubens (ostra 6) (Tabela 3) em relação ao tempo de filtração do 

alimento colocado na água. As fezes destas ostras foram observadas, permanecendo a 

dificuldade de visualização e distinção entre a microalga e o parasita A. ocellatum.  

Na figura 16 podem observar-se alguns dos tomontes, que apareceram nas fezes das 

ostras 4 e 5. Mais uma vez e em concordância com o resultado obtido na observação das 

fezes da ostra 6 (Tabela 3), os tomontes observados nas fezes da ostra 4 e 5 não evoluíram 

ao longo dos dias de observação. 

 

A 

 

B 
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C 

 

D 

 

Figura 16: Fotografias tiradas ao microscópio ótico das fezes incubadas numa placa de 96 

poços, da ostra 4 e 5 da espécie Magallana gigas, alimentadas com Isochrysis galbana; A: 

Tomonte de Amyloodinium ocellatum envolvido nas fezes da ostra 4 (200x); B: Tomonte 

de Amyloodinium ocellatum envolvido nas fezes da ostra 4 (200x); C: Tomonte de 

Amyloodinium ocellatum envolvido nas fezes da ostra 5 (100x); D: Tomonte de 

Amyloodinium ocellatum envolvido nas fezes da ostra 5 (100x). Barra de escala: 100µm. 

 

As fezes recolhidas das ostras 2 e 3, que foram alimentadas com P. tricornutum, 

permitiram melhor observação do parasita A. ocellatum. Na figura 17, podem observar-se 

alguns dos tomontes e dinósporos de A. ocellatum que apareceram nas fezes. 

A 

 

B 
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C 

 

D 

 

Figura 17: Fotografias tiradas ao microscópio ótico das fezes incubadas numa placa de 96 

poços, das ostras 2 e 3 da espécie Magallana gigas, alimentadas com a microalga 

Phaeodactylum tricornutum; A: Dinósporo de Amyloodinium ocellatum (seta preta) (100x); 

B: Tomonte de Amyloodinium ocellatum envolvido nas fezes (200x); C: Tomontes de 

Amyloodinium ocellatum envolvido nas fezes (200x); D: Tomonte de Amyloodinium 

ocellatum envolvido nas fezes (200x). Barra de escala: 100µm. 

 

Na figura 18 é apresentada uma fotografia das fezes da ostra, a ostra controlo negativo, 

observando-se apenas a presença da microalga P. tricornutum, não sendo detetado a 

presença do parasita A. ocellatum. 
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Figura 18: Fotografia tiradas ao microscópio ótico das fezes incubadas numa placa de 96 

poços, da ostra do controlo negativo da espécie Magallana gigas, alimentada com a 

microalga Phaeodactylum tricornutum (100x); Barra de escala: 100µm. 

 

4.2 Resultados da viabilidade dos dinósporos de Amyloodinium ocellatum após ingestão 
pelas ostras  

Na incubação das fezes das ostras ao longo dos dias, não se verificou a presença do 

parasita A. ocellatum nas fezes das ostras quando observadas ao microscópio ótico, nem 

no grupo controlo, nem no grupo infetado. Verificou-se sim a presença de pequenos 

crustáceos marinhos e protozoários. 

4.2.1 Análise Histológica 

Brânquias 

A nível das brânquias verificou-se hiperplasia epitelial em ambos os tratamentos, 

controlo e infetado, e nos vários momentos de amostragem, 0h, 96h, 168h, existindo 

diferenças estatisticamente significativas entre o grupo controlo às 0h e o grupo infetado 

às 96h (p-value = 0,046) (Figura 19).  
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Figura 19: Gráfico de barras da média das pontuações da lesão hiperplasia epitelial nas 

brânquias de indivíduos da espécie Magallana gigas, ao longo do tempo e por tratamento, 

grupo controlo e grupo infetado. ANOVA de um fator foi usada para comparar diferenças 

entre diferentes tempos de amostragem e diferentes tratamentos (p<0,05). 

 

Verificou-se ainda hipertrofia epitelial, com diferenças estatisticamente significativas 

entre o grupo controlo às 0h e o grupo infetado às 96h (p-value=0,006), e o grupo controlo 

às 168h (7 dias) e o grupo infetado às 96h (p-value=0,011) (Figura 20). 
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Figura 20:  Gráfico de barras da média das pontuações da lesão hipertrofia epitelial nas 

brânquias de indivíduos da espécie Magallana gigas, por tempo e por tratamento. ANOVA 

de um fator foi usada para comparar diferenças entre diferentes tempos de amostragem e 

diferentes tratamentos (p<0,05). 

 

Verificaram-se, também, ruturas no epitélio branquial (Figura 21) onde se registaram 

diferenças estatisticamente significativas entre o grupo controlo às 0h e o grupo infetado 

às 96h (p-value=0,003), e entre o grupo controlo às 168h e o grupo infetado às 96h (p-

value=0,028). 
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Figura 21: Gráfico de barras da média das pontuações da lesão rutura do epitélio nas 

brânquias de indivíduos da espécie Magallana gigas, por tempo e por tratamento. ANOVA 

um fator foi usada para comparar diferenças entre diferentes tempos de amostragem e 

diferentes tratamentos (p<0,05). 

 

Observou-se ainda infiltração de hemócitos (Figura 22), onde se verificaram diferenças 

estatisticamente significativas entre o grupo infetado às 96h e o grupo infetado às 168h (7 

dias) (p-value=0,024). 
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Figura 22: Gráfico de barras da média das pontuações da infiltração de hemócitos nas 

brânquias de indivíduos da espécie Magallana gigas, por tempo e por tratamento. ANOVA 

um fator foi usada para comparar diferenças entre diferentes tempos de amostragem e 

diferentes tratamentos (p<0,05). 

 

Relativamente à necrose (Figura 23), onde se verificaram diferenças estatisticamente 

significativas entre o grupo controlo às 0h e o grupo infetado às 96h (p-value=0,012), entre 

o controlo às 168h (7 dias) e o grupo infetado às 96h (p-value= 0,004), e entre o grupo 

infetado às 96h e o grupo controlo às 96h (p-value= 0,002). 
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Figura 23: Gráfico de barras da média das pontuações de necrose nas brânquias de 

indivíduos da espécie Magallana gigas, por tempo e por tratamento. ANOVA um fator foi 

usada para comparar diferenças entre diferentes tempos de amostragem e diferentes 

tratamentos (p<0,05). 
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Figura 24: Cortes histológicos de brânquias de ostras da espécie Magallana gigas, observados ao microscópio ótico com uma ampliação total 

de: A: 40x; B:40x; C:40x; D:20x; Legenda: A -: Hiperplasia epitelial; B – Hipertrofia Epitelial; C - Rutura do epitélio; D - Inflamação de hemócitos; 

E – Necrose; Setas azuis: Amyloodinium ocellatum.  
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Glândula digestiva 

A nível da glândula digestiva verificou-se infiltração dos hemócitos ou diapedese dos 

mesmos em ambos os tratamentos, controlo e infetado, e nos vários momentos de 

amostragem, 0h, 96h, 168h. Como se pode observar na Figura 25, houve diferenças 

estatisticamente significativas entre o grupo controlo às 0h e o grupo controlo às 96h (p-

value < 0,001), entre o grupo controlo às 0h e o grupo controlo às 168h (7 dias) (p-

value<0,001), entre o grupo controlo às 0h e o grupo infetado às 168h (7 dias) (p-

value<0,001), entre o grupo controlo às 168h  e o grupo infetado às 96h (p-value<0,001), 

entre o grupo controlo às 96h e o grupo infetado às 96h (p-value=0,001), e entre o grupo 

infetado às 96h e o grupo infetado às 168h (7 dias) (p-value=0,001).  

 

Figura 25: Gráfico de barras da média das pontuações da infiltração e/ou diapedese dos 

hemócitos na glândula digestiva de indivíduos da espécie Magallana gigas, por tempo e 

por tratamento. ANOVA um fator foi usada para comparar diferenças entre diferentes 

tempos de amostragem e diferentes tratamentos (p<0,05). 

 

Também se verificou enterite na glândula digestiva (Figura 26), onde se verificaram 

diferenças estatisticamente significativas entre o grupo controlo às 0h e o grupo infetado 

às 96h (p-value=0,003), entre o grupo controlo às 0h e o grupo controlo às 96h (p-
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value=0,001), entre o grupo controlo às 0h e o grupo infetado às 168h (7 dias) (p-

value<0,001), e entre o grupo controlo às 0h e o grupo controlo às 168h (7 dias) (p-

value<0,001). 

 

Figura 26: Gráfico de barras da média das pontuações de enterites na glândula digestiva 

de indivíduos da espécie Magallana gigas, por tempo e por tratamento. ANOVA um fator 

foi usada para comparar diferenças entre diferentes tempos de amostragem e diferentes 

tratamentos (p<0,05). 

 

Em relação às lesões de fusões lamelares (Figura 27) identificadas nas amostras de 

glândula digestiva das ostras, existem diferenças estatisticamente significativas, entre o 

grupo controlo às 0h e o grupo infetado às 96h (p-value=0,024). 
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Figura 27: Gráfico de barras da média das pontuações de fusões lamelares na glândula 

digestiva de indivíduos da espécie Magallana gigas, por tempo e por tratamento. ANOVA 

um fator foi usada para comparar diferenças entre diferentes tempos de amostragem e 

diferentes tratamentos (p<0,05). 

 

Já nas regressões tubulares (Figura 28) encontradas nas glândulas digestivas 

observadas houve diferenças estatisticamente significativas entre o grupo controlo às 0h e 

o grupo infetado às 96h (p-value<0,001), e entre o grupo controlo às 0h e o grupo controlo 

às 168h (7 dias) (p-value<0,001). 
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Figura 28: Gráfico de barras da média das pontuações de regressões tubulares na glândula 

digestiva de indivíduos da espécie Magallana gigas, por tempo e por tratamento. ANOVA 

um fator foi usada para comparar diferenças entre diferentes tempos de amostragem e 

diferentes tratamentos (p<0,05). 

 

Verificou-se por fim alguma necrose (Figura 29), onde se verificaram diferenças 

estatisticamente significativas entre o grupo controlo às 0h e o grupo controlo às 96h (p-

value<0,001), entre o grupo controlo às 0h e o grupo controlo às 168h (7 dias) (p-

value<0,001), entre o grupo controlo às 0h e o grupo infetado às 168h (7 dias) (p-

value<0,001), entre o grupo controlo às 96h e o grupo controlo às 168h (7 dias) (p-

value=0,042), entre o grupo controlo às 96h e o grupo infetado às 96h (p-value<0,001), 

entre o grupo controlo às 96h e o grupo infetado às 168h (7 dias) (p-value=0,002), entre o 

grupo infetado às 96h e o grupo infetado às 168h (7 dias) (p-value<0,001), e entre o grupo 

infetado às 96h e o grupo controlo às 168h (7 dias) (p-value<0,001).  
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Figura 29: Gráfico de barras da média das pontuações de necrose na glândula digestiva 

de indivíduos da espécie Magallana gigas, por tempo e por tratamento. ANOVA um fator 

foi usada para comparar diferenças entre diferentes tempos de amostragem e diferentes 

tratamentos (p<0,05). 

 

 



 

54 

A 

 

C 

  

B 

 

D 

 

B

E

A

A

C

D

E

E
E

EE



 

55 

Figura 30: Cortes histológicos de glândula digestiva de ostras da espécie Magallana gigas, observados ao microscópio ótico com uma 

ampliação total de: A: 40x; B:40x; C:40x; D:20x; Legenda: A -: Hemócitos (Infiltração/diapedese); B – Enterite; C – Fusão Lamelar; D – 

Regressão tubular; E – Necrose; Círculos azuis: Amyloodinium ocellatum.



 

56 

Na tabela 4 estão apresentados os valores de área, perímetro e circularidade do lúmen 

tubular das ostras da espécie M. gigas nos respetivos momentos de amostragem em forma 

de média e desvio padrão. No grupo controlo pode observar-se uma diminuição no valor 

de área ao longo do tempo, que o valor menor de perímetro é apresentado no tempo 96h 

e o maior valor às 0h, e a circularidade é semelhante em todos os momentos variando de 

0,2±0,1 a 0,3±0,1. No grupo infetado, observou-se uma variação entre 594,8±157,2 de 

valor mínimo às 168h e valor máximo 677,6±223,5 às 96h relativamente ao valor de área, 

no perímetro observou-se uma variação entre 183,5±27,7 de valor mínimo às 168h e valor 

máximo 218,8±57,0 às 96h, já na circularidade não existiu variações apresentando um 

valor de 0,2±0,1 ao longo do tempo. 

Após feita a análise estatística não existiram diferenças estatisticamente significativas 

entre grupos, em nenhum dos valores calculados em nenhum dos momentos de 

amostragem. 

 

Tabela 4: Caracterização histológica do lúmen tubular das ostras da espécie Magallana 

gigas através da média e desvio padrão dos valores da área, perímetro e circularidade, nos 

respetivos momentos de amostragem (n=20). 

 Área (µ𝒎𝟐) Perímetro (µm) Circularidade 

Tempo Controlo Infetado Controlo Infetado Controlo Infetado 

T0 666,1±378,5 203,1±39,0 0,2±0,1 

T96 624,6±269,3 677,6±223,5 170,3±28,9 218,8±57,0 0,3±0,1 0,2±0,1 

T168 601,5±251,0 594,8±157,2 196,0±56,2 183,5±27,7 0,2±0,1 0,2±0,1 

 

Na tabela 5 estão apresentados o número médio de trofontes observados nas 

brânquias e glândula digestiva das ostras da espécie M. gigas nos respetivos momentos 

de amostragem em forma de média e desvio padrão. Após feita a análise estatística 

existiram diferenças estatisticamente significativas no tecido branquial, entre o controlo T0 

e o infetado T96 (p-value<0,001), entre o controlo T168 e infetado T96 (p-value<0,001), 

entre o infetado T96 e o infetado T168 (p-value<0,001), e entre o infetado T168 e o controlo 

T96 (p-value=0,007).  

Já no tecido da glândula digestiva existiu apenas diferenças estatisticamente significativas 

entre o grupo controlo T0 e o grupo infetado T168 (p-value=0,004), e o grupo controlo T0 

e o grupo controlo T96 (p-value=0,004). 
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Tabela 5: Média e desvio padrão do número médio de trofontes de Amyloodinium ocellatum 

observados nas brânquias e glândula digestiva das ostras (Magallana gigas) nos respetivos 

momentos de amostragem no ensaio de infeção das ostras Magallana gigas) com 

dinósporos de Amyloodinium ocellatum. As letras a,b e c representam as diferenças 

estatisticamente significativas entre os tratamentos nos vários momentos de amostragem.   

Tratamento Brânquias Glândula digestiva 

Controlo T0 6,6±3,4𝑎 2,9±2,1𝑎 

Controlo T96 8,7±5, 5𝑎𝑐 0,3±0,5𝑏 

Infetado T96 13,8±5, 3𝑐 2,1±2,7𝑎 

Controlo T168 5,7±3, 1𝑎𝑏 1,3±0,9𝑎 

Infetado T168 2,3±1, 6𝑏 0,6±0,9𝑏 

 

4.2.2 Avaliação da expressão genética 

Após a extração de RNA, procedeu-se à sua avaliação relativamente à quantidade e 

qualidade como descrito em cima nos materiais e métodos. Os rácios obtidos através da 

espetrofotometria com o NanoDrop concedem a quantificação e a pureza de cada amostra. 

A concentração de RNA no tecido das brânquias variou entre 698,0 ng/μL e 1613,6 ng/μL, 

com rácio de 260/230 nm entre 1,38 e 1,68 e rácio 260/280 nm entre 2,00 e 2,11. A 

concentração de RNA no tecido das glândulas variou entre 801,0 ng/μL e 2666,8 ng/μL, 

com rácio de 260/230 nm entre 1,17 e 1,39 e rácio 260/280 nm entre 1,98 e 2,07 (Anexo 

F, tabela 1). 

Relativamente aos primers escolhidos, quando se fez o cálculo de eficiência, verificou-

se que apenas o gene Elongation fator 1 e o gene β-actin tinham eficiências indicadas para 

continuar com a testagem dos mesmos. Estes dois genes foram escolhidos como os 

housekeeping. Os genes CgDNMT3-RT (DNA (cytosine-5)-methyltransferase 3) e TNF 

(Tumor Necrosis Factor) não foram expressos.  

Os restantes genes, EsSOD (Extracellular superoxide dismutase), CytochromeP40 

(Steroid 17-alpha-hydroxylase), CgHem017-F-17 (SOD-like), CgHem027-D-20, CgBTG1 

(TIMP: um inibidor tecidual de metaloproteinases), RLR (recetores do tipo género I retinóico 

induzíveis por ácido retinóico), quando realizado o RT-PCR demostraram ter amplificações 

inespecíficas bem como dímeros de primers, concordando assim com o resultado das 

eficiências calculadas para estes genes. Assim, não se avançou com esta análise, uma 

vez que são necessárias várias otimizações antes de se poder avançar com o trabalho. 
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4.2.3 Confirmação por PCR da presença de Amyloodinium ocellatum nas amostras de 
ostra  

Esta etapa do trabalho é extremamente importante, tanto para confirmar que as ostras 

filtram o A. ocellatum, como para confirmação de que os controlos não estariam infetados. 

Os produtos de PCR foram corridos, por eletroforese, num gel de agarose a 1,5% 

(Figura 31), como descrito nos materiais e métodos, obtendo-se um resultado positivo para 

todas as amostras e o controlo positivo (CP), brânquia controlo (BC), brânquia infetada 

(BI), glândula controlo (GC), glândula infetada (GI). Apenas o controlo negativo (CN) deu 

negativo na deteção do A. ocellatum. 

 

Figura 31: Gel de agarose a 1,5% corrido por eletroforese para a confirmação de 

Amyloodinium ocellatum nas amostras, controlo positivo (CP), brânquia controlo (BC), 

brânquia infetada (BI), glândula controlo (GC), glândula infetada (GI), controlo negativo 

(CN).  

 

Depois do resultado obtido no gel de eletroforese da figura 31, as amostras foram para 

sequenciar para confirmar o resultado do gel. O resultado da sequenciação foi positivo para 

A. ocellatum em todas as amostras como o resultado obtido no gel, confirmando assim a 

presença de A. ocellatum nas amostras. 

4.2.4 Resposta imune 

Os parâmetros analisados a nível da resposta imune das ostras foram: lisozima, 

atividade das proteases e óxido nítrico. Cada um destes parâmetros foi analisado 
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estatisticamente, e os resultados são apresentados em gráficos de barras com o controlo 

e o tratamento nos dois momentos de amostragem com os respetivos desvios padrão.  

No que diz respeito à lisozima (Figura 32) observaram-se diferenças significativas entre 

o grupo controlo às 0h com o grupo infetado às 96h (p-value<0,001).  

 

Figura 32: Gráfico de barras da média das concentrações de lisozima em µg/ml por tempo 

e por tratamento. ANOVA um fator foi usada para comparar entre diferentes tempos de 

amostragem e diferentes tratamentos (p<0,05).  

 

No que diz respeito ao parâmetro da atividade das protéases (Figura 33) não se 

observaram diferenças estatisticamente significativas entre os grupos em estudo nos 

diferentes momentos de amostragem. 
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Figura 33: Gráfico de barras da média em percentagem de tripsina não inibida por tempo 

e por tratamento. ANOVA um fator foi usada para comparar entre diferentes tempos de 

amostragem e diferentes tratamentos (p<0,05). 

  

No que diz respeito ao parâmetro óxido nítrico (Figura 34) estatisticamente 

observaram-se diferenças entre o grupo controlo às 96h com o grupo infetado às 96h (p-

value=0,002), e ainda existiu diferenças entre o grupo controlo às 0h e o grupo infetado às 

96h (p-value=0,006). 
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Figura 34: Gráfico de barras da média das concentrações de óxido nítrico em µmol ml-1 

por tempo e por tratamento. ANOVA um fator foi usada para comparar entre diferentes 

tempos de amostragem e diferentes tratamentos (p<0,05). 

 

4.3 Resultados ensaio de viabilidade dos dinósporos após filtração pelas ostras nos 
peixes 

 Na Figura 35 pode observar-se duas fotografias tiradas ao microscópio ótico 

(NIKON ECLIPSE Ci H550S) de dois arcos branquias de dourada contendo trofontes de A. 

ocellatum (esferas pretas). Desta forma respondeu-se à pergunta: após filtração pela ostra 

os dinósporos continuam ativos, ou seja, ocorre a infeção de peixes depois da filtração das 

ostras? Após filtração dos dinósporos pelas ostras estes ainda têm capacidade infetante. 

 

 Na tabela 6 estão os resultados obtidos após observação das brânquias dos peixes 

ao microscópio ótico (Leica ICC50W). 
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Tabela 6: Dados obtidos do ensaio de viabilidade dos dinósporos de Amyloodinium 

ocellatum após filtração pelas ostras (Magallana gigas). Legenda: I: grupo infetado, 1,2,3: 

replicados técnicos. 

TRATAMEN
TO 

OSTRA
S 

PESO 
(g) 

PEIX
E 

PESO 
(g) 

Nº TOTAL DE TROFONTES POR ARCO 
BRANQUIAL 

I1 1 249 1 142 15 

I1 2 352 1 32 
I1 3 345 2 143 38 
I1 4 310 2 29 
I2 1 284 3 115 113 

I2 2 345 3 92 
I2 3 288 4 104 49 

I2 4 429 4 84 
I3 1 257 5 139 58 

I3 2 375 5 99 
I3 3 420 6 115 24 
I3 4 320 6 43 

 

 

A 
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B 

 

Figura 35: Fotografias tiradas ao microscópio ótico de dois arcos brânquias de Sparus 

aurata, contendo trofontes de Amyloodinium ocellatum (esferas pretas), com ampliação 

total de 100x. Barra de escala: 100µm. 
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5. Discussão  

Na aquacultura, com o aumento drástico da produção de peixes, bivalves e algas para 

suprir as necessidades alimentícias da população, e na perspetiva de tornar a aquacultura 

uma atividade mais sustentável, tem-se apostado cada vez mais nos cultivos IMTA. O 

grande problema desta rápida aceleração de produção e na aposta nos cultivos IMTA é o 

surgimento de patologias de origem bacteriana, viral, parasitária e/ou fúngicas, já que este 

tipo de cultivos, com diferentes níveis tróficos, têm, consequentemente diferentes espécies 

no mesmo local, havendo uma maior possibilidade de transmissão interespecífica de 

patógenos. As doenças parasitárias nos peixes de aquacultura estão muitas vezes 

associadas a grandes perdas económicas, visto que os peixes ficam com morbidade, perda 

de apetite, redução da taxa de crescimento especifica bem como redução da eficiência da 

conversão alimentar, o que, em último caso, leva a altas taxas de mortalidade. 

De acordo com os autores Noga, (2012); Cabral et al., (2016); Massimo et al., (2022) o 

parasita A. ocellatum, representa um problema, que causa uma alta taxa de mortalidade 

em peixes, mesmo após pouco tempo de exposição ao parasita. Em sistemas de produção 

integrados (IMTA) é importante perceber se existe passagem deste parasita entre 

organismos de diferentes níveis tróficos. Sendo que uma das espécies de bivalves que se 

cultiva de forma integrada com peixes é a ostra, neste trabalho, esta foi infetada 

experimentalmente com dinósporos de A. ocellatum tendo-se verificado a transmissão do 

parasita para peixes, ou seja, os dinósporos do parasita após filtração pelas ostras mantém 

a sua capacidade para infetar peixes, o que foi provado pela observação dos arcos 

branquiais dos peixes que foram colocados nos mesmos tanques das ostras, previamente 

infetadas e que revelaram a presença de trofontes de A. ocellatum. Isto sugere que as 

ostras são hospedeiros onde o parasita tem capacidade de completar o seu ciclo de vida, 

libertando dinósporos, capazes de infetar os peixes que estão no mesmo espaço. Este 

resultado indica, ainda, que as ostras são um potencial veículo de transmissão deste 

parasita em sistemas integrados (IMTA).  

Para além da possibilidade de infestação das ostras interessa perceber quais os danos 

causados pelo parasita nas ostras. Através da análise histológica foi confirmada a presença 

do parasita A. ocellatum nas brânquias e glândula digestiva das ostras e foram avaliados 

os danos nos tecidos resultantes da infeção causada pelo parasita. Os resultados obtidos 

estão de acordo com Andrade (2015) e mostram lesões severas tanto nas brânquias como 

na glândula digestiva. Sabe-se que em peixes, a causa de mortalidade devido à 

amiloodiniose é atribuída à anoxia, causada pela destruição dos tecidos das brânquias pelo 
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parasita durante infeções graves (Massimo et al., 2022; Moreira et al.,2022). Neste estudo 

não se verificou mortalidade, pelo que não é possível confirmar se existe mortalidade 

causada pelo parasita e não se consegue perceber se os danos observados nas ostras, 

poderão estar associados a mortalidade, aso estes sejam mais severos. 

Nas brânquias, as lesões classificadas, hiperplasia epitelial, hipertrofia epitelial, rutura 

do epitélio e necrose, verificou-se um aumento significativo da lesão no grupo infetado às 

96h comparado com o grupo controlo, sugerindo que existe um pico de infeção às 96h. 

Este resultado poderá ter a ver com o ciclo do parasita que segundo Byadgi et al. (2020) 

demora entre 2 a 5 dias a completar. Os resultados estão de acordo com o reportado por 

vários autores (Dos Reis et al., 2020; Massimo et al., 2022) que verificaram as mesmas 

lesões provocadas por este parasita quer em ostras da espécie Crassostrea brasiliana quer 

em robalos (Dicentrarchus labrax).  

Sendo o A. ocellatum um parasita descrito como um parasita de peixes, é vasta a 

bibliografia que refere os danos causados por este parasita nas brânquias de diferentes 

espécies (Seoud et al., 2017; Marques et al., 2019; Moreira et al., 2019; Byadgi et al., 2021). 

Foram reportadas lesões como hiperplasia de células epiteliais, descoloração das células 

do epitélio, inflamações, hiperplasia, hemorragias e necrose em situações de estado 

avançado de infeção por amiloodiniose (Iwanowicz, 2011; Zang et al., 2021). Muitas destas 

lesões apresentadas em brânquias de peixes também foram encontradas nas brânquias 

das ostras, como: hiperplasia epitelial, hipertrofia epitelial, rutura do epitélio, inflamação de 

hemócitos, e necrose, mostrando assim que em diferentes organismos de diferentes níveis 

tróficos os efeitos da infeção por amilodiniose são semelhantes. Estas observações trazem, 

ainda, uma importante informação, que este parasita não é exclusivo de peixes, e também 

infeta e provoca danos nos tecidos de outros organismos de níveis tróficos diferentes, como 

o caso das ostras deste estudo. 

Relativamente às lesões causadas pelo parasita na glândula digestiva observou-se que 

a circularidade dos lúmens tubulares da glândula digestiva foi maior (ainda que não 

estatisticamente significativo) no grupo infetado, e observou-se também uma mudança de 

formato dos mesmos, sugerindo que as ostras do grupo infetado apresentaram mais lesões 

e, consequentemente, uma taxa de túbulos ativos inferior aos do grupo controlo. Estes 

resultados vêm de encontro aos obtidos no estudo de Medhioub et al. (2012), onde se 

verificou que a exposição de ostras a Alexandrium ostenfeldii resultou numa resposta 

inflamatória que consistiu na infiltração e diapedese de hemócitos no trato intestinal e na 
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diminuição da percentagem de túbulos digestivos ativos nas ostras alimentadas com A. 

ostenfeldii, mostrando que o dinoflagelado provocou danos a nível do trato intestinal.  

Verificou-se que existiu uma evidente migração de hemócitos pelo tecido conetivo por 

diapedese para as zonas afetadas, onde o parasita se fixou na glândula digestiva. Os 

estudos descritos por Medhioub et al. (2012) e Lassudrie et al., (2014) com exposição de 

ostras (Magallana gigas) e amêijoas japonesas (Ruditapes philippinarum) ao dinoflagelado 

A. ostenfeldii, mostraram resultados semelhantes, nomeadamente uma grande 

mobilização de hemócitos por diapedese para as zonas afetadas, onde o dinoflagelado se 

fixou. A migração dos hemócitos para as áreas afetadas por organismos infeciosos, tem 

sido descrita como um mecanismo de defesa de resposta inata dos bivalves (Wang et al., 

2018). Segundo Medhioud et al. (2012) os danos na glândula digestiva após exposição a 

A. ostenfeldii foram significativamente mais frequentes do que antes da exposição. A 

recuperação destas condições patológicas (hemócitos em redor e diapedese no sulco 

intestinal e nos túbulos digestivos, dilatação dos túbulos) foi mais rápida nas ostras 

alimentadas do que nas ostras não alimentadas após 7 dias de depuração. 

 Ainda se pretendeu verificar se os dinósporos de A. ocellatum após ingestão pelas 

ostras continuavam viáveis. Após recolha das fezes de ostras infetadas com o parasita, 

fez-se a incubação das fezes das ostras. Das incubações não se obteve um resultado 

conclusivo, dado que as mesmas continham muitos microrganismos com mobilidade que 

além de dificultarem a observação, podiam-se confundir com a fase de dinósporos do 

parasita por terem tamanho tão similar e bastante mobilidade. Durante os pré ensaios 

testaram-se diferentes espécies de microalga na alimentação das ostras em conjunto com 

o A. ocellatum para ajustar a que melhor se adequava ao trabalho e para que  pudéssemos 

distinguir o A. ocellatum quando observado ao microscópio, mesmo este estando misturado 

com as fezes. Ainda no pré ensaio, quando se observaram as fezes do controlo negativo 

(controlo sem presença de parasita), não se observou em momento algum a presença do 

parasita A. ocellatum, logo, e por este motivo, considerou-se que a depuração efetuada 

anteriormente tinha sido eficaz. A alimentação mais eficiente, para que não se confundisse 

com o A. ocellatum foi a alimentação com a microalga P. tricornutum, uma vez que tem um 

formato alongado parecido a uma agulha, facilmente distinguido nas fezes das ostras. 

Os resultados obtidos em Moreira et al. (2022), sugeriram que o A. ocellatum produz 

compostos que podem ter um papel no processo de alimentação dos dinósporos e 

trofontes, que se ligam aos tecidos dos hospedeiros, explicando assim a severidade das 

lesões encontradas nos locais onde o parasita se agarra.  
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Estes resultados podem querer dizer que o parasita provoca danos mais severos e 

imediatos nas brânquias, mas, a longo prazo provoca danos mais graves na glândula 

digestiva. Se as ostras forem alimentadas, conseguem ter uma recuperação mais rápida 

dos danos causados pelos agentes patológicos. As brânquias sendo o órgão que está, 

diretamente, em contacto com o meio aquático exterior não terá tantas defesas como a 

glândula digestiva. Com isto, quer os danos num tecido quer no outro afetam a capacidade 

de absorção de nutrientes e alimentação das ostras deixando-as mais vulneráveis a outros 

organismos oportunistas.  

Foi confirmada da presença do parasita no grupo controlo e infetado, por técnicas 

histológicas e moleculares. Este resultado embora surpreendente indica que as ostras no 

meio natural onde foram recolhidas, possivelmente, já tinham sido infetadas pelo parasita 

A. ocellatum, o que não é de estranhar dado que as ostras foram oriundas de um tanque 

de terra onde o parasita já tinha sido diagnosticado em peixes. Contudo, e por esta razão 

as ostras foram depuradas durante 7 dias, o que parece não ter sido eficaz na remoção 

total do parasita, uma vez que foram observados, no grupo controlo, tanto na glândula 

digestiva quer nas brânquias das ostras, trofontes do parasita em quantidades semelhantes 

ao grupo infetado. Por esta razão podemos justificar que os resultados obtidos no ensaio 

de infeção das ostras com o parasita mostraram resultados não significativos na glândula 

digestiva.  

Visto que os controlos negativos também estavam infetados,  fez-se uma quantificação 

em ambos os órgãos amostrados (brânquias e glândula digestiva) nos diversos momentos 

de amostragem, para verificar a intensidade de infeção. Verificou-se que existem 

diferenças significativas entre a quantidade de trofontes encontrados nos controlos 

comparados com os encontrados nos infetados, sendo encontrados em maior quantidade 

nos infetados T96h. Todos os cuidados durante amostragens foram tomados para que não 

existisse contaminação do grupo controlo, e todo o manuseamento dos tanques tinha o 

seu próprio material para evitar contaminar o grupo controlo. Assim pensa-se que o grupo 

de ostras já viriam infetadas com o parasita A. ocellatum dos tanques de terra e poderão 

estar a servir de repositório de A. ocellatum nestes tanques de cultivo. 

Quanto à expressão genética, os primers testados apresentaram resultados de 

eficiência abaixo do considerado aceitável para prosseguir com a quantificação e, devido 

ao tempo disponível para a realização das análises, foi decidido não avançar com esta 

analítica. Assim, propõem-se que, em trabalhos futuros, sejam desenhados novos primers 
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com eficiências entre os 90 e os 100%, para avaliação da resposta imune em ostras M. 

gigas. 

As técnicas moleculares de PCR e sequenciação, permitiram com rigor afirmar e 

confirmar que todas as amostras continham material genético de A. ocellatum, logo todas 

as ostras estavam infetadas, deixando assim de existir o controlo negativo necessário para 

comparação de dados e melhor compreensão dos mesmos. 

Como invertebrados, as ostras desenvolveram um sistema imunitário inato integrado e 

altamente complexo para reconhecer e eliminar vários invasores através de uma série de 

reações imunitárias orquestradas, tais como reconhecimento imunitário, síntese de 

peptídeos antimicrobianos, bem como encapsulação e fagocitose dos hemócitos 

circulantes (Wang et al., 2018). 

A lisozima é uma enzima hidrolitica que desempenha um papel importante na defesa 

contra bactérias e agentes infeciosos. Está presente nos hemócitos, hemolinfa e tecidos 

superficiais externos, tais como o manto e as brânquias (Itoh et al., 2010). A atividade da 

lisozima das ostras foi inicialmente relatada na hemolinfa e no muco cutâneo da 

Crassostrea virginica em 1967 (Wang et al., 2018). Neste estudo verificou-se um aumento 

do valor da concentração média de lisozima de 0,8g/ml no grupo controlo no momento 0h 

para 1,5g/ml no grupo infetado no momento 96h. Estes resultados não estão de acordo 

com os obtidos pelos autores Chu & La Peyre (1989), onde num estudo realizado com C. 

virginica, o valor da lisozima na hemolinfa tendeu a diminuir com o aumento do nível de 

infeção presente. Demostraram também que os valores mais baixos de lisozima foram 

encontrados nas ostras recolhidas no período de verão, sendo este o período onde existe 

uma maior carga bacteriana devido às elevadas temperaturas, e por existir uma maior 

carga bacteriana esperar-se-ia que também fosse o período onde existisse maior 

concentração de lisozima na hemolinfa. Provaram ainda que a atividade da lisozima é 

superior em ostras infetadas/doentes com Bucephalus sp., quer no período de verão quer 

no período de inverno, em comparação com ostras não infetadas nas mesmas alturas do 

ano. Cronin et al. (2001) num estudo com Ostrea edulis e M. gigas verificaram que os níveis 

mais baixos de lisozima detetados na hemolinfa foram os recolhidos em junho, verão, 

estando de acordo com os resultados obtidos por Chu & La Peyre (1989). No presente 

trabalho a concentração de lisozima foi superior no grupo infetado às 96h, estando de 

acordo com Cronin et al. (2001) e Wang et al., (2018). 
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As protéases têm um papel importante na patogenicidade dos organismos parasitários 

e também nos mecanismos de defesa do hospedeiro. Neste trabalho com o A. ocellatum 

não existiram diferenças entre os tratamentos nos momentos de amostragem em relação 

a atividade das protéases na hemolinfa e perante o resultado apresentado pode sugerir 

que o parasita não provocou danos no tecido onde foi retida a amostra ou não houve tempo 

suficiente para que fosse evidente o efeito do parasita na atividade das protéases. No 

estudo realizado pelos autores Brun et al. (2000), verificaram que a patologia associada à 

infeção por Urastoma cyprinae, nas brânquias, resulta em danos diretos no tecido do 

hospedeiro por meio de protéases segregadas ou pela degradação de moléculas do muco 

que protegem o tecido das brânquias de choques osmóticos ou de outros agentes nocivos, 

tais como bactérias.  

O óxido nítrico é uma importante molécula de sinalização gasosa envolvida numa vasta 

gama de processos fisiológicos, tais como regulação vascular (Jiang et al., 2013), 

transmissão neural e especialmente defesa imunitária. O óxido nítrico foi detetado em 

hemócitos de vários bivalves incluindo ostras, amêijoas e mexilhões (Jiang et al., 2013), 

sugerindo que pode ser crucial para a regulação imunitária, uma vez que os hemócitos são 

as células mais importantes na hemolinfa dos bivalves marinhos (Liu et al., 2018). Nos 

resultados obtidos neste trabalho verificou-se uma diminuição do valor médio de óxido 

nítrico, do grupo controlo no momento 0h de 55 mol/ml para 25 mol/ml no grupo infetado 

no momento 96h. Existiu também uma diminuição embora não significativa no grupo 

controlo no momento 96h em relação ao momento 0h, que pode ser justificado devido ao 

controlo também estar parasitado.  De acordo com Gestal et al. (2008), em mexilhões 

Mytilus galloprovincialis, infetados com a bactéria Vibrio tapetis observou-se um aumento 

significativo da produção de óxido nítrico, isto sugere que na presença de um agente nocivo 

como uma bactéria, vírus ou parasita faz aumentar a produção de óxido nítrico. Segundo 

Wang et al. (2018), nas ostras, o parasita protozoário Perkinsus marinus pode ativar a 

resposta do óxido nítrico tanto in vitro como in vivo. Os resultados indicam que o óxido 

nítrico desempenha um papel nas defesas da C. virginica para a infeção experimental com 

o parasita protozoário P. marinus. Os autores Shi et al. (2012), no estudo realizado com 

vieiras da espécie Chlamys farreri após estimulação de LPS (lipopolisacarideos), que 

induzem uma resposta inflamatória no organismo dos indivíduos, a concentração do óxido 

nítrico aumentou de 21,55 mol/L às 3h para 42,27 mol/L às 24h, onde atingiu o valor 

máximo. Os indivíduos às 48h já apresentavam um valor normal de óxido nítrico. Todos 

estes autores referem um aumento do valor de óxido nítrico nos organismos quando estes 

foram expostos a agentes patógenos que desencadearam uma resposta imunitária no 
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indivíduo. Os resultados obtidos no presente estudo e com base nos estudos efetuados 

anteriormente, o valor de oxido nítrico obtido às 96h já é um valor normal, sendo que o pico 

de concentração de óxido nítrico ter-se-ia dado entre as 3h e as 24h, segundo Shi et al. 

(2012). 
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Conclusões e Perspetivas Futuras  

O estudo realizado nesta dissertação vem aumentar o conhecimento sobre o parasita 

A. ocellatum, a forma como este se propaga em cultivos IMTA, que é um ponto 

importantíssimo para uma indústria em desenvolvimento que cada vez mais aposta neste 

tipo de cultivo integrados.  

Neste trabalho conseguimos atingir os objetivos propostos enunciados no início do 

estudo, concluindo-se que: 

 Os dinósporos de A. ocellatum são filtrados pelas ostras. 

 Os dinósporos, infetam as brânquias das ostras e conseguem fixar-se transformando-

se em trofontes, completando o ciclo na ostra e mantendo assim a capacidade de infeção 

de peixes quando produzidos em IMTA.  

As ostras são assim, um vetor de propagação do parasita A. ocellatum representando 

um perigo para as aquaculturas em IMTA, e têm de existir medidas no combate do mesmo, 

pois representa um grande problema para o setor. 

Os dinósporos afetam severamente o epitélio branquial e o trato intestinal das ostras, 

principalmente ao tempo 96h de infeção.  

Histologicamente concluiu-se que o A. ocellatum afetam severamente os tecidos, tanto 

das brânquias como da glândula digestiva das ostras, e que este se fixa aos tecidos da 

ostra, existindo maior prevalência às 96h após infeção.  

Já na resposta imune os resultados obtidos através da avaliação da atividade da 

lisozima, mostram que as ostras são afetadas imunologicamente pelo parasita A. 

ocellatum, tentando combater o mesmo. Na atividade das protéases não existiram 

diferenças significativas. Para trabalhos futuros aumentar o número de indivíduos 

amostrados por ponto de amostragem poderia dar resultados mais significativos.  Já a nível 

da concentração de óxido nítrico, o valor obtido às 96h, segundo outros autores, será de 

um valor já normalizado e que o pico de concentração seria entre as 3h e as 24h após 

infeção. Para trabalhos futuros a nível imunológico faz sentido aumentar os momentos de 

amostragem para 0h, 3h, 6h, 12h, 24h e 48h. 

Considerações finais: 
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Este estudo também levanta questões como: quanto tempo os tecidos demoram a 

recuperar de uma infeção de amiloodiniose, se recuperam efetivamente, e se depois de 

infetadas ficam sempre “marcadas” com vestígios do parasita nos tecidos ou voltam a 

recuperar ao fim de algum tempo. 

Neste estudo não se verificou mortalidade que o parasita causaria nas ostras, o que 

seria interessante de avaliar em trabalhos futuros. 

Ainda em trabalhos futuros, para responder à questão de se as fezes das ostras não 

têm dinósporos nem tomontes viáveis, ter-se-ia de melhorar o protocolo de recolha e 

incubação das mesmas, talvez usando algum método químico de forma a ter melhor 

visibilidade nas incubações.  

Perspetivas Futuras: 

E como forma de melhoria a este trabalho, poder-se-ia voltar a fazer o mesmo estudo, 

mas garantido, quer por métodos moleculares quer por métodos físicos (depuração), que 

as ostras do controlo negativo não estariam infetadas, desta forma deve-se também 

melhorar as eficiências dos primers para que se pudesse ter mais conhecimento sobre a 

resposta imunitária das ostras perante este agente nocivo. Ainda se poderia fazer um 

estudo de avaliação dos danos causados pelo parasita A. ocellatum nos tecidos das ostras 

e perceber-se se existe recuperação dos tecidos e ao fim de quanto tempo. Este tipo de 

estudos é escasso na comunidade científica e devemos trabalhar para enriquecer a 

comunidade com mais conhecimento em bivalves e parasitologia marinha.   
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Anexos 

Anexo A: Protocolo de Anestesia de Ostras (Suquet et al., 2009) 

Material: 

• Cloreto de magnésio (MgCl2) 

• Água do mar 

• Água destilada 

• Balança 

• Refratómetro 

Procedimento: 

1. Preparar a água da anestesia com 1,5x mais água doce do que água salgada. (Por 

exemplo. Para 1 L de água de anestesia: 0,6 L de água destilada; 0,4 L de água do 

mar). 

2. Adicionar 50 g de MgCl2 por litro de água de anestesia. 

3. O MgCl2 aumenta a salinidade, daí a necessidade de diluir a água do mar com 

água destilada. Verificar a salinidade para manter valores de referência para as 

ostras. 

4. Introduzir as ostras na água da anestesia e aguardar 16h. 

5. Após serem realizados os procedimentos, as ostras deverão ser postas em água 

do mar limpa e arejada. 

Notas: Após a realização deste protocolo, verificou-se que a salinidade estava demasiado 

elevada, tendo-se diluído a água da anestesia com mais 0,2 L de água destilada. A 

anestesia revelou-se igualmente eficaz. 
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Anexo B: Protocolo para a elaboração de solução de Davidson (Shaw & Battle, 1957): 

Para obtermos 1L desta solução: 

• 200ml de formol comercial (37-40%); 

• 100ml de glicerol; 

• 300ml de etanol absoluto; 

• 300ml de água do mar filtrada (filtro 0,22µm); 

• 100ml ácido acético glacial (antes de usar). 

Juntar todos os compostos e colocamos a agitar numa placa de agitamento até estar 

completa a dissolução dos mesmos. Adicionar os 100ml ácido acético glacial no dia de 

utilização da solução – 100ml para 1L de solução. 
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Anexo C: Protocolo de coloração de histologia: 
 
1 – Xilol (15 min) 

2 – Xilol – 6 imersões 

3 – Álcool 100% - 6 imersões 

4 - Álcool 100% - 6 imersões 

5 - Álcool 96% - 6 imersões 

6 - Álcool 70% - 6 imersões 

7 - Álcool 50% - 6 imersões 

8 – Água destilada – 2 min 

9 – Hematoxilina – 10 min 

10 – Água da torneira – 5 min 

11 – Álcool ácido – 2 min 

12 – Água da torneira – 5 min 

13 - Álcool 96% - 3 min 

14 – Eosina – 30 segs 

15 - Água da torneira – 30 segs 

16 - Álcool 96% - 6 imersões 

17 - Álcool 96% - 6 imersões 

18 - Álcool 100% - 6 imersões 

19 - Álcool 100% - 6 imersões 

20 – Xilol – 25 min 

21 – Xilol – até à montagem 
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Anexo D: Protocolo de extração de RNA: 

1. Adicionar 1ml de reagente Trizol por cada 200mg de amostra e homogeneizar; 

2. Incubar durante 5 min para permitir a dissociação completa do complexo de 

nucleoproteínas; 

3. Adicionar 0,2 mL de clorofórmio por 1 mL de reagente TRIzol™ usado para a lise 

e, em seguida, tampe bem o tubo; 

4. Incubar por 2-3 minutos; 

5. Centrifugar a amostra por 15 minutos a 12.000 × g a 4°C. A mistura separa-se 

num fenol-clorofórmio vermelho inferior, e interfase e uma fase aquosa superior 

incolor; 

6. Transferir a fase aquosa contendo o RNA para um novo tubo inclinando o tubo a 

45° e pipetando a solução; 

7. Adicione 0,5 mL de isopropanol à fase aquosa, por 1 mL de Reagente TRIzol™ 

usado para lise; 

8. Incubar por 10 minutos; 

9. Centrifugar por 10 minutos a 12.000 × g a 4°C. O precipitado de RNA total forma 

uma pellet branco semelhante a um gel no fundo do tubo; 

10. Descartar o sobrenadante com uma micropipeta; 

11. Ressuspender o pellet em 1 mL de etanol a 75% por 1 mL de Reagente TRIzol™ 

usado para a lise; 

12. Vortex a amostra brevemente, depois centrifugar por 5 minutos a 7500 × g a 4°C; 

13. Descartar o sobrenadante com uma micropipeta; 

14. Aspirar ou secar ao ar o pellet de RNA por 5 a 10 minutos. 

15. Ressuspender o pellet em 20–50 μL de água sem RNase, EDTA 0,1 mM ou 

solução SDS 0,5% pipetando para cima e para baixo. 
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Anexo E: Protocolo do FastDNA™ Spin Kit for Soil utilizado 
 
 
1. Adicionar até 500 mg da amostra ao tubo Lysing Matrix E; 

2. Adicionar 978 μL de tampão de fosfato de sódio à amostra do tubo Lysing Matrix E; 

3. Adicionar 122 μL de tampão MT; 

4. Homogeneizar num agitador FastPrep por 40 segundos; 

5. Centrifugar a 14.000 x g por 5-10 minutos para sedimentar resíduos celulares; 

6. Transferir o sobrenadante para um tubo limpo de microcentrifugação. Adicionar 250 μL 

de PPS (Solução de precipitação proteica) e inverter para misturar 10 vezes; 

7. Centrifugar a 14.000 x g por 5 minutos para os resíduos precipitarem. Transferir o 

sobrenadante para um tubo de 15 ml limpo; 

8. Ressuspender a suspensão da matriz de ligação (Binding matrix suspension) e 

adicionar 1,0 ml ao sobrenadante num tubo de 15 ml; 

9. Colocar no rotador ou inverter manualmente por 2 minutos para permitir a ligação do 

DNA. Colocar um tubo num suporte por 10 minutos e permitir que a matriz sílica assente; 

10. Remover e descartar 500 μL do sobrenadante, sendo cuidadoso para evitar a matriz 

de ligação; 

11. Ressuspender a matriz de ligação gentilmente na quantidade restante de 

sobrenadante. Transferir aproximadamente 600 μL da mistura para o Spin™ Filter e 

centrifugar a 14.000 x g por 1 minuto. Esvaziar o tubo de captura e adicionar o resto da 

mistura para no Spin™ Filter e centrifugar novamente. Esvaziar o tubo de captura 

novamente; 

12. Adicionar 500 μL do preparado SEWS-M e gentilmente ressuspender o sedimento 

usando a força do líquido da ponta da pipeta; 

13. Centrifugar a 14.000 x g por 1 minuto. Esvaziar o tubo de captura e repor; 

14. Sem a adição de qualquer líquido, centrifugar uma segunda vez a 14.000 x g por 2 

minutos para “secar” a matriz da solução residual limpa. Descartar o tubo de captura e 

repor com um novo; 

15. Deixar o Spin™ Filter secar por 5 minutos à temperatura ambiente; 

16. Suspender gentilmente a matriz de ligação (por cima do Spin™ Filter) em 50-100 μL 

de DES (DNase/Pyrogen-Free Water); 

17. Centrifugar a 14.000 x g por 1 minuto para trazer o DNA eluído para o tubo de 

captura. Descartar o Spin™ Filter. O DNA agora está pronto para PCR e outras 

aplicações. Armazenar a -20°C por longos períodos ou 4°C até o uso. 
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Anexo F: 

 

Tabela 1: Concentração de RNA (ng/µL) de tecido de brânquias e glândula digestiva de 

Magallana gigas e os respetivos rácios 260/230 e 260/280 para expressão genética. 

Amostra Concentração de 

RNA ng/µL 

Rácio 260/230 Rácio 260/280 

Brq controlo1 T24h 698,0 1,58 2,00 

Brq controlo2 T24h 932,9 1,58 2,07 

Brq controlo3 T24h 812,4 1,68 2,11 

Brq infetada1 T24h 1200,2 1,62 2,03 

Brq infetada2 T24h 1288,7 1,41 2,03 

Brq infetada3 T24h 1613,6 1,38 2,11 

Gland controlo1 T24h 1769,5 1,39 2,02 

Gland controlo2 T24h 2583,0 1,32 1,98 

Gland controlo3 T24h 2666,8 1,39 2,03 

Gland infetada1 T24h 1802,1 1,39 2,03 

Gland infetada2 T24h 801,0 1,30 2,07 

Gland infetada3 T24h 2283,0 1,17 2,05 

 

 

Tabela 2: Concentração de ADN (ng/µL) de tecido de brânquias e glândula digestiva de 

Magallana gigas e os respetivos rácios 260/230 e 260/280 para confirmação de 

Amyloodinium ocellatum nos tecidos por PCR. 

Amostra Concentração de 

ADN ng/µL 

Rácio 260/230 Rácio 260/280 

Brânquia Controlo 93,9 1,75 1,98 

Brânquia Infetada 77,3 -3,44 1,93 

Glândula Controlo 28,2 -1,05 2,26 

Glândula Infetada 25,5 -1,31 2,44 
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Tabela 3: Valores dos trofontes de Amyloodinium ocellatum observados nas brânquias 

glândulas digestivas das ostras da espécie Magallana gigas nos respetivos momentos de 

amostragem.   

 TRAT Brânquias Glândula 

Réplica 1 2 3 1 2 3 

CT0 12 10 3 1 3 1 

CT0 3 7 6 2 0 1 

CT0 4 5 5 2 6 3 

CT0 7 9 7 2 6 4 

CT0 1 2 4 4 6 7 

CT0 10 13 10 1 1 2 

IT96 13 20 9 2 9 6 

IT96 9 15 9 1 0 0 

IT96 8 23 10 3 0 1 

IT96 22 17 10 3 0 0 

CT96 19 10 16 1 0 0 

CT96 6 11 2 0 1 1 

CT96 5 3 6 0 0 0 

CT168 13 3 4 1 3 2 

CT168 8 5 6 1 1 0 

CT168 6 2 4 2 2 0 

IT168 1 1 3 1 3 1 

IT168 3 1 1 0 0 0 

IT168 1 2 7 0 0 0 

IT168 3 2 2 1 1 0 
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