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RESUMO 

 

Os peixes são os hospedeiros mais parasitados do mundo, aspecto potencializado pelo hábito 

de vida aquática que é ideal para a propagação de diversas espécies de parasitos. Diante da 

riqueza ictiológica amazônica, estudos parasitológicos são fundamentais para caracterização 

dos táxons que acometem esses hospedeiros.  Nesse contexto, o objetivo desse trabalho foi 

descrever aspectos morfológicos de microparasitos oriundos de Metynnis hypsauchen, 

Metynnis lippincotianus e Serrasalmus rhombeus, capturados no rio Caraparu município de 

Santa Izabel do Pará e no rio Capim município de Ipixuna do Pará. Os exemplares foram 

transportados vivos para o Laboratório de Pesquisa Carlos Azevedo da Universidade Federal 

Rural da Amazônia (UFRA) campus Belém, onde foram anestesiados, sacrificados e 

necropsiados. Buscas parasitológicas ocorreram com o auxílio de um estereomicroscópio, para 

observação de cistos e/ou tecido com indícios de parasitismo, confirmado por meio de lâminas 

com preparação a fresco visualizadas em microscópio óptico. As amostras foram fixadas e 

processadas para histologia e microscopia eletrônica de varredura. Nas análises morfológicas, 

foram observados mixosporos maduros de parasitos da classe Myxozoa, com morfologia 

inerente ao gênero Myxobolus no rim de M. hypsauchen e em vários órgãos de M. 

lippincotianus. Nessa última espécie hospedeira, também foram observados parasitos do gênero 

Henneguya nas brânquias, formando cistos intralamelares. Em S. rhombeus oocistos esféricos 

do coccídeo Calyptospora encontravam-se no parênquima hepático. A maior prevalência 

parasitária em ambos os locais de coleta, corresponderam ao período seco da Amazônia, sendo 

contínua até os meses transicionais. Estudos como esse são importantes para o conhecimento 

dos parasitos que acometem os serrasalmídeos, nos quais apresentaram mixozoários com 

morfotipos distintos dos descritos em peixes da região amazônica. 

 

Palavras-chaves: Amazônia. Serrasalmídeos. Mixozoários. Coccídeos. 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

Fish are the hosts most parasitized in the world, an aspect enhanced by the aquatic life habit  

wich is ideal for the propagation of several species of parasites. Given the richness of 

Amazonian fish, parasitological studies are essential to characterize the degree of pathogenicity 

in the host. In this context, the  goal of this work was to describe morphological aspects of 

microparasites from Metynnis hypsauchen, Metynnis lippincotianus and Serrasalmus 

rhombeus, captured in the Caraparu river, located in Santa Izabel do Pará and Capim river, i 

located in Ipixuna do Pará. The samples were transported alive to the Carlos Azevedo Research 

Laboratory of the Federal Rural University of Amazon (UFRA) campus Belém, where they 

were anesthetized, sacrificed and necropsied. Parasitological searches were supported by a 

stereomicroscope, for observation of cysts and/or tissue with evidence of parasitism, confirmed 

by freshly prepared slides viewed under an optical microscope. The samples were fixed and 

processed for histology and scanning electron microscopy. In the morphological analysis, 

mature spores of parasites of the Myxozoa class were observed, with morphology inherent to 

the genus Myxobolus in the kidneys of M. hypsauchen and in several organs of M. 

lippincotianus. In this last host species, parasites of the genus Henneguya were also observed 

in the gills, forming intralamellars cysts. In S. rhombeus, spherical oocysts of the Calyptospora 

coccidia were found in the hepatic parenchyma. The highest parasite prevalence in both 

collection sites corresponded to the dry period in the Amazon, being continuous until the 

transitional months. Studies like this one are important for the knowledge of the parasites that 

affect fish the serrasalmids, in which present myxozoans with morphotypes different from those 

described in fish from the Amazon region. 

Keywords: Amazon. Serrasalmids. Myxozoans. Coccids. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Considerações Gerais  

O peixe é um dos alimentos mais consumidos no mundo, com elevada demanda 

principalmente nos países mais pobres da Ásia, África e América do Sul (TIDWELL; ALLAN, 

2001; BRABO et al., 2016). E dentre os fatores que justificam esse elevado consumo, 

consideramos o valor nutricional, fonte de ácidos graxos ômega-3, vitaminas, minerais e 

oligoelementos (SARTORI; AMANCIO, 2012; TACON; METIAN, 2013; KWASEK et al., 

2020). 

Na América do Sul, o Brasil possui as condições geográficas favoráveis para a produção 

pesqueira, com extenso litoral e grande quantidade de águas intercontinentais (KIRCHNER et 

al., 2016). E na região norte, o Pará é um dos estados que possui a maior rede hidrográfica, 

apresentando rios e zonas estuarinas, ricas em nutrientes, característico do bioma amazônico 

que é o detentor da maior diversidade de peixes do mundo, com 2.406 espécies (ISAAC et al., 

2011; JÉZÉQUEL et al., 2020a).   

Esses aspectos são favoráveis à comercialização do pescado, que no Estado é 

direcionada principalmente para o abastecimento do comércio local, feiras e mercados 

municipais e para a exportação, atendendo outros estados e países (CARVALHO et al., 2013; 

SILVA et al., 2020a). Diante dessa diversidade e importância econômica, estudos 

ictioparasitológicos possuem uma tendência de crescimento, seja no ambiente natural ou em 

sistemas de cultivo (AQUINO et al., 2019). Isso ocorre devido o meio aquático apresentar 

aspectos físicos favoráveis para a disseminação, reprodução e complementação do ciclo de vida 

dos parasitos (MALTA, 1984; NEGRÃO et al., 2019; FERREIRA et al., 2020). 

Em um processo de coevolução os parasitos desenvolveram diversas adaptações 

morfológicas em resposta ao sistema imune do hospedeiro, assim como em relação as alterações 

ambientais (SURES et al., 2017). De acordo com Thatcher (1981), os principais fatores ligados 

a patogenicidade são: a poluição industrial, decomposição da matéria orgânica (com a liberação 

de substâncias tóxicas no ambiente aquático) e as infecções por microrganismos.  Diante disto, 

estudos dessa natureza são imprescindíveis para a realização de um levantamento acerca dos 

parasitos que acometem os peixes, assim como os efeitos provocados por esse tipo de relação 

no hospedeiro, principalmente na Amazônia que possui muitas espécies de interesse comercial 

(JÉZÉQUEL et al., 2020b). 
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Entre os microparasitos que já foram descritos em peixes da Amazônia, encontram-se 

os cnidários da classe Myxozoa, que infectam os seus hospedeiros vertebrados, por meio de 

mixosporo, em diferentes sítios de infecção como coração, brânquias, musculatura e tecido 

ósseo (MATOS et al., 2005; MATOS et al., 2014; VELASCO et al., 2015; SINDEAUX-NETO 

et al., 2017). E os coccídeos, do gênero Calyptospora, que causam infecções hepáticas, 

geralmente visualizados em microscopia de luz na sua forma oocística (CASAL et al., 2007; 

SILVA et al., 2012; NEGRÃO et al., 2019).  

Nesse contexto, estudos ictioparasitológicos em serrasalmídeos devem ser ressaltados, 

especialmente os pacus Metynnis hypsauchen (Müller & Troschel, 1844), Metynnis 

lippincotianus (Cope, 1878) e a piranha Serrasalmus rhombeus (Linnaeus, 1766), que podem 

ser encontrados em vários rios da bacia amazônica. Importantes no viés econômico e ecológico, 

pois são comercializados como peixes ornamentais em mercados abertos de países sul-

americanos e são fundamentais na reprodução de plantas em áreas de várzeas e para o controle 

populacional no ecossistema aquático (FERREIRA et al., 1996; SANTOS et al., 2009; 

RIBEIRO et al., 2014).  

. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Geral 

Estudar aspectos morfológicos e histopatológicos dos microparasitos em Metynnis 

hypsauchen, Metynnis lippincotianus e Serrasalmus rhombeus, capturados no rio Caraparu 

município de Santa Izabel do Pará e no rio Capim município de Ipixuna do Pará. 

 

2.2 Específicos 

• Analisar a prevalência parasitária em diferentes períodos do ano; 

• Verificar a ocorrência de multiparasitismo. 

• Realizar descrições morfológicas dos microparasitos; 

• Avaliar a patogenicidade nos tecidos do hospedeiro por meio de técnicas histológicas 

de rotina e especial. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

3.1 Família Serrasalmidae 

A família serrasalmidade é representada pelos pacus e as piranhas, incluindo 69 espécies 

descritas em 16 gêneros, distribuídos nas bacias hidrográficas da América do sul tropical e 

subtropical, grande parte encontra-se ao leste do Andes e uma espécie na bacia de Maracaibo.  

Achados fósseis confirmam que essa distribuição era maior, alcançando mais ao oeste de 

Magdalena na argentina (MACHADO et al., 2018; KOLMANN et al., 2020).  

Filogeneticamente são distribuídos em três sub-clados em consonância com o tipo de 

alimentação, os dois primeiros são compostos por espécies de hábito herbívoro, o clado dos 

pacus (Colossoma, Mylossoma e Piaractus) e o clado Myleus (Mylesinus, Myleus, Myloplus, 

Ossubtus, Tometes e Utiaritchthys); e por último o clado dos carnívoros, representado pelas 

piranhas (Pristobrycon, Pygocentrus, Pygopristis e Serrasalmus), exceto os gêneros Catoprion 

e Metynnis, que são lepidofágicos e herbívoros, respectivamente (THOMPSON et al., 2014).  

As características morfológicas distintas dos integrantes da família é a presença de um 

corpo comprimido, com uma barbatana dorsal longa com mais de 16 raios e a presença de serras 

afiadas abdominais, que variam de 6 a 9 em Acnodon e mais de 60 em Piaractus (ORTÍ, 2008). 

A dentição das espécies carnívoras apresenta uma fileira de dentes triangulares e afiados, 

enquanto os herbívoros e onívoros possuem duas fileiras de grandes dentes incisiformes na 

mandíbula inferior e molariformes na mandíbula superior, especializados para cortar pedaços 

de plantas ou esmagar frutos e sementes duras. Inclusive há uma maior quantidade de ferro em 

substituição do cálcio nos dentes desses indivíduos, sendo possível observar uma pigmentação 

vermelha nas bordas dos dentes (SHELLIS; MILES, 1976; GOULDING, 1980; GOULDING; 

CARVALHO, 1982; DELAUNOIS et al., 2020). 

Em um processo evolutivo, as espécies desses grupos, principalmente os carnívoros 

possuem um aparelho sonoro complexo. Em um estudo conduzido por Mélotte et al. (2019) foi 

observado a dupla função dos músculos hipoxiais de espécies de hábito alimentar herbívoro 

para a locomoção e a produção de som, sendo que em algumas espécies mais derivadas como 

Catoprion e Pygopristis, esses músculos se diferenciaram de forma integral apresentando 

somente a função secundária na produção de som.  

No contexto ecológico, os pacus são importantes como dispersores de sementes em 

florestas primárias de áreas inundadas, praticando assim a ictiocoria, na qual muitas espécies 



17 
 

vegetais são altamente dependentes desse tipo de dispersão para a sua reprodução, pois as 

sementes que são digeridas no trato intestinal desses animais possuem maior probabilidade de 

germinação. Essa prática é comum em espécies populares como os tambaquis (Colossoma) e a 

pirapitinga (Piaractus) que são atraídos devido ao som das frutas que caem na água 

(ANDERSON et al., 2009; GOULDING, 1980).   

3.1.1 Metynnis hypsauchen (Müller & Troschel, 1844). 

 Os espécimes de Metynnis hypsauchen, peixe popularmente conhecido como pacu, 

geralmente vivem em aglomerações, formando cardumes próximos as macrófitas aquáticas 

(CANAN; GURGEL, 2002). Possuem hábito alimentar diversificado incluindo sementes, 

flores, frutas e pequenos artrópodes (SANTOS et al., 2009). As apomorfias morfológicas do 

grupo é a presença de 14-18 rastros branquiais no ramo superior e possui 19-25 séries de 

escamas entre a linha lateral e o início da nadadeira adiposa (Figura 1). O corpo é alto e 

comprimido, geralmente elíptico, sendo a porção mais alta onde se encontra as nadadeiras 

dorsal e pélvica (OTA, 2015). A sua classificação taxonômica é a seguinte (ITIS, 2021):  

Reino    Animalia 

 Filo   Chordata 

  Classe  Teleostei 

          Ordem  Characiforme 

Família Serrasalmidae 

Gênero Metynnis Cope, 1878 

Espécie M. hypsauchen Müller & Troschel, 1844 
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Figura 1- Exemplar de M. hypsauchen (Vista lateral) capturado no rio Capim em Ipixuna do Pará. 

 

Fonte: LPCA, 2021. 

3.1.2 Metynnis lippincottianus (Cope, 1870). 

 A morfologia de M. lippincottianus se distingue das demais espécies do gênero por 

apresentar 8-12 rastros branquiais no ramo superior e 12-14 rastros no ramo inferior, também 

possui 65-90 escamas perfuradas na linha lateral e não apresenta espinhos bifurcados na região 

pré-pélvica (Figura 2). É comumente encontrado nas bacias da Guiana francesa e brasileira, 

sendo associado a ambientes lênticos e com banco de macrófitas aquáticas, obtendo uma 

alimentação baseada em pedaços de plantas, artrópodes e detritos (CARVALHO et al., 2020; 

OTA, 2015). 

Reino    Animalia 

Filo   Chordata 

Classe  Teleostei 

              Ordem  Characiformes 

                Família   Serrasalmidae 

                  Gênero Metynnis Cope, 1878 

                      Espécie M. lippincottianus Cope, 1870 
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Figura 2- Exemplar de M. lippincottianus (Vista lateral) capturado no rio Caraparu em Santa Izabel 

do Pará.  

 

Fonte: LPCA, 2021. 

3.1.3 Serrasalmus rhombeus (Linnaeus, 1766). 

 A piranha negra, pode ser encontrada na bacia amazônica, Orinoco, no norte e leste da 

Guiana e rios costeiros do nordeste brasileiro (JÉGU, 2003).  A alimentação ocorre a partir da 

ingestão de peixes, crustáceos e invertebrados aquáticos, sendo uma espécie fundamental para 

o equilíbrio da população aquática (SÁ-OLIVEIRA et al., 2017; CARDOSO et al., 2019; REIS 

et al., 2020). Apresenta um corpo alto, com um porte grande até de 50 cm, nas fases juvenis 

possui machas escuras arredondadas no corpo e manchas escuras nas extremidades das 

nadadeiras caudal e anal, enquanto nos adultos essa região é continuamente cinza (Figura 3) 

(SANTOS et al., 2009). 

Reino  Animalia 

Filo Chordata 

   Classe Teleostei 

              Ordem Characiformes 

                Família Serrasalmidae 

                Gênero Serrasalmus Lacepéde, 1803 

                      Espécie S. rhombeus Linnaeus, 1766 
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Figura 3- Exemplar de S. rhombeus (Vista lateral) capturado no rio Capim em Ipixuna do Pará. 

 

Fonte: LPCA, 2021. 

3.2 Relação parasita-hospedeiro em peixes 

A maior diversidade parasitária é encontrada nos peixes, pois esses hospedeiros 

apresentam um grande número de espécies, distribuição geográfica ampla, a maioria 

encontram-se em ambientes dulcícolas das zonas tropicais e subtropicais (15.200 espécies) ao 

invés do marinho (14.800 espécies), essa característica é proveniente principalmente da alta 

especiação induzida por fatores biogeográficos e adaptações a temperatura, que resultam em 

distribuições diferentes nos continentes, e o hábito aquático, é facilitador para a ocorrência de 

diferentes vias de transmissão dos parasitos (THATCHER, 2006; LEVÊQUE et al., 2007; 

VEGA; WIENS, 2012; ALBOUY et al., 2019). 

A relação parasito-hospedeiro é uma das relações ecológicas mais promissoras no 

âmbito evolutivo, surgindo diversas vezes de forma independente nos mais variados filos, por 

meio de relações antagonistas que induzem adaptações exploratórias das características 

biológicas específicas do hospedeiro (TIMI; POULIN, 2020). Em decorrência de ser uma 

relação negativa, o parasitismo influência no crescimento, comportamento e em casos 

excepcionais impossibilita a capacidade de repassar os genes para as próximas gerações, 

levando até mesmo a extinção de uma espécie (BARBER et al., 2000). A extinção 

potencializada por ações antrópicas ou até mesmo na redução populacional de hospedeiros é 
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um problema, principalmente para os parasitos que são altamente especialistas (DALLAS; 

CORNELIUS, 2015; FARRELL et al., 2015; BELLAY et al., 2020). 

Em aspectos gerais essa relação pode ser designada em duas vertentes, o grau de 

patogenicidade do parasito e a capacidade de defesa do hospedeiro, relacionado a imuno-

reposta e outras estratégias anatômicas e fisiológicas (RICKLEFS, 2011). Em períodos de 

maior estresse, ocorre uma alta capacidade de reprodução parasitária, em contrapartida, o 

hospedeiro apresenta diferentes níveis de tolerância ao patógeno e alterações reprodutivas, que 

variam de acordo com a espécie (GLEICHSNER et al., 2016).  

A ictioparasitologia é a área de estudo que analisa as variadas formas de interações entre 

parasitos e peixes (MACHADO et al., 1996). No ambiente natural, essas interações são 

dependentes diretamente de fatores abióticos e bióticos que atuam causando impactos 

ambientais, alterando os ciclos hidrológicos e as populações de parasitos, especificamente na 

prevalência e tamanho das infrapopulações, que são suscetíveis as mudanças fisiológicas do 

hospedeiro e a qualidade da água (SCHOLZ, 1999)  

No cultivo a intensificação por causa do confinamento, adensamento com grande 

quantitativo de animais, parâmetros da qualidade da água inadequados, redução de oxigênio 

dissolvido, alterações nutricionais e na temperatura, predispõem o hospedeiro ao parasitismo, 

provocando a mortalidade, influência no crescimento, comportamento e reduz a 

comercialização, resultando em prejuízos econômicos consideráveis (PAVANELLI et al., 

2002; ZANOLO; YAMAMURA, 2006; TAVECHIO et al., 2018).  

A localização dos parasitos permite classificá-los quando situados na superfície do 

hospedeiro em contato com o meio externo, como ectoparasitos e endoparasitos quando estão 

dispostos internamente (BUSH et al., 2001). Entre os endoparasitos causadores de doenças em 

peixes de todo o mundo destaca-se, o filo Cnidária, especialmente a classe Myxozoa, assim 

como os pertencentes ao filo Apicomplexa, ambos integrantes do reino Animalia e Protistas, 

respectivamente. 

3.3 Filo Cnidária – Classe Myxozoa 

 A Classe myxozoa são cnidários endoparasitos obrigatórios pertencentes ao Subfilo 

Endocnidozoa, formando um táxon irmão com Polypodiozoa que possui apenas uma espécie 

Polypodium hydriforme (CHANG et al., 2015; KOCH et al., 2021). Anteriormente eram 

classificados como protistas, mas dados filogenéticos de marcadores moleculares da pequena 
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subunidade ribossômica 18S, demostraram maiores similaridades filogenéticas com os 

cnidários (SMOTHERS, 1994; SIDDALL et al., 1995; CHANG et al., 2015; OKAMURA et 

al., 2015).  A simplificação é uma característica adaptativa dos mixozoários, com um genoma 

pequeno e a concatenação de estruturas morfológicas (FEIST; LONGSHAW, 2006; FOOX; 

SIDAL, 2015). Análises de transcriptoma e proteômica têm demostrado a presença de 

transcritos homólogos a outros cnidários de vida livre, mas com uma redução significativa, 

associada ao tamanho do genoma e ao parasitismo (HARTIGAN et al., 2021). 

 O parasitismo foi um fator determinante para o sucesso evolutivo, estimando-se em mais 

de 2.600 espécies descritas em uma variedade de hospedeiros como: anfíbios, aves, 

invertebrados oligoquetas e poliquetas, répteis e em peixes concentrando-se a maior diversidade 

(LOM et al., 2006; BARTHOLOMEW et al., 2008; KAWAI et al., 2012; OKAMURA et al., 

2018; KLIMPEL et al., 2019; ROCHA et al., 2020).  Os humanos são os únicos mamíferos 

com relatos de mixozoários, embora não seja caracterizada como uma infecção verdadeira, pois 

não ocorre o desenvolvimento e proliferação dos parasitos, mas sintomas gastrointestinais são 

associados (MCCLELLAND et al., 1997; BOREHAM et al., 1998; HALLET et al., 2015). O 

estudo de Reis et al., (2019) tem descrito mixosporos de mixozoários em fezes de pessoas 

assintomáticas em comunidades da Amazônia, após ingestão de pescado. 

Os Myxozoas são classificados em duas subclasses de acordo com as características 

morfológicas e ciclo de vida. Malacosporea compreende ao grupo que infecta briozoários de 

água doce, e a subclasse Myxosporea, inclui os peixes e os anelídeos, apresentando duas ordens, 

a Bivalvulida Schulman, 1959, considerada a mais diversa, nas quais os Mixosporo possuem 

duas valvas, variando de um a quatro cápsulas polares e a Multivalvulida Schulman, 1959, 

comportando as espécies que possuem três a sete valvas e duas a sete cápsulas polares, enquanto 

a classe Malacosporea possui apenas a ordem Malacovalvulida, composta por espécies do 

gênero Tetracapsula e Buddenbrockia (Figura 4) (CANNING et al., 2004; TOPS et al., 2005; 

JUNIOR, 2014; ATKINSON et al., 2018). 
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Figura 4- Diversidade filogenética e morfológica dos principais grupos de mixozoários, indicando o 

tipo de ambiente, famílias e o local preferencial de infecção. A largura das pontas dos ramos concerne 

a riqueza de espécies para cada grupo. 

 

Fonte: Adaptado de Atkinson et al. (2018). 

O ciclo de vida dos mixozoários é determinado pela mudança morfológica do esporo, 

intercalando na forma de actinosporeo quando ocorre a transmissão do hospedeiro definitivo, 

um anelídeo que habita no substrato, para o hospedeiro intermediário vertebrado, o peixe 

(Figura 5); e a forma de mixosporo quando a transmissão é inversa, caracterizando-se assim 

uma transmissão horizontal indireta, não totalmente esclarecida; mas sabe-se que os 

actinosporeos liberados na água se fixam na superfície do peixe (brânquias e tegumento) por 

quimiotaxia ou após a ingestão via oral, ocorrendo a liberação dos filamentos polares auxiliando 

na ancoragem as células do tecido epitelial  e a abertura das valvas que liberam o esporoplasma  

(LOM; DYKOVA, 1997; LÁSZLÓ et al., 2002; YOKOYAMA et al., 2012).  
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Figura 5 - Esquema do ciclo de vida dos mixozoários. A – Abertura das valvas e a extrusão dos 

filamentos polares para a ancoragem no epitélio intestinal. B- Gametogonia. C- Esporogonia da fase 

actinosporea. D- Actinosporo maduro, após o desenvolvimento dentro de um pansporocisto. E- 

Ancoragem do actinosporo nas brânquias ou na pele, após a liberação dos filamentos polares, facilitando 

a fixação. F - Multiplicação pré-esporogônica. G- Esporogonia da fase myxosporea. 

 

Fonte: Adaptado de Yokoyama et al. (2012). 

Nos anelídeos os actinosporos são produzidos dentro dos pansporocistos, em fases 

proliferativas de esquizogonia, gametogonia e esporogonia, formando actinosporos com 

simetria tri-radial (KENT et al., 2001; YOKOYAMA et al., 2012; OKAMURA et al., 2015).  

Enquanto a esporogênese para a formação dos mixosporos em peixes é descrita detalhadamente 

por Matos et al., (2001), iniciando-se quando o pericito, por meio de fagocitose envolve uma 

célula esporogônica, posteriormente ocorrem sucessivas divisões endógenas (nucleocinese e 

citocineses) originando células uninucleares, exceto uma que ocorre apenas uma nucleocinese, 

que apresentará núcleo binucleado, denominada de célula esporoplasmática. 

Consequentemente dois grupos de cinco células são formados, nas quais se diferenciarão em 
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duas células valvogênicas que englobam as outras três, compondo o esporo. As três células que 

ficam retidas no interior do esporo, uma e esporoplasmogênica podendo ser mono ou 

binucleada, com várias vesículas eletrodensas; e duas são capsulogênicas, que compõem as 

cápsulas polares, contendo cada uma delas no seu interior um filamento polar helicoidal (Figura 

6). Essas cápsulas polares são estruturas similares em sua composição com os nematocistos das 

medusas, mas adaptadas ao parasitismo (AMERICUS et al., 2020).   

Figura 6 - Fase esporogênica no hospedeiro intermediário. 1 – Célula pericítica (a) englobando uma célula 

germinativa (b). 2 – Célula germinativa envolvida pelo pericíclico. 3 – 4 Início do processo de divisão celular, por 

cariocinese e citocinese. 5 – No fim da divisão o esporo apresenta 2 células valvogênicas (CV), 2 células 

capsulogênicas (CC) e uma célula binucleada – o esporoplasma (CE). 6 – O esporo maduro possui capsulas polares 

(CP), esporoplasma (E) e valvas (V). 

 

Fonte: Matos et al. (2001). 

A morfologia do esporo é utilizada para a classificação taxonômica a nível de gênero e 

as suas estruturas são facilmente distinguíveis em microscopia de contraste de interferência 

diferencial (DIC) (LOM; DYKÓVA, 1992). Matos et al., (2001) relata que a maioria possui na 

região externa duas valvas e internamente duas cápsulas e uma célula esporogênica, geralmente 

binucleada.  

Na última década vários estudos têm demostrado o efeito patogênico de mixozoários 

em peixes na Amazônia, inclusive em espécies de importância comercial, sendo acometidos 
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principalmente em relação aos gêneros Myxobolus Bütschli 1882, Henneguya Thélohan 1892, 

Kudoa Meglitsch 1947, Ellipsomyxa KØIE 2003; Ceratomyxa Thélohan, 1892 e Myxidium 

Bütschli, 1882 (AZEVEDO et al., 2013a; OLIVEIRA et al., 2015; VIDEIRA et al., 2015; 

MATHEWS et al., 2016; ESPINOZA et al., 2017; ZATTI et al., 2018a; VELASCO et al., 

2019; SILVA et al., 2019; FIGUEREDO et al., 2020).  

Em serrasalmídeos 5 espécies de mixozoários foram descritas: Myxobolus maculatus 

em Metynnis maculatus (CASAL et al., 2002), Myxobolus metynnis em Metynnis argenteus 

(CASAL et al., 2006), Myxobolus myleus e Meglitschia mylei em Myleus rubripinnis 

(AZEVEDO et al., 2011a, 2012). E Myxobolus dermatoulcerans na piranha Pygocentrus 

nattereri oriunda do Peru (STILWELL et al., 2020). 

3.3.1 Gênero Myxobolus Bütschli 1882. 

O gênero Myxobolus pertence a ordem bivalvulida e a família myxobolidae, com maior 

diversidade entre os mixozoários, apresentando mais de 950 espécies descritas, principalmente 

em peixes, mas também acometem anfíbios e répteis. A morfologia dos mixosporos 

corresponde a um corpo elipsoidal ou arredondado, com duas cápsulas polares piriformes na 

região apical de igual tamanho ou desiguais, duas valvas localizadas na linha de sutura lateral 

e esporoplasma binucleado (Figura 7) (KENT et al., 2001; LOM; DYKOVÁ, 2006). 

Figura 7- Desenho esquemático de Myxobolus sp. 

 

Fonte: Sindeaux Neto et al. (2016). 
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A “doença do rodopio” é a mais conhecida, causada por M. cerebralis em salmonídeos 

principalmente da América do Norte e Europa, consiste em uma infecção na medula espinhal e 

tronco cerebral, provocando distúrbios nervosos induzindo o nado em círculos e a pigmentação 

escura da cauda anal, sintomas importantes para o diagnóstico. É considerada um problema de 

sanidade pois afeta peixes no ambiente natural e em cultivo (HOFFMAN, 1990; ALLEN; 

BERGERSEN, 2002; LUQUE, 2004). 

3.3.2 Gênero Henneguya Bütschli 1882. 

O gênero Henneguya possui mais de 200 espécies descritas em todo mundo (EIRAS; 

ADRIANO, 2012). Apresentam um corpo do esporo elipsoidal ou piriforme, constituído por 

duas cápsulas polares com valvas em direção opostas, paralelas a linha de sutura que se 

prolonga até as projeções caudais. Na região interna, o esporo possui esporoplasma binucleado 

e filamentos polares em cada cápsula (Figura 8). 

Figura 8 – Desenho esquemático de Henneguya rhamdia. 

 

Fonte: Matos et al. (2005). 
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A doença causada por esses parasitos é denominada de henneguyose, sendo a maioria 

histozoica, infectando o coração, cavidade celomática e principalmente as brânquias 

(FERREIRA et al., 2020; MATHEWS et al., 2020). Esses parasitos podem ser encontrados em 

hospedeiros selvagens e de cultivo (MARGARIDO et al., 2021; AZEVEDO et al., 2021). O 

grupo possui a única espécie de eucarioto, Henneguya salmonicola um parasito de salmão, que 

não realiza respiração aeróbica, perdendo no decorrer da evolução o genoma mitocondrial, 

apresentando vias alternativas para a síntese de energia (YAHALOMI et al., 2020). 

3.4 Filo Apicomplexa – Subclasse Coccidia 

Os apicomplexas são alveolatas, intracelulares obrigatórios, diversificados que 

abrangem uma grande parte dos animais, são distinguíveis por apresentar em sua estrutura o 

complexo apical, composto por o anel polar, conóide, roptrias, micronemas e túbulos 

subpeliculares (LEVINE, 1971; FRÉNAL et al., 2017). Algumas espécies do grupo são 

conhecidas por causar doenças em humanos como do gênero Plasmodium, causador da malária; 

Crypstosporidium, responsável por causar sintomas gastrointestinais agudos em crianças; e o 

Toxoplasma gondii que provoca encefalite toxoplasmática em imunocomprometidos e a 

possibilidade de ser transmitido para o feto em gestantes, desencadeando a toxoplasmose 

congênita, podendo resultar em mal formação e até o óbito do feto (SNOW et al.,  2005; 

GALVÃO et al., 2012; DUBEY, 2016). 

A sub-classe dos coccídeos são representadas por membros que se desenvolvem nas 

células epiteliais do trato digestivo do hospedeiro, causando a coccidiose que é uma forma de 

enterite (BOWMAN et al., 2006). Esses protozoários apresentam ciclo de vida sexuado com a 

maturação em gametas intracelulares pequenos e assexuado nas células do hospedeiro, 

alternando entre as formas de merogonia, gametogonia e esporogonia (CLARENCE, 2019). As 

transmissões podem ocorrer de forma direta ou indireta por meio do hospedeiro intermediário. 

Entre as espécies de coccídeos de grande interesse ictioparasitológico estão os pertencentes ao 

gênero Calyptospora, da família calyptosporidae.   

3.4.1 Gênero Calyptospora Overstreet, Hawkins e Fournie 1984. 

Os Calyptosporídeos possuem em sua morfologia, características peculiares como um 

oocisto esférico com quatro esporocistos e cada um apresentando dois esporozoítos, sendo 

possível observar em microscopia eletrônica de varredura nos esporocistos, a presença de uma 

linha de sutura, esporopódios e uma membrana que o recobre, denominada de véu membranoso 

(Figura 9) (OVERSTREET et al., 1984; DA SILVA et al., 2019). 
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Figura 9 - Desenho esquemático de C. paranaidji. A - Oocisto, com destaque o véu membranoso (VM) 

recobrindo os esporocistos e os esporozoítos na região interna; B- Morfologia externa do esporocisto, 

ressaltando a sutura (SUT) e os esporopódios (SP). 

 

Fonte: Adaptado de Da Silva et al. (2019). 

A fase esporogônica de C. spinosa é descrita por Azevedo et al. (1995), onde na etapa 

inicial é observado um zigoto dentro de um vacúolo parasitóforo (VP), sofrendo sucessivas 

nucleocineses alterando o núcleo de uma forma redonda para mais oblíqua enquanto as células 

hospedeiras em contato com o VP foram lisadas. Em seguida, o zigoto origina células 

binucleadas e tetranucleadas, ocorrendo o aumento do VP, e alterações na membrana plasmática 

formando uma rede que posteriormente se funde circundando cada núcleo. Simultaneamente, a 

membrana externa desenvolve esporopódios longos irregulares em direção as extremidades do 

VP. Após essa citocinese, o esporoblasto em desenvolvimento se associa próximo a membrana 

externa, na qual é recoberto formando o véu do esporocisto (Figura 10). 
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Figura 10 - Fase esporogônica do ciclo de vida de C. spinosa; 1- zigoto, com destaque ao vacúolo 

parasitóforo (*) e a célula hospedeira (HC); 2- Formação do esporoblasto; 3- Esporoblasto maduro; 4- 

Esporoblasto maduro é envolvido pelo véu do esporocisto. 

 

Fonte: Adaptado de Azevedo et al. (1995). 

O local de infecção desses microparasitas é o fígado, mas podem ser encontrados 

também na vesícula biliar. Estudos histopatológicos têm demostrado a degeneração do 

parênquima hepático, com resposta inflamatória (BONAR et al., 2006; SILVA et al., 2012; 

SANTIAGO et al., 2012). Atualmente no Brasil foram descritas as seguintes espécies: C. 

serrasalmi (CHEUNG et al., 1986), C. tucunarensis (BÉKÉSI; MOLNÁR, 1991), C. spinosa 

(AZEVEDO et al., 1993), C. paranaidji (DA SILVA et al., 2019) e C. gonzaguensis (SILVA 

et al., 2020b).  

4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Coleta dos espécimes e transporte  

Os espécimes de M. hypsauchen e S. rhombeus foram coletados entre agosto de 2018 a 

setembro de 2019, no rio Capim (02º66’67’’S 48º32’34’’W)  (Figura 11) nas proximidades da 

comunidade ribeirinha Barreta localizada no município de Ipixuna do Pará (Figura 12), 

enquanto os exemplares de M. lippincottianus foram adquiridos trimestralmente entre 

novembro de 2020 até em dezembro de 2021 no rio Caparu (01º22’37’’S 48º09’28’’W) (Figura 

13) em Santa Izabel do Pará (Figura 14). As localidades pertencem a mesorregião do nordeste 

do estado do Pará. 
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Figura 11 – Rio Capim em Ipixuna do Pará. 

 

 Fonte: LPCA, 2022. 

Figura 12 - Mapa de localização da coleta dos espécimes no município de Ipixuna do Pará. 

 

Fonte: LPCA, 2022. 
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Figura 13- Rio Caraparu em Santa Izabel do Pará. 

 

Fonte: LPCA, 2022. 

Figura 14 - Mapa de localização do ponto de coleta dos espécimes no município de Santa Izabel do 

Pará. 

 

Fonte: LPCA, 2022. 
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Os animais foram capturados in situ, com autorização da Licença do SISBIO/ ICMBio 

nº27.119.  Apetrechos de pesca foram utilizados como: rede de emalhar, anzol com linha de 

mão, tarrafa, puçá e etc. Em seguida, os espécimes foram transportados vivos em baldes com a 

água do ambiente e aeração artificial até o Laboratório de Pesquisa Carlos Azevedo (LPCA) do 

Instituto da Saúde e Produção Animal (ISPA) da Universidade Federal Rural da Amazônia 

(UFRA), campus Belém.  

4.2 Eutanásia, necropsia e coleta das amostras  

 No laboratório, os animais foram anestesiados com Tricaína Metano Sulfonato (MS–

222 SIGMA) na concentração de 50mg/L, seguida de mielotomia neural, procedendo de acordo 

com as recomendações do Comitê de Ética da Utilização de Animais da UFRA (CEUA 

013/2014) (ANEXO A). Em seguida, dados biométricos foram adquiridos, como comprimento 

total no paquímetro e o peso em uma balança de precisão e registrados na ficha de coleta 

(ANEXO B). 

 Posteriormente a busca parasitológica ocorreu a partir do exame da superfície corpórea 

e órgãos internos (brânquias, vesícula biliar, fígado, rins entre outros), por meio da abertura 

urogenital até o opérculo, utilizando-se de um estereomicroscópico Zeiss Stemi DCR para a 

identificação de cistos ou e/ou lesões teciduais. Esses fragmentos foram retirados e colocados 

entre lâmina e lamínula contendo uma gota de água e observados em microscópio de luz 

(PRIMO STAR ZEISS), para identificação de acordo com as características morfológicas 

peculiares dos microparasitos. Após a confirmação do parasitismo, a informações foram 

registradas em uma ficha de protocolo de coleta/necropsia e os fragmentos de tecidos 

parasitados foram destinados ao processamento histológico e para microscopia eletrônica de 

varredura. 

4.3 Histologia 

As amostras contendo fragmentos de tecidos parasitados, foram fixadas em solução de 

Davidson (formaldeído, ácido acético, álcool 95% e água destilada) em uma proporção de 9:1, 

em um período de 24h, objetivando a inativação de proteínas que venham ocasionar a autólise 

do material biológico. 

 Em seguida procedeu-se a etapa de desidratação, de acordo com o protocolo 

padronizado do LPCA (ANEXO C), imergindo as amostras em uma concentração alcóolica 

crescente (70%, 80%, 90%, absoluto I, absoluto II e absoluto III), em um período de 1 hora em 

cada etapa. Posteriormente realizou-se a diafanização dos tecidos em xilol, a impregnação em 
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parafina liquida, em um total de três banhos, aquecida em estufa a 62 0C. Após a impregnação 

em parafina, os tecidos foram incluídos em parafina com auxílio do equipamento Tissue 

Embedding Center Micron EC35, resultando na formação de blocos contendo tecido + parafina. 

Os blocos foram cortados a 5 μm de espessura no micrótomo Rotary Microtome Micron 

HM315, distendidos em banho-maria e “pescados” em uma lâmina de vidro, com o auxílio de 

uma pinça. Os cortes coletados em lâminas foram submetidos a secagem em estufa a uma 

temperatura de 62 0C por 24 h. Posteriormente os cortes foram corados em Hematoxilina e 

Eosina (HE) para observar as alterações citológicas e em Ziehl-Neelsen (ZN) que destacam os 

cistos/mixosporo no tecido do hospedeiro (LUNA, 1968). 

4.4 Microscopia Eletrônica de Varredura  

Na Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) procedeu-se de acordo com os 

protocolos padronizado do LPCA (ANEXO D). Os fragmentos de tecido e mixosporos, foram 

fixados em glutaraldeído 5% tamponados com cacodilato de sódio 0,2 M a pH 7.2 por 3 horas 

a 4ºC. Posteriormente, foram lavados no mesmo tampão por 2-4 horas a 4ºC, e pós -fixados em 

tetróxido de ósmio a 2% no mesmo tampão pelo período de 2 horas na mesma temperatura, e 

após desidratados, em série crescente de etanol. Expostos em seguida a secagem até ao ponto 

crítico, e metalizados com ouro ou platina. As visualizações foram realizadas no microscópio 

eletrônico de varredura do Laboratório do Museu Paraense Emílio Goeldi (MPEG). 

4.5 Morfometria e estatística 

 Os mixosporos a fresco (n=30) foram medidos em micrômetros (μm), no DIC Zeiss 

AxioCam Erc 5 camera fitted com AxioVision LE software. As variáveis médias, desvio padrão 

e os valores máximos e mínimos foram adquiridos para a descrição taxonômica de mixozoários 

preconizados por Lom e Arthur (1989) e Da Silva et al., (2019), para os calyptosporídeos. 

Enquanto as correlações do tamanho dos mixosporos com as espécies descritas na literatura 

foram realizadas por meio da estatística multivariada com a análise de componentes principais 

(ACP) e o método hierárquico UPGMA, ambos realizados no software PAST (HAMMER et 

al., 2001).  

 A prevalência parasitária foi calculada de acordo com Bush et al. (1997) por meio da 

fórmula P= NTPP/NTPE x 100, onde: P = prevalência; NTPP = número total de peixes 

parasitados; NTPE = número total de peixes examinados.  
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Foram realizadas 6 coletas no rio Capim, sendo capturados 20 exemplares de M. 

hypsauchen, com comprimento médio de 16 cm (14,0 - 17,5) cm e peso médio de 10,2 g (8,4 – 

12,3)g, dos quais 12 estavam parasitados por Myxobolus sp. nos rins e 5 dos 15 espécimes de 

S. rhombeus, com comprimento médio de 20 cm (12,2 – 22,7) cm e peso médio de 30 g (23 – 

34)g, apresentavam oocistos de Calyptospora sp. no fígado.  

Em relação ao rio Caraparu, após a realização de 7 coletas com a captura de 60 

exemplares de M. lippincottianus com comprimento médio de 5 cm (4 - 6) cm e peso médio de 

4 g (4 – 5) g, sendo que em 54 foram visualizadas de forma concomitante ou a presença única 

do táxon Henneguya nas brânquias e Myxobolus em sítios de infecção como: rins, fígado, baço 

e bexiga (Tabela 1). 

Tabela 1 - Dados parasitológicos por hospedeiro. 

Hospedeiro Parasita 
Local de 

Infecção 
Prevalência  Município 

  M. hypsauchen Myxobolus Rins (12/20) 60% 

Ipixuna do Pará 

  S. rhombeus Calyptospora Fígado (5/15) 33% 

M. lippincottianus 

Henneguya Brânquias 

 

(48/60) 80% 

Santa Izabel 

Myxobolus 

Rins 

Fígado 

(45/60) 75% 

Baço 

Bexiga 
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5.1 Myxobolus no rim de Metynnis hypsauchen 

Em Metynnis hypsauchen, cistos e mixosporos com morfologia correspondente ao 

gênero Myxobolus Butschli, 1882, foram observados no rim em uma prevalência de 60% 

(12/20) (Figura 15A e 15B). Em comparação com outras espécies descritas nesse órgão, os 

resultados obtidos foram próximos da infecção simultânea de Myxobolus agolus e Myxobolus 

tilapiae na tilápia do Nilo (Oreochromis niloticus), com 61% (ABDEL-BAKI et al., 2015), 

sendo menores que Myxobolus ompok em Ompok pabda com 70% (CHAUDHARY et al., 

2018) e Myxobolus hilarii em Brycon hilarii com 100% (CAPODIFOGLIO et al., 2016). 

Embora não sendo visualizadas diferenças na prevalência conforme a maturação dos 

hospedeiros, em ciprídeos Alburnus alburnus e Scardinius erythrophthalmus, a ocorrência de 

Myxobolus spp. foram maiores em peixes com maturidade sexual em detrimento aos que se 

encontravam na fase de alevino (MOLNÁR et al., 2009). 

Os mixosporos apresentavam forma elipsoidal, semelhante às espécies descritas na 

Amazônia como: Myxobolus colossomatis (MÓLNAR; BEKÉSI, 1993), Myxobolus heckelii 

(AZEVEDO et al., 2009), Myxobolus testicularis (TAJDARI et al., 2009) e Myxobolus niger 

(MATHEWS et al., 2016). As medições morfométricas dos mixosporos maduros foram de 12.5 

± 0.3 (12.3-12.7) µm de comprimento e 7.3 ± 0.2 (7.2-7.5) µm de largura, apresentando uma 

região de esporoplasma (Figura 15C), continham duas cápsulas polares simétricas e alongadas 

com 6.2 ± 0.2 (6.1 – 6.3) µm de comprimento e 2.8 ± 0.07 µm de largura. Os filamentos polares 

foram de 8 a 10 voltas. Em MEV as valvas e a linha de sutura entre elas foram visualizadas 

(Figura 16A - C). 
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Figura 15 – Fotomicrografias de Myxobolus sp. nos rins de M. hypsauchen. A- Cistos (ponta da seta). 

B- Indicação de mixosporos maduros. C- Detalhes da estrutura dos mixosporos, com a proeminências 

das cápsulas polares (PC). 

 

Fonte: Adaptado de Oliveira et al., (2020). 

 

Figura 16 - Fotomicrografias em Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) de Myxobolus sp. nos 

rins de M. hypsauchen. A e B Indicação de Mixosporos (Ponta da seta) próximo a eritrócitos (Er). C – 

Destaque para a linha de sutura (S) lateral do esporo.  

 

Fonte: Adaptado de Oliveira et al., (2020). 
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 Myxobolus sp., correlacionou-se negativamente em relação a M. metynnis e M. aureus, 

sendo essas duas últimas as mais próximas entre todas as espécies (Figura 17), influenciado 

principalmente por comprimento e largura dos mixosporos (Tabela 2). Essa análise morfológica 

não indicou aproximações entre hospedeiros pertencentes ao mesmo grupo, tropismo por tecido 

e área geográfica próxima, como ocorre em inferências moleculares para parasitos da família 

Myxobolidae (ANDREE et al., 1999; CARRIERO et al., 2013; ATKINSON et al., 2015; 

SINDEAUX-NETO et al., 2021; KSEPKA; BULLARD, 2021). 

Figura 17 – Análise de Componentes Principais (ACP) dos dados morfométricos de Myxobolus spp. 

CE: Comprimento do Mixosporo. LE: Largura do Mixosporo. CCP: Comprimento das Cápsulas Polares. 

LCP: Largura das Cápsulas Polares. 
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Tabela 2 - Dados morfométricos (µm) de Myxobolus spp. descritos no Brasil. NVFP - Número de voltas do filamento polar. 

Espécie/Referência 
Mixosporo Cápsula Polar 

NVFP Hospedeiro 
Local de 

Infecção 
Localidade 

Comprimento Largura Comprimento Largura 

Myxobolus sp. 

(Presente estudo) 
12.5 7.3 6.2 2.8 

8-10 

 

Metynnis 

hypsauchen 
Rim Pará 

M. maculatus  

Casal et al., (2002) 
21.0 8.9 12.7 3.2 14-15 

Metynnis 

maculatus 
Rim Pará 

M. serrasalmi  

Walliker et al., 

(1969) 

 14.8 8.6 7.7 3.1 - 
Serrasalmus 

rhombeus 
Rins Amazonas 

M. hilarii 

Capodifoglio et al., 

(2016) 

11.5 11 6.5 4 5-7 Brycon hilarii Rim São Paulo 

M. tapajosi 

Zatti et al., (2018a) 
15  10.7  5.8  3  6-7 

Brachyplatystoma 

rousseauxii 
Brânquias Pará 

M. aureus  

Carriero et al., (2013) 
12.6 8.3 5.7 2.9 7-8 

Salminus 

brasiliensis 
Fígado Mato Grosso 

M. brycon 

Azevedo et al., 

(2011b)  

6.9 4.2 4.2 1.9 8-9 Brycon hilarii Brânquias 
Mato Grosso 

do Sul 

         

M. piraputangae 

Carriero et al., (2013) 
10.1 8.7 5.2 3.0 4-5 Brycon hilarii Rim Mato Grosso 

M. metynnis  

Casal et al., (2006) 
13.1 7.8 5.2 3.2 8-9 Metynnis argenteu 

Região 

Orbicular 
Pará 

M. marajoensis 

Abrunhosa et al., 

(2017) 

10.9  5.1 5.2 1.5 - Rhamdia quelen Intestino Pará 

M. matosi 

Capodifoglio et al., 

(2019) 

9.6 7.0 4.3 1.9 - 
Colossoma 

macropomum 
Opérculo Pará 
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No rim os exames histológicos indicaram que os cistos estavam localizados na parede 

do túbulo renal proximal, causando a deformação das células cúbicas e modificação do lúmen.  

Alguns mixosporos encontravam-se no interstício (Figura 18A a 18E). Esse é um dos locais 

preferências para o desenvolvimento de mixozoários (MOLNÁR et al., 2007). Em estágios 

mais avançados podem ocasionar na compressão dos túbulos e capilares adjacentes 

(CAPODIFOGLIO et al., 2016).  Essas características histopatológicas concernem em muitos 

aspectos com o processo de degeneração hialina, que segundo Maftuch et al., (2018) é 

caracterizado por células tubulares inchadas, encolhimento do lúmen tubular, com o 

aparecimento de objetos hialinos de coloração rosa em HE, apesar desse último não ser 

visualizado. 

 Infiltrado de células mononucleares e melanomacrofágos foram encontrados próximos 

aos cistos (Figura 18A-C), indicando uma resposta imunológica aos mixosporos, 

semelhantemente aos achados de outros estudos (MANRIQUE et al., 2017; BATUEVA, 2020). 

O processo inflamatório é causado pela ausência do encapsulamento por tecido conjuntivo, que 

reveste em multicamadas mixosporos e cistos (ABDEL-BAKI et al., 2015). A capacidade 

fagocítica dos melanomacrofágos possibilita no transporte de mixosporos para órgãos como os 

rins, baço e fígado (OGAWA et al., 1992).  Em ZN características morfológicas foram 

evidenciadas, como as cápsulas polares (Figura 18F). Os dados apresentados foram publicados 

em artigo (Apêndice A). 
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Figura 18 – Fotomicrografia histológicas do rim de M. hypsauchen. A, B e C - Cistos de mixosporos 

maduros (C) causando compressão e deformação no epitélio cubóide do túbulo renal proximal (PCT). 

Presença do infiltrado mononuclear inflamatório (I) ao redor do túbulo infectado e a área de necrose 

multifocal (seta) e melanomacrófagos (MM) em HE. D e E - Cistos no epitélio cubóide dos túbulos renal 

proximal (PCT), causando deformação e deslocamento do lúmen (*) para o lado do túbulo. Observação 

de mixosporos livres no parênquima renal (S). F- Detalhe das cápsulas polares (CP) no esporo. 

 

Fonte: Adaptado de Oliveira et al., (2020). 

5.2 Calyptospora no fígado de S. rhombeus 

 Em fragmentos do fígado observados em microscopia de luz, oocistos estavam presente 

em uma prevalência de 33% (Figura 19A), geralmente as taxas de infecção são elevadas para 

esse coccídeo, portanto a deste estudo foi superior somente a C. gonzaguensis em Triportheus 

angulatus, com 4.2 % (SILVA et al., 2020b). Não foram observadas lesões hepáticas que 

causassem o embranquecimento do órgão, como diagnosticado por Velasco et al., (2012) e 

Videira et al., (2013). 
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 Os oocistos esféricos apresentaram 17.4 ± 1.0 (15.7-19) µm de diâmetro, com quatros 

esporocistos piriformes, mensurando 8.33 ± 1.1 (6- 10) µm de comprimento e 4.29 ± 0.83 (3-

4.68) µm de largura (Figura 19B e 20A e 20C). Internamente apresentavam dois esporozoítos 

e eram revestidos por um véu membranoso (Figura 19C). Detalhes estruturais dos esporocistos 

em MEV, destacaram a sutura apical e as projeções laterais, os esporopódios (Figura 20B e 

20D).  

Figura 19 - Fotomicrografias em ML de Calyptospora sp. infectando o fígado de S. rhombeus.  A- 

Aglomerados de  oocistos. B- A ponta da seta indica esporocistos dentro dos oocistos. C- Destaque da 

estrutura do esporocisto, com esporozoítos (SZ) e véu membranoso (ponta de seta). 

 

Fonte: Adaptado de Oliveira et al., (2021). 

Figura 20 - Fotomicrografias em Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) de Calyptospora sp. no 

fígado de S. rhombeus. A- Oocistos (OC) compostos por 4 esporocistos (seta). B-D- Esporocisto (SP), 

com ênfase na sutura (S) e esporópodes (SPP). 

 

Fonte: Adaptado de Oliveira et al., (2021). 
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A Análise de Componentes Principais  de Calyptospora spp. demonstrou uma forte 

associação em relação a variável comprimento/largura entre oocisto e esporocisto, com 92,1% 

da variância em ambos os eixos, no entanto observa-se uma grande oscilação entre os 

componentes (Figura 21). Calyptospora sp.1 esteve em uma correlação negativa com C. 

gonzaguensis e Calyptospora sp.4, aproximação condizente com o diâmetro do oocisto e 

compartilhamento da forma piriforme dos esporocistos (Tabela 3).  A morfologia de 

Calyptospora sp. 1 esteve distante de oocistos descritos em serrasalmídeos como C. serrasalmi. 

Figura 21 - Análise de Componentes Principais (ACP) dos dados morfométricos de Calyptospora spp. 

DO- Diâmetro do Oocisto; CE- Comprimento do Esporocisto; LE- Largura do Esporocisto; O:E – 

Relação comprimento por largura do oocisto para o esporocisto. 

 

 



44 
 

 
Tabela 3  - Dados morfométricos (µm) de Calyptospora spp. Diâmetro do Oocisto (OD). Relação comprimento por largura do oocisto para o esporocisto 

(O:E). 

Espécie 

/Referência 
OD O:E 

Esporocisto 
Hospedeiro 

Local de 

Infecção 
Localidade 

Forma Comprimento Largura 

Calyptospora sp.1 

(Presente estudo) 

 

17.4  2.1  Piriforme 8.3 4.3 
Serrasalmus 

rhombeus 
Fígado Pará 

C. serrasalmi 1 

 Cheung et al., (1986) 
23.5 2.2  Piriforme 10.7 5.5 Serrasalmus niger Fígado 

Amazonas e 

Pernambuco 

C. tucunarensis  

Békési & Molnár (1991) 
24.3  2.9  Elipsoidal 8.3  3.7  Cichla ocellaris Fígado Ceará 

C. spinosa 

Azevedo et al., (1993) 
22.3 2.4  Elipsoidal 9.3  3.8 

Crenicichla 

lepidota 

Fígado e 

gônadas 
Pará 

Calyptospora sp. 5 

Bonar et al., (2006) 
19 2.1 Piriforme 9 4 Arapaima gigas Fígado Amazonas 

C. serrasalmi 2 

Casal et al., (2007). 
25.4  2.2  Piriforme  11.7  5.9 

S. striolatus e S. 

rhombeus 
Fígado 

Pará e 

Pernambuco 

Calyptospora sp. 3 

Albuquerque & Brasil-Sato 

(2010) 

24.5  2.1  Elipsoidal  11.5  4.5 

Triportheus 

guentheri e T. 

chalceus 

Fígado e 

Intestino 
Minas Gerais 

Calyptospora sp. 2 

Silva et al., (2012) 
20.8 2.3 Piriforme 8.9  4.1 

Brachyplatystoma 

vaillantii 
Fígado Pará 

Calyptospora sp. 4 

Santiago et al., (2012) 
21.2 2.3 Piriforme  9.2 3.1 Cichla temensis 

Hepatopâ

ncreas 
Pará 

C.  paranaidji 

Da Silva et al., (2019) 
22.1 2.3  Piriforme 9.7  4.6    Cichla piquiti Fígado Maranhão 

C. gonzaguensis 

 Silva et al.., (2020) 
19.6  2.1  Piriforme 9.2  3.9 

Triportheus 

angulatus 

Fígado, 

vesícula 

biliar e 

tecido 

adiposo 

Maranhão 
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Na histologia, os oocistos formavam aglomerados no parênquima hepático, próximo a 

regiões vascularizados (Figura 22) semelhante a Silva et al., (2020). As agregações oocísticas 

podem ser sustentadas por células retoteliais, como foi visualizado em uma infecção no 

hepatopâncreas (BÉKÉSI; MOLNÁR, 1991). Ocorreram degeneração tecidual, por necrose e a 

ocorrência de fibrose, com células hepáticas exibindo núcleos picnóticos e citoplasma 

rendilhado (Figura 22A e 22D). Casal et al., (2007), também observou o encapsulamento dos 

oocistos por tecido conjuntivo, causando deformação celulares. 

 Também foram visualizados infiltrados de células mononucleares (Figura 22 C), assim 

como a presença de melanomacrófagos (Figura 22B e 22F). Em infecções mais severas o 

processo inflamatório pode causar na morte do hospedeiro, como ocorreu com Arapaima gigas 

(BONAR et al., 2006). Esses dados histológicos e morfológicos foram discutidos 

detalhadamente no artigo (Apêndice B). 

Figura 22 - Fotomicrografia histológica da infecção de Calyptospora sp. no fígado de Serrasalmus 

rhombeus. A, C e E- Oocistos disseminados no tecido hepático próximo aos vasos sanguíneos (*), com 

presença de fibroblastos (ponta de seta) e infiltrado de células mononucleares (I). B e F Indicam 

melanomacrófagos (MM) em torno dos oocistos. D revela necrose generalizada, degeneração hepática 

(ponta de seta) e a presença de glóbulos vermelhos (*) em tecido corado com ZN. 

 

Fonte: Adaptado de Oliveira et al., (2021). 
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5.3 Henneguya nas brânquias de M. lippincottianus 

 Em 80% (46/60) dos exemplares de M. lippincottianus, foram observados cistos nas 

brânquias (Figura 23A), após o rompimento destes, foram observados mixosporos com 

características taxonômicas do gênero Henneguya (Thélohan, 1892) (Figura 23B). Os dados de 

prevalência foram menores que Henneguya chydadea nas brânquias de Astyanax altiparanae 

com 88,3% (BARASSA et al., 2003) e similares aos encontrados por Velasco et al., (2015) na 

infecção de Henneguya sp. no tecido ósseo dos filamentos brânquias de Hypophthalmus 

marginatus, Figueredo et al., (2020) em M. hypsauchen e Carvalho et al., (2020) nesse mesmo 

hospedeiro.  

 Os dados morfométricos foram os seguintes: tamanho total do esporo foi de 52,5±0,9 

(51,4-53,5) µm, apresentando uma cauda com 20,8±0,96 (20,1-22,4) µm de comprimento. O 

corpo do esporo era alongado com 28,7±0,67 (27,9-29,5) µm de comprimento e 4,2±0,5 (3,5-

4,8) µm de largura, continham cápsulas polares de tamanhos iguais perpendiculares ao eixo 

longitudinal com 15,7±1,13 (13,9-16,4) µm de comprimento e 1,9±0,26 (1,9-2) µm de largura, 

internamente as voltas dos filamentos polares eram de 15 a 18 (Figura 23C-D). 

Figura 23 - Fotomicrografias em DIC de Henneguya sp. infectando as brânquias de M. lippincottianus. 

A- Cisto localizado na brânquia. B- Mixosporo de Henneguya sp. (ponta da seta). C- Destaque para 

detalhes morfológicos dos Mixosporo, como as Cápsulas Polares (CP) e as projeções caudais (PC). D- 

Desenho esquemático de Henneguya sp. 
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A análise das comparações morfométricas entre Henneguya spp. descritos na Amazônia, 

demostrou que Henneguya sp.1, apresentou uma correlação positiva em relação ao componente 

1 com Henneguya sp.2 e Henneguya sp.3 (Figura 24), ambos descritos em hospedeiros do 

gênero Metynnis, atribuindo-se principalmente a variável tamanho do corpo do esporo (Tabela 

4). Presume-se que em decorrência das divergências morfológicas entre os Henneguya spp. para 

os serrasalmídeos, o mixosporo apresentado seja uma nova espécie, no entanto somente essas 

informações não são suficientes para a descrição de novos táxons de mixozoários, necessitando 

assim da complementação de dados moleculares com o sequenciamento das subunidades 

ribossomais 18S e 28S, até mesmo para a elucidação de problemas intraespecíficos (FIALA et 

al., 2006; CECH et al., 2012). 

Figura 24 - Análise de Componentes Principais (ACP) dos dados morfométricos de Henneguya spp. TT 

– Tamanho Total.  CE - Comprimento do Corpo do Esporo. LE – Largura do Corpo do Esporo. CC- 

Comprimento Caudal. CCP – Comprimento das Cápsulas Polares. LCP – Largura das Cápsulas Polares.   
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Tabela 4- Dados morfométricos (µm) de Henneguya spp. em hospedeiros da Amazônia. TT: Tamanho total. CC: Comprimento da cauda. NVFP: Número de 

voltas do filamento polar. 

Espécie 

/Referência 
TT 

Corpo do Mixosporo 
CC 

Cápsula Polar 
NVFP Hospedeiro 

Local de 

Infecção 
Localidade 

Comprimento Largura Comprimento Largura 

Henneguya sp.1 

(Presente estudo) 

 

52.5  28.7  4.2  
 

20.8  15.7 1.9 15-18 

 
M. lippincottianus Brânquias Pará 

H. astyanax 

 Vita et al.., (2003) 
47.8  15.2  5.7  32.6  5.0  1.5  8-9 Astyanax keithi Brânquias Pará 

H. rhamdia  

Matos et al., (2005) 
50  13.1  5.2  36.9  4.7  1.1  10-11  Rhamdia quelen Brânquias Pará 

H. malabarica   

Azevedo e Matos 

(1996) 

28.3 12.6  8.6 17.1  3.7  1.8  6-7 
Hoplias 

malabaricus 
Brânquias Pará 

H. aequidens  

Videira et al., (2015). 
41  15  6  27  3  3  4-6 

Aequidens 

plagiozonatus 
Brânquias Pará 

H. paraensis 

 Velasco et al., (2016) 
42.3  12.8  8.6  29.5  7.4  2.6  5-7 Cichla temensis Brânquias Pará 

H. santarensis 

Naldoni et al., (2018) 
31.9  10.8  4.3  21  4.6  1.4  15 

Phractocephalus 

hemioliopterus 
Brânquias Pará 

H. tucunarei  

Zatti et al., (2018b) 
43.8 14  6.1  28.1  3.4  2  3-4 Cichla monoculus Brânquias Pará 

H. tapajoensis  

Zatti et al., (2018b) 

 

54.6  
16.4 7 39 4.2 2.1 4-5 Cichla pinima  Brânquias Pará 

Henneguya sp.2 

Carvalho et al, (2020). 

67.4  

 
37.9  7.2  29.91  22.3  2.47  - M. lippincottianus Brânquias Amapá 

Henneguya sp.3 

Figueredo et al., 

(2020) 

61.9  38.2  5.8  23.7  6,1  1.8  - M. hypsauchen Brânquias Pará 

H. sacacaensis 

Ferreira et al., (2020) 
 46.5 16.5  5.1  30  3.83 1.68 7-9 

Satanoperca 

jurupari 

 

Brânquias Amapá 
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Os resultados histológicos, mostraram cistos intralamelar, concernindo com a 

classificação para mixozoários nas brânquias (MOLNÁR, 2002). Foram observados a 

deformação das células epiteliais (Figura 25A), mas não a fusões das lamelas secundárias e 

vasos adjecentes, necrose e infiltrado de células inflamatórias, como relatado em outros estudos  

(ADRIANO et al., 2005; VELASCO et al., 2015; FIGUEREDO et al., 2020). O mixosporos 

localizavam-se no centro do cisto (Figura 25B), semelhante a forma de desenvolvimento 

assíncrona, com os mixosporos imaturos nas extremidades (HALLETT; DIAMANT, 2001; 

CASAL et al., 2003; VIEIRA et al., 2020). A intensidade da infecção não ocasionou na morte 

do hospedeiro, por meio da asfixia, como ocorreu com Henneguya spp. (HAAPARANTA et 

al., 1994; YOKOYAMA et al., 2003).  

Figura 25 - Microfotografias histológicas de Henneguya sp. nas brânquias de M. lippincottianus. A- 

Seta indicando cisto intralamelar. corado em HE. B- Mixosporos destacados em coloração de ZN. 
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5.4 Myxobolus em órgãos de M. lippincottianus 

 No fígado, baço, rins e bexiga urinária em uma prevalência de 75% (45/60) dos 

espécimes analisados, foram observados mixosporos de Myxobolus sp. maduros e em fase de 

desenvolvimento esporogânico, envolvidos por plasmódio (Figura 26A-B). Locais de infecção 

múltiplos são incomuns para espécies desse gênero descritas na Amazônia, sendo que a maioria 

apresenta tropismo por determinado órgão/tecido do hospedeiro, exceto M. longissimus que foi 

observado no coração, estômago, intestino e arco branquial do tambaqui (Colossoma 

macropomum) (MOLNÁR; BÉKÉSI, 1993; CAPODIFOGLIO et al., 2019).  

 A prevalência deste estudo aproximou-se de M. insignis em Semaprochilodus insignis 

com 75% em 2 dos 3 espécimes analisados (EIRAS et al., 2005) e acima de Myxobolus sp. nas 

brânquias do tambaqui com 70% (VIDEIRA et al., 2016) e M. freitasi no cérebro do peixe 

elétrico Brachyhypopomus beebei com 60% (SINDEAUX-NETO et al., 2021). Em média a 

incidência de parasitos desse táxon nos peixes amazônicos é menor que 30%.  

 Em todos os sítios de infecção dois morfotipos de Myxobolus foram visualizados (Figura 

26C). O Myxobolus sp.1 era piriforme medindo 17,2±0,8 (16,3-17,7) µm de comprimento e 

8,2±1,9 (6,8-10,4) µm de largura, com cápsulas polares piriformes simétricas que acompanham 

a forma do esporo, medindo 13±0.8 (12,4–13,6) µm de comprimento e 2,9±0,2 (2,9-3,2) µm de 

largura, com filamentos polares em um intervalo de 16 a 18 voltas (Figura 26 D). Enquanto o 

Myxobolus sp.2 era menor com 13,9±0,7 (13,1-15) µm de comprimento e 7±0,7 (6,1-7,7) µm 

de largura, a morfologia era elipsoidal, com cápsulas polares sub-esféricas medindo 8,3±0,7 (7-

8,8) µm de comprimento e 2,35±0,33 (2-2,7) µm de largura, internamente apresentavam 

filamentos polares de 15 a 16 voltas (Figura 26E).  
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Figura 26 - Fotomicrografias em DIC de Myxobolus sp. infectando M. lippincottianus. A- Mixosporos 

de Myxobolus sp. B- Presença de mixosporo maduro envolvido por um plasmódio (*). C- Indicação de 

dois morfotipos de mixosporos, um piriforme (seta maior) e outro eliptíco (seta menor); D e E Desenhos 

esquemáticos de ambos morfotipos, com destaque para estruturas internas, como as cápsulas polares 

(CP) e o esporoplasma (SP). 

 

A compilação dos dados morfométricos para Myxobolus spp. descritos na região 

amazônica por meio da ACP, revelou que o componente 1 foi responsável por 89% da variância 

das amostras, na qual Myxobolus sp.1 esteve mais próximo de M. myleus, em decorrência da 

proximidade no tamanho do comprimento das cápsulas polares (Figura 27). Em relação a 

Myxobolus sp.2, correlacionou-se negativamente com M. tapajosi, decorrente do comprimento 

do esporo. As espécies M. marajoensis e M. braziliensis apresentaram correlação negativa em 

ambos os eixos, por apresentarem dimensões estruturais semelhantes (Tabela 5). 
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Figura 27 - ACP dos dados morfométricos de Myxobolus spp. descritos na Amazônia brasileira. CE: 

Comprimento do Mixosporo. LE: Largura do Esporo. CCP: Comprimento das Cápsulas Polares. LCP: 

Largura das Cápsulas Polares. 
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Tabela 5- Dados morfométricos (µm) de Myxobolus spp. em hospedeiros da Amazônia. NVFP - Número de voltas do filamento polar. 

Espécie/Referência 
Mixosporo Cápsula Polar 

NVFP Hospedeiro 
Local de 

Infecção 
Localidade 

Comprimento Largura Comprimento Largura 

Myxobolus sp.1 

(Presente estudo) 
17.2 8.2 13 2.9  

16-18 

 
M. lippincottianus 

Rins, fígado, 

baço e bexiga. 
Pará 

Myxobolus sp.2 

(Presente estudo) 
13.9 7 8.3 2.35 15-16 M. lippincottianus 

Rins, fígado, 

baço e bexiga. 
Pará 

M. braziliensis 

Casal et al., (1996) 
10.2  5.28  5.30  1.43  9-11 

Bunocephalus 

coracoideus 
Brânquias Pará 

M. maculatus      

Casal et al., (2002) 
21.0 8.9 12.7 3.2 14-15 

Metynnis 

maculatus 
Rins Pará 

M. metynnis  

Casal et al., (2006) 
13.1 7.8 5.2 3.2 8-9 

Metynnis 

argenteus 

Região 

orbicular 
Pará 

M. myleus  

Azevedo et al., (2012) 
19.3  8.3  13.2  3.0  19-21 

Myleus 

rubripinnis 
Bile Pará 

M. marajoensis 

Abrunhosa et al., (2017) 
10.9  5.1  5.3  1.6  - Rhamdia quelen Intestino Pará 

M. tapajosi 

Zatti et al., (2018a) 
15  10.7  5.8  3  6-7 

Brachyplatystoma 

rousseauxii 
Brânquias Pará 

M. matosi  

Capodifoglio et al., 

(2019) 

9.6 7.0 4.3 1.9 - 
Colossoma 

macropomum 
Opérculo Pará 

M. longissimus 

Capodifoglio et al., 

(2019) 

19.1 9.4 10.5 2.5 9-10 
Colossoma 

macropomum 
Estômago Pará 

Myxobolus sp.3 

Oliveira et al., (2020) 

 12.5 

 

 

 7.3 

 

 6.2 
 2.8 

 
8-10 M. hypsauchen Rins Pará 



54 
 

 Na histologia, foi observado estágios pré-esporogânicos no baço (Figura 28A) e 

intertício renal próximo a corpos melanomacrofágicos (Figura 28B). Aspecto de 

desenvolvimento semelhante a Tetracapsuloides bryosalmonae em trutas, um mixozoário 

reponsável por causar a Doença Renal Proliferativa (PKD), onde a fase esporogânica ocorre 

intra-luminar  (KUMAR et al., 2013). Embora não sejam observadas formação císticas para M. 

lippincottianus  ̧Oliveira et al., (2020) descreveu aglomerados de Myxobolus sp. nos túbulos 

renais próximais de Metynnis hypsauchen. A presença de macrofágos pode estar relacionada 

com o transporte de mixosporos para esses órgãos por meio da fagocitose, como relatado por 

Yokoyama et al., (1996) na infecção de Myxobolus artus na carpa Cyprinus carpio. 

Figura 28  - Fotomicrografias de Myxobolus sp. infectando M. lippincottianus coradas em ZN. A – 

Esporo maduro no baço. B- Mixosporos nos intercisio renal, próximo a melanomacrofágos (MM). C- 

Destaque para a estrutural do esporo, com as cápsulas polares (CP) e esporoplasma (SP). 
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5.5 Influência da sazonalidade na carga parasitária 

A prevalência de parasitismo por hospedeiro nas áreas de coleta, foram maiores no 3º e 

4º trimestres para mixozoários em M. hypsauchen e em relação aos coccídeos em S. rhombeus, 

no entanto no 1º trimestre houve uma redução para ambas as espécies. Enquanto para M. 

lippincottianus a incidência foi maior no 2º e 3º trimestre do ano, sendo que nesse último o 

quantitativo de espécimes infectadas foi superior com uma diferença de 2 exemplares (Figura 

29). Esses períodos no clima amazônico, correspondem ao seco (agosto a novembro) e parte do 

chuvoso (janeiro a junho), sendo os meses de julho e dezembro considerados transicionais 

(SOUZA et al., 2004).  

Figura 29 - Quantitativo de espécimes infectados por trimestres (Tri) anuais. 

 

A sazonalidade é um aspecto preponderante para a presença de algumas espécies de 

mixozoários nos seus hospedeiros, estudos em diversas regiões do mundo tem demostrado 

variações de prevalência de acordo com o clima, por exemplo, mixosporo de Myxidium 

tunisiensis, foram mais frequentes na raia Raja radula durante o outono na Tunísia, quando as 

águas estavam mais quentes (ELLOUMI et al., 2021), semelhantemente Kudoa thyrsites 

também foi mais prevalente em Sardinops sagax nessa mesma estação do ano na África 

(HENNING et al., 2019).  
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A maior presença dos mixozoários no período seco está associado com a diminuição 

dos níveis dos rios na Amazônia em decorrência da incidência das chuvas, que de acordo com 

a classificação de Köppen para a região, em alguns meses a altura pluviométrica pode ser 

inferior a 60 mm (BASTOS, 1972). Resultado contrário foi descrito por Azevedo et al., (2013b) 

onde a presença de H. nagelli descrito no estado do Amazonas, foi observada nas brânquias de 

Cyphocharax nagelii, somente no inverno. Essas alterações pluviométricas implicam em outras 

variáveis físico-químicas da água, onde em ambientes estuarinos a maior ocorrência de Kudoa 

nos bagres Cathorops spixii e Cathorops agassizii adquiridos durante o verão, correlacionava-

se de forma negativa com o nível de salinidade (SANTOS et al., 2019).  

Em relação a outros biomas do Brasil, no pantanal não foram observados alteração de 

prevalência significativas de acordo com a sazonalidade para os mixozoários em hospedeiros 

silvestres e de cativeiros (ADRIANO et al., 2009; MILANIN et al., 2010). Outros aspectos são 

mais importantes em alguns casos, como a preferência por determinado sexo do hospedeiro 

para algumas espécies de Henneguya e Myxobolus (ADRIANO et al., 2012; MARTINS et al., 

2018). Embora nesse estudo o clima seja a variável mais atenuante. 

Ao contrário desta análise, os calyptosporídeos dispostos no hepatopâncreas de Cichla 

temensis tiveram maiores taxas de infecções no período chuvoso e os machos foram os mais 

acometidos (SANTIAGO et al., 2012). No estudo realizado por Negrão et al., (2019) relacionou 

a carga parasitária com o hábito alimentar do hospedeiro, sendo maiores em espécies carnívoras 

em detrimento dos herbívoros, incluindo M. lippincottianus, uma das espécies analisadas neste 

trabalho. Em coccídeos do gênero Goussia a frequência parasitária foi contínua em peixes 

durante todos os períodos do ano em Portugal, sendo o fígado o órgão mais acometido 

(XAVIER et al., 2020). 
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6 CONCLUSÃO 

 As análises morfológicas dos microparasitos nos espécimes de M. lippincottianus 

permitiram a identificação de 2 táxons de mixozoários da família myxobolidade, os gêneros 

Myxobolus e Henneguya. 

Em M. hypsauchen foi observado a presença somente de Myxobolus. Enquanto na 

piranha S. rhombeus, um táxon da sub-classe coccidia foi encontrado, o gênero Calyptospora. 

Os mixosporos de Henneguya sp. induziram formações císticas nas brânquias de M. 

lippincottianus em uma elevada prevalência, causando deformações nas células epiteliais. 

Enquanto Myxobolus encontrava-se no baço e interstício renal. De forma semelhante foram 

observados em M. hypsauchen, mas houveram formações císticas no túbulo renal proximal e a 

presença de infiltrados de células mononucleares. Em S. rhombeus, os coccídeos encontravam-

se no parênquima hepático, alguns oocistos foram envolvidos por fibroblastos.   

As divergências morfológicas com outras espécies indicaram a possibilidade de cinco 

novas espécies (4 mixozoários e um cococcídeo), mas dados moleculares são necessários para 

a elucidação taxonômica sobre os novos táxons. Em ambos os locais a prevalência foi elevada 

no período seco e se manteve até o início do período chuvoso, correspondendo aos meses 

transicionais, demostrando que o tropismo e desenvolvimento dos mixosporos dependem da 

sazonalidade. 
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ANEXO A - FOLHA DE APROVAÇÃO DA COMISSÃO DE ÉTICA NO USO DE 

ANIMAIS (CEUA/UFRA). 
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ANEXO B – FICHA DE COLETA DO MATERIAL BIOLÓGICO. 
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ANEXO C – FICHA DE PROCESSAMENTO PARA MICROSCOPIA DE LUZ. 
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ANEXO D – FICHA DE PROCESSAMENTO PARA MICROSCOPIA ELETRÔNICA. 
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Renal myxoboliosis of Metynnis hypsauchen in the Brazilian 

Amazon: morphological and histopathological aspects 
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ABSTRACT. In their natural habitat, fish are constantly threatened by icthyoparasites, notably those 

from the Phylum Cnidaria, Hatschek, 1888, represented by species of the Myxozoa, responsible for 

infections in fish that cause complications to their health that can lead to death. Among these parasites, 

the genus Myxobolus Butschli, 1882 is responsible for the largest number of infections described in fishes 

from the Americas. This study describes the morphological and histopathological aspects of parasitism by 

Myxobolus sp. in specimens of Metynnis hypsauchen, obtained from the Capim river, in the municipality of 

Ipixuna do Pará, Pará, Brazil. During the months of August and March, 2018, 20 animals were captured, 

euthanized and autopsied. With the aid of a stereomicroscope an external and internal investigation was 

performed on the animals for the purpose of finding lesions or parasitic cysts, followed by confirmation of 

infection in Light Microscopy (ML). Cysts and Fragments from parasitized tissues were processed using 

techniques for histology and Scanning Electron Microscopy (SEM). For histology they were stained with 

Hematoxylin-Eosin (H-E) and Ziehl-Neelsen and for SEM Micrographs were captured, using equipment 

from the Museu Paraense Emílio Goeldi. The prevalence of parasitism was 60% (12/20) of the specimens, 

and the cysts were in the epithelium and lumen of the renal tubules, causing histopathological changes. 

The characteristics of the parasite spores are those associated with the genus Myxobolus, with an ellipsoid 

format, two polar capsules and a sporoplasm region. It was possible to confirm a high parasite load of 

Myxobolus, with compromised renal functions. This study is the first to describe Myxospore in Metynnis 

hypsauchen. 

Keywords: Amazon; Serrasalmidae; myxozoan; kidneys.  
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Introduction 

The Capim River, located in the municipality of Ipixuna do Pará in the Brazilian Amazon, has an 

extension of about 600 km of areas. Metynnis hypsauchen Müller & Troschel, 1844, Serrasalmidae, popularly 

known in the Amazon region as “white pacu”, is one of the species that integrates local diversity (Montag, 

Freitas, Wosiacki, & Barthem, 2008; Garavello & Oliveira, 2014). It is sold in some locations as an 

ornamental fish (Sánchez Riveiro, García Vásquez, Vásquez Bardales, & Alcántara Bocanegra, 2011). It 

belongs to the most diverse genus in the family, with 15 species (Boyle & Herrel, 2018; Ota, Daniel, & Jégu, 

2016).  

The Myxozoa, belonging to the Phylum Cnidaria, Hatschek 1888, are made up of parasitic spores that 

infect vertebrates and invertebrates (Békési, Székely, & Molnár, 2002; Okamura, Gruhl, & Bartholomew, 

2015; Foox & Siddall, 2015). There are approximately 2,600 species described (Okamura, Hartigan, & 

Naldoni, 2018). This diversity is attributed to the use of fish as intermediate hosts (Holzer et al., 2018). They 

are found in practically all organs, such as: gills, scales, fins, gallbladder and other vital organs (Lom & 

Dyková, 2006; Gupta & Kaur, 2017).  

Myxobolidae family is the most frequent Myxozoan group found in fish in the Americas (Vidal, 

Iannacone, Whipps, & Luque, 2017) of which the genus Myxobolus Butschli, 1882 is the largest, with more 
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than 905 species (Eiras, Zhang, & Molnár, 2014; Eiras, Molnár, & Lu, 2005) of which 4 have been described 

in Brazil, mainly in the Amazon region (Vidal et al., 2017). They have ellipsoid-shaped spores, with two 

polar pyriform capsules and a binucleated sporoplasm (Lom & Dyková, 2006). Fish are their main vertebrate 

hosts, but they have also been reported in amphibians and reptiles (Eiras et al., 2005; Eiras et al., 2014). 

"Whirling disease" is the best known disease, caused by Myxobolus cerebralis,  resulting from a disoriented 

ear capsule infectionin which the fish chases its own tail in circular movements, as the result of infection in 

the auditory capsule that leaves it disoriented (Lom & Dyková, 2006; Hoffman, 1990; Faruk, 2018). 

This study describes parasitism by Myxobolus with a morphological and histopathological description in 

the teleost fish Metynnis hypsauchen collected from the Capim river when it passes through the municipality 

of Ipixuna do Pará. 

Material and methods 

Fish and sample collection 

During the months of August 2018 and March 2019, 20 specimens of Metynnis hypsauchen fish were 

acquired. With the help of fishing gear, they were captured and transported alive in plastic bags with water 

from their habitat and artificial aeration to the Laboratório de Pesquisa Carlos Azevedo, at the Universidade 

Federal Rural da Amazônia, in Belém, Pará, Brazil (License from SISBIO / ICMBio 62276-1). 

The animals were anesthetized with tricaine (MS-222) at a concentration of 50 mg L-1 and then autopsied 

(License from Animal Use Ethics Committee nº 011/2014) to search for parasites. A stereomicroscope was 

used, to observe lesions and/or cysts of parasites on the integumentary surface and internal organs. In 

tissues and organs with probable presence of parasites, small fragments were removed for slide assembly 

with the addition of a drop of water and observation under a light microscope and with a Differential 

Interference Contrast Microscope (DIC) (Nomarski) for confirmation. 

Morphometric Analysis 

Morphometric data in micrometers (µm), were obtained from mature and fresh spores (mean, standard 

deviation range in parentheses). According to recommendations from Lom and Arthur (1989) the following 

variables were analyzed: Length of spores (LS), width of spores (WS), length of polar capsule (PCL) and 

width of polar capsule (PCW). Findings were compared with those from specimens of Myxobolus sp. 

described in other studies, using Principal Component Analysis (PCA) and the hierarchical method UPGMA, 

employing the PAST 3.0 software (Hammer, Harper, & Ryan, 2001).  

Histology 

Histological processing began by removing parasitized kidney fragments that were fixed in Davidson 

solution (95% alcohol, formaldehyde, acetic acid and distilled water) for 24 hours and dehydrated in 

progressive alcohol concentration, then paraffinized and microtomized with 0.5 μm thick sections and 

finally stained with Hematoxylin-Eosin and Ziehl-Neelsen (Luna, 1968). 

Scanning Electron Microscopy 

For analysis with Scanning Electron Microscopy (SEM), the parasitized kidney fragments were fixed in 

glutaraldehyde 5%, buffered with sodium cacodylate with Ph 7.2 for 12 hours at 4ºC. Next, the samples were 

washed in the same buffering solution and fixed in OsO4 at 2%, and buffered for 3 hours without 

temperature change. Later on, they were desiccated in an increasing propylene oxide series and dried to the 

critical point, metallized with a thin layer of gold and photographed with a Tescan Mira3 scanning electron 

microscope, with an FEG electron gun (field emission gun), located at the Centro de Microscopia do Museu 

Paraense Emílio Goeldi in Belém, PA. 

Results 

Light microscopy and ultrastructure 

In the evaluation using light microscopy, 60% (12/20) of the specimens autopsied presented infection in 

the kidneys from Myxobolus sp. The spores were located in the renal tubules (Figures 1a-1b). They had an 
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elliptical format, measuring 12.3-12.7 (12.5±0.3) µm length and 7.2-7.5 (7.3±0.2) µm width and containing 

sporoplasm (Figure 1c). The polar capsules were the same size and elongated, with 6.1-6.3 (6.2±0.2) µm 

length and 2.79-2.9 (2.8±0.07) µm width. The polar filaments presented 8-10 turns (Figure 2). Observations 

using scanning electronic microscopy, showed spores with two smooth united valves and the suture line 

region between the valves (Figures 3a – 3c). 

The microcut of the kidneys showed cysts, containing spores of Myxobolus sp., with typical polar capsules 

(Figure 4f), located in the mucosa and epithelium of the Proximal Convoluted Tubules (PCT) of the nephron, 

causing deformation and compression of the cuboidal cells of the epithelium, and the lateral displacement 

of the lumen (Figures 4 a-f). Some free spores were also found in the renal parenchyma (Figure 4 d). In the 

Hematoxylin-Eosin stain, mononuclear leucocyte infiltrate was noticed close to the infection site and 

multifocal necrosis (Figures 4a and c). Melanomacrophagic bodies were also visualized in the PCT wall,  with 

a more prominent coloring ( Figure 4b), a typical finding with many infections.  

 

Figure 1. Photomicrographs of mature to fresh myxospore of Myxobolus sp. infecting the kidneys of Metynnis hypsauchen. A and B. 

Observation of cysts (black arrow point) and spores (arrows). C. Spore observed with Microscopy using Differential Interference 

Contrast (DIC), notably the polar capsules (PC) and sporoplasm region (*). Scale bar= 20µm. 

 

Figure 2. Schematic drawing of mature spores of Myxobolus sp. A. Front view; B. Side view. Scale bar = 5 μm. 
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Figure 3. Scanning electron micrographs of myxospore of Myxobolus sp. infecting the kidneys of Metynnis hypsauchen. A and B. 

Observation of mature myxospores (white arrow point) and with some myxospores close to erythrocytes (Er). C. The suture line of a 

mature myxospore is highlighted (S). Scale bar= 5µm. 

 

Figure 4. Photomicrographs of tissue sections from the kidney of Metynnis hypsauchen infected by Myxobolus sp., showing longitudinal 

(A and E) and cross-section cuts (C and D) of proximal convoluted tubules (PCT). A, B and C. Cysts of mature myxospores (C) causing 

compression and deformation in the cuboid epithelium of the proximal convoluted tubule (PCT). Note the inflammatory mononuclear 

infiltrate (I) around the infected tubule and the multifocal necrosis area (arrow) and melanomacrophages (MM) close to the infection 

site. Hematoxylin and Eosin. D and E. Cysts of mature myxospores in the cuboid epithelium of the proximal convoluted tubules (PCT), 

causing deformation and displacement of the lumen (*) to the side of the tubule. Observation of free myxospores in the renal 

parenchyma (S). Scale bar= 50µm. F. Detail of the myxospore found in the polar capsules (CP). Scale bar= 10µm. 
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The morphometric analysis demonstrated that the Myxobolus sp. spore, was significantly different from 

spores of the majority of the species described at different infection sites, with M. metynnis found in the orbicular 

tissue of Metynnis argenteus and M. aureus causing liver infection in Salminus brasiliensis, were the closest (Figure 

6), in length and width of spore (Table 1). However, it is not possible to assert the similarity with both species, 

due to the negative relationship in the ordering and Euclidean distance axes (Figures 5 and 6). 

Table 1. Comparison of morphologic data between spores of Myxobolus spp. basead on 20 spores measurements. All measured in 

micrometers. 

Species 
Spore Polar Capsule Filament 

Coils 
Host/Infection Site References 

Length Width Length Width 

Myxobolus sp. 
12.3-12.7 

(12.5±0.3) 

7.2-7.5 

(7.3±0.2) 

6.1-6.3 

(6.2±0.2) 

2.79-2.9 

(2.8±0.07) 
8–10 

Metynnis hypsauchen, 

kidneys 
Present Study 

M. maculatus 
21  

(19.7–23) 

8.9  

(7.9–9.5) 

12.7  

(11.8–13.8) 

3.2  

(3–3.6) 
14–15 

Metynnis maculatus, 

kidneys 

Casal, Matos, & Azevedo 

(2002) 

M. serrasalmi (14.8±3.1) (8.6±3.9) (7.7±2.3) (3.1±0.9) – 
Serrasalmus rhombeus, 

kidneys 
Walliker (1969) 

M. hilarii 
9.8 – 13.4 

(11.5±0.8) 

9.7 – 12.4 

(11±0.7) 

6 – 7.2 

(6.5±0.4) 

3.6 – 5.3 

(4±0.2) 
5–7 Brycon hilarii, kidneys 

Capodifoglio, Adriano, 

Milanin, Silva, & Maia (2016) 

M. tapajosi 
15  

(13.5–17) 

10.7  

(9.6–11.4) 

5.8  

(4.6–7.1) 

3  

(2.3–3.8) 
6–7 

Brachyplatystoma 

rousseauxii, branchial 

filaments 

Zatti et al. (2018) 

M. aureus (12.6±0.5) (8.3±0.3) (5.7±0.3)  (2.9±0.2) 7–8 
Salminus brasiliensis, 

liver 

Carriero, Adriano, Silva, 

Ceccarelli, & Maia (2013) 

M. brycon  
6.5–7.2 

(6.9±0.6) 

3.9–4.8 

(4.2±0.5) 

3.8–4.7 

(4.2±0.6) 

 1.7–2.5 

(1.9±0.6) 
8–9 Brycon hilarii, gills 

Azevedo, Casal, Marques, 

Silva, & Matos (2011)  

M. piraputangae (10.1±0.5)     (8.7±0.5) (5.2±0.4) (3.0±0.3) 4–5 Brycon hilarii, kidneys Carriero et al. (2013) 

M. metynnis 
13.1  

(12.9–13.5) 

7.8  

(7.5–8.3) 

5.2  

(5.0–5.5) 

3.2  

(3.0–3.6) 
8–9 

Metynnis argenteu, 

orbicular tissue 

Casal, Matos, & Azevedo 

(2006) 

M. marajoensis 
10.9  

(10–11.6) 

5.1  

(4.2–5.4) 

5.2 

(5.3± 0.6) 

1.5 

(1.6±0.36) 
– 

Rhamdia quelen, 

Intestine 

Abrunhosa, Sindeaux-Neto, 

Santos, Hamoy, & Matos 

(2017) 

M. matosi 
9.1–10.8 

(9.6±0.4) 

6.5–7.6 

(7.0±0.3) 

3.3–5.0 

(4.3±0.4) 

1.6–2.2 

(1.9±0.1) 
– 

Colossoma 

macropomum, 

operculum 

Capodifoglio, Adriano, Silva, 

& Maia (2019)  

 

 

Figure 5. Principal Component Analysis (PCA). Correlation of morphometric parameters for the species. Length of spore (SL), Width of 

spore (SW), Length of Polar Capsule (PCL), Width of Polar Capsule (PCW). 
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Figure 6 Similarity dendrogram (UPGMA) between spores of Myxobolus spp. 1- Myxobolus sp.; 2- M. maculatus; 3- M. serrasalmi.; 4- M. 

hilarii; 5- M. metynnis; 6- M. tapajosi; 7- M. matosi; 8- M. aureus; 9- M. marajoensis; 10- M. brycon; 11- M. piraputangae. 

Discussion 

In this study, the prevalence of Myxobolus sp. in the renal tubules was 60% (12/20) in Metynnis 

hypsauchen kidneys. When compared with M. metynnis (Casal et al., 2006), M. tapajosi (Zatti et al., 2018), M. 

matosi (Capodifoglio et al., 2019) and M. niger (Mathews, Maia, & Adriano, 2016), species described for the 

north of Brazil, which respectively presented 40%, 23.5%, 20%, and 13.7% of parasite prevalence, the 

species studied for this paper presented a higher incidence. 

The morphometric analysis demonstrated that the Myxobolus sp. spore, was significantly different from 

that of the majority of the species described at different infection sites, with M. metynnis (Casal et al., 2006) 

found in the orbicular tissue of Metynnis argenteus and M. aureus (Carriero et al., 2013) causing liver 

infection in Salminus brasiliensis, were the closest (Figure 6), in length and width of spore (Table 1). 

However, it is not possible to assert a similarity with both species, due to the negative relationship in the 

ordering and Euclidean distance axes (Figures 5 and 6). 

In terms of histopathological findings, they were similar to those from other studies, in which 

asynchronous spore development led to the compression and degeneration of the tubular cells, leading to a 

change in lumen size (Capodifoglio et al., 2016; Casal et al., 2002; Abrunhosa, Sindeaux-Neto, Hamoy, & 

Matos, 2018). There is also a variation in the degree of pathogenicity; in some cases, there was hyaline 

degeneration, glomerular congestion, cellular edema and formation of a connective capsule around the 

spores, as reported in kidney infections in the pacu species Piaractus mesopotamicus (Manrique, Figueiredo, 

Belo, Martins, & Molnár, 2017; Campos, Moraes, & Moraes, 2008). 

In Hematoxylin-eosin, melanomacrophage cells were observed in the wall of the proximal contorted 

tubule (Figure 3b), indicating an immune response by the host to the parasitic agent (Agius & Roberts, 

2003; Yokoyama, Ogawa, & Wakabayashi, 1995). According to Molnár (2007) some species of Myxozoa have 

a form of infection characterized by the prevalence of several spores, mainly in the kidney interstitium 

coming from the bloodstream, which are phagocytosed, stored and destroyed by melanomacrophages, and 

are regularly seen. Myxobolus cyprini, is an example of a species that produces spores in the skeletal muscles 

and in several organs, and as these mature, they are transported to the kidneys where they are eliminated or 
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are retained to be destroyed by macrophages (Molnar & Gayer, 1985). Manrique et al. (2017) Found 

Myxobolus spores with structural deformations within the melanomacrophage centers. 

This type of infection described is the one most similar to that reported in this paper, although we did 

not find melanomacrophages phagocyting and destroying the spores, and the morphological comparison did 

not correspond to other species described in other organs, which made it difficult to determine the site of 

origin of the spore. Baki et al. (2015) note that this is the main problem found in infections by myxozoans 

identifying if the kidneys are the original site of infection or merely a storage point for bloodstream-borne 

spores. 

The inflammatory process revealed in this study is attributed to mononucleated cells due to the small 

number of melanomacrophages, which does not characterize typical acute infections caused by these cells. 

Necrotic areas also contribute to inflammation; according to Maftuch et al. (2018), they provide the function 

of increasing the inflammatory response locally and in nearby regions. 

Conclusion 

Metynnis hypsauchen is an important ornamental fish species sold by several South American countries. 

Because of that, these histopathological results are important for understanding the effects of parasitism by 

Myxobolus in the kidneys. We emphasize that this is the first description of Myxosporea in this host. 
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Abstract
Calyptospora species are coccids that commonly cause liver infections in fish all around the world. This paper 
describes the morphology and histopathological characteristics of liver infection caused by Calyptospora sp. in black 
piranha Serrasalmus rhombeus, from the Capim River, in the municipality of Ipixuna do Pará, state of Pará (Brazil). 
Specimens were collected, analyzed and necropsied and tissue fragments containing parasites were prepared for 
histology and scanning electron microscopy. Parasitism was detected in 33.0% of the analyzed specimens, which 
had spherical oocysts in the liver, with four pyriform sporocysts presenting sporozoites internally. A histological 
examination revealed oocysts positioned close to blood vessels, causing necrosis and degeneration of hepatic 
parenchyma, while the presence of mononuclear cell infiltrate and melanomacrophages indicated the onset of 
an inflammatory process. This is the first record of the genus Calyptospora in fish from the Capim River.

Keywords: Amazon basin, Calyptospora, histopathology, piranha.

Resumo
Calyptosporídeos são coccídeos constantemente encontrados causando infecções hepáticas em peixes de todo 
o planeta. Este estudo descreve a morfologia e características histopatológicas da infecção hepática causada
por Calyptospora sp. encontrados em Serrasalmus rhombeus, a piranha negra, oriunda do rio Capim, em Ipixuna
do Pará, Brasil. Os animais foram coletados, analisados e necropsiados; fragmentos teciduais com a presença
dos parasitos foram processados para histologia e microscopia eletrônica de varredura. O parasitismo ocorreu
em 33,0% dos espécimes analisados, onde foram encontrados oocistos esféricos no fígado, com esporocistos
piriformes, apresentando internamente esporozoítos. No exame histológico, os oocistos estavam dispostos
próximos aos vasos sanguíneos, causando necrose e degeneração do parênquima hepático; a presença de
infiltrado de células mononucleares e melanomacrófagos indicaram o início de um processo inflamatório. Este
é o primeiro registro do gênero Calyptospora em peixes do rio Capim.

Palavras-chave: Amazônia, Calyptospora, histopatologia, piranha.
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Introduction
Coccids, a subclass of the phylum Apicomplexa, are intracellular parasites that have a wide variety of host fish, 

from Chondrichthyes (elasmobranches) to Osteicthyes, which are represented by freshwater and saltwater teleosts 
that occur worldwide (Dyková & Lom, 1981; Davies & Ball, 1993; Molnár, 2006). In fact, there is phylogenetic evidence 
that coccids of terrestrial vertebrate emerged from fish coccidian strains (Rosenthal et al., 2016).

The family Calyptosporidae is represented by species with a heteroxenous life cycle, where by the oocysts are 
transmitted from the intermediate host, an invertebrate, to the definitive host, the fish (Overstreet et al., 1984; 
Whipps et al., 2012). The genus Calyptospora Overstreet, Hawkins and Fournie, 1984 is known to cause mainly liver 
pathologies, but it can also be found in the pancreas, gallbladder, mesentery, gonads and other tissues (Overstreet 
& Hawkins, 2017; Ramos et al., 2018; Negrão et al., 2019).

Five species are currently described in Brazil: Calyptospora tucunarensis (Békési & Molnár, 1991), Calyptospora 
spinosa (Azevedo et al., 1993), Calyptospora serrasalmi (Cheung et al., 1986), Calyptospora gonzaguensis (Silva et al., 
2020) and Calyptospora paranaidji (Da Silva et al., 2019), and four of them are reported in fish from the Amazon basin. 
According to Da Silva et al. (2019), this region has great potential for the discovery of new calyptosporid species.

Serrasalmus rhombeus Linnaeus, 1766 stands out among the ichthyofauna of the Amazon basin. Commonly 
known as black or red-eyed piranha, its carnivorous habits render it notoriously aggressive. This species is part 
of the family Serrasalmidae, endemic to South America, usually found in northeastern Brazil and in rivers of 
the Amazon basin, which local communities sell as ornamental fish (Nakayama et al., 2001; Acácio et al., 2012; 
Sá-Oliveira et al., 2017; Anjos et al., 2018).

This paper describes the morphology of Calyptospora sp. and histopathological aspects of hepatic coccidiosis 
in S. rhombeus, captured in the Capim River, in the northeast of the state of Pará, eastern Amazonia.

Material and Methods

Collection and analysis of specimens
Serrasalmus rhombeus specimens were collected (under SISBIO/ICMBio Permit No. 62276-1) in the Capim River 

close to the “Ribeira” community (2º66’67”S, 48º32’34”W), located in the municipality of Ipixuna do Pará, in the 
northeastern part of the state of Pará (PA). Collection efforts extended from April 2018 to March 2019. Captured 
live specimens were placed in aerated plastic bags and taken to the Carlos Azevedo Research Laboratory at the 
Federal Rural University of Amazonia (UFRA), Belém, PA.

The fish were anesthetized using the MS-222 protocol (50 mg/L tricaine methanesulfonate) and then necropsied, 
as authorized by the institution’s Ethics Committee on Animal Use, under Protocol No. 011/2014). A parasitology 
examination was performed using a stereomicroscope to search for lesions/cysts on the body surface and in the 
coelomic cavity, and the findings were confirmed under an ordinary light microscope (LM), using fresh slides.

Histology
Were small fragments of parasitized liver tissue were fixed in Davidson’s fluid for a period of 24 hours, processed 

using paraffin techniques, 5 um thick cut and stained with Hematoxylin-Eosin (HE) and Zielh-Neelsen (ZN) (Luna, 1968).

Oocyst morphometry
Mature oocysts (n=30) were measured from images captured by a Zeiss Axiocam ICc 1 camera installed in a Zeiss 

Axioskop 40 microscope. Means and standard deviations were measured in micrometers (µm). A morphometric 
comparison was made with other species described in the literature, using principal component analysis (PCA), and 
analyzing the following parameters: oocyst diameter (OD), sporocyst length and width (SL) and the length-to-width 
ratio of oocyst to sporocyst (L:W), as described by Da Silva et al. (2019) for Calyptospora. The hierarchical clustering 
method UPGMA was also adopted. Both analyses were performed using PAST 3.0 software (Hammer et al., 2001).

Scanning Electron Microscopy (SEM)
Fragments of parasitized liver tissue were fixed in 5% glutaraldehyde buffered with sodium cacolydate at pH 7.2 

for 12h at 4ºC. They were then washed in buffer solution, fixed in 2% OsO4 and buffered for three hours without 
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varying the temperature. After this, the fragments were dehydrated in increasing ethanol and propylene oxide 
series, coated with a thin layer of gold and photographed in a TESCAN MIRA3 FEG-SEM field emission scanning 
electron microscope at the Emílio Goeldi Museum in Belém, state of Pará (Brazil).

Results
Spherical oocysts, showing characteristics inherent to the genus Calyptospora, were found in the liver of 05 of 

the 15 analyzed S. rhombeus specimens, representing 33.0% of the specimens.
The oocysts had a diameter of 17.4 ± 1.0 (15.7-19) (Figure 1A, 2B and 3A), with four pyriform sporocysts in the 

shape of “bowling pins” (Figure 1B, 2 A and B), 8.33 ± 1.1 (6- 10) in length and 4.29 ± 0.83 (3-4.68) in width. The oocysts, 
which were arranged perpendicularly and covered by a thin membranous veil-like layer, and in the internal region 
of the sporocysts, two sporozoites were present (Figure 1C and 3A). A suture was visible in the apical region of the 
external surface (Figure 2B and D, 3B), while the posterior part contained several lateral projections, the sporopods 
(Figure 2C, 3B). These morphological traits are characteristic of the genus Calyptospora (Overstreet et al., 1984).

The first two axes in the PCA, which explained 92.1% of the variance, were influenced mainly by the length-to-
width ratio of oocyst to sporocyst. The Calyptospora sp. identified in this study was similar to Calyptospora sp. 4 and 
C. gonzaguensis, although this relationship was negative to the other species on both axes (Figure 4). This aspect
was confirmed in the similarity dendrogram, indicating that the Euclidean distance between Calyptospora sp. 4 and 
C. gonzaguensis was smaller, compared to Calyptospora sp. (Figure 5).

The histological results revealed oocyst clusters close to blood vessels in the hepatic parenchyma (Figure 6 A – F),
showing tissue degeneration, localized liver fibrosis and compression necrosis, with hepatic cells exhibiting pyknotic 
nuclei and lacey cytoplasm (Figure 6A and 6D). Note the presence of mononuclear cell infiltrates surrounded the 
oocysts, indicating a mild inflammatory process (Figure 6A and 6C), as well as melanomacrophages in both types 
of stains (Figure 6B and 6F).

Figure 1. Light microscope images of infection by Calyptospora sp. in Serrasalmus rhombeus. A: Clusters of Calyptospora sp. oocysts 
in the liver; B: The arrowhead indicates sporocysts inside oocysts; C: Highlight of the sporocyst structure, with sporozoites (SZ) 
and membranous veil (arrowhead).

Figure 2. Scanning electron microscopy micrographs of Calyptospora sp. in the liver of Serrasalmus rhombeus. A: Oocysts (oc) 
composed of 4 sporocysts (arrow). B-D: Sporocyst (sp), with emphasis on the suture (s) and sporopods (spp).
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Figure 3. Schematic drawings of the oocyst and sporocyst, respectively. A: Oocyst containing 4 sporocysts, each surrounded by 
a membranous veil (arrow) and containing two sporozoites (sz); B: Details of the external structure of the sporocysts, with the 
presence of a suture (s) and sporopods (spp).

Figure 4. Principal component analysis (PCA). Oocyst length (OL); Sporocyst length (SL); length-to-width ratio of oocyst to 
sporocyst (L:W).

Figure 5. Dendogram of similarity. 1– Calyptospora sp.; 2– C. tucunarensis; 3– C. spinosa; 4– C. serrasalmi 1; 5– C. serrasalmi 2; 
6– C. paranaidji; 7– C. gonzaguensis; 8– Calyptospora sp.1; 9– Calyptospora sp.2; 10– Calyptospora sp.3; 11– Calyptospora sp.4
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Discussion
The parasite prevalence rate found in this study is lower than other infections by Calyptospora, which were 

reported in Cichla temensis Heckel, 1840 (56.0%) (Santiago et al., 2012), Brachyplatystoma vaillantii Valenciennes, 1940 
(60.0%) (Silva et al., 2012), Crenicichla lepidota Heckel, 1840 (63.0%) (Azevedo et al., 1993), Cichla ocellaris Bloch & 
Schneider, 1801 (100%) (Békési & Molnár, 1991) and 100% in carnivorous species collected by Negrão et al. (2019).

Calyptosporids have already been described causing liver infections in Serrasalmus niger, Serrasalmus striolatus 
and S. rhombeus, the host species in this study, presenting specificity for Calyptospora serrasalmi (Cheung et al., 
1986; Casal et al., 2007; Whipps et al., 2012; Negrão et al., 2019). The spherical shape of oocysts, pyriform shape 
of sporocysts, and lateral extension of the sporopods were similar to this species. However, the morphometric 
comparisons showed greater proximity to Calyptospora sp. 4 found in Arapaima gigas (Bonar et al., 2006) and 
C. gonzaguensis described in Triportheus angulatus (Silva et al., 2020), which were particularly congruent with the
diameter of the oocysts, of 19 µm and 19.6 µm, respectively (Table 1).

The histopathological examination revealed oocyst clusters in the liver parenchyma adjacent to blood vessels. 
This is a typical histopathological finding of Calyptospora and has been described in several studies (Békési & Molnár, 
1991; Ramos et al., 2018; Velasco et al., 2012; Santiago et al., 2012). However, minor variations occur, with some 
species showing tropism only in blood vessels, as observed in C. gonzaguensis, or only in the liver parenchyma, 
such as C. paranaidji (Silva et al., 2020; Da Silva et al., 2019).

In more intense infections, the liver changes to a visibly lighter color (Videira et al., 2013; Velasco et al., 2012), 
resulting from the degeneration of liver tissue. As the oocysts proliferate, they cause inflammation and formation 
of granulomas coated with fibrous tissue (Ramos et al., 2018; Fournie & Overstreet, 1993; Solangi & Overstreet, 
1980). According to Azevedo et al. (1993), the damage caused by Calyptospora becomes more evident at the cellular 
level, with cells adjacent to the oocysts presenting morphological changes such as hypertrophy and destruction of 
cytoplasmic structures. Similar results were found in this study.

Figure 6. Histological sections of Serrasalmus rhombeus liver infected by Calyptospora sp. Oocysts (OC) disseminated in the liver 
tissue close to blood vessels (*), with the presence of fibroblasts (arrowhead) and mononuclear cell infiltrate (I) (6A, C and E). 6B 
and 6F indicate melanomacrophages (MM) around oocysts. 6D reveals widespread necrosis, liver degeneration (arrowhead), 
and the presence of red blood cells (*) in microphotographs of ZN stained tissue.
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Inflammatory infiltrate and the presence of mononuclear cells surrounding the oocysts were also described 
by Velasco et al. (2012), Ramos et al. (2018) and Santiago et al. (2012). Melanomacrophages were also found close 
to oocysts. These phagocytic cells belong to the host’s innate immune system and are a common cell type usually 
found in fish liver infections. In such infections, these cells are part of the reticuloendothelial system and their 
function is to eliminate pathogens that use the bloodstream to reach the target organ/tissue where their life cycle 
is completed (Agius, 1985; Steinel & Bolnick, 2017).

Susceptibility to parasitism, as well as the degree of pathogenicity, may depend on ecological factors, as was 
observed in an experiment with induced C. funduli infections in Atheriniformes fish, where environmental conditions 
and geographical isolation acted as barriers to the prevalence of parasites in each species (Fournie et al., 2000).

The histopathological data indicated that although the prevalence of parasitism by Calyptospora sp. was not 
high, significant pathological changes occurred in the host’s liver tissue. These changes may give rise to functional 
abnormalities in the liver, threatening the host’s survival in nature.
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