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RESUMO

Os ecossistemas costeiros amazonicos sdo considerados de importancia biologica, dada a
abundancia de peixes nos estuédrios que detém altos indices de riqueza e diversidade da
ictiofauna. Os peixes nativos estdo susceptiveis em adquirir varias infec¢Bes parasitarias por
diversos tipos de microparasitos, visto que seu habitat facilita sua propagagdo e
desenvolvimento. Entre os recursos deste ambiente estuarino que apresentam relevancia na
participacdo da producdo pesqueira, destacaremos as espécies Batrachoides surinamensis e
Menticirrhus americanus, aqui estudados com o objetivo de descrever as caracteristicas
morfoldgicas e moleculares de microparasitos eucariotos (microsporidios e mixosporidios),
encontrados nestes peixes provenientes do municipio de Viseu / Para. Os exemplares foram
coletados bimestralmente, necropsiados e seus Orgdos analisados em ML. Dos 0Orgaos
parasitados foram retirados fragmentos e/ou cistos, fixados e processados para microscopia de
luz e biologia molecular. Para os estudos filogenéticos, a anélise foi efetuada pelos métodos
de inferéncia Bayesiana e distancia genética (p). A partir das andlises realizadas foram
diagnosticados dois filos de microparasitos eucariotos, o Cnidaria e o Microsporidia. Os
resultados reportam a estudos morfolégicos e filogenéticos. Para B. surinamensis foi descrita
espécie de microparasito de tecido muscular, Kudoa viseuensis n. sp. com prevaléncia
parasitaria de 86%; e também, ocorréncia do género Ellipsomyxa na vesicula biliar e de um
mixosporidio ndo identificado na bexiga urinaria com prevaléncia de 56% e 48%,
respectivamente. Para M. americanus observou-se a presenca de xenomas na mucosa gastrica
onde 20% dos hospedeiros analisados estavam parasitados por microsporidio. As infeccbes
apresentadas por esses mixosporidios e microsporidios ndo haviam ainda sido descritas na
literatura para essas espécies. S80 necessarios estudos complementares mais detalhados em
microscopia eletronica de transmissao e de varredura, assim como de biologia molecular, para
a confirmacdo das demais espécies parasitarias. Tendo em vista a diversidade e
patogenicidade destes microparasitos da ictiofauna amazonica, afirmamos a necessidade de se
intensificar o estudo para contribuir com o conhecimento do estado sanitario desses peixes
frequentes na pesca artesanal no nordeste paraense.

Palavras-chave: Parasito. Peixe. Myxozoa. Microsporidia. Amazonia.



ABSTRAT

The amazonian coastal ecosystems are biologically important, once the abundance of fish in
estuaries shows high rates of richness and diversity of ichthyofauna. Native fish are
susceptible to acquiring various parasitic infections by various types of microparasites, since
their habitat facilitates its propagation and development. Among the resources that have
relevance in the fishery production in this environment, we highlight the species Batrachoides
surinamensis and Menticirrhus americanus, studied here with the aim of describing the
morphological and molecular characteristics of the eukaryotic microparasites (microsporids
and myxosporidia) found in these fish from the municipality of Viseu / Para. Every two
months the specimens were collected, necropsied and their organs analyzed in ML. From the
parasitized organs fragments and / or cysts were removed, fixed and processed for light
microscopy and molecular biology. For phylogenetic studies, the analysis was performed by
Bayesian inference and genetic distance (p) methods. Based on the analysis, two phyla of
eukaryotic microparasites, Cnidaria and Microsporidia, were diagnosed. The results refer to
morphological and phylogenetic studies. For B. surinamensis, a microparasite species of
muscular tissue, Kudoa viseuensis n. sp. with parasitic prevalence of 86%; and also,
occurrence of the genus Ellipsomyxa in the gallbladder and an unidentified urinary bladder
myxosporidium with a prevalence of 56% and 48%, respectively. For M. americanus the
presence of xenomas in the gastric mucosa was observed where 20% of the analyzed hosts
were parasitized by microsporidium. The infections presented by these mixosporids and
microsporids had not yet been described in the literature for these species. More detailed
complementary studies are required in transmission and scanning electron microscopy, as
well as in molecular biology, to confirm the other parasitic species. In view of the diversity
and pathogenicity of these microparasites of the Amazonian ichthyofauna, we affirm the need
to intensify the study to contribute to the knowledge of the sanitary status of these fishes in
artisanal fishing in northeastern Para.

Key words: Parasite. Fish. Myxozoa. Microsporidia. Amazon.
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1 INTRODUCAO

A atividade pesqueira ¢ uma das ocupacgdes mais antigas desenvolvidas pelo homem,
visando a extracdo de organismo aquaticos do seu ambiente natural para fins de alimentacéo
humana, ornamentagdo e aquicultura, entre outros. As pescarias obtiveram seu
desenvolvimento a partir do século XIX, ainda no processo de revolucgdo industrial por meio
de algumas inovacgdes tecnoldgicas, como 0 motor a vapor e 0 casco de aco, que
possibilitaram maior autonomia a atividade (FONTELES FILHO, 2011; MONTEALEGRE-
QUIJANO et al., 2011).

Na Amazonia a pesca desempenha um papel social relevante, uma vez que, torna-se
fundamental nos meios de sustento das populaces que habitam as margens dos rios e lagos
da regido, envolvendo milhares de pessoas tanto na pesca artesanal como na pesca industrial,
influenciando diretamente no desenvolvimento econémico local (SANTOS, 2009). Segundo
dados da FAO (2018) trabalharam na captura de peixes em torno de 40,3 milhGes de pessoas
no mundo.

A pesca representa o terceiro maior sistema produtor de alimentos do mundo com
producdo mundial total de captura de pescado em 2016 de 90,9 milhGes de toneladas, e 0
aumento da demanda por proteina de origem animal vem estimulando o crescimento rapido da
captura e da producgéo de peixe, visto que as pessoas estdo procurando alimentos cada vez
mais nutritivos que proporcionem beneficios a saide humana. Assim, o consumo de pescado
em 1961 era de 9 kg por habitante, passou para 20,2 kg em 2015 (BRUSCHI, 2001; FAO,
2018; IWASHITA; MACIEL, 2013).

Os ecossistemas costeiros amazOnicos agregam a maior costa de manguezais
continuos do planeta, os quais sdo considerados de altissima importancia biolégica (MMA,
2002). Conforme dados do ICMBio (2018), o Para possui a segunda maior area de mangue,
ocupando aproximadamente 390 mil hectares.

A abundéncia de peixes nos estuarios da regido norte do Brasil, é oriunda da
complexidade estrutural da vegetacdo de mangue que proporciona refagio, em especial para
0s peixes jovens, influenciando na disponibilidade de alimentos, acarretando desse modo,
altos indices de riqueza e diversidade da ictiofauna (ROBERTSON; BLABER 1992,
BARLETTA-BERGAN et al., 2002).

Rosa e Lima (2008) descreveram sobre a importancia econdmica dos peixes marinhos,
principalmente por sua participagdo na producdo pesqueira. Dentre estes recursos, destaca-se

a especie Batrachoides surinamensis (Bloch e Schneider, 1801) conhecida como pacaméo,
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que pertence a ordem Batrachoidiformes (ESPIRITO-SANTO et al., 2005), e a espécie
Menticirrhus americanus (Linnaeus, 1758), vulgarmente denominada de pescadinha,
pertencente a ordem Perciformes; ambos recursos sdo bastantes consumidos e
comercializados na microrregido Bragantina, na qual o municipio de Viseu esta inserido
(FONSECA,; SOUZA, 2006; BRAGA et al., 2006; FREIRE et al., 2011).

Segundo Iwashita e Maciel (2013), os peixes podem ser fonte de doengas infecciosas
ocasionadas por bactérias, fungos e parasitos, podendo ser transmitidas para os humanos. E
com a globalizacdo veio a popularizagcdo da culinaria oriental, fundamentada na ingestdo de
peixes crus, na forma de sushi e sashimi, dentre outras varia¢0es, que acarretaram no aumento
das ocorréncias de ictiozoonoses.

Na natureza, 0s peixes convivem em equilibrio com uma diversidade de agentes que
podem causar doencas, no entanto, em uma situacdo “anormal’ acarretam o rompimento deste
equilibrio, seja por conta de estresse oriundos do confinamento, transporte ou da alta
densidade (piscicultura), ou mesmo, por poluicdo da agua (excesso de matéria organica),
variacdo de temperatura, pH, oxigénio dissolvido (OD), assim como também promovido pelo
estado nutricional dos animais, sazonalidade e até mesmo, pela profundidade do habitat que
favorece a predisposicao as doencas infecciosas e com isso, gerar condi¢cdes adequadas para
os agentes etioldgicos agirem (KUBITZA; KUBITZA, 1999; LUQUE et al.,, 2013).
Geralmente 0s peixes mais jovens sdo mais susceptiveis as doengas, uma vez que sua
capacidade de defesa é menor quando comparado aos adultos (IWASHITA; MACIEL, 2013).

Diante da grande variedade de agentes parasitarios e patogénicos que ocorrem na
ictiofauna, destaca-se espécies importantes dos filos Cnidaria e Microsporidia, encontrados
parasitando peixes de valor comercial (MATOS et al., 2004; CASAL, 2009).

Os animais pertencentes ao Filo Cnidaria (Hatschek, 1888) sdo reconhecidos por sua
importancia ecoldgica e econdmica global, com representantes em ambientes marinhos e
dulcicolas (FIALA et al., 2015). De acordo com Okamura et al. (2015), um clado de cnidarios
divergiu na antiguidade para se tornar parasitos que hoje compdem o Subfilo ndo classificado
Myxozoa. Os membros pertencentes a este grupo sédo endoparasitos, 0s quais podem ser
histozoicos ou celozdicos, e que causam mixosporidiose, doenca que atua em diversos tecidos
e oOrgdos, como goénadas, rim, figado, brénquias, intestino, pele e outros (LUQUE, 2004;
AZEVEDO et al., 2009; CASAL, 2009).

Durante muitos anos o Filo Microsporidia (Balbiani, 1882) foi inserido no reino
Protozoa, porém nas ultimas décadas evidéncias genéticas e moleculares da sub-unidade de

RNA polimerases Il, apontam e fazem parte do Reino Fungi. Os microsporidios séo
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microrganismos parasitos eucariotos que possuem caracteristicas celulares e moleculares
singulares, apresentando grupos variados de hospedeiros, sendo estes animais invertebrados e
vertebrados de variados habitats de diferentes areas geograficas (CAVALIER-SMITH, 2004;
CASAL, 2009).

Tendo em vista que a ocorréncia de parasitos no sistema de cultivo ou em meio
natural, acarretam em implicagdes econémicas e na saude humana, e que os estudos destes
dois grupos de microparasitos em animais aquaticos sao escassos, ressalta-se que €
imprescindivel o conhecimento dos agentes patogénicos (caracterizacdo e a identificacdo),
bem como seu tipo de resposta tecidual nos hospedeiros, além das caracteristicas eventuais de
surtos epizooticos (doencgas ocorridas ao mesmo tempo em Varios individuos de uma mesma
regido geogréafica), que por ventura possam surgir dos organismos patogénicos (VAZ, 2000;
CASAL, 2009). Em funcdo disto, verifica-se que nos ultimos anos vém aumentando o
interesse nesse estudo, os quais sao fundamentais para promover a salde dos organismos que
habitam os ecossistemas aquéaticos e principalmente da populacdo que se alimenta destes
peixes (FONSECA et al., 2005).

No municipio de Viseu, as espécies B. surinamensis e M. americanus assumem grande
importancia econdmica, sendo bastante consumidas pela populagdo ribeirinha. Se faz
necessario, estudo de ocorréncia dos filos Cnidaria e Microsporidia, sua prevaléncia e a
relagdo parasito-hospedeiro, e entdo colaborar com o conhecimento do estado sanitario da

fauna ictioldgica de relevancia na producdo pesqueira.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Batrachoides surinamensis

A espécie B. surinamensis (Figura 1) conhecida vulgarmente como pacamao,
pacamum ou “peixe-sapo”, classificada com base em Bloch e Schneider, 1801, apresenta a
seguinte classificacdo sistematica (ITIS, 2017):

Reino Animalia
Filo Chordata
Classe Actinopterygii
Infraclasse Teleostei
Ordem Batrachoidiformes
Familia Batrachoididae
Género Batrachoides Lacepéde, 1800

Espécie Batrachoides surinamensis (Bloch e Schneider, 1801)

Figura 1 - Exemplar de pacamdo, vista frontalmente.

747/
Fonte: LPCA, 2018.

Os individuos dessa espécie caracterizam-se por apresentarem cabeca deprimida com
os olhos em posi¢do dorsal, corpo achatado dorso ventralmente e escamas muito pequenas
inseridas na pele; opérculo e sub-opérculo com a presenca de dois espinhos; abertura
branquiais grandes e sua mandibula ligeiramente prognata, sendo a nadadeira caudal e peitoral
arredondadas. A coloragédo varia de marrom na regido dorsal tornando-se gradativamente mais
claro na parte inferior (ESPIRITO-SANTO et al., 2005).



16

O pacamao € encontrado no Atlantico Ocidental, de Honduras ao sudeste do Brasil,
conforme imagem ilustrada de IUCN (2017) (Figura 2). Presente nos substratos lodosos rasos
principalmente em regides salobras, podendo entrar em ambientes dulcicolas (ESPIRITO-
SANTO et al., 2005; MELO et al., 2015).

Figura 2 - Mapa de distribuicdo geografica de B. surinamensis.

Fonte: IUCN, 2017.

Esse peixe possui habito carnivoro e passa a maior parte do dia enterrado na areia, e
durante a noite sai para se alimentar (ESPIRITO-SANTO et al., 2005; MELO et al., 2015).

A espécie B. surinamensis é comercializada no Pard, principalmente no nordeste
paraense por conta da sua carne com textura macia, sendo bastante capturada na pesca com
puca de arrasto na zona estuarina da regido, comercializada em feiras livres e no mercado
municipal em Viseu e de Braganca, entre outros polos pesqueiros (FONSECA; SOUZA,
2006; BRAGA et al., 2006; FREIRE et al., 2011).

2.2 Menticirrhus americanus

A espécie M. americanus (Figura 3), conhecida no nordeste paraense como
pescadinha, cara de rato, betara e papa-terra no sudeste do Brasil, foi descrita por Linnaeus
em 1758, com a seguinte classificagcdo taxonémica (ITIS, 2017):

Reino Animalia
Filo Chordata

Classe Actinopterygii
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Infraclasse Teleostei
Ordem Perciformes
Familia Sciaenidae
Género Menticirrhus Gill, 1861

Espécie Menticirrhus americanus (Linnaeus, 1758)

Figura 3 - Exemplar de pescadinha, em vista lateral.

Fonte: LPCA, 2018.

Esta espécie apresenta corpo alongado, focinho cénico, cabeca com olhos pequenos e
presenca de um barbilhdo curto e rigido no queixo; sua coloracdo cinza-prateado, ventre claro,
manchas escuras alongadas e obliquas nem sempre nitidas; nadadeira peitoral e margem da
calda escura (LESSA; NOBREGA, 2000; ESPIRITO-SANTO et al., 2005).

A familia Sciaenidae é de grande importancia comercial, principalmente na regido
norte do Pais e contém 70 géneros e 270 espécies. Nesta familia estd inserido o género
Menticirrhus com nove espécies, onde somente 2 sdo encontradas no Brasil: M. littoralis e M.
americanus (CASTILLO, 1986; ESPIRITO-SANTO et al., 2005; NELSON, 2006).

A espécie M. americanus, conforme a Figura 4 de IUCN (2017), ocorre desde
Massachusetts (Estados Unidos) até Buenos Aires (Argentina), sendo encontrado sobre
fundos de areia ou areno-lodosos, geralmente em aguas costeiras de pouca profundidade e em
regides estuarinas. Esta espécie é carnivora e bent6faga, se alimentando de poliquetas, peixes
e camardes (MENEZES; FIGUEIREDO, 1980; RONDINELI et al., 2007; HALUCH, 2011).
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Figura 4 - Mapa de distribuicdo geografica de M. americanus.

Fonte: IUCN, 2017.

A espécie M. americanus esta entre os principais componentes da fauna acompanhante
nas pescarias de arrasto direcionadas para o camardo na regido bragantina, assim como em
S0 Paulo e Santa Catarina (COELHO et al., 1986; CHAVES et al., 2003; ESPIRITO-
SANTO et al., 2005; FREITAS et al., 2011). Esta espécie é apreciada na préatica da pesca
esportiva e pelo sabor de sua carne (SMITH; WENNER, 1985; ROBINS et al., 1986;
BRAUN; FONTOURA, 2004).

2.3 Estudo dos Ictioparasitos

Os peixes representam os vertebrados com os maiores indices de infeccdo por
parasitos, visto que seu habitat aquatico facilita a propagacao, reproducéo, e o ciclo de vida da
maioria dos agentes patogénicos, pois admite-se que o pescado sob estresse € mais suscetivel
ao parasitismo e menos eficientes para sobreviver no ambiente natural (MALTA, 1984,
EIRAS, 1994).

A fauna aquatica esta sujeita & acdo prejudicial de varios tipos de microparasitoses que
abrangem os mais variados ambientes e com ampla distribuicdo geografica (CASAL, 2009).
Nas pisciculturas o problema se agrava, uma vez que, o confinamento e a intensificacdo dos
cultivos podem comprometer o estado de salde dos peixes e aumentar o risco de infeccgdes.
Os fatores externos como variacbes no meio ambiente, estado nutricional dos peixes
(avitaminose e desnutrigédo), estresse oriundo de praticas de manejo, afetam diretamente 0s

mecanismos de defesa comprometendo o estado fisiologico dos peixes. A maneira encontrada
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pelos peixes para reagir a esses desafios quimicos, fisicos e biologicos é desencadear
mudancas fisioldgicas na tentativa de compensar tais alteragdes. Esta reacdo do corpo é
denominada, resposta ao estresse (IWASHITA; MACIEL, 2013).

Muitas das doengas podem permanecer assintomaticas por um grande tempo. Embora
estas ndo sejam infecciosas, atuam como porta de entrada para infeccdes por outros agentes
patogénicos, como bactérias, fungos, virus, rickettsias, apicomplexas e outros parasitos
(EIRAS, 1994; HURTREZ-BOUSSES et al., 2001; MARKELL et al., 2003; IWASHITA;
MACIEL, 2013).

De acordo com lwashita e Maciel (2013), os sinais clinicos mais comuns observados
nos organismos parasitados sdo: hiporexia ou anorexia, emagrecimento progressivo e leses
na pele; no comportamento, é possivel perceber natacdo lenta e erratica, rodopio, saltos para
fora da agua e respiracdo na superficie aquatica, como caracteristicas que podem atuar como
parametro para identificar um animal doente. Os prejuizos causados dependem do hospedeiro
acometido, da espécie e quantidade de parasitos envolvidos, além do érgdo parasitado.

Os parasitos também possuem uma relevancia econémica que ndo consiste apenas em
seu carater letal, muitas vezes as parasitoses tém outras consequéncias importantes. O impacto
socioecondmico, sanitario e ecoldgico destes parasitos pode ser verificado de forma direta ou
indireta, através da redugdo do tamanho do animal com a diminuigdo da conversdo alimentar,
“castragdo” parasitaria ¢ consequente diminui¢do dos estoques pesqueiros, podendo
influenciar na diminuicdo do valor do produto final para a comercializacdo (EIRAS, 1994;
VIDEIRA, 2010).

Esta situacdo vem despertando o interesse de pesquisadores dada a grande relevancia
quando se trata de hospedeiros de interesse econdmico como peixes, crustdceos e moluscos,
0s quais apresentam alto potencial para o cultivo e para a comercializacdo, frente ao aumento
significativo destas atividades no Brasil e no mundo (LUQUE, 2004).

Segundo Luque (2004), estes organismos apresentam fauna parasitaria propria que
inclui numerosas espécies pertencentes a grande nimero de filos. As principais espécies de
microparasitos que afetam os peixes de importancia comercial pertencem aos filos Cnidaria
(Subfilo Myxozoa) e Microsporidia as quais incluem aos reinos Animalia e Fungi,

respectivamente, induzindo a mixosporidioses e microsporidioses.
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2.4 Filo Cnidaria (Subfilo Myxozoa)

Os myxozoarios foram observados pela primeira vez por Jurine em 1825, que
encontrou cistos na musculatura da espécie Coregonus fera, no lago de Genebra (JURINE,
1825). Antigamente eram classificados como protozoarios devido ao tamanho e a forma dos
esporos. Sao organismos multicelulares que por meio da anélise filogenética da sequéncia de
rDNA de SSU foram inseridos ao filo Cnidaria (LOM; DYKOVA, 1992; SMOTHERS et al.,
1994; CASAL, 2009).

Atualmente nesse subfilo existem 64 géneros, 17 familias e mais de 2.200 espécies
descritas, representando cerca de 18% da diversidade das espécies cnidarias conhecidas como
mostra a Figura 5 de Zhang (2011) (MATOS et al., 2004; LOM; DYKOVA, 2006; ZHANG,
2011; EIRAS; ADRIANO, 2013).

Figura 5 - Demonstracédo das proporgdes (e os nimeros) de espécies descritas no Myxozoa e outros clados nos

cnidarios.
& \ \\%’
Scyphozoa Hydrozoa
+ Cubozoa (3600)
(270) :

Fonte: Zhang, 2011.

Atualmente, o Subfilo Myxozoa divide-se em 2 classes, a Malacosporea com esporos
de valvas sem rigidez que infectam os briozoarios e 0s peixes, possuindo apenas uma ordem,
a Malacovalvulida; e, Myxosporea, esporos de valvas rigidas que ocorrem principalmente em
peixes, mas também em anelideos. Sendo que esta Gltima classe, é composta por duas ordens:
Bivalvulida que se caracteriza por seus esporos apresentarem 2 valvas e geralmente com 2
capsulas polares; e a ordem Multivalvulida com esporos compostos por mais de 2 valvas e
mais de 2 capsulas polares (KENT et al., 2001; LOM; DYKOVA, 2006; CASAL, 2009;
FIALA etal., 2015).
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O Myxozoa € um grupo economicamente importante de endoparasitos microscopicos.
Seus estudos sé@o de grande relevancia, visto que estes microparasitos eucariotos s&o
causadores de doencas que infectam peixes de ambientes marinhos e dulcicolas, e também
encontrados como parasitos de anfibios e répteis. Pesquisas tém confirmado a habilidade dos
myxozoarios de infectar também mamiferos e aves. Em humanos, as ocorréncias sao
consideradas esporadicas, indicando tratar-se de presencas acidentais, em que 0S esporos
encontrados nas fezes de pacientes provavelmente, foram oriundos da ingestdo de peixes
infectados (MCCLELLAND et al., 1997; BOREHAM et al., 1998; MONCADA et al., 2001;
PRUNESCU et al., 2007; DYKOVA et al., 2007; BARTHOLOMEW et al., 2008;
OKAMURA et al., 2015).

De acordo com Matos et al. (2004), este grupo é encontrado em todo o mundo
apresentando morfologia diversificada as quais podem ser vistas nas valvas, podendo se
apresentar com ou sem apéndice, ou possuir eventualmente proje¢des simples ou elaboradas
como observado na figura 6 de Casal (2009). Na maioria das vezes, estes microparasitos se
apresentam com uma ou varias capsulas polares, cada uma com um filamento polar extrusivo.
Estes parasitos podem ser celozdicos (em cavidades ou de érgdos do corpo como na bexiga
urinéria e na vesicula biliar), histozdico (com formacéao dentro das células e tecidos) ou ainda
dentro de vasos sanguineos (EL-MATBOULI et al., 1992; CASAL, 2009; EIRAS;
ADRIANO, 2013).

Figura 6 - Desenhos esquematicos de cinco esporos correspondentes a diferentes géneros: A) Henneguya; B)
Myxobolus; C) Ceratomyxa; D) Kudoa; E) Chloromyxum.

Fonte: Casal, 2009.

SO é possivel para diagnosticar a presenca desses microparasitos, atraves da deteccao

macroscopica ou microscopica de cistos alojados em varios orgaos e tecidos como brénquias,
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pele, musculo, coragdo, rim, figado, intestino, entre outros. Os esporos podem apresentar
variadas formas como: arredondada, quadrangular, ovoide, elipsoide, piriforme, fusiforme,
encurvada e triangular, onde seu comprimento ou espessura varia de acordo com o género. A
maioria dos mixosporidios sdo estenoxeno, isto €, apresentam especificidade parasitaria.
Entretanto, trabalhos confirmam que uma espécie pode parasitar um grande nimero de
hospedeiros, a exemplo, K. thyrsites que foi relatada em 18 familias de peixes (KUBITZA;
KUBITZA, 2000; BEKESI et al., 2002; WHIPPS; KENT, 2006; CASAL, 2009; EIRAS;
ADRIANO, 2013).

O ciclo de vida destes endoparasitos € indireto envolvendo um invertebrado
(hospedeiro definitivo) geralmente oligoquetas para espécies de dgua doce e poliquetas para
espécies marinhas onde se reproduzem sexuadamente, originando o agente infectivo dos
peixes, denominado de actinosporo, e um vertebrado (hospedeiro intermediario), o peixe,
onde ocorre a proliferagédo e diferenciagéo dos esporos multicelulares resistentes ao ambiente
externo (mixosporos) que, por sua vez, infectam um anelideo (LOM; DYKOVA, 2006;
YOKOYAMA et al., 2012).

Békési et al. (2002), ressaltam que a infeccdo dos peixes pode acontecer nao
necessariamente via oral, mas também pela capacidade que os actinosporeos tém de serem
ancorados pela expulséo de seus filamentos polares nas branquias e na pele, possibilitando ao

esporoplasma entrar no organismo dos peixes por via parenteral.

Figura 7 - Desenho esquematico do ciclo de vida de mixosporidio: A) hospedeiro definitivo; B) actinospora; C)
hospedeiro intermediario; D) mixosporo.

actinospore

100 pm

Fonte: Adaptado de Chang et al., 2015.
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Para Matos et al. (2001) é a fase esporal que melhor caracteriza o grupo, onde é
possivel verificar que os esporos sdo compostos de varias células que vao se organizar e
formar o esporo geralmente com morfologia distinta. O esporo é formado por duas valvas,
que formam entre elas uma cavidade onde se encontram, na maioria das vezes, duas capsulas
e uma célula binucleada, o esporoplasma. Estes podem apresentar variacdes de forma e de
estrutura. Em Myxozoa, é nas valvas que ocorre a maior diferenga morfoldgica, no entanto a
verificacdo quanto ao tamanho das capsulas polares, nimero de voltas dos tubos polares, entre

outras caracteristicas sdo utilizadas para a diferenciacdo de géneros (Figura 8).

Figura 8 - Desenho esquematico de esporo imaturo de Myxozoa (a), mostrando células valvogénicas (CV),
células capsulogénicas (CC) e célula esporogénica (CE). A direita, observam-se 3 tipos de esporos,
caracteristicos dos géneros Myxobolus (b), Henneguya (c) e Tetrauronema (d), formados por 2 valvas (V), 2
capsulas polar (CP) e o esporoplasma (E).

esporo

Fonte: Matos et al., 2001.

Na Amazonia, o ciclo de vida de Myxozoa tem sido bastante estudado por meio de
variados tipos de microscopia (AZEVEDO et al., 1995; AZEVEDO; MATOS, 1996; CASAL
et al., 2002; TAJDARI et al., 2005; CASAL et al., 2006; AZEVEDO et al., 2008). Segundo
Matos et al. (2001), a esporogénese que ocorre no hospedeiro intermediario inicia com o
envolvimento de uma célula esporogbnica, desenvolvida e protegida por uma célula, o
pericito (fagocito). No pericito, a célula esporogénica divide-se, através de nucleocinese e
citocineses, dando origem a células uninucleares, com excecdo de uma célula na qual ocorrera
somente uma nucleocinese, originando uma célula binucleada, chamada célula
esporoplasmatica (Figura 9).

O resultado desta divisdo é a formag&o de dois grupos de cinco células. As células de

cada grupo irdo se diferenciar da seguinte maneira: as duas células valvogénicas se
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diferenciam englobando as outras trés, formando desse modo um esporo. As trés células que
permanecem no interior, sdo duas células capsulogénicas, onde no citoplasma se diferenciam
as capsulas polares, apresentando no seu interior de cada uma delas, um filamento polar
enrolado em hélice. A outra célula denominada esporoplasmaética binucleada que se
caracteriza por conter inimeras vesiculas eletrodensas designadas de esporoplasmossomas,
assim como também particulas de B- glicogénio. Vale ressaltar que as capsulas sdo estruturas
especificas dos esporos dos mixosporidios, resultante das células capsulogénicas que se
diferenciam durante o processo de maturacdo (MATOS et al., 2001; MATOS et al., 2004).

Em espécies diferentes é possivel observar diferencgas relacionadas a morfologia das
capsulas e do tubo polar, assim como a organizagdo desse tubo polar. O filamento polar € uma
estrutura de suma importancia, pois sera responsavel pela propagacao da espécie, no periodo
pos-maturacdo. No processo de formacdo do esporo verifica-se que cada uma das valvas
desenvolve um complexo sistema microtubular, o qual ira se diferenciar, em algumas espécies

como no caso do género Henneguya, em prolongamentos caudais (MATOS et al., 2004).

Figura 9 - Desenho esquemético demonstrando o ciclo de vida de myxosporidio, onde a fase em que a célula
pericitica (pericito - a) comeca a englobar a célula germinativa (b) (1). A célula germinativa por sua vez, fica
completamente envolvida pelo pericito (2). A célula germinativa se dividird sucessivamente em duas células (3)
e em 4 células (4). E finalizando a divisdo, o esporo (monoespérico - 5) vai ser constituido por 5 células
diferenciadas em 2 valvogénicas (d), 2 células capsulogénicas (e) e uma célula binucleada — o esporoplasma (c).
Estas células completam sua diferenciacdo e por fim originam o esporo (6) (al-pericito; el-cdpsulas; cl-
esporoplasma; d1-valvas).

Fonte: Matos et al., 2001.
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A maioria das infecgdes por myxozoarios sdo indcuas (ndo séo facilmente evidentes) e
tém pouco impacto nos hospedeiros peixes. Entretanto, determinados myxozoéarios causam
doencas graves com impactos econdmicos nas pescarias e na aquicultura (SHUL'MAN, 1990;
LOM; DYKOVA, 1992; DIAMANT et al., 1994; KENT et al., 1994; POTE et al., 2000;
HALLETT; BARTHOLOMEW, 2011; OKAMURA et al., 2011; YOKOYAMA et al., 2012;
OKAMURA et al., 2015).

De acordo com Okamura et al. (2015) a presenca de algumas espécies de
mixosporidios sdo importantes, pois acarretam em perdas significativas de peixes cultivados,
impactando a salde dos peixes em fazendas e reduzindo a comercializacdo de peixes
selvagens. A salde humana pode ser desafiada pelos myxozoéarios quando peixe cru infectado
sdo consumidos por individuos imunocomprometidos.

Um dos microparasitos patdogenos mais estudados éo  Myxobolus
cerebralis, responsavel por causar a “doenca do rodopio” que infecta a cartilagem da cabeca e
da coluna vertebral de salmonideos, podendo acarretar na deformidade do hospedeiro e o
levar muitas vezes a morte por infec¢bes secundarias (NEHRING; WALKER, 1996; KENT et
al., 2001). Outras espécies importantes sdo, por exemplo, Henneguya ictaluri que provoca
doengas proliferativas das branquias (POTE et al., 2000) e Kudoa thyrsites que causa a
mioliquefacdo pos-mortem do hospedeiro (KENT et al., 1994).

Na Amazonia, ja foram descritas centenas de espécies pertencentes a esse subfilo a
exemplo, as do género Myxobolus como os descritos por Velasco et al. (2012) encontrados no
palato da espécie Gobioides broussonnetii e por Matos et al. (2014) infectando o coracdo de
Pimelodus ornatus ambas espécies de peixes oriundas da llha do Maraj6. O género Kudoa foi
observado por Casal et al. (2008) e por Oliveira et al. (2015) na musculatura de Aequidens
plagiozonatus e Plagioscion sguamosissimus, respectivamente. Espécies do género
Henneguya foi encontrado por Velasco et al. (2016) em Cichla temensis e por Videira et al.
(2015) parasitando A. plagiozonatus.

Tais patogenos vém sendo pesquisados para analises de possiveis problemas causados
nos hospedeiros, como no presente estudo, destacaremos 0s géneros Kudoa e Ellipsomyxa que

sdo agentes etioldgicos de doencas em peixes.

2.4.1 Género Kudoa

Os membros pertencentes ao género Kudoa (Meglitsch, 1947) sdo mixosporidios da

ordem dos Multivalvulida, que fazem parte da familia Kudoidae. J& foram descritas mais de
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100 espécies de Kudoa os quais apresentam ampla distribuicdo geogréfica, sendo encontrados
infectando principalmente peixes que habitam agua marinha ou salobra e raramente, em
pescados da agua doce como o Kudoa orbicularis, descrito por Azevedo et al. (2016)
parasitando Chaetobranchopsis orbicularis em rios da Amazénia. Nos animais infectados
pode ser visto em sua musculatura esquelética a presenca de cistos/pseudocistos em forma de
filamento ou ndo (ADLERSTEIN; DORN, 1998; MORAN et al., 1999; KENT et al., 2001,
YOKOYAMA et al.,, 2004; ANDRADA et al., 2005; KRISTMUNDSSON; FREEMAN,
2014; MANSOUR et al., 2014; MANSOUR et al., 2015).

As parasitoses por estes mixosporidios na maioria das espécies causam pouco efeito
sobre os seus hospedeiros, ja outros agentes patogénicos podem acarretar graves problemas,
principalmente quando associadas ao tecido muscular esquelético, uma vez que podem
induzir uma generalizada liquefacdo do musculo infectado, provocando perdas no seu valor
comercial, chegando a inviabilizar a sua comercializagdo principalmente quando ocorre a
presenca de cistos macroscopicos (YOKOYAMA et al., 2004; ANDRADA et al., 2005;
CASAL, 2009).

Os esporos desse género caracterizam-se por apresentar quatro ou mais valvas de
simetria radial podendo ser de forma estrelada, quadrada ou redondo-quadrangular, além de
apresentarem capsulas polares (Figura 10) (WHIPPS et al., 2004; CASAL, 2009). De acordo
com Eiras (1994), um pequeno nimero de espécies possui curtas projecGes apicais e as
capsulas polares podem, em uma mesma espécie, serem de tamanhos sensivelmente iguais ou

diferentes.

Figura 10 - Desenho esquematico do esporo de Kudoa aequidens em vista frontal.

Fonte: Adaptado de Casal et al., 2008.
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Estes microparasitos tém sido descritos no musculo esquelético dos peixes, no entanto
ja foi relatado em gb6nada, tegumento, barbatanas, cérebro, rim, peritonio, glomérulos e
mesentério (MATSUKANE et al., 2010). Na Amazénia, Casal et al. (2008) e Santos (2017),
verificaram a presenca de Kudoa na musculatura sub-opercular de Aequidens plagiozonatus, e
na musculatura esquelética de Trachelyopterus galeatus respectivamente ambas espécies
provenientes do rio Peixe-Boi/PA.

2.4.2 Género Ellipsomyxa

As espécies do género Ellipsomyxa (K@IE, 2003) pertencem a ordem Bivalvulida, e
estdo inseridas na familia Ceratomyxidae (FIALA et al., 2015). Os membros deste género
representam um subgrupo pequeno contendo algumas espécies com tropismo por vesiculas
biliares de peixe, como: Ellipsomyxa gobii (K@IE, 2003), Ellipsomyxa syngnathi (K@IE;
KARLSBAKK, 2009) e Ellipsomyxa mugilis (KGIE; KARLSBAKK, 2009), Ellipsomyxa
gobioides (AZEVEDO et al.,, 2013), Ellipsomyxa adlardi (WHIPPS; FONT, 2013),
Ellipsomyxa maniliensis, Ellipsomyxa apogoni, Ellipsomyxa nigropunctatis e Ellipsomyxa
arothroni (HEINIGER; ADLARD, 2014), Ellipsomyxa kalthoumi (THABET et al., 2016),
Ellipsomyxa amazonensis (ZATTI et al., 2018) e Ellipsomyxa arariensis (SILVA et al.,
2018).

Segundo Lom e Dykova (2006) os mixosporos deste género caracterizam-se por
apresentarem formato elipsoide alongados em direcdo perpendicular ao plano transverso
central a linha sutural. Valvulas de paredes finas alongadas ou hemisféricas. Na vista apical
ou polar, verifica-se a presenca de duas capsulas esféricas a piriformes de tamanho igual,
ocorrendo no eixo longitudinal, a alguma distancia de linha sutural e extremidades opostas,
onde essas capsulas descarregam o filamento polar em lados opostos, a alguma distancia, a
partir da extremidade do esporo. O desenvolvimento dos seus esporos em plasmddios na
vesicula biliar dos peixes pode ser classificado em monospoéricos ou disporicos (Figura 11)
(K@IE, 2003; AZEVEDO et al., 2013).
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Figura 11 - Desenho esquematico do esporo de Ellipsomyxa gobioides em vista frontal.

S um

Fonte: Adaptado de Azevedo et al., 2013.

Na regido amazonica os esporos deste género foram relatados na vesicula biliar de
Gobioides broussonnetii, Hoplias malabaricus e Trachelyopterus galeatus descrito por
Videira (2015), Santos (2016) e Santos (2017), respectivamente.

2.5 Filo Microsporidia

Durante muitos anos acreditava-se que este filo pertencia ao reino Protozoa, porém no
final do século XX, com base em evidéncias genéticas e moleculares, bem como a presenca
de quitina e trehalose nos microsporidios e fungos, levaram a confirmacdo de serem fungos
verdadeiros, descendentes de um ancestral zigomiceto apresentando componentes reguladores
genéticos que poderiam funcionar na determinacdo do sexo e de sua reproducdo sexual,
qguando entdo, sua posicdo taxondmica sofreu grandes transformacgdes, sendo esses
microrganismos considerados os mais primitivos seres eucariotas (CAVALIER-SMITH,
1993; LEE et al., 2008; CASAL, 2009).

O microsporidio é um grupo diversificado de organismos de reduzidas dimensGes que
apresentam uma grande variedade de hospedeiros, presentes na maioria dos filos de
invertebrados e em todas as cinco classes de vertebrados (AZEVEDO; MATOS, 2002;
CANNING et al., 2005; DIDIER, 2005). Nas ultimas décadas houve maior interesse no
estudo deste filo, quando este grupo se encontra associado como importante patdégeno
oportunista em individuos com virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (DESPORTES et
al., 1985; MATHIS, 2000; MATHIS et al., 2005), os quais podem ser causa primaria de
diarreias cronicas em pacientes com a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS)
(WASSON; PEPER, 2000; DIDIER; WEISS, 2006; CASAL, 2009).



29

Segundo Stentiford et al. (2013) dos 187 géneros de microsporidio descritos cerca de
vinte géneros infectam peixes, sendo que todos os vinte géneros apresentam como
hospedeiros os peixes da classe Osteichthys, podendo serem oriundos de ambientes marinhos,
dulcicola ou salobra.

Em seus hospedeiros, os microsporidios podem ser localizados nos mais variados
Orgdos e/ou tecidos, como sistema nervoso, tubo digestivo, figado, branquias, gbnadas,
sistema tegumentar e outros (CANNING; NICHOLAS, 1980; CANNING; LOM, 1986;
LOM; DYKOVA, 1992; LARSSON, 1999; LOM, 2002). De acordo com Matos et al. (2003a)
0s esporos geralmente aparecem agrupados formando xenomas ou granulomas e, em outras
situacdes, podem aparecer sob formas isoladas entre as células do hospedeiro.

Os microsporidios da ictiofauna sdo patdgenos estritamente intracelulares (LOM;
DYKOVA, 1992; MATOS, 2007; FRANZEN, 2008). A caracteristica mais diagnosticavel de
um microsporidio, é a sua célula infecciosa, o esporo, geralmente de formato variavel
podendo ser mais ou menos alongada (bastonete até redonda), porém a maioria é ovoide
(FRANZEN; MULLER, 1999; KEELING; FAST, 2002; MATOS et al., 2004).

Segundo Wittner e Weiss (1999) o ciclo de vida nesse filo pode ser dividido em duas
fases: extracelular e intracelular. A fase extracelular consiste em um esporo com uma parede
rigida e espessa, que contorna um esporoplasma, uni ou binucleado, e um aparelho de
extrusdo que se constitui de um tubo contendo um filamento polar (FP), que é caracteristico
do filo. Este filamento polar pode ser ejetado esvaziando o esporo, transferindo o
esporoplasma para a célula hospedeira (XU; WEISS, 2005). A maioria das espécies de
microsporidios tem uma caracteristica comum; produzem no ambiente esporos bastante
resistentes responsaveis pela transmisséo horizontal (MATOS, 2007).

De acordo com Videira et al. (2015) internamente nos esporos ha o aparelho de
extrusao constituido por quatro estruturas que determinam a polaridade do esporo, conhecidas
pelo nome de disco de ancoragem (DA), polaroplasto (Pp), filamento polar (FP) e vacuolo
(Va) (figura 12).
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Figura 12 - Desenho esquematico de um esporo de Potaspora aequidens mostrando: disco de ancoragem (DA),
polaroplasto (Pp), filamento polar (FP), nicleo (N), parede do esporo (P), vactolo (Va).

Fonte: Adaptado de Videira et al., 2015.

O vacuolo na maioria dos esporos € de volume variavel na por¢édo posterior, sendo que
na maior parte dos casos, o FP se enrola nesta porcao, ficando entre o vacuolo e a parede do
esporo (P). Este FP reage positivamente na reacdo de deteccdo de polissacarideos. O nlcleo se
localiza na por¢cdo média do esporo, entre o polaroplasto e o vactolo, sendo frequentemente
rodeado por varios polirribossomas (MATOS et al., 2004).

Lom e Dykova (1992) relatam que quando o esporo se encontra em condigdes
favoraveis a sua “germinacdo”, seu FP se desenvagina e é projetado. Matos (2007) cita alguns
fatores ambientais como radiacdo, luz solar, temperatura, umidade, pH, vento, agua e
substrato, que podem influenciar na “germinacao” dos microsporidios.

O ciclo de vida desses microparasitos segundo Santos et al. (2010) envolve um estagio
proliferativo denominado merogonia, seguido por esporogonia, tendo como resultado final a
producdo de esporos que serdo eliminados pelos hospedeiros no ambiente. De acordo com
Matos et al. (2003b) os merontes sdo células geralmente alongadas ou arredondadas, que se
desenvolvem no interior de um vactolo do citoplasma da célula hospedeira se dividindo
varias vezes por divisdo binaria ou multipla conforme a espécie, onde no final desta fase de

divisdo (merogonia), os merontes irdo se diferenciar em esporontes. Posteriormente, ocorre
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outra divisdo chamada de esporogonia. Em seguida, 0s esporontes comegam a espessar sua
parede e no final desta fase, originardo os esporoblastos, que na maioria das vezes apresentam
o formato ovdide. Apos, 0s esporoblastos continuam a se diferenciar e espessar sua parede,
originando desse modo os esporos maduros. Nesta Ultima fase, acontece um aumento do
reticulo endoplasmatico liso e rugoso, assim como o desenvolvimento dos dictiossomas
(aparelho de Golgi) e numerosas vesiculas e vacuolos (Figura 13) (Matos et al., 2004). A
partir desse momento sdo diferenciados o tubo polar e o polaroplasto.

Figura 13 - Representacdo esquematica do ciclo de vida de microsporidios: 1- sec¢do longitudinal de um esporo;
2- extrusdo do tubo polar; 3- contato da extremidade do tubo polar com a célula hospedeira e transmissdo do

nlcleo do esporo; 4- sucessivas fases do desenvolvimento do ciclo de vida e formacéo do vacuolo parasitéforo.
(a- merontes; b,c- esporontes; d- esporoblastos; e- esporos).

Fonte: Adaptado de Matos et al., 2003a.

Os esporos destes patdgenos podem infectar qualquer célula do hospedeiro por meio
da extrusdo do filamento polar, e dependendo da espécie as reacdes celulares a tais infeccbes
podem se diferenciar, visto que existem espécies que causam dilata¢cBes provocando uma
hipertrofia na célula infectada, e constituindo assim os tecidos que reagem as infeccoes
estruturais conhecidas por xenomas. Todavia em outras espécies podem ndo apresentar essas
dilatacGes, logo ndo formam xenomas, no entanto seu conteldo é substituido por esporos,
devido a acdo de um meio alcalino causando dessa forma infec¢Bes difusas nos 6rgaos
afetados (EIRAS, 1994).
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Para Matos (2007) existem vérias vias de transmissdo das microsporidioses. Uma
delas é descrita por Lom (2008) onde relata que os esporos maduros podem ser liberados de
seus hospedeiros pela ruptura da pele e branquias, pelas fezes ou mesmo apds a sua morte,
sendo capazes de resistir as condi¢des extremas no meio ambiente. Onde apds a ingestdo dos
esporos, o esporoplasma € libertado do esporo, no intestino, infectando suas células epiteliais.
Seu desenvolvimento ocorrera no local de contato do esporo, ou em outros casos, em tecidos
situados a longa distancia do local de infeccdo. Na segunda situacéo, considera-se que sejam
células transportadoras, conhecidas como ceélulas mesenquimatosas indiferenciadas,
macrofagos e fluidos corporais que por vezes, possibilitam uma distribuicdo generalizada
(CANNING; LOM, 1986; LOM; DYKOVA, 1992).

Na Amazonia, foram descritas sete espécies de microsporidios que parasitam peixes:
Loma myrophis infectando Myrophis platyrhynchus (AZEVEDO; MATOS, 2002),
Amazonspora hassar parasitando Hassar orestis (AZEVEDO; MATOS, 2003),
Microsporidium brevirostris encontrado em Brachyhypopomus brevirostris (MATQOS;
AZEVEDO, 2004), Potaspora morhaphis na espécie Potamorhaphis guianensis (CASAL et
al., 2008b), Loma psittaca em Colomesus psittacus (CASAL et al., 2009), Kabatana rondoni
infectando Gymnorhamphichthys rondoni (CASAL et al., 2010), Potaspora aequidens em
Aequidens plagiozonatus (VIDEIRA et al., 2015) e Pleistophora beebei parasitando
Brachyhypopomus beebei (CASAL et al., 2016).

2.6 Importancia do uso da microscopia eletrénica de transmissdo, varredura e biologia

molecular na determinacéo de microparasitos

Antigamente o principal critério para a classificacdo e caracterizacdo nos estudos dos
microparasitos era baseado principalmente na morfologia dos esporos (FIALA et al., 2015).

No caso dos myxozoa, as descricdes levavam em consideracdo 0 nimero e a
configuracdo das valvulas e o numero e disposicao das capsulas polares em relacdo ao plano
sutural para caracterizar ordens e subordem (LOM; DYKOVA, 1992). J4 a classificacdo em
nivel de espécie segundo Lom e Arthur (1989) baseava-se principalmente sobre as dimensdes
dos esporos e das capsulas polares, além de detalhes minuciosos da estrutura dos esporos,
como o numero de voltas do filamento polar, presenca ou auséncia de apéndices caudais,
presenca de estrias em suas valvulas e o numero de esporoplasmas e seus ndcleos
(YOKOYAMA et al., 2012).
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De acordo com Casal (2009) a classificacdo de qualquer grupo de organismos nao
deveria ser baseada apenas nessas caracteristicas, mas numa combinacdo de vérios fatores,
como: habitat, especificidade do hospedeiro, local de infeccdo, interacdo com as células
hospedeiras e as caracteristicas do ciclo de vida do parasito.

A microscopia eletronica de varredura (MEV) representa uma ferramenta adicional
para o0 estudo deste grupo de organismos. A importancia da MEV reside na sua capacidade de
fornecer imagens tridimensionais com alta ampliacdo que permitem entender as relacdes
espaciais entre as estruturas superficiais. Podendo ser usado para separar especies que
parecem morfologicamente idénticas quando examinadas somente ao microscopio de luz
(HIRSCHMANN, 1983; GIBBONS, 1986; GONZALEZ et al., 2012; HAYAKAWA;
MATSUOKA, 2016).

As técnicas de microscopia eletrdnica de transmissdo (TEM) fornecem uma valiosa
contribuicdo para o exame ultraestrutural de qualquer tipo de objeto, mas em particular para
espécimes de tamanho muito pequeno. A TEM produz imagem bidimensional que pode
revelar maiores detalhes da célula analisada, bem como sobre a interacdo entre patdgenos e
suas células hospedeiras (por exemplo, quando usada em andlise de microparasitos)
(STADTLANDER, 2007).

Aliado a essas técnicas, é de grande relevancia a analise de sequéncias moleculares e,
consequentemente, as inferéncias filogenéticas tendo como base, dados de sequéncias de
rDNA 18S e 28S que melhorou absurdamente o diagndstico e facilitou o estabelecimento
entre espécies para uma classificacdo mais precisa (CASAL, 2009; BURGER; ADLARD,
2010; HEINIGER et al., 2013).

Assim, os marcadores filogenéticos foram necessarios para reconstruir a diversificacdo
de myxozodrios que provavelmente comegaram centenas de milhdes de anos atrds. Por meio
desse estudo verificou-se inconsisténcia/discrepancias entre classificacbes baseadas apenas
em morfologias, e com isso gerou o estabelecimento e desaparecimento de varios géneros,
familias e subordens de mixosporo (AVISE, 2004; COLLINS, 2009; BURGER; ADLARD,
2010; FIALA et al., 2015). A exemplo os proprios myxozoarios que hoje sdo pertencem ao
Filo Cnidaria com base nos estudos filogendmicos realizados (TAKEUCHI et al., 2015).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Identificar e descrever morfologica e filogeneticamente os microparasitos eucariotos
(mixosporidios e microsporidios) presente nas espécies Batrachoides surinamensis e

Menticirrhus americanus capturadas no estuario do Municipio de Viseu, Para.

3.2 Objetivos Especificos

- Caracterizar as parasitoses por microsporidios e mixosporidios encontrados nas espécies
hospedeiras.

- Analisar a localiza¢do dos microparasitos em relagdo aos varios 6rgdos dos hospedeiros.

- Verificar a prevaléncia de cada grupo de microparasitos nos espécimes analisados.

- Identificar a ocorréncia de multiparasitismo.

- Verificar a influéncia da sazonalidade na prevaléncia parasitaria.

- Realizar o estudo taxonémico (novo taxon: géneros e espécies) de microsporidios e

mixosporidios encontrados nos peixes através dos estudos morfolégicos e moleculares.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Caracterizacdo da area de estudo

O municipio de Viseu pertencente a mesorregido do Nordeste Paraense e a
microrregido do Salgado, distando cerca de 385 km de Belém (Figura 14). Sua sede municipal
fica a margem do rio Gurupi. A cidade possui limites a Leste como o municipio de Carutapera
(divisa com o estado do Maranh@o) e com o municipio de Cachoeira do Piria, a oeste com 0
municipio de Braganca, a noroeste com o municipio de Augusto Correa, a Norte com o
Oceano Atléntico e a sudeste com o municipio de Santa Luzia do Pard (ALMEIDA; COSTA,
1997).

Figura 14 - Mapa de localizacdo geografica do municipio de Viseu com destaque para o ponto de coleta (A).
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O acesso ao municipio € feito através de vias rodoviarias, sendo que a principal é a

Rodovia Federal BR- 308, além de que outras vias terrestres de acesso podem ser utilizadas

como a PA-102. Na via maritimo fluvial, o transporte de acesso a sede municipal se da por

meio dos rios Gurupi e Pirid, que permitem chegar ao porto de Viseu, proveniente de cidades
paraenses vizinhas e do estado do Maranhdo (QUARESMA, 1997; SANTQOS, 2015).
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De acordo com Quaresma (1997) Viseu caracteriza-se por apresentar o clima tropical
quente e Umido, com temperatura e pluviosidade média anual de 26.8 °C e 2119 mm,
respectivamente.

O municipio ocupa uma éarea territorial de aproximadamente 4.915,073 km?2 e uma
populacéo de 56.716 de habitantes, sendo 18.397 na zona urbana e 38.319 na zona rural
(IBGE, 2017).

Em relacdo a cobertura vegetal da mata de Viseu é dominada pelo ecossistema de
manguezal, com predominio de vegetacdo tolerante a salinidade, decorrente da influéncia de
4guas marinhas (REGO; GAMA, 1997; SANTOS, 2015).

Quanto a sua bacia hidrogréfica, destacam-se os rios Gurupi e Piria, que desempenham
um importante papel socioeconémico para 0 municipio, e servem para a navegacao de
embarcacGes de pequeno porte, area pesqueira, comeércio e lazer (LIMA et al., 2001;
SANTOS, 2015).

A economia de Viseu esta baseada no setor primario, representada principalmente pela
agricultura de subsisténcia, com destaque da lavoura de mandioca (Manihot esculenta). A
atividade pesqueira também é bastante relevante na economia local, onde varias comunidades
praianas como a praia do Sumalma dependem diretamente da pesca artesanal como a
principal fonte de renda das familias que ali habitam (FURTADO, 1987; MANESCHY, 1994;
SANTOS, 2015).

4.2 Coleta dos dados: peixes e transporte

Os espécimes de B. surinamensis e M. americanus analisados nesse estudo foram
coletados na Praia do Sumaldma, localizada no municipio de Viseu/PA. Foram utilizados
como apetrechos de pesca nas coletas: rede de emalhar, tarrafas, curral de pesca e anzol com
linha de méo (Figura 15). As coletas foram bimestrais no periodo de 11 meses (fevereiro de
2017 a outubro de 2018) capturando-se em média 06 individuos de cada espécie.
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Figura 15 - Apetrechos de pesca utilizados para captura dos exemplares: A) rede de emalhar; B) tarrafa; C)
curral de pesca; D) anzol com linha de méo.

Fonte: LPCA, 2018.

Apobs a captura dos exemplares, estes foram acondicionados em balde com sacos
plasticos e aeracdo artificial necessaria para o transporte dos animais vivos até o Laboratorio
de Pesquisa Carlos Azevedo (LPCA), do Instituto da Sadde e Producdo Animal (ISPA) na
Universidade Federal Rural da Amazénia (UFRA/Belém) e/ou ao Laboratério de Pesquisa
Edilson Matos (LPEM), do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) na Universidade Federal do
Para (UFPA/ Belém), onde permaneceram em aquarios, contendo &gua oriunda do préprio

habitat, até que se iniciassem as analises.

4.3 Dissecacao dos espécimes e exame parasitologico

Os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica no uso de
Animais da Ufra (CEUA - UFRA 013/2014) (Anexo 1) e com autorizagdo do Instituto
Brasileiro de Meio Ambiente e Recursos Naturais Renovaveis, IBAMA (SISBIO / Nimero de
licenca ICMBIo 27119-1, cddigo de autenticacdo: 51186731). Antes da necropsia, 0S peixes
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foram mielotomizados (mielotomia neural) ou entdo nos aquérios, foram anestesiados com
Tricaina Metano sulfonato (MS-222 SIGMAS) na concentracdo de 50mg/L, conforme
Azevedo et al. (2008), para posteriormente, serem retirados dos aquarios, para analises. Todos
os exemplares antes das andlises foram medidos com auxilio de paquimetro e pesados em

balanca de precisdo, sendo esses dados registrados em ficha de coleta (Anexo 2) (Figura 16).

Figura 16 - Biometria realizada nos exemplares de B. surinamensis e M. americanus: A) comprimento total
(cm); B) peso total (g).
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Fonte: LPCA, 2018.

Posteriormente os espécimes foram examinados com auxilio de instrumentos de
dissecacdo e de estereomicroscopio Zeiss Stemi DCR para identificacdo de existéncia de
lesbes ou cistos de microparasitos pela superficie corpérea e branquias, e em seguida foi
realizado um corte, da abertura urogenital, longitudinalmente, em direcéo a cabe¢a de modo a
possibilitar a visualizacdo da cavidade celomatica com 6rgdos internos (Figura 17). Segundo
Iwashita e Maciel (2013) o diagnostico da maioria dos endoparasitos pode ser realizado por
meio da visualizacdo dos espécimes nas cavidades e 6rgdos do hospedeiro, onde geralmente
verifica-se a presenca de cistos.

Figura 17 - Necropsia de exemplar de B. surinamensis com observacdo da cavidade celomatica.
“

Fonte: LPCA, 2018.
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Ao encontrar regibes com cistos ou anormalidades foram retirados pequenos
fragmentos dos 6rgdos e/ou tecidos dos hospedeiros, comprimidos entre lamina de vidro,
cobertos com uma laminula de vidro contendo uma gota de agua, e analisados imediatamente
para confirmacéo do parasitismo em microscépio de luz Olympus CX41.

Os plasmadios e esporos a frescos e as ldminas coradas foram fotografadas sob um
microscopio de luz ZEISS PRIMO STAR acoplado com cadmera fotogréafica ZEISS AxioCam
ERc 5s utilizando o software AxioVision 5.1, assim como também pelo microscépio equipado

com imagem de contraste de interferéncia diferencial (DIC).

4.4 Processamento para histologia

Quando confirmada a ocorréncia do parasitismo, os tecidos foram colhidos e fixados
em solucdo de Davidson (acido acético, alcool 95%, formaldeido e &gua destilada),
utilizando—se como base a proporcdo de nove partes de fixador para uma de material
biolégico (9:1), por 24 h, com o intuito de inativar as enzimas, e desse modo conservar a
estrutura celular.

Apos a fixacdo, os fragmentos foram processados conforme o protocolo padronizado
pelo LPCA (Anexo 3), passando por uma bateria de concentracGes alcodlica crescente para
desidratar o tecido, diafanizados em xilol com o intuito de fazer a retirada do alcool e entéo
preparar o tecido para impregna-lo em parafina e assim inclui-lo no aparelho Tissue
Embedding Center Micron EC350; depois foi realizada a microtomia utilizando o micrétomo
Rotary Microtome Micron HM315, onde foram realizados cortes com 5 pum de espessura;
colocado no banho-maria, e com o auxilio de uma pinc¢a distendido os cortes, para evitar
dobras do corte no tecido, e entdo “pescados” com uma lamina de vidro. Essa lamina de vidro
com o tecido foi colocada em suporte de madeira na estufa 60 °C por um periodo de 24 h,
para fixacao do corte + tecido na lamina de vidro.

Posteriormente os materiais foram corados na técnica de rotina do laboratorio com
Hematoxilina e Eosina (HE) para procurar evidéncias da ocorréncia do parasito na célula do
hospedeiro e conforme necessidade foram utilizadas técnicas especiais Ziehl-Neelsen (ZN) e

para microsporidio (LUNA, 1968) que cora diferencialmente as capsulas polares dos esporos.
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4.5 Processamento para microscopia eletrénica (Transmissdo e Varredura)

Para realizar a andlise em Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET), séo
retirados pequenos fragmentos de tecidos parasitados, fixados em glutaraldeido 5%, a 0,2 M
tampdo cacodilato de s6dio a pH 7,2 por 3 horas a 4°C. Posteriormente sdo lavados no mesmo
tampdo por 2-4 horas a 4°C, e pds-fixados em tetroxido de 6smio a 2% também por 2 horas.

Os fragmentos sdo desidratados em serie crescentes de etanol e em éxido de propileno,
embebidos e incluidos em Epon™, e entdo levados para estufa 60°C por 3 dias para
polimerizacdo. Estas etapas serdo realizadas de acordo com as técnicas padronizadas no
LPCA / UFRA (Anexo 4). As etapas de ultramicrotomia, contrastacdo (coloragdo com azul de
toluidina nos cortes semifinos e contrastacdo com acetato de uranila e citrato de chumbo nos
cortes ultrafinos) estdo sendo realizadas na Secdo de Microscopia Eletronica do Instituto
Evandro Chagas e/ou no Laboratério de Biologia Estrutural no Instituto de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal do Pard, assim como na Universidade do Porto / Portugal,
utilizando Convénio e Acordo Internacional entre referida Universidade e as Universidades
Federal do Para e a Universidade Federal Rural da Amazonia.

Para a Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), foram fixados fragmentos de
tecido e esporos isolados, em glutaraldeido 5% tamponados com cacodilato de sodio 0,2 M a
pH 7,2 por 3 horas a 4°C. Posteriormente, sao lavados no mesmo tampéo por 2-4 horas a 4°C,
e pos-fixados em tetroxido de 6smio a 2% no mesmo tampdo por 2 horas na mesma
temperatura, e apo6s desidratados, em série crescente de etanol. Estas etapas estdo sendo
realizadas conforme padronizagdo de técnicas no LPCA / UFRA e LPEM / UFPA (Anexo 5).
E feita a secagem ao ponto critico, em seguida metalizado com ouro ou platina. As anélises
sdo realizadas no microscopio eletrdnico de varredura do Laboratério de Histologia e
Embriologia Animal no Instituto da Salde e Producdo Animal (ISPA) na Universidade
Federal Rural da Amaz6nia (UFRA/Belém).

4.6 Processamento para biologia molecular

Para a analise molecular, os fragmentos com tecidos parasitados ou esporos em cistos
e/ou isolados, foram colhidos e fixados em &lcool etilico 80%. O DNA total de cada amostra
foi extraido com uso do mini kit PureLink® Genomic DNA (Invitrogen, EUA), de acordo
instrugbes do fabricante e levadas para serem trabalhadas no Laboratorio de Genética
Aplicada (LGA/UFRA).
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As analises moleculares tiveram como base nas sequéncias rDNA 18S, que foram
amplificadas conforme Eszterbauer (2004) para mixosporidios.

A concentracdo do DNA das amostras foi calculada em espectrofotdmetro Biodrop
Duo (Biodrop). Foram realizadas as reacGes em cadeia da polimerase (PCRs) para obter o
DNA ribossdmico da pequena subunidade (SSU rDNA), fazendo inicialmente com o iniciador
universal Eucaridtico 18E (HILLIS; DIXON, 1991) e o iniciador reverso 18R (WHIPPS et al.,
2003) e posteriormente foi realizada uma nested PCR com os primers Kudf/Kudr (WHIPPS et
al., 2003b). As amplificacbes do fragmento por PCR (reacdo em cadeia da polimerase)
realizaram-se com volume final de 25 pl.

A reacdo foi realizada em termociclador (Applied Biosystems Simple Amp™), conforme

0 protocolo para os primers 18E e 18R. Para verificar o tamanho e a qualidade do DNA
extraido foram submetidos 3 pl da mistura de PCR em eletroforese em gel de agarose a 1%
com Tris-borato-EDTA (TBE) 1X, corados com SYBR® Safe (Invitrogen, EUA) e
visualizados sob luz azul. Os produtos de PCR foram purificados com DNA de PCR GFX ™
e um kit de Purificacdo de Bandas de Gel (GE Healthcare, UK), seguindo as instru¢6es do
fabricante. Os produtos de PCR foram sequenciados separadamente para os primers 18E,
Kudf e 18R. As reacgdes de sequenciamento foram conduzidas com o kit Big Dye Terminator
v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems, EUA), de acordo com as instrugdes do
fabricante, em um ABI 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, EUA). As sequéncias
nucleotidicas obtidas foram editadas e alinhadas fazendo uso do software BioEdit (HALL,
1999).

4.7 Andlises das variaveis fisico-quimicas da agua

Durante as coletas foram aferidas medic¢Ges in situ das variaveis abidticas da agua
como a temperatura (com termdmetro infravermelho), a concentracdo de oxigénio dissolvido
(com oximetro), o pH (phgametro) e a salinidade (salindmetro). Com o intuito de verificar se
houve a influéncia da sazonalidade na ocorréncia dos microparasitos sendo realizadas coletas
durante os periodos chuvoso e de estiagem, registrados em uma ficha de coleta de campo
(Anexo 6).
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4.8 Parametros estatisticos

O programa Excel 2007 foi utilizado para realizar o célculo das médias, minimo,
méaximo e dos desvios padrdo das medidas dos plasmodios e esporos a fresco com auxilio do
microscopio de luz ZEISS PRIMO STAR, equipado com caméra ZEISS Axio Cam ERc 5s.
Foram medidos cerca de 30 esporos de cada espécie, sendo as medi¢cdes dos esporos dadas em
micrometros (pm).

Para o célculo da prevaléncia parasitaria, este foi determinado segundo Bush et al.
(1997), de acordo com a formula a seguir: P= NTPP/NTPE x 100, onde:

P = prevaléncia; NTPP = nimero total de peixes parasitados; NTPE = nimero total de peixes

examinados.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante a execucdo deste trabalho, foram realizadas 11 coletas, onde capturou-se 66
exemplares de B. surinamensis e 66 de M. americanus, totalizando 132 exemplares
analisados.

Os espécimes analisados de B. surinamensis apresentaram comprimento meédio de 10,8
cm (7,0 cm — 14,0 cm) e peso médio de 15,5 g (6,5 g - 31,5 g). Para os exemplares de M.
americanus observou-se comprimento e peso médio de 13,8 cm (11,2 cm —17,0cm) e 16,8 g

(7,3 g—31,2 g), respectivamente.

5.1 Descricdo de Microsporidio na mucosa gastrica de M. americanus

Pequenos fragmentos da mucosa gastrica de M. americanus foram colocados entre
lamina/laminula com uma gota d’agua, para observag¢do com auxilio do microscépio de luz.
Durante a observacdo verificou-se a presenca de xenomas arredondados de coloragédo
ligeiramente opaca (Figura 18A), revestido por uma parede espessa, e quando rompidos
verificou-se inimeros esporos de formato elipsoidal com extremidades arredondadas (Figura

18C) caracteristica do filo Microsporidia como descrito por Matos et al. (2003a).

Figura 18 - Fotomicrografia de luz a fresco: A) Cistos esbranquicados de Microsporidium sp. (seta), observados
em estereomicroscopio, localizados na mucosa gastrica de M. americanus (Barra de escala: 500 pum); B)
Xenomas maduros irregulares observados em ML (*) (Barra de escala: 20 pm); C) Numerosos esporos isolados
de Microsporidium sp. (cabeca da seta) ap6s ruptura dos cistos (Barra de escala: 5 um).

Fonte: LPCA, 2018.
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Abdel-Baki et al. (2012) descreveram a presenca de cistos de Pleistophora dammami
perceptiveis a olho nu na parede do intestino de Saurida undosquamis. Silva (2011) também
descreve xenomas de microsporidios na mucosa gastrica de Brachyplatystoma vaillantii
capturados no municipio de Vigia de Nazaré no Estado do Para. Pesquisas que corroboram
no presente estudo com xenomas no mesmo 6rgdo de infeccéo.

Os dados morfométricos dos esporos de formato elipsoidal de Microsporidium sp.
apresentaram 4,30 um + 0,24 pm de comprimento e 2,48 um £ 0,15 pm de largura (Tabela 1).

As comparacGes morfométricas demonstram que Microsporidium sp. se assemelha
mais em relacdo a largura e comprimentos do esporo com Kabatana rondoni (CASAL et al.,
2010), Loma psittaca (CASAL et al., 2009) e Pleistophora beebei (CASAL et al., 2016)
ambos infectando o musculo esquelético da cavidade abdominal de Gymnorhamphichthys
rondoni, Colomesus psittacus e Brachyhypopomus beebei, respectivamente. Entretanto,
quando comparados com 0s esporos de Amazonspora hassar (AZEVEDO; MATOS, 2003)
parasitando as branquias de Hassar orestis e Potaspora aequidens (VIDEIRA et al., 2015)
encontrado na regido sub-opercular e nadadeiras de Aequidens plagiozonatus, suas medidas
difere, por serem menores que Microspordium sp. descrito na mucosa gastrica do presente
hospedeiro. Vale ressaltar que todos esses microsporidios usados na tabela para comparagdo
sdo provenientes de hospedeiros capturados na regido amazonica.

Segundo Stentiford et al. (2013) ha uma diversidade de espécies de microsporidios que
infectam uma variedade de animais, entre eles moluscos, crustaceos e peixes. O estudo de
microsporidios que causam xenomas em peixes oferece uma visdo sobre a patologia celular e
é de interesse, visto que muitas dessas espécies sao importantes agentes de doencas em peixes
comerciais (LOM; DYKOVA, 2005).

A analise histoldgica em ML por meio de cortes semifinos corados pela técnica de HE
revelou alteracGes estruturais na mucosa gastrica de M. americanus semelhantes a destruicao
da célula, decorrente provavelmente da presenca dos esporos de Microsporidium sp.
acarretando em autolise, e assim provocando a destrui¢do das células hospedeiras (Figura 19).
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Tabela 1 — Comparacdo das medi¢Bes dos comprimentos e larguras dos esporos e seus formatos de trabalhos consultados da literatura em relacdo com os dados do presente
estudo. Todas as espécies citadas sdo da regido amazoénica. As dimensdes sdo dadas em micrometros (um) e expressas com a média e desvio padrdo, seguido pelo intervalo de
minimo e maximo entre parénteses. LE: largura do esporo; CE: comprimento do esporo; e ND: ndo disponivel.

Espécie/referéncia Hospedeiro Sitio de infecgéo 'E Esporo (km) CE Formato Prevaléncia
Menticirrhus tpi 2,48+0,15 4,30+0,24 o 0
Este estudo Americanus Mucosa géstrica (2.70-2.33) (4.62-4.02) Elipsoide 20,0%
Potaspora aequidens Aequidens Regiéo sub-opercular e 1,9+0,3 3,4+0,5 Elipsoide a 66.6 %
(VIDEIRA et al., 2015) plagiozonatus nadadeiras (ND) (ND) piriforme 070
Pleistophora beebei Brachyhypopomus  Musculo esquelético da 2,8+£0,4 4,7+0,3 Levemente 60.0%
(CASAL et al., 2016) beebei cavidade abdominal (2,3-3,0) (4,4-5,0) alongados ’
Microsporidium sp. Brachyplatystoma — 2,1 4,2 - 0
(SILVA, 2011) vaillantii Mucosa géstrica (ND) (ND) Elipsoide 80,0%
Kabatana rondoni Gymnorhamphichthys Musculo esqueléticoda  2,37+0,42 4,25+0,38 Elipsoide a 36.0%
(CASAL et al., 2010) rondoni cavidade abdominal (ND) (ND) piriforme ’
Loma psittaca Colomesus . . 2,8+0,4 4,2+0,4 .
. Ovoid 30,0%
(CASAL et al., 2009) psittacus Mucosa intestinal (ND) (ND) volde 0
Amazonspora hassar Hassar A i 1,78+0,18 2,6910,45 N 0
(AZEVEDO: MATOS, 2003) orestis Branquiais (ND) (ND) Elipsoide 37,5%
Loma myrophis Myrophis : . 1,71 3,45 - 0
(AZEVEDO; MATOS, 2002)  platyrhynchus Mucosa intestinal ; 59 181y (3.22-3.70) Elipsoide 34.0%
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Figura 19 - Fotomicrografia de luz: A) Infeccdo por xenomas de microsporidios em tecidos da mucosa gastrica
(seta) em cortes histoldgicos corados pela HE (Barra de escala: 50 pum).

@7

De acordo com Lom e Dykovéa (2005) os xenomas produzidos a partir de alguns tipos
de células-alvo apresentam uma mudanca completa na organizacdo da célula hospedeira e
diferem, segundo o agente, em sua estrutura e nos prejuizos que estes podem causar ao seu
hospedeiro. No trabalho de Silva (2011) bem como na presente pesquisa 0S Xenomas
encontravam-se distribuidos irregularmente na mucosa gastrica dos peixes analisados.

A taxa de prevaléncia encontrada foi de 20,0% considerada baixa quando comparada a
outros microsporidios ja descritos na Amazdnia, como 80,0% de Microsporidium sp.
encontrados por Silva (2011); 66,6% para Potaspora aequidens descrito por Videira et al.
(2015); 60,0% de Pleistophora beebei (CASAL et al., 2016); 40,0% de Potaspora morhaphis
por Casal et al. (2008b); 34,0% de Loma myrophis por Matos et al. (2003b), e 30,0% de Loma
psittaca descrito por Casal et al. (2009).

Segundo) o xenoma oferece 6timas condi¢cBes de crescimento para o parasito,
incluindo protecdo contra o sistema imunoldgico do hospedeiro. Entre os efeitos do
parasitismo por microsporidios estdo a castracdo parasitaria e mudanca de sexo (MATOS,
2007). Casal (2009) afirma que estes parasitos podem causar enormes maleficios e, em muitos
casos, sdo a causa da morte dos seus hospedeiros.
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Para Matos (2007) os microsporidios de peixes estdo geralmente no citoplasma das
células de seus hospedeiros, provocando a destruicdo ou induzindo a hipertrofia da regido
onde 0 mesmo esta instalado.

Conforme observado no estudo, embora a infeccdo por Microsporidium sp. tenha
produzido efeitos histopatologicos, expressos como a desorganizagdo de algumas estruturas
na mucosa gastrica infectadas, porém esse 6rgédo ainda sim foi preservado, com isso os efeitos
patoldgicos desta infeccdo microsporidiana pode ndo representar uma ameaca a sobrevivéncia

de M. americanus.

5.2 Descrigdo de Ellipsomyxa sp. na vesicula biliar de B. surinamensis

Vesiculas biliares contendo varios plasmodios com formato arredondado, assim
também esporos que flutuavam livremente na bilis e localizados entre as células epiteliais da
parede da vesicula foram visualizados a fresco ao microscopio de luz; estes, ligeiramente
alongados, elipsoides com duas capsulas polares ovais ou piriformes de tamanhos iguais, em
lados opostos, identificados como pertencentes ao género Ellipsomyxa conforme Kgie (2003)
(Figura 20). Na Amazonia esse género foi descrito por Sindeaux-Neto (2013) parasitando
Chaetobranchopsis orbicularis e Santos (2016) em Hoplias malabaricus.

Figura 20 - Fotomicrografia de luz a fresco: A) plasmodios monospéricos (*), plasmddios arredondados
apresentando esporos imaturos (seta) e esporos maduros (E) dispersos no liquido da vesicula biliar de B.
surinamensis (Barra de escala: 10 pm); B) plasmodio dispérico (cabega da seta) de Ellipsomyxa sp. (Barra de
escala: 10 ym).

i
Fonte: LPCA, 2018.

Segundo Heiniger e Adlard (2014) os esporos maduros das espécies de Ellipsomyxa

podem variar quanto a forma podendo ser elipsoidal a ovdide. No presente trabalho
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observamos o desenvolvimento de plasmodios monosporicos e dispdricos, assim como nos
achados de Azevedo et al. (2013) em Gobioides broussonnetii e E. kalthoumi (THABET et
al., 2016). Diferente de Kgie e Karlsbakk, (2009) que descreveram apenas plasmodios
monosporicos em Syngnathus typhle e Syngnathus rostellatus, enquanto Silva et al. (2018)
relatam que no seu trabalho os plasmadios encontrados eram somente dispéricos.

Os plasmodios eram irregulares exibindo tamanhos variaveis com 19,3 um = 0,4 um
(18,8 um — 19,7 um). Os esporos maduros elipsoidais que ocorrem flutuando na bile mediram
12,3 um £ 0,4 um (12,0 um — 12,7 um) de comprimento e 7,2 um £ 0,3 um (6,8 pm — 7,5 um)
de largura. Possuiam valvulas lisas e finas alongadas na direcdo perpendicular ao plano da
linha sutural que eram ligeiramente curvas. As duas capsulas polares (PC) presentes no esporo
sdo piriformes e de tamanho igual, abrindo-se subterminal em dire¢6es opostas, com 3,5 um +
0,1 pm (3,3 pum — 3,7 um) de comprimento, e largura de 3,1 ym = 0,1 pm (2,9 um — 3,2 pum),
cada uma contendo um filamento polar enrolado com 4 a 5 voltas (Figura 21). A distancia em
vista apical entre as capsulas polares foi de 4,0 um £ 0,1 um (3,9 um — 4,2 um) (Tabela 2). O

Esporoplasma e nucleos ndo foram distintos.

Figura 21 - Fotomicrografia de luz a fresco: A) do esporo maduro de Ellipsomyxa sp. dispersos no liquido da
vesicula biliar com detalhe para os filamentos polares (FP) (Barra de escala: 10 um) (DIC).

Fonte: LPCA, 2018
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Tabela 2 - Comparagdo das dimensGes do mixosporo de algumas espécies conhecidas de Ellipsomyxa. As dimensGes sdo dadas em micrémetros e expressas com a média
seguida pelo intervalo de minimo e maximo entre parénteses. LE: largura do esporo; CE: comprimento do esporo; LC: largura das capsulas polares; CC: comprimento das
capsulas polares; DPC: distancia entre capsulas polares; PDL: didmetro do plasmddio; PFC: nimero de voltas dos filamentos polares; e ND: ndo disponivel.

Espécie/Autor Hospedeiro ii';f;gg%i LEESpom (”rg)E Céﬁ’_sg'a polar (ng) DPC PDL  PFC
Este estudo surin:rﬁensis Ves. Biliar (6,;?,5) (12,1c)2-f2,7) (2,3::13,2) (3,212,7) (3,31?1,2) (18,189-’139,7) 4as
(zETaTTz:\?e r;c;iS) roussBe'auxii Ves. Biliar (6,;12,7) (12,132-f3,6) (2,212,4) (3,212,0) ND (16,12?’298,8) 2a3
(SlLE\}irStr;(alTS;sc)ls) ir;tr::ig Ves. Biliar (6,;::;,0) (12,102-’163,4) (2,512,2) (3,212,0) ND ND a6
(AZE\EI.E?)OC?I:tIgIef 2013) brous?dnnetii Ves. Biliar (6,;;5) (6,213,0) (2,512,7) (4;:461’8) (3,?12,8) <30 5ab
(WHIPElS;aI(:j(I;:IqIE, o013  O-Posc Ves.Biliar (7,1;,8) (11,132-;14,4) (3,212,1) (3,312,9) ND ND — 5ab
E. syngnathi S. typhle 8,1 6,8 2,9 3,6 1,9 11,8
(KOIE; 'éﬁggL)SBAKK' srostellatus VBT 7086 (6372 (2732 (3241) (1824) (11,0130) °3°
E. gobii P. microps  Ves. Biliar 8.7 0.8 3.1 3.1 2.7 19 6a7

(KOIE, 2003) (8,0-9.0)  (6,3-7,2) (3,0-32) (3,0-32) (24-30) (16,0-23,0)
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Morfometricamente Ellipsomyxa sp. assemelha ao E. amazonensis (ZATTI et al.,
2018) e E. arariensis (SILVA et al.,, 2018), parasito de Brachyplatystoma rousseauxii e
Pimelodus ornatus /Pygocentrus nattereri, respectivamente. Porém, E. arariensis apresenta a
largura das capsulas polares menores, e mais voltas dos filamentos polares. Da mesma forma
a presente espécie revela ainda o dobro do comprimento dos esporos das espécies E.
gobioides (AZEVEDO et al., 2013), E. syngnathi (KGIE; KARLSBAKK, 2009) e E. gobii
(KOIE, 2003).

Em relacdo a distancia entre céapsulas polares a espécie se mostrou superior ao
comparar a E. syngnathi e E. gobii (KOIE, 2003; K@ZIE; KARLSBAKK, 2009). Quanto ao
tamanho do didmetro do plasmddio de Ellipsomyxa sp. (19,3 um) encontrados na vesicula
biliar do pacamao, este é parecido aos plasmaddios de E. amazonensis (19,9 um) e E. gobii
(19,0 um) (KOIE, 2003; ZATTl et al., 2018).

Whipps e Font (2013) relatam que os membros desse género tipicamente infectam
vesiculas biliares de peixes, confirmado o registrado na tabela acima. Para Zatti et al. (2018) a
localidade da infeccdo € muito importante, uma vez que a maioria das espécies conhecidas de
Ellipsomyxa foram relatadas anteriormente a partir de hospedeiros de peixes marinhos
corraborando com o presente resultado. Porém, no estudrio amazénico proximo da Ilha de
Marajo, Para foi descrito a espécie E. gobioides, ambiente este que recebe influéncia da gua
doce (AZEVEDO et al., 2013). No caso de E. amazonensis parasitando B. rousseauxii
considerado de ambiente dulcicola, é explicado pois esse hospedeiro divide seu ciclo de vida
entre ambientes estuarinos e de agua doce, levando os autores a levantarem a hipotese mais
provavel que o parasito infecte seu hospedeiro durante sua fase estuarina de vida.

Os cortes histologicos revelaram plasmodios e esporos maduros desse
microparasito proximos ao epitélio da vesicula biliar, além de livres dentro do fluido biliar.
As técnicas histologicas possibilitaram observar em ZN a presenca de esporos aderido a

parede do orgdo e livres no liquido vesical (Figura 22).



51

Figura 22 - Fotomicrografia de luz (histologia): A) secdo semi-fina da vesicula biliar de B. surinamensis
infectada pelo mixosporidio Ellipsomyxa sp. localizados no Iimen da vesicula biliar e aderidos ao epitélio deste
6rgdo corado em ZN (Barra de escala: 10 um).

Fonte: LPCA, 2019.

A infecgdo ocasionada por Ellipsomyxa sp. em B. surinamensis foi associada a
coloragdo adquirida conforme a presenca ou auséncia do parasitismos, uma vez que em
exemplares que apresentaram bile verde-acastanhada estavam parasitadas, enquanto nos
peixes ndo infectados demonstravam bile verde claro, corroborando com os achados de
Thabet et al. (2016) para a espécie E. kalthoumi em Liza saliens, bem como por Sitja -
Bobadilla e Alvarez-Pellitero (1993) para E. mugilis em Mugil capito. Segundo este mesmo
autores em hospedeiros com forte infeccdo, a bile foi totalmente substituida por uma
substancia amorfa espessa composta de estdgios plasmdidais, e esporos maduros. Para
Morrison et al. (1996) vérios tipos de mixosporideos podem acarretar em alteragdes na cor da
bile e necrose da celular do epitélio da vesicula biliar infectada. Essas alteracdes morfoldgicas
possivelmente ocorrem para otimizar a ingestdo de nutrientes (SITJA-BOBADILLA,;
ALVAREZ-PELLITERO, 1993; CANNING et al., 1999). De acordo com Whipps e Font
(2013) a mortalidade de um hospedeiro infectado pela maioria dos mixozoarios ndo é
altamente patogénica.

A prevaléncia do género encontrado foi de 56%, ou seja dos 66 exemplares analizados
37 estavam parasitados, resultado considerado alto quando comparado a 23,5% de E.
amazonensis parasitando B. rousseauxii (ZATTI et al., 2018) e 45% de E. gobioides em G.
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broussonnetii (AZEVEDO et al., 2013); no entanto, foram considerados valores inferiores
quando comparados aos 72,2% de E. adlardi em Gobiosoma bosc (WHIPPS; FONT, 2013) e
0s 84% e 67% de prevaléncia em E. arariensis achados por Silva et al. (2018) em P. ornatus e
P. nattereri, respectivamente.

Assim, os resultados confirmam, a presenca de plasmédios e esporos associados com
parasitismo pelo género Ellipsomyxa parasitando a vesicula biliar de B. surinamensis, peixe
de ambiente marinho. Esta é a primeira ocorréncia do género Ellipsomyxa parasitando a
espécie hospedeira em estudo.

5.3 Descricdo de mixosporidio ndo identificado na bexiga urinéria de B. surinamensis

Na bexiga urinaria de B. surinamensis, apds comprimir fragmentos desse 6rgdo entre
lamina e laminula de vidro com uma gota d"agua, verificou-se a presenca de mixosporidios,
onde foram observados, tanto plasmodios quanto esporos maduros livres no liquido e na
parede interna da bexiga. Os plasmodios eram altamente polimorficos, com dimensdes
variadas em formato redondo ou alongado (Figura 23A). Os esporos destes microparasitos
eucariotos eram esféricos, ligeiramente achatados e apresentavam em seu interior duas
capsulas polares subesféricas com filamento polar enrolado, esporoplasma, vacuolo posterior
e células valvogénicas com formato semelhante aos pertecentes ao filo Cnidaria conforme
descri¢do de Lom e Dykové (2006) (Figura 23B).

Figura 23 - Fotomicrografia, a fresco, exibindo: A) Plasmadios irregulares (*) e plasmddio arredondado (cabeca
da seta); esporo maduro (E) de mixosporidios ndo identificados na bexiga urinaria de B. surinamensis (Barra de

escala: 10 um). B) esporos de myxozoario com destaque para as capsulas polares (CP) (Barra de escala: 10 um)
(DIC).
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As analises morfométricas dos mixosporos deste microparasito apresentaram 8,82 um
0,13 um (8,69 um — 8,95 um) de comprimento e 8,26 ym = 0,09 um (8,26 pm — 8,36 um) de
largura. As paredes dos esporos eram compostas por duas valvulas simétricas. Dentro dos
mixosporos estavam contidas duas capsulas polares subesféricas com 2,67 um + 0,10 pm
(2,60 um — 2,79 um) de comprimento e 2,67 um * 0,05 um (2,62 um — 2,71 um) de largura,
apresentando orientacdo divergente com abertura para lados opostos da linha de sutura. Cada
capsula polar continha um filamento polar enrolado com 3 a 4 voltas em seu interior.

O exame das sec¢Oes histoldgicas realizado revelou que tanto os plasmédios como 0s
esporos estavam simultaneamente presentes no sistema excretor, dispersos na luz e parede da
bexiga urinaria (Figura 24). Observamos ainda variacbes de tamanho e forma de seus

plasmadios.

Figura 24 - Fotomicrografia de seccOes histoldgicas apresentando: A) varios plasmadios irregulares (circulo) na
luz da bexiga urindria (Barra de escala: 10 um); B) Esporos (seta) com destaque para as capsulas polares (CP).
Cortes histologicos corados pela técnica de ZN (Barra de escala: 5 pm).

- = LN '

Fonte: LPCA. 2019.

O parasito apresentou desenvolvimento celoz6ico no sistema urinario dos peixes, com
prevaléncia de infecgdo de 48%. Os exemplares coletados e analisados ndo apresentaram
sinais externos de infeccdo ou doenca, nem mortalidade registrada no estoque investigado.
Pelo método utilizado ndo foi possivel a identificacdo do género e espécie. Apesar das
caracteristicas do parasito, aqui descritas, ndo foram suficientes para dar suporte a
identificacdo como uma nova espécie ou género, carecendo de uma identificacdo molecular e
ultraestrutural. Assim, a bexiga urinaria foi preparada para analises em microscopia eletrénica

de transmissdo, varredura e biologia molecular.
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5.4 Caracterizacao morfoldgica e molecular de Kudoa viseuensis n. sp. no musculo de B.
surinamensis

No tecido muscular esquelético do pacamdo foram observados cistos de cor
esbranquicada em formato ovoide (Figura 25A), e quando comprimidos entre lamina e
laminula, houve a liberacdo de varios esporos com quatro capsulas polares de forma piriforme
e simétricas, com borda periférica das valvulas ligeiramente arredondada e sem projecdes
(Figura 25B e 25C), semelhantes aos pertencentes ao género Kudoa. Nao foi possivel

observar o nimero de voltas do filamento polar.

Figura 25 - Fotomicrografia de luz: A) Cisto esbranquicado (cabega da seta) encontrado na musculatura de B.
surinamensis (Barra de escala: 1000 um); B) Cisto (c) e numerosos esporos maduros (e) ap6s ruptura cistica
(Barra de escala: 100 um); C) Esporos a frescos (e) de K. viseuensis n. sp. no formato pseudoquadrado (Barra de
escala: 20 um); Inset: destaque para as capsulas polares (CP) em vista lateral (L) e em vista apical (A) (Barra de
escala: 10 pm) (DIC).

Y

Fonte: LPCA, 2018.

Sua infeccdo foi caracterizada pela formacgéo de cisto na musculatura do hospedeiro
(YOKOYAMA et al., 2012; KASAI et al., 2016; KASAI et al., 2017; SAKAI et al., 2018). Os
membros pertencentes a este género, apresentam tropismo do local de infecgdo por tecido
muscular, e assim como no presente trabalho, K. viseuensis esteve presente apenas na
musculatura esquelética de B. surinamensis, onde nenhum outro 6rgdo do peixe estava
parasitado, resultado semelhante verificado na espécie de Hyperoglyphe japonica que
apresentou K. ogawai apenas em seu tecido muscular (YOKOYAMA et al., 2012).

Em alguns casos, 0s cistos sdo relativamente faceis de detectar como os de K. trachuri
em Trachurus japonicus e K. thunni em Thunnus alalunga (MATSUKANE et al., 2011) que
ocorreram na musculatura desses hospedeiros. Abdel-Ghaffar et al. (2016) também observou
cistos macroscopicos de Kudoa pagrusi que infectavam fortemente as diferentes partes dos
masculos cardiacos de Pagrus pagrus. Porém, na maioria, a infecgdo é subclinica e os cistos
ndo sdo detectados a olho nu; assim, os peixes infectados sdo consumidos e 0s Varios esporos
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dentro da carne passam despercebidos (YOKOYAMA,; ITOH, 2005; WHIPPS; KENT, 2006;
SCHMIDT-POSTHAUS et al., 2012). Neste estudo, os cistos ndo eram visiveis no musculo
esquelético de B. surinamensis; e sim observados somente quando os tecidos musculares
foram comprimidos entre lamina e laminula sob um microscopio de luz, corroborando com as
observacdes de Shirakashi et al. (2014), na espécie Calotomus japonicus.

As secdes histoldgicas do tecido muscular mostraram que o parasito se desenvolveu
intracelularmente nas miofibrilas (Figuras 26A), localizados centralmente e envolvidos por
uma fina membrana que separava os esporos maduros do musculo hospedeiro. Verificou-se a
presenca de infeccBes individuais quando a formacéo cistica era observada dentro de uma
Unica fibra muscular (Figura 26B), ou, mdltiplas, quando dois ou mais cistos, se

desenvolviam dentro da mesma fibra (Figura 26C).

Figura 26 - Fotomicrografia de luz: A) corte histolégico longitudinal da musculatura esquelética contendo cisto
(*), ao longo do eixo da fibra muscular mostrando substituicdo pelo parasito; B) corte transversal mostrando
cisto do microparasito ocupando por¢do central da fibra muscular (cabega da seta) caracterizando a infeccéo
individual; C) Infeccdo multipla com cistos dentro de uma Gnica fibra muscular, separados um do outro e do
tecido muscular por uma fina membrana conjuntiva (setas) (Barras de escalg: 40 pm).

Fonte: LPCA, 2019.

Na andlise histoldgica verificou-se grande propor¢do da musculatura substituida por
cistos de Kudoa, formando um anel em torno dele (MORAN et al, 1999b;
KRISTMUNDSSON; FREEMAN, 2014). A presenca de multiplas infeccGes dentro de uma
Unica fibra também foi descrita por Lom et al. (1983) e Moran et al. (1999c).

Os resultados demonstraram que, embora houvesse alteracfes patologicas localizadas,
nenhum efeito na fisiologia ou comportamento do peixe foi detectada. A resposta do
hospedeiro varia muito entre as espécies de Kudoa, incluindo infiltracdo substancial de células

inflamatorias e formacdo de granuloma, ou em outras situagdes, sem nenhuma resposta do
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hospedeiro observada (WHITAKER et al., 1996; CASAL et al., 2008; DYKOVA et al.,
2009).

Algumas espécies de kudoides sdo agentes patogénicos importantes nas pescarias
comerciais e na aquicultura, devido a sua patologia no hospedeiro como Kudoa yasunagai que
infecta o cérebro, causador de deformacgdo na coluna vertebral; Kudoa thyrsites (WHIPPS;
KENT, 2006) e Kudoa lateolabracis (YOKOYAMA et al., 2004), que provocam extensa
necrose post-mortem induzindo a degradacéo do tecido; Kudoa amamiensis (BURGER et al.,
2008) e Kudoa islandica (KRISTMUNDSSON; FREEMAN, 2014) sdo agentes responsaveis
pela formacdo de cisto inespecifico em filés de peixe; e Kudoa septempunctata que é o agente
causador de intoxicacdo alimentar (KAWAI et al., 2012). Essas patologias estdo associadas a
reducdo da comercializacdo do pescado na industria da pesca (DAVIES et al.,1998; WHIPPS
etal., 2003; HADFIELD, 2014).

Os dados morfométricos dos esporos de K. viseuensis apresentavam 7,15+ 0,20 um de
comprimento e 5,22 + 0,16 um de largura (Figura 27). Na visdo apical, as capsulas polares
mediam 1,81 £+ 0,15 um de comprimento € 1,33 £ 0,12 um de largura. Quando observado
lateralmente, verificou-se comprimento de 2,65 + 0,21 um e largura de 1,26 = 0,12 um. A
Tabela 3, apresenta as medi¢des dos comprimento e largura dos esporos, de capsulas polares
de espécies de Kudoa e o formato dos esporos em comparacdo com os dados do presente

estudo.

Figura 27 - Desenho esquematico de um esporo de Kudoa viseuensis n. sp. em vista apical (direita) e vista

lateral (esquerda) (Barra de escala =5 pm).
—— 72um

1.3um

;2.7 pm
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Por meio das comparages morfologicas verificou-se que os esporos pseudoquadrados
de K. viseuensis sdo claramente menores do que os de K. pleurogrammi, K. paraquadricornis,
K. quadricornis e K. alliaria (WHIPPS; DIGGLES, 2006; BURGER; ADLARD, 2010;

KASAI et al., 2016), embora outras espécies se enquadrem nas faixas morfométricas da
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Tabela 3 - MedicGes de esporos para K. viseuensis, e espécies relacionadas com dimensdes médias (um), desvio padrdo e intervalo entre parénteses relacionados com

musculos infectados.

Esporo (um)

Capsulas (um)

Espécie/autor Hospedeiro Forma do esporo
Larg Comp Larg (L*) Comp (L*) Larg (A*) Comp (A*)
Este estudo Batrachoides 5,2+0,2 7,1+0,2 1,3+0,1 2,6+0,2 1,31£0,1 1,840,1 Pseudo-quadrado
surinamensis (5,1-5,4) (6,9-7,4) (1,1-1,4) (2,4-2,9) (1,1-1,5) (1,6-2,0)
K. orbicularis Chaetobranchopsis 51 43 2,1 1,3
(AZEVEDO et al., 2016) orbicularis (4,2-5.8) (3,6-5,0) ND (1,7-2,6) (0,9-1,7) ND Quadrado arredondado
K. pleurogrammi Pleurogrammus 8,6 6,3 2,8 1,6
(KASAI et al., 2016) monopterygius 82-91)  (56-68) ND (2.7-2.8) (1,4-2,0) ND Subquadrado
K. rayformis Scomberomorus 50+0,3 54+0,2 1,7£0,2 2,3+0,2 19+0,2 19+0,3 Subauadrado
(SHIN et al., 2016) sierra (4,6-5,7) (5,0-5,7) (1,4-2,0) (1,9-2,6) (1,5-2,5) (1,5-2,6) g
K. islandica
Cyclopterus 7,4 4,8 1,7 15 Pseudo-quadrado
(KRISTMUNDSSON; ! ’ ND ’ ! ND
FREEMAN, 2014) lumpus (6,5-8,6) (4,1-5,1) (1,4-1,9) (1,2-1,8)
K. paraquadricornis Caranx 7,80,2 8,0+ 0,2 1,6+0,1 4,2+0,2 1,7£0,1 1,9+0,1 Subquadrado
(BURGER; ADLARD, 2010) ignobilis (7,3-8,2) (7,6-8,5) (1.3-1.7) (3.7-4.5) (1,5-1,8) (1,9-2,1)
K. quadricornis Carangoides 7,8+0,3 8,4+ 0,3 1,5+£0,1 4,3+0,2 1,7£0,1 2,0£0,1 Subquadrado
(BURGER; ADLARD, 2010) fulvoguttatus (7,2-8,3) (7,9-9,0) (1,4-1,8) (3,8-4,6) (1,5-1,8) (1,9-2,2)
K. inornata Cynoscion 59 54 Pseudo-quadrado
(DYKOVA et al., 2009) nebulosus (5860  (53.55) ND 2.7 ND ND
K. aliaria Macruronus 8,5 6,3 ND 2,6 1,6 ND Pseudo-quadrado
(WHIPPS; DIGGLES, 2006) magellanicus (7,8-9,2) (5,8-6,9) (2,3-2,8) (1,4-1,9)
K. rosenbuschi . . 4,5 3,21 Pseudo-quadrado
(ABOLLO etal., 2005) Merluccius hubbsi (4,2-4.8) (2,8-3.6) ND ND ND ND
K. paniformis Merluccius 59 5,0 ND 2,0 1,6 ND Pseudo-quadrado
(HERVIO et al., 1997) Productus (5,0-6,5) (4,5-6,0) (1,9-2,4) (1,4-1,9)

ND- Néo disponivel; L*-Lateral; A*- Apical.
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espécie atual, apresentando caracteristicas semelhantes como K. orbicularis e K. rayformis em
relacdo a largura do esporo e da cépsula polar, diferindo das outras medidas esporais
(AZEVEDO et al., 2016; SHIN et al., 2016). Quando comparado as dimensdes dos esporos
com K. rosenbuschi a presente espécie mostrou tamanho superior (ABOLLO et al., 2005).

A prevaléncia parasitaria de 86% foi inferior as taxas de infeccdo observadas de 100%
por Kudoa spp. em Plagioscion squamosissimus (OLIVEIRA et al., 2015) e 91% de K.
inortata em Cynoscion nebulosus (DYKOVA et al., 2009).

Uma sequéncia parcial com 1400 pares de base (bps) referente ao gene SSU rDNA foi
obtida a partir do sequenciamento dos esporos de K. viseuensis n. sp. encontrados na
musculatura de B. surinamensis. Esta sequéncia foi depositada no Genbank com nimeros de
acesso MK256272 (Figura 28).

Figura 28 - Arvore filogenética gerada pela inferéncia bayesiana (Bl), das sequéncias do gene rDNA parcial
SSU alinhadas de K. viseuensis n. sp. e myxosporeans relacionados. Os nimeros de acesso do GenBank sédo
mostrados ao lado dos nomes das espécies. Os nimeros nos nds sdo os valores de probabilidade posteriores
calculados pela BI. A nova espécie é destacada em negrito. Msl - masculos; Sid - sistema digestivo; Sin - sistema
Nervoso.
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A arvore filogenética gerada a partir da Inferéncia Baiesiana formou um grande clado,
denominado A, composto por espécies do género Kudoa, este se subdividiu em dois clados
com elevado suporte nodal. (Posterior Probabilidade), denominados Al e A2, onde a
formacédo de ambos foi fortemente influenciada pelo tropismo tecidual dos parasitos, sendo
que K. viseuensis n. sp. se agrupou no subclado A2. O clado Al é composto por Kudoa spp.,
que parasitam a musculatura, cérebro e intestino de peixes. No clado A2, que é basal ao clado
Al, se encontra K. viseuensis n. sp., que parasita a musculatura do peixe marinho B.
surinamensis, se agrupou com a espécie K. orbicularis (AZEVEDO et al., 2016), um parasita
da musculatura do peixe de agua doce Chaetobranchopsis orbicularis. K. orbicularis se
comportou como a espécie irma de K. viseuensis n. sp., sendo que ambas as espécies, além de
possuirem o mesmo sitio de infeccao pertencem a mesma regido geografica.

O outgroup é composto por espécies do género Unicapsula Davis, 1924, um membro
da ordem Multivalvulida Shulman, 1959, encontrados infectando musculatura dos seus
hospedeiros.

No agrupamento de mixosporidios, o tropismo tecidual é bem evidenciado pelos
kudoides (FIALA, 2006). Na arvore filogenética gerada pela inferéncia bayesiana (Bl), das
sequéncias do gene rDNA parcial SSU observamos o parentesco de espécies de Kudoa
infectando a musculatura com aqueles que infectam o sistema nervoso como Kudoa
neurophila (GROSSEL et al., 2005), Kudoa yasunagai (WHIPPS et al., 2004), Kudoa prunusi
(MENG et al., 2011), Kudoa lemniscati (MILLER; ADLARD, 2012), Kudoa chaetodoni e
Kudoa lethrini (BURGER et al., 2007); e no sistema digestivo temos Kudoa trifolia
(HOLZER et al., 2006), Kudoa ciliatae (BURGER et al., 2007), Kudoa cookii (HEINIGER et
al., 2013) e Kudoa dianae (DYKOVA et al., 2002), sendo que os Kudoa spp. que infectam
apenas 0s musculos esqueléticos, se distribuiam em diferentes clados nos principais grupos de
Kudoa.

Um novo alinhamento for the pairwise comparisons foi realizado somente com
algumas espécies de Kudoa spp (Tabela 4). Para a minima e méaxima distancia genética (p)
entre as sequéncias obtidas em relacdo a espécie nova foram respectivamente de 3.9% para K.
orbiculares (KM192365) e 4.9% para K. rosenbuschi (AY623795).
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Tabela 4 - Distancia genética (p) de algumas espécies de Kudoa spp. que infectam tecido muscular, mostrando
0s acessos do Genbank apds 0 nome da espécie.

Espécies (numero de acesso) 1 2 3 4 5 6 7
1 K. viseuensis n. sp. (MK256272) -
2 K. orbicularis (KM192365) 0.0360 -

3 K. pleurogrammi (LC097085) 0.0360 0.0360 -

4 K. paraquadricornis (FJ792715) 0.0360 0.0382 0.0211 -

5 K. quadricornis (AY078428) 0.0382 0.0405 0.0234 0.0022 -

6 K. rayformis (KR140014) 0.0420 0.0390 0.0271 0.0315 0.0338 -

7 K. inornata (FJ790311) 0.0420 0.0427 0.0241 0.0278 0.0300 0.0116 -

8 K. rosenbuschi (AY623795) 0.0495 0.0480 0.0293 0.0352 0.0375 0.0352 0.0315

O resultado do presente estudo sustenta a teoria das relaces biogeograficas, visto que
a nova espécie exibe uma estreita relacdo com espécies morfologicamente semelhantes de
Kudoa, sendo que ficou filogeneticamente mais proxima de K. orbicularis infectando o
mesmo tecido dentro de seus hospedeiros, em um clado bem suportado, pois sdo pertencentes
a mesma regido geografica, a Bacia Amazonica. Esta é a primeira espécie de Kudoidae com

dados moleculares descrita em aguas estuarinas brasileiras.

5.5 Analise dos parametros abioticos da agua

Na analise das variaveis abitticas da &gua foram avaliadas as variacfes para 0S
periodos mais chuvoso e menos chuvoso. Por meio das andlises obteve-se as seguintes
médias: temperatura de 26,5 °C, pH com 7,09; oxigénio dissolvido com 4,82 mg/L e a
salinidade apresentou valores de 15,4. Verificou-se que a pluviosidade é a principal
responsavel por determina o teor de salinidade no estuario, corroborando com os trabalhos de
Rosa Filho e Aviz (2013).

Os dados de prevaléncia parasitaria foram avaliados com o intuito de identificar
possiveis variagdes com relacdo a sazonalidade. Assim sendo, constatou-se que a prevaléncia
dos mixosporidios em B. surinamensis foi significativa, pois a espécie Kudoa viseuensis n. sp.
(Apéndice) na musculatura ocorreu em todo periodo de estudo, assim como Ellipsomyxa sp.
que apareceu na vesicula biliar em quase todos 0s meses estudados com excec¢do das coletas
realizadas nos meses de junho de 2017 e 2018. J& o mixosporidio ndo identificado infectando
a bexiga urinéria foram encontrados principalmente nos periodos secos, porém sua presenca
foi constatada nos meses de fevereiro de 2017 e 2018. Na espécie M. americanus houve a

presenca de xenomas de Microsporidium sp. apenas em periodos de estiagem referente aos
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meses de agosto a outubro de 2017 e 2018. Desse modo observou-se que as taxas de infeccéo
para determinados parasitos foram influenciadas pelos periodos chuvosos e os de estiagem.

Para Tavares-Dias et al. (2000) a ocorréncia de multiparasitismo pode estar
relacionado em maior ou menor grau aos efeitos dos fatores abidticos como a temperatura, o
oxigénio dissolvido e a salinidade em conjunto com os fatores bioticos.

O desempenho do hospedeiro e do parasito em resposta aos gradientes ambientais
podem ser um importante preditor geral de como 0s hospedeiros responderdo fisiologicamente
as mudancas ambientais (GEHMAN et al., 2018). Essas respostas podem influenciar
profundamente a dindmica populacional e as interacBes entre espécies de populacdo
hospedeira (LAINE, 2008; SCHOEBEL et al., 2011; DONEY et al., 2012). A quantificacdo
da sensibilidade ao ambiente em caracteristicas de hospedeiros e seus parasitos €
particularmente importante pois pode alterar a disseminacdo e transmissdo de doencas
infecciosas, incluindo aquelas de preocupacéo de saude publica (GEHMAN et al., 2018).

A temperatura, por exemplo, é conhecida por influenciar o desempenho do hospedeiro
infectado por patogenos prejudicando o comportamento do hospedeiro de modo que alteram
seu risco de exposicdo a patdgenos (SMALL; COHEN, 2004; SAINO et al., 2007). Os
regimes de temperatura no parasitismo podem diminuir ou aumentar, e ainda influenciar
diferencialmente os processos de desempenho de parasitos e hospedeiros, como reproducdo e
a sobrevivéncia (LAFFERTY; HOLT, 2003; GEHMAN et al., 2018).
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6 CONCLUSAO

No levantamento parasitoldgico foram diagnosticados dois géneros pertencentes ao
Filo Cnidaria (Subfilo Myxozoa) e um pertencente ao Filo Microsporidia.

A presente investigacdo indicou multiparasitismo apenas em B. surinamensis onde
foram encontrados os microparasitos como Ellipsomyxa sp. na vesicula biliar com 56% de
prevaléncia, um mixosporidio ndo identificado infectando a bexiga urinaria com prevaléncia
de 48%, e caracterizou-se uma nova espécie pertencente ao género Kudoa (Kudoa viseuensis
n. sp.) por meio de dados morfologicos e moleculares infectando a musculatura esquelética
com prevaléncia parasitaria de 86%.

Na espécie M. americanus houve a presenca de esporos de Microsporidium sp.
pertencentes ao filo Microsporidia com 20% de prevaléncia que acarretaram ao hospedeiro
autolise e consequentemente destruicdo das células locais do revestimento gastrico.

As infeccOes apresentadas por essas espécies de mixosporidios e microsporidios ainda
ndo haviam sido descritas na literatura para esses dois peixes alvos. Entretanto, carecem de
estudos mais detalhados em microscopia eletrdnica de transmissao e varredura, e de biologia
molecular, para a confirmacao das espécies parasitarias.

Assim, esses peixes estudados constituem um grupo de hospedeiros de grande
importancia para as pesquisas sobre microparasitos eucariotos nas regides de estuario na
Amazonia. Dessa forma os resultados deste trabalho contribuem para o conhecimento do
estado sanitario de B. surinamensis e M. americanus frequentes nas pescarias artesanais
realizadas no estuario do municipio de Viseu-Pard, e evidenciamos a necessidade de se
intensificar o estudo da diversidade e do potencial patogénico destes parasitos da ictiofauna

amazonica.
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ANEXO 1 - Folha de aprovacéo da Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFRA)

(i

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DA AMAZONIA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

ATESTADO
Protocolo 013/2014 (CEUA) — 23084.007833/2014-28 (UFRA)

Titulo do Projeto: Ag¢do microparasitaria em hospedeiros aquaticos de interesse
econdmico na Amazonia.

Docente/Pesquisador Responsavel: Prof. Dr. Edilson Rodrigues matos

Instituicdo: Instituto da Salde e Produgdo Animal — ISPA / UFRA
PARECER

O Comité de Ftica no Uso de Animais da UFRA, apreciou o protocolo acima e
verificou que foram atendidas todas as exigéncias da Lei Federal 11.794/08 (Lei
Arouca), sendo respeitados os Principios Eticos da Experimentagdo Animal do CONCEA.
Portanto, manifesta-se pela sua aprovagao.

Parecer: APROVADO

Liberado para o inicio da pesquisa sendo obrigatério a entrega nesta CEUA do relatério
semestral e de conclusdo ao final da pesquisa. Comunicar por escrito, toda e qualquer
modificagdo no projeto/plano de ensino.

Belém, 28 de maio de 2014.

o o © it
Profa. Dra. Ana Silvia Sardn elro

Coordenadora CEUA/UFRA
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ANEXO 2 - Ficha para coleta de material laboratorial

dessequals
Universidade Federal Rural da Amazénla
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DATA:

ESPECIE:

LOCAL DE COLETA:

SEXO:

N° de REGISTRO:

PESO TOTAL:

PESO EVISCERADO:

COMPRIMENTO TOTAL:

COMPRIMENTO PADRAO:

ANALISE DA PRESENCA DE PARASITAS:

OBSERVACOES:
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ANEXO 3 - Ficha de processamento para Microscopia de Luz

sQuis
(o0 DE PESQUISA CaRy g
o = 5 T >
& °

‘? Tetrawronema desasquals Areedo b Melos, 1358 =

Foculdags de Clancias Agraras do Pars

PREPARACAO DE MATERIAL PARA MICROSCOPIA DE LUZ

MATER LA e N I DATA...... Freeeed [

( )NORMAL
( ) ESPECIAL

OBS: ANTES DE INICIAR A COLHEITA DO MATERIAL BIOLOGIC O  PREPARAR TODO O
INSTRUMENTAL E MATERIAL NECESSARIO E INDISPENSAVEL AO TRABALHO

OBS: PREPARACAO DE “BONECA DE GAZE” COM O MATERIAL PARA SER PROCESSADO

INICIO FIM 0OBS

FIXACAO : TEMPERATURA AMBIENTE
FORMOL AQ 10% / DAVIDSON / AFA / OUTRO HS

LAVAGEM EM AGUA CORRENTE HS

DUPLA FIXACAO HS

DESIDRATACAO ESPECIAL

ALC 30 30" H ... TH o

ALC 300 (%) 300 H ... 1H .

ALC 30 60" o 1H 1H .

ALC 30 60" .. H ... 1H . .

ALC ABSIIL..... 30 60" ... 1H ... DH oo e

ALC XILOL 30 1H ... TH i i e

DIAFANIZACAO (CLAREAMENTO)
XILOL / BENZOL I 303024
XILOL / BENZOL IT

IMPREGNACAO EM ESTUFA A 60 °C

BANHO DE PARAFINAI 30 30 24H L il
BANHO DE PARAFINA II 30" 60...24H . -
BANHO DE PARAFINA IIT 3060 24H il

INCLUSAO EM PARAFINA : TEMPERATURA AMBIENTE
INCLUSAO e e
TOTAL

OBSs: (*) PODE DEIXAR A NOITE NO ALCOOL, MAS NUNCA NO XILOL OU BENZOL. EM
TEMPERATURA AMBIENTE. SOMENTE EM CASOS ESPECIAIS.



ANEXO 4 - Ficha de processamento para Microscopia Eletrénica de Transmissao

ESQUI
bﬂo DEP SAC*R'LOS
STy,
= %
o

eweco & Malos, 1938

MATERIAL e N [ — DATA

( )NORMAL
() MICROPARASITAS

OBs: ANTES DE INICIAR A COLHEITA DO MATERIAL BIDLOGICO PREPARAR TODO O
INSTRUMENTAL E MATERIAL NECESSARIO E INDISPENSAVEL AO TRABALHO

INICIO FIM OBS
FIXACAO
GLUTARALDEIDO (T) 2/2.5/3.0/3.0 4°C_.1/2/3 HS e
LAVAGEM (T)..oooooooo 4°C___1/2HS (%) e
OSMIO(T)1/1.5/2/2.5 %o
DESIDRATACAO
ATC 50 30
ALC 75 300 (%)
ALC 90 30
ALC 95 30

ALC ABSL..... .30
ALC ABSIT........30
ALC ABSII.......30

0X PROPI... 15'

OX PROPII..... 15

0OX PROPII..... 15'

IMPREGNACAO

OX PROP+ EPON (A+B) (3:1).... 30...30'

OX PROP+ EPON (A+B) (2:1)... 3060

OX PROP+ EPON (A+B) (L:D).... 30'*...60'

OX PROP+ EPON (A+B) (1:2)... 3060

OX PROP+ EPON (A+B) (1:3)... 3060

EPONTOTAL AMBIENTE 30V60...120' _1224H . i
EPONTOTAL ESTUFA60°C 30'..... 30 3060 s e e
INCLUSAO:

ENCAPSULAR E MANTER EM ESTUFA A 60° C..3 DIAS oot oo oo

OBS: (*) PODE DEIXAR A NOITE A 4°C
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ANEXO 5 - Ficha de processamento para Microscopia Eletrénica de Varredura

ESQUI
R DE P._._ SA CARLDS

5 %{%
o

MATERTAL et Ne [— DATA

( )NORMAL
() MICROPARASITAS

OB5: ANTES DE INICIAR A COLHEITA DO MATERIAL BIDLOGICO PREPARAR TODO O
INSTRUMENTAL E MATERIAL NECESSARIO E INDISPENSAVEL AO TRABALHO

INICIO FIM OBS

FIXACAO

GLUTARALDEIDO (T) 2/2.5/3.0/5.0 4°C...1/2/3 HS et et e
LAVAGEM (T)........... S
OSMIO(T)1/1.5/2/25% . e e
DESIDRATACAO

ALC 50 300 300 L IH L AH
ALC 75 300 (0 300 L IH L AH
ALC 90..nn, 300 60" el TH e TH e s e,
ALC 95, 300 60" el IH o TH e s e,
ALC ABSI......300 60" . IH 2H o
ALC ABSIL......30° 60" . AH . 2H o

ALC ABSIL... .. .30
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ANEXO 6 - Ficha de coleta de campo.

Universidade Federal Rural da Amazénia

COLETA N

DATA DA COLETA:  / /

LOCAL:

COORDENADAS GEOGRAFICAS:
APETRECHO DE PESCA UTILIZADO:
ESPECIE COLETADA:

N° DE EXEMPLARES:
TEMPERATURA DA AGUA:
OXIGENIO DISSOLVIDO:

PH:

SALINIDADE:
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