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“Um guerreiro da luz nunca esquece a gratido.
Durante a luta, foi ajudado pelos anjos;
as forcas celestiais colocaram cada coisa no seu lugar,

e permitiram que ele pudesse dar o melhor de si.”
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Contextualizacao

O meu estagio teve inicio no més de dezembro de 2011, na lota da Figueira da Foz
e terminou no final de abril de 2012 no IPIMAR/INRB. Durante o periodo que estagiei na
lota, aprofundei conhecimentos na &rea de inspecdo do pescado e tive oportunidade de
acompanhar todas as outras atividades do veterinario oficial. Apresento, em anexo, alguns
dados relativos ao ato de inspecdo. O grande objetivo do estdgio na lota foi recolher as

amostras de faneca que permitiram executar este projeto.

O estagio continuou, depois, no IPIMAR/INRB, proporcionando-me a possibilidade
de analisar as amostras em causa. Participei em todas as atividades laboratoriais de
investigacdo que decorreram no Departamento de Aquacultura e no Laboratério de
Patologia de Animais Aquéticos deste Instituto.
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Resumo

Os nematodes do género Huffmanela séo parasitas histozoicos que infetam
sobretudo os musculos das regides abdominais e dorsais da faneca, Trisopterus luscus.
Os peixes sao rejeitados em lota devido a alteracdo da cor da pele que apresenta
manchas escuras devido a presenca de ovos castanhos embrionados. As variagbes de
cor observadas nos musculos destes peixes sugerem que a infecdo é feita através do
tubo digestivo, inicialmente para a musculatura envolvente da cavidade abdominal.
Através do exame histopatoldgico, observaram-se ovos bioperculados, com superficie
lisa, imaturos (hialinos), com tamanho médio de 41,4x32,2 um, e ovos embrionados
(castanhos), com tamanho médio de 68x38,2 um, com localizacao intracelular ou, na sua
maioria, extracelular. Observaram-se porcdes de larvas ou parasitas adultos com a
mesma localizagdo. Os ovos encontravam-se dispostos linearmente ou aleatoriamente
sugerindo movimentos migratérios de uma ou mais fémeas. Os ovos em fila encontravam-
se unidos por um tecido unitivo observado em microscopia eletrénica de varrimento
(MEV).

Palavras-chave: Nematodes * Huffmanela « Parasitas histozoicos ¢ Trisopterus luscus

Manchas escuras * Ovos imaturos * Ovos embrionados ¢ Tecido unitivo

Abstract

The nematodes of the genus Huffmanela are a histozoics parasites which mainly
infects the muscles of the abdominal and dorsal regions of the pouting, Trisopterus luscus.
Fish are rejected at initial auction because of an alteration in skin colour which presents
dark markings due to the presence of embryonated brown eggs. The variations of colour
observed in the muscles of these fish suggest that infection is affected through the
digestive tube, initially to the surrounding muscular structures of the abdominal cavity. The
histopathological examination, revealed bioperculated eggs which presented a smooth
surface, were immature (hyaline), averaging 41,4x32,2 um in size, and embryonated eggs,
(brown), 68x38,2 um on average, and were in either intracellular or, for the greater part,
extracellular locations. Portions of larvae or adult parasites were observed in the same
locations. The eggs were in lines or in random positions suggesting migratory movements
of one or more females. The eggs in lines were bound together by unitive tissue observed

with a scanning electron microscope (SEM).

Key-words: Nematodes ¢ Huffmanela  Histozoic parasite ¢ Trisopterus luscus * Dark

markings ¢ Immature eggs * Embryonated eggs * Unitive tissue
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— DGV: Direcéo Geral de Veterinaria

— FAO: Food and Agriculture Organization
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— IPIMAR/INRB: Instituto das Pescas e do Mar/Instituto Nacional dos Recursos
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— €: Moeda “Euro”

- $: Moeda “Escudo”

— M: Molar

— n° Namero
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—  %: Percentagem
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. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. INTRODUCAO

1.1 Taxonomia: Trisopterus luscus

A faneca, Trisopterus luscus (Linnaeus, 1758), pertence a classe Osteichthyes, a
ordem dos Gadiformes e a familia Gadidae (Rafinesque, 1810).

Segundo Svetovidov (1948) (cit. Delling et al., 2010), dentro do género Trisopterus,
existem trés espécies distintas: T. esmarkii (Nilsson, 1855), T. luscus e T. minutus
(Linnaeus, 1758) (Froese & Pauly, 2011).

Na costa portuguesa, além da faneca, existe, segundo Castro (1967), a espécie T.
minutus, que é vulgarmente conhecida como “fanecao”, cujas semelhancas com a faneca
podem suscitar alguma confuséo (Sobral, 1983). O mesmo se pode verificar em relagéo
ao “badejo”, Merlangius merlangus (Linnaeus, 1758), sobretudo quando este ainda é

jovem (Sanches, 1992) (quadro 1).

Quadro 1- Principais diferengas morfologicas entre a faneca, o fanecdo e o badejo (adaptado de Sanches,
1992).

Altura do corpo menor que o comprimento da cabeca.
Comprimento da base da primeira barbatana anal menor

Fanecéao o i -
gue a distancia pré-anal. Barbatanas anais ligeiramente
afastadas na base.
. Corpo alongado. Barbilho rudimentar ou ausente no
Badejo £ SN
-

mento.
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1.2 Carateristicas morfolégicas e ciclo de vida da faneca

A faneca é um peixe teledésteo com corpo simétrico, cujo comprimento do adulto
varia entre os 30 cm e 46 cm. O numero de vértebras situa-se entre 47 e 49 (Svetovidov,
1986) e o seu corpo caracteriza-se por ser alongado, mas nitidamente alto, estando
comprimido lateralmente na porcdo anterior (Machado, 1983), onde a linha lateral &
acentuadamente curva (Svetovidov, 1986).

Segundo Chevey (1929) (cit. Machado, 1983), a faneca tem uma face obtusa e
nao proeminente. Os dentes tém pequenas dimensfes e estdo implantados em maxilas
gquase iguais. Segundo o mesmo autor, a faneca apresenta sempre um barbilho bem
desenvolvido na mandibula. Os seus olhos sdo grandes e com aspeto de bolbo, dado que
a cornea esta solta e pode formar uma camara que se enche com gés ou fluido. A espécie
apresenta trés barbatanas dorsais, continuas, mas nao unidas. A primeira e a terceira séo
sensivelmente do mesmo comprimento, mas muito diferentes no seu formato, uma vez
gue a primeira é mais alta, pontiaguda, assumindo uma forma triangular. A segunda

barbatana é a mais alta das trés (figura 1).

Quanto as barbatanas anais, encontram-se unidas pela base e a primeira é
significativamente mais longa que a segunda (Machado, 1983). A primeira barbatana anal
situa-se por baixo da metade anterior da primeira barbatana dorsal, contendo trés vezes o
comprimento desta. A barbatana anal representa 35,1 a 44,3% do comprimento do peixe
(Sobral, 1983).

No que se refere as barbatanas pélvicas, estas inserem-se na superficie ventral,
na zona do eséfago, séo estreitas e muito compridas, estendendo-se para além do angulo

de insercdo da primeira barbatana dorsal.

o

@ s

Figura 1- Representagdo esquematica da espécie Trisopterus luscus (Froese & Pauly, 2011).

A barbatana caudal tem um aspeto quadrado e um bordo posterior truncado
(Machado, 1983).

Capitulo: Revisédo bibliogréafica
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A faneca possui cor vermelha pardacenta no dorso, que se vai atenuando
gradualmente com tons cinzento-azulados até atingir o branco prateado nos flancos. O
seu ventre é branco e, junto a margem superior da base da barbatana peitoral, existe uma
mancha negra muito distinta (Sobral, 1983) (figura 2). O corpo esta coberto de escamas
de pequenas dimensodes e caducas (Machado, 1983).

Figura 2- Fotografia de uma faneca fresca.

De acordo com Hoek (1910) (cit. Sobral, 1983), trata-se de uma espécie ovipara
em que a fecundagéo é externa. A ovipostura ocorre em aguas pouco profundas (até aos
60 m), a temperaturas nao inferiores a 8-9 °C e com uma salinidade de cerca de 32 a
35°/90. ApOs 0 periodo de incubacédo de 10-12 dias, o ovo da origem a uma larva que, ao
atingir os 50 a 75 mm, comecga a desenvolver as barbatanas, as escamas e a sua
pigmentacdo, dando origem ao individuo adulto (Sobral, 1983), cuja longevidade pode
atingir os quatro anos (Froese & Pauly, 2011).

1.3 Alimentacéao

As fanecas possuem ritmos alimentares bem definidos. Apdés o periodo de
alimentacdo matinal, segue-se um periodo de repouso que termina no final da tarde com
uma maior quantidade de comida ingerida. Além deste, um outro periodo de alimentacdo
pode estar relacionado com as fases lunares, uma vez que foram capturados individuos
no estado larvar que se alimentavam apenas nas noites préximas da lua cheia. Os
estados larvares da faneca alimentam-se sobretudo de fitoplancton, dinoflagelados,
tintinideos, copépodes e isépodes (Machado, 1983), enquanto que os individuos adultos
se alimentam maioritariamente de crustaceos, pequenos peixes e moluscos (Svetovidov,
1986).

Capitulo: Revisédo bibliogréafica

[y
w




Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria | UTAD
2012

1.4 Distribuicdo geografica/Habitat

A faneca € uma espécie costeira cujo limite de distribuicdo é o Oceano Atlantico,
entre os 29° e 60° de latitude, sendo, assim por isso, uma espécie de aguas temperadas
do Hemisfério Norte. Esta espécie tem maior abundancia na costa atlantica francesa e no
Canal da Mancha (Sobral, 1983), embora se encontre com bastante facilidade no Oceano
Atlantico ocidental e na zona ocidental do Mar Mediterrédneo (figura 3).

No que se refere ao habitat, esta espécie encontra-se geralmente em aguas pouco
profundas (espécie bentoplagica), entre os 30 e os 100 m de profundidade (Froese &
Pauly, 2011), com preferéncia para fundos de areia ou pedra, o que, segundo Nobre
(1935) pode estar relacionado com a variacdo da intensidade da sua cor (Sobral, 1983).

=
b
>3

=

Figura 3 - Representacdo esquematica da distribuicdo geogréafica da espécie Trisopterus luscus. As zonas a
vermelho representam maior densidade populacional desta espécie e nas zonas a amarelo estdo
representadas as areas de densidade populacional moderada (Froese & Pauly, 2011).

1.5 Importéncia comercial da faneca

7

A importancia da pesca como atividade economica, ao longo dos tempos, é
inquestionavel, manifestando-se, por exemplo, na cunhagem de moedas (escudos), com
motivos alusivos a pesca. Desde 0 século XIX até meados do século XX que os habitos
de consumo de peixe nao se alteraram muito, a exce¢cdo de uma maior abundancia no

abastecimento de pescado, em particular de sardinha salgada e de bacalhau seco.

Embora Portugal seja um importante produtor de conservas de peixe, 0 seu

consumo a nivel interno nunca substituiu o peixe fresco ou salgado (Nunes et al., 2008).

A tradicdo dos portugueses enquanto apreciadores de pescado leva a que,
segundo os dados mais recentes, o consumo per capita seja de 56,5 kg/ano/habitante, o
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gue torna Portugal no pais com maior consumo per capita de pescado da Unido Europeia
(UE) a 25 onde o valor médio se situa a volta de 22,7 Kg/ano/habitante (dados de 2001)
(Dias, 2008).

Neste seguimento, a Organizacdo para a Alimentacdo e Agricultura (FAO) das
Nac¢bes Unidas e a Organiza¢do Mundial de Satude (OMS) emitiram um parecer conjunto,
elaborado com o apoio técnico e cientifico de diversos especialistas mundiais, onde se
destacam o0s beneficios do pescado no desenvolvimento neuronal e na prevengcdo de
doencas cardiovasculares. Embora o valor nutricional do pescado seja muito variavel, o
recurso a peixes com menor valor de mercado, como a faneca, acaba por ser uma forma
de se manter o habito de consumo de peixe e, indiretamente, de se acompanharem as
orientacdes da OMS. A faneca € explorada essencialmente na costa norte e centro do
Pais, facto comprovado pelos dados disponiveis mais recentes. Na figura 4, estédo
identificadas as lotas nacionais onde a faneca fez parte das cinco espécies de pescado

mais vendido durante o més de novembro de 2011.

Lota da Povoa do Varzim — 3848 Kg
Lota de Matosinhos—41218 kg
Lota de Aveiro— 33960 kg

Lota da Figueira da Foz — 16424 kg

Lota da Nazaré— 11550 kg

Figura 4- Quantidade de faneca vendida no més de novembro (dados gentilmente cedidos pela Estatistica
Doca Pesca -Portos e Lotas).

Em novembro de 2011, o total de fanecas vendidas foi de 106700 Kg nas lotas
referidas, tendo atingido um pre¢co médio por quilograma de 1,784€. Este valor & trés
vezes superior ao que se registou no ano de 1982, que era de 115%00 por kg (0,57€)
(Machado, 1983).
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1.6 Inspecdao sanitaria da faneca - causas de rejeicéo

A partir de abril de 1999, foi progressivamente implantada, em todas as lotas

licenciadas, a inspecéo higio-sanitaria do pescado. Desde 2000, todas as lotas licenciadas

dispem, em permanéncia, de uma equipa de inspec¢ao higio-sanitaria, sob orientagdo da

Direcdo Geral de Veterindria (DGV) (Carrapato, 2002). Os principais objetivos do

veterinario oficial sdo controlar regularmente as condi¢bes de higiene do desembarque,

averiguar a higiene dos manipuladores da lota e ainda garantir a seguranca higio-sanitéria

do pescado fresco. As tarefas referidas tém suporte legal na seguinte legislacao:

Regulamento (CE) n°852/2004 da Comisséo, que refere as condigbes gerais de
higiene aplicaveis a producédo priméria e operagdes conexas;

Regulamento (CE) n°853/2004 da Comisséo, que estabelece regras especificas de
higiene aplicaveis aos géneros alimenticios de origem animal;

Regulamento (CE) n°854/2004 da Comissédo, que esclarece as regras especificas
de organizacgdo dos controlos oficiais de produtos de origem animal destinados ao
consumo humano;

Regulamento (CE) n°2406/96 da Comisséo, que clarifica quais os critérios de
frescura a avaliar;

Regulamento (CE) n°2074/2005 da Comissdo, que define os conceitos de
parasitas visiveis e de infecdo visual, bem como a determinacdo do tipo e
frequéncia das observagoes;

Regulamento (UE) n°1276/2011 da Comissao, que altera o anexo Il do
Regulamento (CE) n°853/2004, no que se refere ao tratamento para eliminar

parasitas viaveis em produtos da pesca destinados ao consumo humano.

As principais causas de rejeicdo da faneca sdo comuns a maioria do restante

pescado, podendo ser categorizadas em cinco grupos:

A - Peixes alterados (falsificados, avariados ou corruptos)

B - Peixes repugnantes (parasitados, com tumores e cheiros anormais)
C - Peixes com excessiva magreza

D - Peixes suspeitos de veicular microrganismos ou substancias toxicas

E - Outras causas ndo contempladas nos parametros anteriores
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1.7 Parasitas identificados na faneca (Trisopterus luscus)

O conhecimento dos parasitas da faneca e da sua agdo patogénica revela-se de
grande interesse, do ponto de vista da saude publica. De modo a simplificar esta tematica,
apresenta-se na tabela 1 uma sintese da revisdo bibliogréfica sobre os parasitas dos

varios grupos taxonomicos identificados na faneca.

Tabela 1- Parasitas identificados na faneca.

Importéancia
Classes Localizacéo Acéo em saude Proveniéncia Referéncia
anatémica patogénica publica do peixe bibliogréfica
(sim/néo)
Copepoda
Linha lateral e
cavidade Norte de Eiras, 1984
b . Portugal
raquial
] Branquias Norte de Eiras, 1986
Lernaeocera lusci Portugal
A . Oceano Tirard et al.,
Branquias Atlantico 1996
A Voordelta (Mar  Van Damme &
Branquias do Norte) Ollevier, 1995
Nematoda
Musculo Portugal Mendes, 1996
Huffmanela sp. Miisculo Portuaal Esteves et al.,
useu U9 2009
Larvas de Ssim Torre Molina et
anisaquideos al., 2000
Hysterothylacium Petter &
aduncum Cabaret, 1995
, Baia de
Anisakis spp. I\(I/lijss((:::rlgse Sim Biscaia, Rellzc())&tgal.,
Espanha
Apicomplexa
U Reacéo
Goussia cruciata Pire(!ang#égna inflamatoria/ Portugal Azeengl 5&006
P Granulomas !
Digenea
Neodiplostomum . . Bamber et al.,
sp. Epiderme Mamfshire 1083
. Medway Van Den Broek,
Cryptocotyle lingua Estuary 1979
Monogenea
Diclidophora Branquias Plymouth, Llewellyn &
esmarkii q U.SA. Green, 1980
Diclidophora Branquias Plymouth, Llewellyn &
luscae q U.S.A. Green, 1980
Diclidophora A . Ramos: 201~2
| Branquias Portugal (comunicacgéo
uscae
pessoal)
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1.8 Huffmanela spp. (Nematode: Trichosomoididae)

As infecBes musculares por ovos do género Huffmanela spp. (Moravec, 1987)
(Trichineloidea: Trichosomoididae) tém sido reportadas nos peixes, pois originam o
escurecimento do musculo, que acaba por provocar significativas perdas econdmicas
(Justine, 2004). De uma forma geral, os peixes infetados apresentam, no local de
deposicdo dos ovos, pontos/manchas negras anormais a sua coloragao tipica, excetuando
o caso da H. moraveci em que ndo se verifica nenhuma alteracdo cromatogréfica
(Carballo & Navone, 2007). Os peixes marinhos infetados por este parasita foram
capturados no Oceano Pacifico e no Oceano Atlantico (Bullard et al., 2012). Porém,
encontra-se, referenciado por Huffman e Moravec (1988), um caso de Huffmanela (H.
huffmani) em peixes de agua doce. Além dos peixes teledsteos, ha quatro casos de
infecdo por H. carcarhini (MacCallum, 1925; Moravec, 1987), H. lata (Justine, 2005),
Huffmanela sp. (MacLean et al., 2006) e H. cf. Carcarhini (Bullard et al.,2012), reportados

em tubardes.

O nematode Huffmanela spp. nem sempre foi classificado como pertencendo a
familia Trichosomoididae. Foi com o contributo de Huffman e Moravec que, em 1988, se
concluiu que este ndo pertencia a familia Capillaridae. Estes autores foram pioneiros na
descricdo da morfologia dos individuos adultos que pertencem a este género, tendo
constatado as suas semelhangas com a familia Trichosomoididae. Uma carateristica
semelhante nas duas familias esta relacionada com o mecanismo de dispersao dos ovos.
No parasita Huffmanela spp., a localizagdo dos ovos, quer na pele quer na mucosa das
branquias, sugere que a pele podera ser a sua localizacdo preferencial e as guelras o
local que permite a dispersdo dos mesmos. Estes dois mecanismos sao também
possiveis em Capillaria hepatica, que produz dois tipos de ovos, uns que vao para o
ambiente e se desenvolvem até ao estado infetante e outros que se encontram no figado

e que acabam por ser ingeridos por outros animais (Carballo & Navone, 2007).

O parasita Huffmanela spp. infeta uma diversidade de tecidos, sendo na sua
maioria extracelular, embora também se observe pontualmente a nivel intracelular,
revelando com isto possuir um micro-habitat especifico (Bullard et al., 2012). Deste modo,
Moravec e Garibaldi (2000), consideram o local de infecdo no hospedeiro uma
carateristica suplementar para identificacdo da espécie em causa. No caso dos teledsteos
foi observada a presenca de ovos do parasita na pele: H. paronai (Moravec & Garibaldi,
2000), H. canadensis (Moravec et al., 2005) e H. moravenci (Carballo & Navone, 2007). A
presenca de ovos no musculo observou-se nos casos Huffmanela sp. (Grabda &
“Slésarczyk, 1981), H. banningi (Van Banning, 1980; Moravec, 1987), Huffmanela sp.

(Géllego et al., 1993), H. shikokvensis (Moravec et al., 1998), H. japonica (Moravec et al.,
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1998) e Huffmanela sp. (Esteves et al., 2009). Na bexiga natatéria foi observada nos
casos H. huffmani (Huffman & Moravec, 1988; Zd’arska et al., 2001; Cox et al., 2004), H.
schouteni (Moravec & Campbell, 1991; Moravec et al., 2003), H. mexicana (Moravec &
Fajer-Avila, 2000), H. balista (Justine, 2007) e H. plectroni (Justine, 2011) e, nos arcos
branquiais observou-se nos casos de H. branchialis (Justine, 2004), H. filamentosa
(Justine, 2004), H. ossicola (no tecido 6sseo dos arcos braquias) (Justine, 2004) e H.
moravenci (Carballo & Navone, 2007). Nos elasmobranquios, observou-se a presenca
deste parasita na pele, nos casos de H. carcarhini (na mucosa dos arcos braquiais)
(MacCallum, 1925, 1926a; Moravec, 1987), H. lata (Justine, 2005), Huffmanela sp.
(MacLean et al., 2006), H. cf. carcharhini (Bullard et al., 2012), e nos arcos branquiais

como em H. carcarhini (MacCallum, 1925, 1926a; Moravec, 1987).

Em 1988, Huffman e Moravec descreveram pela primeira vez a morfologia dos
ovos de uma espécie pertencendo ao género Huffmanela. Estes autores identificaram dois
tipos de ovos: ovos desenvolvidos, constituidos por uma camada interna, clara e fina e
uma camada externa, escura e espessa, com opérculos de cor mais clara e com um
envelope fino e transparente, de aspeto espinhoso; e ovos menos desenvolvidos (que néao
contém larva), com uma parede fina e de cor hialina, envoltos num envelope espinhoso
(Huffman & Moravec, 1988).

Posteriormente, foram efetuados varios estudos em que se procedeu a
mensuragdo do tamanho dos ovos, assim como a sua descricdo morfologica. A
identificacdo das espécies do género Huffmanela passou a ser feita com base nos

seguintes critérios:

1- Tipo de hospedeiro definitivo

2- ldentificacdo do tecido infetado (Moravec & Garibaldi, 2000)

3- Dimenséo dos ovos

4- Aspeto morfolégico do ovo

5- Caracteristicas morfoldgicas do individuo adulto (quando presente) (Carballo &
Navone, 2007).

Na tabela 2, apresentam-se as espécies de Huffmanela spp. identificadas até ao

momento, com base nos critérios expostos.
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Tabela 2 — Espécies de Huffmanela spp. identificadas.
Dimenséo do
Espécie HD Tecido infetado OV.O Carateristicas morfolégicas do ovo = Referéncia
(comprimento
x largura) (um)
.Forma eI|p50|d(’e,.0percqus . Grabda &
Huffmanela sp. Teledsteo Masculo 113-116x86-87 proemintentes, superficie da parede lisa, “Slésarczyk,
parede espessa com envelope em
1981
forma de concha
Forma oval-elipsoide, opérculos Van Banning,
H. banningi  Teledsteo Musculo 99-108x42-45 progm|entes & envelope com canais 1980;
muito pequenos que podem parecer Moravec,
espiculas superficiais 1987
Forma elipsoide, opérculos discretos, =~ MacCallum,
Pele e mucosa . ) .
H. carcarhini Tubardo dos arcos 90-105x42-54 superflcie d a parede lisa ou com 1925, 19268;
" pequenas espiculas e com envelope em  Moravec,
branquiais
concha 1987
Huffman &
. . Moravec,
Forma oval, opérculos proeminentes, 1988-
H. huffmani  Tele6steo Bexiga natatéria ~ 54-60x30-33 superficie da parede lisa e com Idarska Z et
envelope espinhoso al.. 2001 Cox
etal., 2004
Moravec &
Forma oval alongada, opérculos Campbell,
H. schouteni Tele6steo Bexiga natatéria =~ 69-75x27-33  proeminentes, superficie da parede lisa 1991;
e com envelope com proeminéncias ~ Moravec et
al., 2003
Forma oval alongada, opérculos Géllego et al
Huffmanela sp.  Peixe* Musculo 67-79x67-79  proeminentes, superficie da parede lisa 1993 v
e com envelope salpicado de pontos
Forma oval elipsoide, opérculos Moravec et
H. shikokvensis Teledsteo Muasculo 78-90x36-45 proeminentes, superficie da parede lisa al. 1998
e com envelope v
Forma oval alongada, opérculos
H.japonica |Teledsteo Masculo 58-69%26-30 proeminentes, superficie lisa e com Moravec et
envelope transparente de grossura al., 1998
irregular
Forma oval alongada, opérculos Moravec &
H. paronai Teledsteo Epiderme 48-51x21-24  discretos, superficie da parede lisa e Garibaldi,
com envelope 2000
Forma oval alongada, opérculos Moravec &
H. mexicana Teledsteo Bexiga natatéria ~ 63-69x30-33  discretos, superficie da parede lisae  Fajer-Avila,
sem envelope 2000
Forma oval alongada, com opérculos
H. branchialis  Tele6steo Branquias 45-52x23-30  discretos, superficie da parede lisae Justine, 2004
com envelope
Forma oval alongada, opérculos
H. filamentosa Teledsteo Branquias 48-53x25-30 discretos de onde saem finos filamentos Justine, 2004
e com envelope
Forma oval alongada, opérculos
H. ossicola  Tele6steo Branquias 72-88x32-40  discretos, superficie da parede lisae Justine, 2004
com envelope preenchido por filamentos
Forma elipsoide, opérculos discretos,
H. lata Tubardo Pele 77-88x52-63  superficie da parede espinhosa e sem Justine, 2005
envelope
Forma oval, opérculos discretos,
. . - ) Moravec et
H. canadensis Tele6steo Pele 50-55x21-27 superficie da parede com riscas al. 2005
transversais e com envelope B
Forma elipsoide, opérculos discretos,
x - . MacLean et
Huffmanela sp. Tubar&o Pele 73-86x39-47 superficie da parede lisa e com al., 2006

envelope

*Infec&o provocada por consumo de peixe
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De acordo com os dados recolhidos, verifica-se que a descricdo dos ovos
encontrados nos tecidos parasitados acaba por ser o fator determinante para a
caraterizacdo da espécie. Deste modo, Moravec e Fajer-Avila (2000) adaptaram a chave
dicotémica, proposta inicialmente por Huffman e Moravec (1988), para a identificacdo das
espécies de Huffmanela spp., que se transcreve.

Chave dicotémica para identificagcdo da espécie de Huffmanela spp.

Ovos grandes, com um comprimento de pelo menos 90 um; envelope
A superficial transparente com espinhos; ovos localizados na pele, mucosa 2

dos arcos branquiais ou musculos de peixes marinhos.

Ovos pequenos, excecionalmente com um comprimento até 90 um;
envelope superficial transparente com ou sem espinhos; ovos localizados
na cavidade abdominal, visceras ou musculo de peixes marinhos ou de

agua doce.

Ovos de casca espessa, com espessura de casca gque varia entre 6-9
pm; opérculos proeminentes (12-18 pm); ovos localizados na pele e o
A . _ . H. carcharhini
mucosa que cobre os tecidos conjuntivos dos arcos branquiais de

tubardes (Carcharhinus); Oceano Atlantico (U.S.A).

Ovos de casca fina, com espessura de casca de 3 pm; opérculos
discretos (4-6 pum); ovos localizados na musculatura dos peixes-lingua o
B H. banningi
(Cynoglossus), estando concentrados em grupos “black spots”; Oceano

Atlantico Ocidental (Senegal, Congo).

Ovos pequenos, com um comprimento maximo de 69 um, opérculos
A discretos (6-9 um); envelope superficial transparente com ou sem 4
espinhos; parasita de peixes marinhos ou de agua doce.

Ovos maiores que 69 pm; opérculos grandes, 9-18 pym de largura;
B envelope superficial transparente sem espinhos; parasitas de peixes 6
marinhos.

Envelope superficial com espinhos; ovos com as dimensfes de 54-
60x30-39 um; ovos localizados na bexiga natatéria de peixes de agua )
A . . . . . H. huffmani
doce da familia Centrarchidae (Lepomis, Ambloplites, Micropterus),

U.S.A. (Texas).

Envelope superficial transparente sem espinhos, parasita de peixes

marinhos.
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Envelope superficial bem desenvolvido, de espessura irregular (3-12 pm
de espessura); ovos com dimensbes de 58-69x26-30 pm; ovos
A localizados no misculo de peixes marinhos da familia Mullidae (Upenus), H. japonica
estando concentrados em aglomerados “black spots”; Mar Interior do

Japéo.

Envelope superficial pouco desenvolvido, muito fino (cerca de 1 um),

aparentando estar ausente na superficie dos opérculos; ovos com as

B dimensbes de 63-69x30-33 um; ovos uniformemente distribuidos na H. mexicana
camada da parede da bexiga natatéria de peixes da familia

Tetradontidae (Sphoeroides); Oceano Pacifico, México.

Ovos estreitos, com dimensGes de 69-75x27-30 um; opérculos
pequenos, 69-75x27-30 pm; opérculos discretos (6-9 um); ovos
localizados na cobertura serosa do intestino e eventualmente também )
A ) ) s ) ) H. schouteni
na cavidade abdominal e figado de peixes voadores marinhos da
familia Exocoetidae (Hirundichthys, Cypselurus); Oceano Atlantico

6 Ocidental (Curagao, Holanda).

Ovos largos, com dimensdes de 78-90x36-45 pum; opérculos

proeminentes (15-18 um); parede dos ovos mais velhos relativamente

B fina até 3 um; ovos localizados na musculatura de peixes marinhos da  H. shikokuensis
familia Monacanthidae (Stephanolepis), estando uniformemente

distribuidos pelos tecidos; Mar Interior do Japéo.

Apesar desta tentativa de organizar conceitos e no fundo simplificar os critérios
para a identificacdo da espécie, estdo descritos casos em que 0s ovos nao se enquadram
nesta chave dicotémica, como, por exemplo, 0s ovos encontrados na espécie Trisopterus
luscus, assinalados por Esteves et al. (2009) e os encontrados em Gymnocranius

grandoculis referidos por Justine (2004).

No que se refere & ultraestrutura dos ovos de Huffmanela spp., Zd’arska et al.
(2001), através das técnicas de microscopia eletronica de varrimento e de microscopia
eletronica de transmissao, descreveram a constituicdo da parede destes ovos. De acordo
com estes autores, os ovos do género Huffmanela sdo constituidos por trés camadas,
cada uma composta por varias laminas de acordo com a representacdo esquematica que

se apresenta.
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Camada
vitelina
(externa)

Lamina eletro-densa
(externa)

Lamina eletro-ltcida
(interna)

Lamina homogéna
eletro-densa
(externa)

Camada Fase mais

quitinosa . Lami'?g. e

(intermédia) intermedia Fase menos
eletro-dens

Lamina eletro-
densa (interna)

Parede do
ovo

Lamina eletro-llcida
(externa)

Camada Lamina homogénea
lipidica eletro-lticida (interna)
(interna)

Figura 5 — Representagdo esquematica da constituicdo quimica da parede do ovo de Huffmanela huffmani.

Com o desenvolvimento do ovo, a camada quitinosa e a camada lipica ndo sofrem
alteracdes, ao contrario da camada vitelina que, numa primeira fase, é fina e constituida
apenas por material eletro-licido. A medida que o ovo se desenvolve, na camada vitelina,
diferenciam-se duas laminas, ao mesmo tempo que as projecdes superficiais crescem em
tamanho e se vdo tornando facilmente visiveis ao nivel dos opérculos (Zd'arska et al.,
2001). A camada quitinosa do ovo vai-se tornando gradualmente mais espessa e escura.
Este escurecimento, segundo Cox et al. (2004), é atribuido & oxidagdo de uma substancia
denominada quitina. No que diz respeito a camada lipidica, esta encontra-se a delimitar
todo o ovo incluindo os opérculos, sendo estes formados por uma anel de camada
quitinosa. A parte externa do anel é constituida pela camada vitelina e a parte interna pela
camada lipidica. Além disto, o opérculo é formado por uma matriz de fibras eletro-licidas

e eletro-densas (Zd’érské et al., 2001).

O primeiro nematode adulto do género Huffmanela foi descrito por Huffman e
Moravec (1988), aquando da identificacdo da espécie H. huffmani. Além desta espécie,
também nas espécies H. canadensis (Moravec et al.,2005) e H. moravenci (Carballo &
Navone, 2007) foram descritos individuos adultos. Em todos estes trabalhos se conclui
gue o corpo do nematode é filiforme, sendo o macho, comparativamente a fémea, mais
curto e estreito. De acordo com Huffman e Moravec (1988), o macho possui um

comprimento entre 4,69 a 5,14 mm e um didmetro corporal que varia entre 0,024 a 0,027
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mm. J4 a fémea apresenta 4,90 a 7,51 mm e 0,024 a 0,030 mm, respetivamente. Estes
individuos possuem, de uma forma geral, uma cuticula fina, quase sempre lisa embora as
vezes possa ser densa e com uma estriagdo transversal. Quanto a extremidade cefélica,
por norma, é arredondada, relativamente ampla, podendo ter papilas cefélicas indistintas
ou presentes. O est6fago pode ter um comprimento até 41% do total do corpo do
nematode identificando-se na sua por¢cdo muscular anterior um estreitamento. Além disso,
a rodear o eso6fago existe um anel nervoso. Neste, também se identificam os cistosomas
que possuem nucleos celulares grandes. O poro excretor pode ou ndo estar presente e,
quando presente, localiza-se abaixo do anel nervoso (Huffman & Moravec, 1988). O
macho possui um testiculo e, entre espécies, distingue-se principalmente pela forma e
estrutura da extremidade caudal. Quanto a fémea possui um Unico ovario e um Gtero
longo e a distingdo entre espécies faz-se pela morfologia do labio vulvar (Moravec et al.,
2005).

O ciclo de vida do parasita Huffmanela spp. é desconhecido. Aparentemente, a
fémea adulta deposita 0os seus ovos no tecido do hospedeiro, num estado muito imaturo e
posteriormente, 0s ovos continuam o seu desenvolvimento (Moravec & Fajer-Avila, 2000).
De acordo com Van Banning (1980), a fémea acaba por sair do tecido e morrer apos
ovipostura. Gradualmente, 0os ovos vao-se tornando mais espessos e escuros e a larva
acaba por se desenvolver dentro do ovo (Moravec & Garibaldi, 2000). Cox (2004) e
Moravec (2000) demonstraram que os ovos de H. huffmani, localizados na bexiga
natatéria, sao libertados no meio ambiente s6 depois do hospedeiro original ser digerido
por um animal piscivoro, conseguindo 0s ovos passar através da parede do trato
intestinal. O mesmo se pode assumir para outras espécies em que 0s ovos se localizam
no tecido muscular e na serosa intestinal. Por outro lado, nas espécies H. carcharhini e H.
paronais, 0s ovos encontram-se no epitélio branquial de tubarbes, o que sugere que 0s
ovos sdo libertados no ambiente durante a renovagao natural das células epiteliais. Como
foi demonstrado, em H. huffmani, os ovos livres embrionados ndo s&o diretamente
infetantes para o hospedeiro, 0 que conduz a teoria de que talvez estejam envolvidos no
ciclo desta espécie, hospedeiros intermediarios ou paraténicos (Moravec & Fajer-Avila,
2000). Uma das razdes que dificulta o conhecimento do ciclo de vida deste parasita é o
facto do individuo adulto nem sempre ser observado nos tecidos parasitados. Deste
modo, como medida de prevencdo, Justine (2011) aponta para a ndo utilizagdo dos
orgdos ou outras partes do corpo dos peixes parasitados na alimentacdo de peixes de

aquacultura.
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. TRABALHO EXPERIMENTAL

1. OBJETIVOS DO TRABALHO

1- Estudo da estrutura histologica dos ovos de Huffmanela spp.

2- Estudo da ultraestrutura dos ovos de Huffmanela spp. (por microscopia
eletrénica de varrimento)

3- Estudo das alteracdes histoldégicas no tecido muscular provocadas por este

parasita

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Amostra

Local e método de captura do pescado
A espécie Trisopterus luscus utilizada neste estudo foi capturada no Atlantico

Nordeste (FAO). As amostras provém de duas artes de pesca: artesanal e arrasto. O
periodo de permanéncia no mar dos dois tipos de embarcacfes ndo excede as 24h,
estando estas sujeitas ao Plano de Controlo Oficial de Navios (PCON), realizado pelo

médico veterinario oficial e que é regido pelo Decreto-Lei n°111/2006 de 9 de junho.

Origem e Identificacio
Durante os meses de dezembro de 2011 e janeiro de 2012, no ato de inspec¢éo

sanitaria na lota da Figueira da Foz, foram recolhidos 10 exemplares de T. luscus com
lesbes eventualmente compativeis com Huffmanela spp., de um total de 45.808,47 kg de
pescado inspecionado. Esta rejeicdo foi baseada na observagédo de alteracéo de cor dos
exemplares. Estes foram identificados por ordem de recolha em lota, tendo-se procedido

ao registo dos parametros morfométricos (peso e comprimento) (tabela 3).
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Tabela 3 — Registo morfométrico dos exemplares estudados.

Faneca (n°de ordem) Peso (g) Comprimento (cm)
1* 199 25,7
2% 131 21,7
3* 231 26,7
4 110 21,4
5 124 23,7
6 122 23,4
7 120 22,6
8 119 22,4
9 121 23,0
10 202 26,6

* Amostra medida e pesada apos fixagdo

2.2 Métodos

Em todas as amostras, procedeu-se ao registo das morfometrias (peso e
comprimento). O peso foi registado em gramas e o comprimento até a primeira casa
decimal. Os exemplares foram fotografados com recurso a uma maquina digital

(Samsung® ES15).

Método de fixacdo
De modo a inibir a autélise dos tecidos e a preservar 0s componentes celulares

tecidulares, procedeu-se a colocagdo dos exemplares em formol a 10%. Nesta
preparacgdo foi usada agua doce da Doca Pesca da Figueira da Foz, na propor¢éo de 9:1
de formaldeido a 37-40%. ApoOs estarem devidamente acondicionadas e rotuladas, as
amostras foram transportadas para posterior tratamento histopatoldgico no Instituto das

Pescas e do Mar/Instituto Nacional dos Recursos Bioldgicos (IPIMAR/INRB).
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Estabelecimento dos termos usados na orientacdo dos animais para descricio das

lesdes

De modo a clarificar a terminologia utilizada, quer na descricdo macroscépica do
peixe inteiro ou mesmo na referéncia a regidao onde se procedeu a colheita do material
para andlise histopatolégica, segue-se a exemplificacdo gréfica desses conceitos (figura
6):

Figura 6- Descricdo dos termos usados na orientagdo dos animais. 1-A- Anterior (regido cranial); P-
Posterior (regido caudal); D- Dorsal (superficie superior do corpo); L- Lateral (superficie do lado direito e
esquerdo); 2-Plano transversal que divide o corpo nos quadrantes anterior e posterior; 3-Plano horizontal
gue separa a musculatura dorsal da musculatura abdominal; 4-Plano sagital que divide o corpo em duas
metades iguais (direita e esquerda).

Necroépsia com recolha parasitaria
Antes de se proceder a dissecacdo dos exemplares, observou-se a superficie

externa de cada um deles a fim de se proceder a sua classificacdo, de acordo com a
escala de graus de alteracéo de cor, proposta por Mendes (2006) (tabela 4).

Tabela 4 - Escala de graus de alteracéo de cor (Mendes, 2006).

Grau Carateristicas
0 Auséncia de alteracéo de cor
1 Alteracdo de cor ligeira
2 Alteracdo de cor moderada
3 Alterac&o de cor severa
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Apés esta apreciagdo, os trabalhos decorreram com a seguinte metodologia para
exposic¢ao da leséo (figura 7):

=  Material utilizado

— Cabo de bisturi n°4 e lamina n°21

Luvas descartaveis

Pinca de Adson

Tesoura de Mayo

= Metodologia

Para o estudo histopatoldgico do tecido muscular foram obtidas amostras com
aproximadamente 0,5 cm? de cada peixe com distintos graus de cor.

e Com o peixe em decubito lateral direito, fez-se uma incisdo paralela a
base da barbatana caudal, no pedunculo caudal (linha vermelha).

e Perpendicularmente, continuou-se essa incisao pelo bordo ventral até ao
limite da cavidade visceral (linha verde).

e Cuidadosamente, procedeu-se a dissecacdo, separando a pele da

musculatura.

Apos exposi¢do da musculatura alterada, procedeu-se a recolha de amostras do

musculo da regido dorsal.

Figura 7- Representacédo grafica das incisdes realizadas na necrépsia para recolha de tecido parasitado.

Exame histopatolégico
Apés a fixacdo, retiram-se pequenas por¢cdes de musculo, para processamento

histopatologico. As pecas foram colocadas em agua destilada, para remover 0 excesso de
formol, e desidratadas, tendo, para esse efeito, sido submetidas a banhos de alcool etilico
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p.a. (Merck®) de graduacéo crescente (50° 70°; 80°; 95° e 100°), durante periodos de 2h
com excecdo da passagem em alcool a 95° onde permaneceram 24h. Apls a
desidratacdo das pecas, o alcool foi substituido por xilol p.a. (Merck®) durante 1,5 a 2
horas. As pecas foram entdo incluidas em parafina. Os blocos foram cortados num
microtomo Leitz Wetzlar® de carredica, obtendo-se cortes de 3 um de espessura,
recorrendo-se ao uso de Mollifex® (Gurr, Barral da BDH) para facilitar os cortes.
Posteriormente, os tecidos foram colocados em laminas previamente pinceladas com
albumina e colocadas em estufa a 45°C. Apés aproximadamente 18h, a desparafinacdo
completou-se com duas passagens em xilol, com a duracdo de 15 minutos cada. Antes de
se proceder a coloracdo, os cortes foram hidratados, fazendo-os passar por banhos de
alcool a 90°, a 70° e agua destilada. Na coloracdo dos cortes usou-se hematoxilina e
eosina (H&E), com a seguinte metodologia: Hematoxilina de Harris (Merck®) (2 min),
imersdo em Aagua destilada, imersdo em 4alcool cloridrico (1 ml de &cido cloridrico
fumegante p.a., Merck®, em 99 ml 4lcool a 70°) seguida da coloracdo em Eosina Gelbich
(Merck®) (1,5 min) e novo processo de desidratacdo (alcool a 95° e a 100°). Por fim, os
cortes permaneceram 10 minutos em xilol. Ap6s remover o excesso de xilol, a montagem

das preparac6es histolégicas foi efetuada usando uma gota de Entellan® (Merck®).

Na observagéo histopatolégica, as imagens foram estudadas com recurso a um

microscoépio 6tico (Olympus® BX50F).

Método de contagem dos ovos
Os ovos foram contados nas preparagfes histologicas, utilizando o microscopio

otico. Esta mensuracao foi feita com uma objetiva de (20x) e uma ocular de (10x) com
escala, tendo-se procedido depois a conversdao em micra. Em cada lamina foram
contados 0s ovos de cinco campos aleatérios. A partir do niumero total de ovos obtidos em
cada peixe, foi determinado o nimero médio de ovos por campo, assim como o desvio-

padréo para cada um dos 10 exemplares de fanecas.
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Medicio do ovos

Procedeu-se ao registo do comprimento e da largura de 50 ovos embrionados e 50
ovos imaturos. Para cada tipo de ovo obteve-se a média e o respetivo desvio-padrao do

comprimento e largura.

Na contagem dos ovos e na sua medicdo, usou-se a escala de conversao da tabela 5.

Tabela 5- Escala de converséo.

Objetiva Conversao (um)
4 25
10 10
20 5
40 2,5
100 1

Microscopia Eletrénica de Varrimento

Para o estudo das amostras através da microscopia eletrénica de varrimento,
recorreu-se ao microscopio eletrénico da Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro. O
material usado no estudo da microscépia 6tica foi desmontado com o auxilio de xilol.
Estas amostras foram depois montadas num suporte de aluminio tendo sido depois
estudadas e fotografadas no microscopio eletronico: SEM/ESEM FEI QUANTA® — 400,
com uma aceleracdo de voltagem de 15 kV.
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[ll.  RESULTADOS

1. DESCRIGAO MACROSCOPICA DAS FANECAS AMOSTRADAS

Na amostra estudada, classificaram-se as fanecas da seguinte forma: uma no grau

0, duas no grau 1, quatro no grau 2 e quatro no grau 3. Na tabela 6, apresentam-se as

imagens correspondentes a cada grau.

Tabela 6 - Descricdo macroscopica e classificacéo das alteragdes de cor das fanecas.

Fanecas amostradas

Descricao

Corpo com cor acastanhada,
dorsalmente mais claro, cinzento

nos lados e prateado ventralmente

N° ordem

(faneca)

10

Lesdo ligeira de cor negra e ndo
uniformemente distribuida ao longo
de toda a musculatura da regido
dorsal

Les&o moderada de cor negra na

musculatura dorsal

Lesdo severa de cor negra ao
longo de toda a regido da

musculatura dorsal

Apds a remocdo da pele, constatamos que ndo havia correspondéncia entre a

intensidade de cor da pele (escala de graus de alterag&@o de cor) e a cor do musculo.

Na tabela 7, apresentam-se 0s exemplares com maior heterogeneidade de cor.
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Tabela 7 - Exemplos de fanecas com grande discrepancia entre o grau de alterac@o de cor atribuido e a
intensidade de pigmentag¢&o muscular.

N° ordem

Fanecas amostradas Descricao

(faneca)

Lesdo moderada de cor negra,
uniformemente distribuida ao longo da
musculatura dorsal (grau 2)

Pigmentagao intensa, de cor negra e
bilateral da musculatura abdominal, sem
pigmentacdo da musculatura dorsal da
face esquerda

Pigmentacdo moderada, bilateral, de cor
negra, da musculatura dorsal (grau 2)

Pigmentacgdo negra evidente na

musculatura dorsal e abdominal inferior

Face direita
Pigmentacado negra intensa da

musculatura dorsal e abdominal sem

envolvimento da regido caudal

Face esquerda
Pigmentacdao ligeira, bilateral, de cor
negra da musculatura dorsal (grau 1)

Face esquerda

Pigmentacéo negra, bilateral com zonas
pouco pigmentadas na musculatura
dorsal

No exemplar 2, apés remocéo da pele, verificou-se que a intensidade de coloracdo
do musculo era muito heterogénea. Os musculos dorsais da face esquerda néao

apresentavam pigmentacdo e a musculatura abdominal exibia pigmentacdo moderada.
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No exemplar 8, verificou-se que as faces esquerda e direita possuiam uma
coloracdo totalmente distinta, a face esquerda com uma menor intensidade de
pigmentagao que a face direita.

Quanto ao exemplar 4, a coloracédo da pele era moderadamente pigmentada, no

entanto, a musculatura abdominal apresentava cor negra intensa.

Na figura 8 (A, B,C e D), representam-se em esquema 0s musculos observados,
com alteracao de cor:

Figura 8- Representacdo esquematica dos musculos da faneca. (A) Musculo correspondente a regido
anatémica que aparece com alteracdo de cor antes da remocdo de pele. 1- Mudsculo supracranial dorsal
anterior; 2- Misculo cranial dorsal; 3- Misculo extensor radial da barbatana dorsal e musculo flexor radial da
barbatana dorsal. (B) Misculos afetados num estado de menor grau de infe¢cdo. 4- Mdsculo latero-dorsal; 5-
Musculo latero-ventral; 6- Musculo cranial ventral; 7- Musculo infracranial ventral anterior. (C) Misculos
afetados num grau elevado de infecdo. (D) Musculos que podem ser afetados pelo parasita. 8- Musculo

infracranial ventral medial; 9- Misculo infracranial ventral posterior; 10- Misculo supracranial dorsal posterior.

(Adaptado de Takashima & Hibiya, 1995).
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2. ESTUDO HISTOPATOLOGICO

Os musculos dorsais e abdominais constituem a musculatura esquelética dos
peixes teledsteos. Nestes musculos as fibras encontram-se dispostas lado a lado e
separadas por um septo de tecido conjuntivo, o perimisio. Histologicamente, o musculo é
constituido por fibras compostas por um sarcoplasma, miofibrilas, ndcleos e um
sarcolema. O sarcoplasma preenche o espaco entre as miofibrilas, que tém um papel
importante na nutricAo muscular assim como na contracdo. No que se refere ao nucleo, é
oval e pode ter diversos tamanhos. A existéncia de varios nucleos é uma carateristica, do
musculo estriado. A envolver as fibras musculares encontra-se o endomisio que contém
fibroblastos e macréfagos residentes que tém um papel fundamental na acao fagocitaria
nos processos inflamatorios (Takashima & Hibiya, 1995).

Nos cortes histolégicos, observou-se a presenca de ovos em diferentes estadios
de maturacdo (morulados e com larva) quer dispostos linearmente entre as fibras

musculares, quer isolados e dispersos pelo tecido muscular.

Através da observacdo das figuras 9 a 12, obtidas em cortes longitudinais de
musculos com diferentes graus de alteracdo da cor, foi possivel constatar a existéncia de
um numero diferente de ovos em cada grau. Esta diferenca foi comprovada através das
contagens efetuadas de acordo com a metodologia descrita, 0 que permitiu gradar as

nossas observacdes do modo que descrevemos:

e Grau 0 —nao foram observados ovos
e Grau l-—entre 10,4 a 12,6 ovos/campo
e Grau 2 —entre 11,2 a 25,6 ovos/campo

e Grau 3 —entre 25,6 a 73,8 ovos/campo
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Figura 9 - Musculo de faneca. Corte longitudinal. Figura 10 - Muasculo de faneca. Corte longitudinal.
Sem pigmentacdo, corresponde ao grau 0. H&E, Intensidade de pigmentagdo correspondente ao
100x. grau 1. H&E, 100x.

Figura 11 - Mdsculo de faneca. Corte longitudinal. Figura 12 - Musculo de faneca. Corte longitudinal.
Intensidade de pigmentagdo correspondente ao Intensidade de pigmentagdo correspondente ao
grau 2. H&E, 100x. grau 3. H&E, 100x.
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2.1 Ovos em diferentes estadios de maturacao

Ovos imaturos, morulados e com parede hialina:
Na figura 13 (A), observou-se a presenca de ovos imaturos, morulados, de parede

hialina e contetdo basdfilo, dispostos em aglomerados, junto de ovos de parede de cor
castanha com larvas basoéfilas no seu interior. Na figura 13 (B), os ovos imaturos
encontram-se dispostos em fila, entre as fibras musculares. O tamanho deste tipo de ovos

foi mensurado e obtiveram-se 0s seguintes valores:

e comprimento (um) : 31,87 - 50,93
e largura média (um): 24,3 - 40,1

Figura 13 - Musculo de faneca. Corte longitudinal. (A) Aglomerado de ovos imaturos (seta) e (circulo). H&E,
200x; (B) Ovos imaturos dispostos em fila (seta) H&E, 200x.

Ovos embrionados: com parede castanha e morulados:

Na figura 14 (A), encontraram-se ovos de parede castanha, operculados e em
diferentes estadios (morulados e com larva). Com maior ampliacao (B) podemos observar
em maior pormenor a parede assim como o interior de conteido morulado baséfilo e os

dois proeminentes opérculos colocados em posicao oposta.

Os ovos embrionados com parede castanha, quer morulados quer com larva
visivel, foram medidos e incluidos no mesmo grupo. Os valores obtidos foram os

seguintes:

e comprimento (um) : 56,75 — 79,25
e largura média (um): 27,86 — 48,54

@ ‘ Capitulo: Resultados



Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria | UTAD
2012

Figura 14 - Mdsculo de faneca. Corte longitudinal. (A) Ovos castanhos operculados em diferentes estadios
de desenvolvimento. H&E, 100x. (1) Ovo com opérculos proeminentes. (2) Ovo embrionado com larva; (B)
Ovos castanhos, operculados e morulados. H&E, 400x.

Ovos embrionados: com parede castanha e larva visivel

Na figura 15, estdo presentes ovos castanhos, bioperculados e embrionados,
todos eles no mesmo estadio embrionario. Estes ovos possuem opérculos proeminentes
que se localizam em cada um dos polos do ovo, possuindo uma cor mais clara e
translicida relativamente a restante parede que constitui 0 mesmo.

Figura 15 - Musculo de faneca. Corte longitudinal. (A) Ovos com parede castanha, bioperculados (setas) e
com larva no interior. H&E, 400x; (B) Ovos de parede castanha e com larva no interior. H&E, 400x.
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Ovo com larva em eclosiao
Na figura 16, observa-se um ovo castanho embrionado, com opérculos
proeminentes e com uma forma larvar a perfurar a sua parede. O ovo encontra-se na

regido intercelular e a libertagdo da larva faz-se para este espaco.

J
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Figura 16- Muasculo de faneca. Corte longitudinal. Ovo castanho embrionado com larva a perfurar a
parede H&E, 400x.

Ovos de tipo aberrante: ovos gigantes, amarelo claro, vazios e com parede normal

Na figura 17, encontra-se um ovo isolado e vazio, com parede castanha com
localizagéo intercelular e degenerescéncia, necrose e infiltrado inflamatério nos tecidos
adjacentes. Os ovos vazios como o da figura 17 podem j& ter sido ovos embrionados e

ndo apenas uma consequéncia da infertilidade.

Figura 17 - Masculo de faneca. Corte transversal. Ovo com parede amarela clara e vazio (seta).H&E, 400x.
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Nos cortes histolégicos efetuados no tecido muscular, observou-se a presenca de
partes do corpo de um nematode (larva ou adulto) com localizacédo intercelular (A) e
intracelular (B) (figura 18).

a l‘v;‘. L > - W

Figura 18 - Musculo de faneca. (A) Corte longitudinal. Parte do corpo de uma larva ou adulto livre no tecido
(seta). H&E, 400x; (B) Corte transversal. Parte do corpo de uma larva ou adulto no interior de uma célula
muscular (seta). H&E, 400x.

Um aspeto a assinalar é a heterogeneidade na distribuicao dos ovos em diferentes
estadios de maturacdo, assim como diferentes intensidades de inflamacao, conforme se

observa na figura 19.
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Figura 19 - Musculo de faneca. (A) Corte longitudinal. (1) Ovos, dispostos em fila, do tipo imaturo. (2) Ovos,
dispostos em fila, do tipo castanho embrionado H&E, 100x; (B) Corte longitudinal. Ovos castanhos e hialinos
do tipo morulado. (1) Ovo hialino morulado. (2) Ovo castanho morulado. H&E, 200x; (C) Corte transversal.
Ovos em diferentes estadios de maturacéo e com intensa inflamacéo e destruicdo muscular. H&E, 400x; (D)
Corte transversal. Ovos em diferentes localiza¢des. (1) Ovos com localizagdo intercelular. (2) Ovo com
localizagdo intracelular. (3) Zona opercular com tonalidade mais clara. (4) Ovo castanho com forma larvar no
seu interior. (5) Ovo castanho morulado. Reagao inflamat6ria minima. H&E, 200x.

Nesta figura, encontramos situacbes em que ovos imaturos e embrionados se
dispdem em fila sem se misturarem, embora partilhem areas muito préximas (A). Além
desta situacdo, também se encontram ovos dispostos em fila, mas com alternancia das
suas fases de maturagdo (B). Nesta imagem, foram fotografados quatro ovos em que a
coloragcdo da sua parede € um ponto determinante para a sua distingdo (imagem B). A
mistura de ovos em estadios de maturacdo distintos também se encontra bem clara nos
cortes transversais apresentados (Figura 19 C e D). Na imagem (D) pode observar-se um
ovo imaturo intracelular (2). Na mesma imagem, esta presente um ovo cujo corte
transversal permite observar o opérculo com cor mais clara (3). Pode ainda observar-se o
contetido baséfilo de cada um dos ovos, sendo possivel distinguir a morulagdo dos ovos
imaturos e a presencga de uma forma larvar no interior de um ovo castanho embrionado
(4). E possivel que ovos que apresentam a mesma cor de parede se encontrem em
diferentes estadios como se pode observar igualmente na imagem (D) (ovo 4 e ovo 5).
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2.2 Alteragcbes musculares

O tecido muscular infetado com formas parasitarias de Huffmanela spp., apresenta
alteragcfes que estdo documentadas na figura 20. Predominam as reacfes inflamatorias
difusas que envolvem os ovos em diferentes estadios de maturacao, a degenerescéncia e

a necrose muscular.

Figura 20- Mdsculo de faneca. (A) Corte transversal. Reacdo inflamatdria difusa envolvendo ovos em
diferentes estadios de maturacédo. H&E, 100x; (B) Corte longitudinal. Reacao inflamatéria difusa no perimisio,

envolvendo ovos em diferentes estadios de maturacéo. H&E, 100x.

Na reacdo inflamatdria, observamos a presenca de macréfagos e outras células
mononucleadas difusas (Figura 20 A), ou por vezes com organizacdo em granulomas.
Estes caraterizam-se por serem lesdes focais, arredondadas, circunscritas e organizadas,
constituidos predominantemente por macréfagos (Figura 21).
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Figura 21 - Mdasculo de faneca. (A) Corte transversal. Granulomas multifocais. H&E 100x; (B) Corte
transversal. Granuloma com 6 ovos no seu interior em diferentes estadios H&E, 100x; (C) Corte transversal.
Ganuloma com ovo castanho. H&E, 400x; (D) Corte transversal. Granuloma com ovos castanhos e hialinos.
H&E, 200x.

Observam-se granulomas multifocais (A), granulomas envolvendo seis ovos, (B),
granulomas envolvendo ovos castanhos morulados (C), granulomas envolvendo ovos com
larvas e também ovos hialinos (D). Na maioria dos granulomas observados, 0os ovos séo
embrionados e tém parede castanha. No entanto, esporadicamente encontraram-se ovos
imaturos no centro da lesdo (imagem B). Em pormenor (C), observa-se a constituicdo
celular do granuloma, que contém células mononucleares predominantemente
macréfagos, linfécitos e plasmocitos em disposicdo concéntrica e ainda células
epitelioides, além do tecido fibroso que delimita toda a reacéo.

Alteracbes musculares, como calcificacao distréfica, visivel na figura 22 (A),
hipertrofia e degenerescéncia das células musculares concomitante com a presenca de
areas circulares, de contornos regulares, com espagos vazios no seu interior,
semelhantes a vacuolos (B), poderao resultar de locais anteriormente ocupados por ovos.
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Figura 22 - Masculo de faneca. (A) Corte longitudinal. Calcificagdo do tecido muscular (seta). H&E, 200x; (B)
Corte transversal. Alteracdo degenerativa com formacdo de estruturas quisticas de provavel natureza
parasitaria (seta). H&E, 400x.

3.ESTUDO COM RECURSO A MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARRIMENTO

Através da microscopia eletrénica de varrimento (MEV) foi possivel observar os
ovos dispostos linearmente. Observou-se também que esta disposi¢cdo topo a topo é
assim mantida pela ligagédo através dos opérculos por um material (n&o identificado) que
0s une (tecido unitivo), tal como se observa na figura 23. Estes ovos (A e B)
apresentavam cerca de 40 um de comprimento. Por outro lado, foram igualmente
observados ovos isolados (C), maiores que os anteriores, com cerca de 60 um, ligados a

superficie das miofibrilhas.
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Figura 23 — Muasculo da faneca: MEV. (A) Ovos de Huffmanela spp. dispostos em fila e unidos pelos
opérculos por tecido unitivo. (1500x); (B) Ampliagdo da imagem anterior (3000x); (C) Ovo de Huffmanela spp.
a superficie do tecido muscular. Vista geral (1000x).
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IV. DISCUSSAO

Neste trabalho foi utilizada uma amostra aleatoria de dez fanecas, quatro das
guais possuiam o tamanho comercial classificado como T3 (150 a 250 g) e as restantes
seis foram classificadas com pertencendo ao grupo comercial T4 (50 a 125 g). Os
exemplares foram discriminados positivamente (como sendo animais infetados), tendo por
base a alteragcéo da cor da pele, de acordo com a escala de classificacdo do grau de cor,
estabelecida por Mendes (2006).

Na avaliacdo de alteracdo de cor, verificou-se que apenas quatro exemplares
apresentavam semelhanca entre o grau de cor atribuido pela observacdo da pele e a cor
do musculo ap6s a remocao daquela. Além de se ter observado que a pele cobria a
intensidade de pigmentacdo do mdasculo, verificou-se haver heterogeneidade na
distribuicdo da cor deste. No exemplar 8, verificou-se uma assimetria na pigmentacéo
muscular, ao ponto de o lado esquerdo ser classificado como pertencendo ao grau 2 e o
lado direito ao grau 3. No que se refere aos exemplares 1, 2 e 3, também, possuiam uma
distribuicdo ndo uniforme da pigmentacdo, em que a musculatura dorsal ndo apresenta
alteracdo de cor, embora a musculatura abdominal possuisse um grau de escurecimento
consideravel. Este facto pode estar relacionado com o ciclo bioldgico do parasita,
nomeadamente as suas migragdes nos tecidos. Segundo Moravec (2000) e Cox (2004),
os ovos de Huffmanela spp. podem ser ingeridos pelos peixes, através do consumo de
espécies de peixes menores, e, posteriormente, ao serem libertados no tubo digestivo,
migrarem para os tecidos mais préximos, como a musculatura abdominal, o que podera
explicar o escurecimento da musculatura. Estas fanecas observadas podem encontrar-se

nas fases iniciais de infecao.

No que se refere ao peso das fanecas, verificou-se que estas apresentavam um
peso médio dentro do intervalo referido, ndo revelando, por isso, magreza. No entanto,
Mendes (2006), ap0s comparar as variaveis, peso observado e peso esperado em fungdo
do comprimento, verificou que, regra geral, as fanecas, afetadas por este parasita,
apresentavam um peso mais baixo do que o esperado. Estes aspetos, segundo Mendes
(2006), sdo um indicador de que este parasita pode afetar o normal desenvolvimento das

fanecas.

No seguimento deste trabalho, tornou-se pertinente o estudo histolégico das
lesbes, uma vez que é importante diferenciar estes casos de outras doencas que
provocam o aparecimento de machas negras na pele dos peixes, nomeadamente, lesdes

melandticas. O exame histopatologico ndo revelou a presenca de melanina mas, sim,
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ovos do nematode em estudo. A causa da pigmentac&o tecidular, segundo Zd'arska et al.
(2001), é justificada porque os ovos sdo depositados, inicialmente, no hospedeiro, com
uma parede fina, e, & medida que aumentam o seu tamanho, vdo mudando de cor,
tornando-se pigmentados. A camada de quitina da casca dos ovos embrionados e
maduros vai-se tornando mais espessa e gradualmente passa de incolor a castanha, ou

mesmo preta, devido a oxidacao da quitina (Cox et al., 2004).

Nas fanecas estudadas, os ovos encontravam-se no tecido muscular tal como em
outros casos de infecdo por Huffmanela spp., registados em peixes teledsteos,
nomeadamente no caso de Huffmanela sp. (Grabda, 1981), de H. banningi (Moravec,
1987), de H. shikokuensis (Moravec et al., 1998) e de Huffmanela sp. (Esteves et al.,
2009). Assim, a nivel muscular, os ovos podem encontrar-se dispostos em fila ou
aleatoriamente, ndo existindo nenhum padrdo de disposicdo dos ovos imaturos e
embrionados. No caso de infe¢do por H. schouteni num tubardo (Moravec, 2003), foi
observado um padréo listado, atribuido & migracdo das fémeas pelos tecidos aquando da
deposicdo dos mesmos. No que se refere a localizagdo dos ovos, estes foram
encontrados a nivel intracelular e intercelular, bem como as formas larvares ou adultas.
Moravec et al. (1998), relativamente a infecdo por H. shikokvensis, revelam que as larvas
se encontravam também a nivel intracelular, embora, depois, as fémeas s6 depositassem

0S ovos a nivel intercelular.

No nosso trabalho, o facto de se encontrarem, no mesmo campo, OvosS em
estadios embrionarios diferentes pode estar, segundo Bullard et al. (2012), relacionado
com a passagem repetitiva da fémea pelos mesmos locais, 0 que levaria a mistura de
geracbes de ovos, pode dever-se a existéncia de varias fémeas, a ovos que se
desenvolveram com velocidades diferentes, ou, mesmo, dever-se a ovos que ndo foram

fertilizados ou eram inviaveis.

Sabendo-se que uma fémea do género Trichuridae pode pér entre 5000 a 10000
ovos por dia, Cox et al. (2004) estabeleceu que, numa infecdo moderada, haveria uma
média de 500000 ovos por superficie de peixe enquanto que, numa infecdo severa, o
namero médio de ovos seria a volta de 1 milhdo. Neste trabalho, apenas se determinou o
namero médio de ovos contados por campo, de forma a estabelecer uma relagéo entre
este valor e a correspondéncia do grau atribuido por avaliagdo macroscopica. Assim, no
grau 1, contaram-se, em média, 11,5 ovos; no grau 2, 0 numero médio de ovos contados
foi de 19,6 ovos; e, no grau 3, contaram-se 47,6 ovos. Estes valores médios obtidos
permitem justificar alguma facilidade na atribuicdo do grau 3, visto neste caso possuir o
dobro do numero médio de ovos obtido no grau 2 e o quadruplo no grau 1, com

consequente escurecimento proporcional. A dificuldade esta em distinguir o grau 1 do
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grau 2 e, neste caso, a sua avaliagdo, ap0s remocao da pele, torna-se essencial, a escala
de graus de alteracdo de cor, proposta por Mendes (2006), é mais precisa apés a
remocéo da pele.

Um critério fundamental para identificagdo da espécie é a mensuracao do tamanho
dos ovos assim como a avaliagdo da sua morfologia. Neste estudo, a medi¢cdo dos ovos
foi feita com as amostras fixadas. Deste modo, obteve-se, para 0s ovos embrionados, um
comprimento que varia entre 56,75 a 79,25 ym e uma largura que pode variar entre 27,86
a 48,54 ym. Analisando as espécies conhecidas até hoje, estes valores ndo coincidem
com nenhuma delas, embora se possa referir que estas dimensdes sdo mais aproximadas
das seguintes espécies: H. ossicola (72-80 ym x 32-40 ym) (Justine, 2004); H. balista (63-
78 um x 32-41 um) (Justine, 2007); e H. plectropomi (64-82 um /28-50 pm) (Justine,
2011). Nos ovos imaturos, cujo comprimento variou entre 31,87 a 50,93 ym e a largura
entre 24,3 a 40,1 ym, os valores obtidos aproximam-se dos mensurados por Esteves et al.
(2009). Esteves et al. (2009) obtiveram valores de 33,2 a 57,0 um e 26,1 a 37,7 um para o
comprimento e largura, respetivamente. No que se refere ao aspeto exterior dos ovos
observados histologicamente, estes possuem uma forma elipsoide em corte longitudinal e
uma forma circular em corte transversal. Como na maioria das espécies do género
Huffmanela tém também dois opérculos bem definidos e proeminentes, com superficie lisa
sem envelope visivel. A morfologia observada é muito semelhante a descrita por Esteves
et al. (2009) num caso de infecdo por Huffmanela sp. em faneca.

Um aspeto importante € a colora¢@o rosada, carateristica do opérculo, e que se
distingue da coloragdo castanha do resto do ovo embrionado. Este facto, segundo
Zd'arska et al. (2001), pode ser devido & auséncia de quitina a envolver o opérculo pelo
gue nao ocorre escurecimento da sua parede durante o desenvolvimento. O opérculo é
apenas delimitado pela camada vitelina e preenchido por uma matriz de fibras com
densidade diferente (Zd’arska et al., 2001).

De acordo com Justine (2011), nos tecidos parasitados, ndo se encontram apenas
ovos com formas comuns, mas também ovos com aspeto anormal e que séo classificados
como aberrantes, podendo ser de dois tipos: ovos com uma camada espessa e
filamentosa e ovos gigantes, amarelos claros, vazios e com superficie lisa. Além destes
casos, podem surgir ovos que possuem uma parede com mistura de cor entre ambar e
castanho escuro. Esta situagdo pode indicar que ndo houve a normal maturacdo da
capsula do ovo e uma causa é a morte prematura da larva que se encontra no seu interior
(Bullard et al., 2012).

Tratando-se de nematodes histozoicos, com formas migratérias, procuraram-se

também alteracbes do tecido muscular ou respostas celulares a presenca do parasita.
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Neste caso, observou-se uma reacao inflamatéria com infiltracdo celular mononuclear
difusa, formagcdo de granulomas e ainda calcificacdo distrofica. Estas lesbes véo de
encontro ao descrito por Esteves et al. (2009) que, como nds, também encontraram
miodegenerescéncia e necrose. Ndo observamos no entanto, a fibrose do musculo que

estes autores referem (Esteves et al. 2009).

Os granulomas formam-se em resposta do organismo a presenca de estruturas
estranhas de dificil remo¢&o. Um dado importante é que observdmos um maior nimero de
granulomas nos peixes cuja classificagdo corresponde ao grau 2. Este facto pode estar
relacionado com uma maior capacidade de resposta do sistema imunitario do hospedeiro,
uma vez que, no grau 3, o organismo podera estar debilitado devido & elevada carga
parasitaria, ou ainda esta ser uma consequéncia da diminuicdo de defesas por outros
motivos. Além disso, é de referir que se encontraram granulomas quer contendo ovos
castanhos quer ovos imaturos, ndo pigmentados. Este achado permite-nos chamar a
atencdo para o facto de, em peixes com uma alteracéo ligeira da sua cor, poderem existir
granulomas parasitarios, 0 que coloca em causa a qualidade para consumo humano deste
tipo de alimento. De notar que nas rea¢gfes granulomatosas encontradas néo se verificou
nenhuma necrose tecidular em volta dos ovos. Apesar disto, a presenga de quistos de
provavel origem parasitaria € indicativa de graves alteragfes celulares. Quanto a
calcificacdo distréfica encontrada, esta relacionada com areas de necrose muscular, que

representam leséo celular e como tal diminuicdo da qualidade alimentar destes animais.

Sabe-se que a resposta celular do hospedeiro a presenca do parasita € tanto mais
grave/intensa quanto o nUmero de agentes invasores, assim como a duragéo do estimulo,
dependendo também do local e da fase de migracdo. Acrescido a isto podera estar,
provavelmente, também, as espécies em causa, referindo-se esta quer em relagdo ao

hospedeiro quer em relagdo ao parasita.

Neste trabalho, além das larvas livres no tecido, ndo se encontraram mais formas
evoluidas do parasita. A este propdsito, Justine (2011) refere que, das 23 espécies de
Huffmanela spp. conhecidas até ao momento, apenas foi detetada a presenca de adultos

em seis destas espécies.

O exame histoldgico permitiu observar a disposi¢do dos ovos em fila, topo a topo
e, através da microscopia eletronica de varrimento, verificou-se que 0s mesmos se
encontravam ligados por um tecido unitivo. Este tecido, provavelmente, altera-se, ou é
absorvido, com a libertacdo dos ovos. Na bibliografia, apenas foi encontrada uma
referéncia a existéncia de filamentos, aparentemente unindo os opérculos dos ovos entre
si, nas espécies H. filamentosa e H. longa (Justine, 2011). As dimensdes registadas nos

ovos dispostos em fila e observados isolados corroboram os achados de Moravec e Fajer-
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Avila (2000) relativamente ao facto de, aparentemente, as fémeas depositarem 0s seus
ovos num estadio inicial no tecido do hospedeiro e estes continuarem, depois, 0 seu

desenvolvimento, aumentando de tamanho.

Em Portugal, o registo da presencga de Huffmanela spp. foi feito pela primeira vez
por Mendes (2006) e, mais tarde, revisto por Esteves et al. (2009), ambos na faneca.
Mendes (2006) também descreve um caso de presenca de ovos de Huffmanela spp. nas
branquias de Sphyrna lewini, embora n&o tenha representatividade do ponto de vista da
saude publica dado se tratar de um animal em cativeiro e ndo possuir como habitat natural
as aguas da costa Portuguesa. De referir que, no Oceano Atlantico, o parasita Huffmanela
spp. foi descrito em trés espécies diferentes: Carcharhinus commersoni (MacCallum,
1925, 1926a; Moravec, 1987); Cynoglossus browniv (Van Banning, 1980; Moravec, 1987)
e Trisopterus luscus (Esteves et al., 2009). No caso concreto das fanecas parasitadas
pelo nematode do género Huffmanela, a sua rejeicdo € devida ao facto de estas
apresentarem manchas negras difusas pelo musculo, o que lhes d4 um aspeto
repugnante (Mendes, 2006). Contrariamente, outras espécies de peixes teledsteos, como
Nemipterus furcosus, Gymnocraninus grandoculis e Bodianus loxozonus, parasitados por
H. brachialis, H. flamentosa e H. ossicola, respetivamente, cujo local de infe¢cdo sdo as
branquias, n&o representam preocupagdo do ponto de vista de saude publica, dado que &
habitual proceder ao descabegamento e evisceracdo do peixe antes do seu consumo.
Embora os parasitas do género Huffmanela ndo sejam referenciados como
antropozoondéticos, existe um caso descrito, em Palma de Maiorca, de uma crianga
infetada com ovos de Huffmanela spp. através do consumo de peixe. Clinicamente, a
crianga apresentou episédios diarreicos, e apés analise fecal, foi confirmado o diagndstico

desta parasitose (Géllego et al., 1993).

Um caso particular descrito por MacLean et al. (2006) expfe 0 sucesso no
tratamento de uma infe¢cdo por Huffmanela com recurso & administragdo de levamisol. O
caso clinico refere-se a uma fémea da espécie Carcharhinus plumbeus, com 6,3 kg, e que
se encontrava em cativeiro num aquério na Carolina do Norte. O autor refere que, apos 41
dias de administracdes seriadas de levamisol (10mg/kg. IM), ocorreu a remissado total
destas lesbes assim como, microscopicamente, houve uma reducgdo significativa no
namero de ovos depositados nos tecidos, que entdo se apresentavam inviaveis. No caso
concreto da espécie estudada, Trisopterus luscus, o seu tratamento € inviavel visto ser um
peixe teledsteo do meio natural. No entanto, ha espécies usadas em aquacultura e
parasitadas pelo género Huffmanela, como é o caso da espécie Plectropomus leopardos
(Justine, 2011), usada em aquacultura no continente asiatico, e da espécie Sphoeroides

annulatus (Moravec & Fajer-Avila, 2000), utilizada em aquacultura no México. Deste

Capitulo: Discusséo

N
(o]




Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria | UTAD
2012

modo, é importante conhecer a acdo patogénica do parasita, nestas espécies no meio
natural, para controlar situac6es de infecdo quando em cativeiro. Além disso, € importante
conhecer até que ponto o farmaco utilizado se aplica neste tipo de situagéao.

A questdo da infecdo parasitaria do peixe constitui um problema para a industria
pesqueira. Tomando como exemplos a infecdo por nematode, no caso de infe¢cdes por
larvas de anisaquideos, Anisakis s. |., a sua presenca na cavidade abdominal e no
musculo pode conduzir a rejeicdo do peixe. Na infecao por Huffmanela spp., a rejeicédo do
peixe ndo se deve a visualizacao direta do parasita, mas a alteracdo da cor do musculo
gue o torna repugnante. Uma outra vertente do problema é o facto de a infecdo por alguns
parasitas, como Anisakis, ter associado um risco potencial para a saude dos
consumidores, uma vez que estes podem ser infetados pela ingestdo de peixe cru ou
pouco cozinhado, contendo a larva viva, mas também porque os produtos de
secregdo/excrecdo parasitaria e proteinas somaticas podem causar reagdes alérgicas
(EFSA, 2010). A congelagdo (a -20°C durante, no minimo, 24h, ou a -35°C durante, no
minimo, 15h — anexo do regulamento (UE) n° 1276/2011 da Comissao de 8 de Dezembro
de 2011) inviabiliza as larvas de Anisakis e, nesse caso, 0 peixe parasitado nao
representa risco de infecdo ou alergia para o consumidor. No entanto, a presenca de
Anisakis foi detetada por imuno-histoquimica no musculo de peixes, em areas proximas
da larva e onde a estrutura do sarcbmero se mantinha integra, indicando que os tais
alergéneos estao dispersos no musculo e podem causar sintomas alérgicos (Solas et al.,
2008). No caso da infecdo por Huffmanela spp., ndo sdo conhecidos estudos sobre o
potencial alergéneo destes nematodes histozoicos, pelo que, embora o peixe com
alteracéo de cor seja retirado do circuito comercial, a utilizagdo das fanecas parasitadas

como subproduto pode ser questionavel.

E importante referir que, em 2 meses de estagio na lota da Figueira da Foz, foram
rejeitadas apenas 10 fanecas devido a alteracdo da sua cor. Este facto pode dever-se a
pré-selecdo que os pescadores fazem no momento de separacdo das espécies ainda em
alto mar. Sendo assim, os pescadores voltam a lancar ao mar as fanecas que,
aparentemente, apresentam uma alteracéo da sua cor, podendo contribuir para potenciar
o ciclo biolégico do parasita, além de impedir uma avaliagdo real do impacto desta

parasitose nesta espécie de peixe com grande importancia comercial no nosso pais.
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V. CONCLUSAO

A elaboracédo deste trabalho permitiu obter mais conhecimento sobre o parasita do
género Huffmanela, responséavel pela alteracdo da musculatura (dorsal e abdominal) da

faneca.

Embora o ciclo biolégico do parasita permane¢a desconhecido, neste estudo,
verificou-se que a infecdo parasitaria se inicia nos musculos da regido abdominal,

expandindo-se depois a musculatura dorsal.

O estudo histopatoldgico permitiu descrever os diferentes tipos de ovos (imaturos e
embrionados), a sua disposi¢do ou localizagdo no tecido muscular, estabelecer uma
relagdo entre o numero de ovos castanhos embrionados e o grau de alteracdo de cor do
peixe e ainda, identificar as reacdes tecidulares provocadas pela presenca dos mesmos.
O estudo da ultraestrutura, recorrendo a MEV, permitiu verificar que os ovos na postura
séo colocados em fila (topo a topo) e se encontram ligados pelos opérculos por um tecido

gue desaparece a medida que os ovos se desenvolvem.

Finalmente, é importante realcar o papel do veterinario oficial no desempenho das
suas fungdes de Inspecdo Sanitaria, no sentido de ndo permitir o circuito comercial destes

animais, uma vez que as conseguéncias néo estao de todo esclarecidas.
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VIl.  ANEXOS

Dado que o ato de inspec¢édo sanitéria teve um papel determinante na obtencao das
amostras de faneca para realizacdo do presente estudo, torna-se pertinente o seu
engquadramento.

Assim, durante a minha permanéncia na lota da Figueira da Foz, foram
inspecionados em dezembro, 716555,2 Kg de pescado, o dobro da quantidade de
pescado inspecionado em janeiro (gréficol).
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Grafico 1 - Quantidade de pescado vendido na lota da Figueira da Foz durante o periodo de estagio.

Nos gréficos 2 e 3, apresentam-se as espécies de pescado com maior
representatividade na lota nos meses referidos.
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Grafico 2 - Espécies mais vendidas (mais de 5000 Kg) no més de dezembro.
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Grafico 3 - Espécies mais vendidas (mais de 5000 Kg) no més de janeiro.

Com base nos dados recolhidos, conclui-se que a sardinha é a espécie que tem
maior representatividade em lota, encontrando-se a faneca no grupo das espécies mais
vendidas em ambos 0s meses.

No que se refere as rejeicdes registadas durante estes meses, verifica-se que
houve uma maior quantidade de rejeicbes no més de janeiro, que se deveu,

essencialmente, a quantidade de caranguejo rejeitado por ndo se encontrar limpo e
escolhido (gréfico 4).
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Grafico 4 - Numero total de rejei¢cdes na inspecéo durante o periodo de estagio.

Na tabela 1, estdo enumeradas todas as espécies assim como as quantidades,
rejeitadas nestes meses, no ato de inspecao sanitaria.
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Tabela 1 — Quantidade de pescado rejeitado, segundo a espécie, durante o periodo de estagio.

dezembro janeiro

Ruivo

Santola
Pescada
Corvina
Linguado
Pata-roxa
Dourada
Pargo
Sargo
Besugo
Solha
Robalo
Cavala
Salmonete

Carapau

Choupa

Faneca
Azevia
Tainha
Peixe-galo
Lingua
Judeu
SEVE]
Caranguejo
Sarrajao

Galeota

Por fim, no grafico 5, faz-se referéncia as diferentes causas de rejeicdo. No més de
dezembro, a principal causa deveu-se ao ndo cumprimento do ponto A, ao contrario do

2,6
11
12,8
3,5
35,3

10,6

9,2
0,5

10,1

12,4
34

1,2

2,4

7,9

0,6
1,2
0,8
2,8
53
15
3,8

1,4

1183,5

0,2
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més de janeiro, em que as rejei¢cdes foram devidas, principalmente, ao incumprimento do

ponto E.
v v é L]
Titulo do Grafico
10000
o 100
X
w
o
T
o
2
= 1
0,01
Dezembro Janeiro
mA 59 91,8
mB 0 15,2
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mD 0 0
BmE 21,9 1183,5
Legenda:

Alterados (falsificados, avariados ou corruptos)

Repugnantes (parasitas, tumores e cheiros anormais)

Excessiva magreza

Suspeitos de veicular micro-organismos ou substancias toxicas

m g 0O W >»
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Grafico 5 - Principais causas de reprovagdes durante o periodo de estagio.
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