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RESUMO

O estudo relata os aspectos morfolégicos em microscopia de luz (ML) e eletronica de
varredura de coccidios e de mixosporidios encontrados parasitando branquia, vesicula biliar e
figado, do peixe teledsteo H. malabaricus (Bloch, 1794), coletados nos municipios de
Cachoeira do Arari e Salvaterra llha de Marajo/PA. A prevaléncia de infeccdo foi de 70%
para mixosporidiose e 100% para a coccidiose. Na mixosporidiose por Myxobolus, 0s cistos
contendo os esporos estavam localizados entre os filamentos branquiais, com formato
alongado e coloragdo esbranquicada; os esporos com corpo piriforme, medindo 11,87 £ 0,74
um de comprimento e 7,65 + 0,43 um de largura e apresentavam duas capsulas polares com
5,04 £ 0,38 um de comprimento e 2,32 + 0,15 pum de largura, contendo um filamento polar
com aproximadamente 5-7 voltas. Na mixosporidiose por Ellipsomyxa, os plasmdédios
dispdricos com formato irregular e os esporos alongados, estavam localizados na parede e luz
da vesicula biliar, respectivamente. Os esporos de Ellipsomyxa apresentaram 0s seguintes
dados morfométricos: comprimento de 6,7 = 0,22um, largura de 3,25 + 0,27um, apresentando
duas capsulas polares iguais de 1,97 + 0,30um de comprimento e 1,87 + 0,44um de largura; o
namero de voltas do filamento polar variou de 5 a 6 voltas. Com base na morfologia dos
esporos, conclui-se que as espécies pertencem a familia Myxobolidae, géneros Myxobolus e
Ellipsomyxa, e provavelmente indicam serem espécies novas. Na coccidiose, 0s oocistos
estavam disseminados em todo parénguima hepatico, e de acordo com a morfologia observada
em ML (vacuolos parasitéforos contendo 4 espocistos, cada um com 2 esporozoitos), conclui-
se que esta espécie pertence a familia Calyptosporidae, género Calyptospora. Esses dados
permitem descrever um novo hospedeiro para Myxobolus, Ellipsomyxa e Calyptospora.

Palavras-chave: Morfologia, Mixosporidio, Coccidio, Branquia, Figado, Peixe teledsteo.



ABSTRACT

The study reports the morphological aspects of coccidian and myxosporids under light (LM)
and electron microscopy. They were found parasitizing gill, gall bladder and liver, fish teleost
Hoplias malabaricus (Bloch, 1794), collected in Cachoeira do Arari and Salvaterra
municipalities, Marajé Island / PA. The prevalence of infection was 70%, and 100% for
mixosporidiose and coccidiosis, respectively. In mixosporidiose by Myxobolus, the cysts
containing the spores were located between the gill filaments elongated shape and whitish;
spores with pear-shaped body, measuring 11.87 £ 0.74 um in length and 7.65 + 0.43 um in
width and they had two polar capsules with 5.04 £ 0.38 um in length and 2.32 £ 0.15 um in
width, containing a polar filament with about 5-7 turns. In mixosporidiose by Ellipsomyxa,
the diasporic plasmodium had irregularly shape and elongate spores. They were located on the
wall and light gallbladder, respectively. The Ellipsomyxa spores presented the following
morphometric data: Length 6.7 £ 0.22 pum, width of 3.25 + 0.27um with two equal polar
capule of 1.97 £ 0.30 pm long and 1.87 % 0.44 um wide; the number of turns of the filament
polar ranged from 5 to 6 turns. The morphological characteristics of the spores suggest that
the species belong to the family Myxobolidae and Myxobolus (Genus Ellipsomyxa) in which,
they are probably a new species. In coccidiosis, the oocysts were disseminated throughout
liver parenchyma, and by observations under ML (parasitophorous vacuoles containing 4
espocistos, each with two sporozoites), strongly suggests to be species belonging to the
Calyptosporidae family, genus Calyptospora. These data describe a new host for Myxobolus,

Ellipsomyxa and Calyptospora.

Keywords: Morphology, myxosporean, coccidia, gill, liver, teleost fish.
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CAPITULO I - CONSIDERACOES GERAIS

1. INTRODUCAO GERAL

A atividade pesqueira constitui, hoje, um dos principais desafios ao processo de
desenvolvimento regional, sobretudo em relacdo a necessidade de conciliar a conservacao dos
sistemas naturais e a utilizacdo racional dos recursos provenientes destes, favorecendo a
ado¢cdo de um modelo de desenvolvimento que associe 0s aspectos sociais, ecologicos e
econdmicos (FIDALGA; SEIXAS; AZEITEIRO, 2014).

No Brasil, esta atividade é praticada desde os tempos de colbnia e estd entre as
atividades econdmicas mais antigas e tradicionais (RODRIGUES; GIUDICE, 2011).
Atualmente, o Pais produz aproximadamente 2 milhdes de toneladas de pescado, sendo 40%
cultivados. A atividade gera um PIB pesqueiro de R$ 5 bilhGes, mobiliza 800 mil
profissionais entre pescadores e aquicultores e proporciona 3,5 milhdes de empregos diretos e
indiretos. O potencial brasileiro é enorme e o Pais pode se tornar um dos maiores produtores
mundiais de pescado (MPA, 2014).

A pesca na AmazoOnia se destaca em relacdo as demais regides brasileiras, tanto
costeiras quanto de aguas interiores, pela riqueza de espécies exploradas devido ser um
ambiente aquatico de alta produtividade bioldgica, suportando uma biomassa de espécies de
peixes exploradas por frotas pesqueiras artesanais e industriais (OLIVEIRA; FREDOU;
LUCENA, 2007).

O peixe é o principal alimento da regido amazbnica em funcdo de sua grande
disponibilidade, tornando a pesca uma das atividades de maior expressdo social e econémica
da regido (PETRERE 1978; CERDEIRA et al., 1997; BATISTA; PETRERE, 2003;
BARTHEM; GOULDING, 2007).

O Para é o maior produtor de pescado do Brasil, englobando a pesca industrial, artesanal
e piscicultura que em 2013 totalizou 728.393,80 t de pescado, sendo 670.961 da pesca
artesanal (92,1%); 41.250 da pesca industrial (5,7%) e 16.182 da piscicultura (2,2%)
(SEPAQ, 2015).

A regido Neotropical abriga uma rica fauna de peixes de agua doce, com cerca de 4.400
espécies descritas (FROESE; PAULY, 2013), representando mais de 10% dos peixes do
mundo. Os peixes neotropicais de agua doce pertencem majoritariamente ao grupo
Ostariophysi, que se dividem em cinco ordens, das quais trés ocorrem no Brasil:
Characiformes (Astyanax bimaculatus, Piaractus brachypomus, Hoplias malabaricus, entre

outros), Gymnotiformes (Apteronotus albifrons, Electrophorus electricus e Gymnotus carapo)
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e Siluriformes (Ictalurus melas e Pseudoplatystoma corruscans). A ordem Characiformes
com cerca de 1.200 espécies, e a Siluriforme com cerca de 1.300 espécies (AGOSTINHO et
al., 2007).

A bacia amazonica abriga a maior e mais diversa ictiofauna do mundo, tendo mais de
1.500 espécies contabilizadas (MONTAG et al., 2008). Os peixes sdo 0s vertebrados mais
parasitados por serem 0s mais antigos na terra, além de habitarem ambientes aquéaticos que
facilitam a transmisséo e a disperséo dos parasitos (MALTA, 1984; AHID et al., 2009).

Os parasitos tém sido reconhecidos como importantes componentes dos ecossistemas,
especialmente por sua participacdo na dindmica das redes alimentares (MORLEY, 2012).

Os microparasitos possuem uma distribuicdo mundial, podendo afetar todas as espécies,
de aguas tropicais e polares, em qualquer que seja o ambiente do hospedeiro. Além do
conhecimento da fauna parasitaria, estudos sobre as comunidades de parasitos de peixes e
suas relagdes com os hospedeiros sdo de grande importancia, pois os parasitos desempenham
papel-chave nos ecossistemas, regulando a abundancia ou a densidade das populagdes
hospedeiras, estabilizando as cadeias alimentares e a estrutura das comunidades animais
(ZRNCIC et al., 2009; AZEVEDO et al., 2011). Dentre os parasitas que ocorrem em
organismos aquaticos, podemos destacar espécies pertencentes ao filo Myxozoa e filo
Apicomplexa (Animalia; Metazoa), onde estes contribuem com grande parte dos
microrganismos causadores de doencas em peixes. A maioria dos mixosporidios parasitam
peixes, tanto de ambiente natural, como de sistemas de criaces, sendo algumas espécies
responsaveis por doencas que geram altas taxas de mortalidade em todo o mundo (LOM;
DYKOVA, 2006). Os microparasitos do filo Apicomplexa, sio considerados parasitos
intracelulares obrigatorios, encontrados principalmente nas regiGes intestinais dos seus
hospedeiros, podendo infectar todas as classes de vertebrados e invertebrados (MOLNAR,
2006).

A presenca de parasitos em organismos aquaticos reflete na producdo aquicola e
extrativista, sanidade e no desenvolvimento dos hospedeiros, podendo levar a perdas
econbmicas na atividade (ROCHA et al., 2013). O conhecimento da fauna parasitaria de
peixes € uma ferramenta que colabora com a conservacdo da biodiversidade (LUQUE;
POULIN, 2007). Contudo, o levantamento parasitario, do presente trabalho, pode subsidiar na
identificacdo morfologica dos parasitos no hospedeiro que podem ocorrer na regido da llha do
Marajo-PA.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Caracterizar os microparasitos de H. malabaricus, provenientes dos municipios de
Cachoeira do Arari e Salvaterra, ilha de Marajo/PA.
2.2 Objetivos especificos
v' Identificar os parasitos encontrados na espécie hospedeira;

v Avaliar as alteracdes histopatoldgicas nos tecidos parasitados;

v' Identificar a ocorréncia de multiparasitismo;
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1 Consideracdes gerais

Os peixes constituem o grupo de vertebrados com maior nimero de espécies,
aproximadamente 32.500 (FROESE; PAULY, 2013).

S&o animais aquaticos que pertencem a Superclasse Pisces, Subfilo Vertebrata, filo
Chordata. Constituem a maioria dos vertebrados, embora estejam classificados como um
grupo comum, ndo representam uma classe homogénea. Exibem uma grande diversidade
morfolégica e de ciclos de vida, de acordo com os habitats que ocupam. Séo divididos em trés
grandes grupos: peixes considerados “primitivos”, que ndo possuem mandibula, chamada
Superclasse Agnatha; Classes Chondrichthyes e Osteichthyes (alguns Sarcopterygii e todos
Actinopteryggi) (INSTITUTO HORUS, 2015).

3.2 Traira, Hoplias malabaricus Bloch, 1794
3.2.1 Ordem Characiforme

Ordem grandemente representada na regido neotropical, engloba os peixes com o
corpo coberto por escamas cicloides e as nadadeiras pélvicas em posicdo abdominal
(BAUMGARTNER, et al., 2012).

Os Characiformes séo peixes restritos, basicamente, a ambientes de dgua doce e que
possuem grande diversidade morfoldgica no formato do corpo, estruturas maxilares, denticdes

e anatomia interna e estdo representados aproximadamente por 1.300 espécies (ROSA, 2006).

3.2.2 Familia Erythrinidae

Esta familia faz parte de um grupo exclusivo da América do Sul composta por trés
géneros e 17 espécies (OYAKAWA 2003; OYAKAWA; MATTOX, 2009). No Brasil os trés
géneros estdo presentes, no entanto, em numero reduzido de espécies: Erythrinus com duas
especies (Erythrinus erythrinus e Erythrinus kessleri); Hoplerythrinus uma espécie
(Hoplerythrinus unitaeniatus) e Hoplias, incluindo sete espécies (Hoplias aimara, Hoplias
australis, Hoplias brasiliensis, Hoplias curupira, Hoplias lacerdae, Hoplias malabaricus e
Hoplias microcephalus) (OYAKAWA:  NETTO-FERREIRA, 2007; OYAKAWA;
MATTOX, 2009).

Com comportamento sedentario e emboscador, as espécies dessa familia ndo realizam
grande migracOes, deslocando-se 0 minimo possivel. Seus exemplares caracterizam-se por

apresentar corpo cilindrico, nadadeira caudal arredondada, nadadeira dorsal com 8 a 15 raios,
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nadadeira anal com 10 ou 11 raios, nadadeira adiposa e fontanela ausentes e apresentam
varios dentes caniniformes (OYAKAWA, 2003).

3.2.3 Género Hoplias

O género Hoplias, apresenta dentes caninos no maxilar e nadadeira dorsal longa, o que
o difere de outros. Possui uma grande capacidade de adaptacdo a diferentes condicdes
ambientais. Sdo peixes conhecidos vulgarmente como: trairas e trairdes e estdo amplamente
distribuidos na Regido Neotropical, sendo encontrados em todos os estados brasileiros
(VITORINO et al., 2007).

3.2.4 Espécie H. malabaricus

Possui caracteristicas responsaveis pelo sucesso adaptativo como resisténcia a variacao de
temperatura, ao estresse hidrico e ao jejum, o que possibilita sua sobrevivéncia as condicGes
extremas (LORO, 2010), além disso, apresenta grande importancia na pesca artesanal com
apreciado valor comercial (BARROS et al., 2007). Quanto as caracteristicas morfolégicas,
este peixe apresenta o corpo alongado e cilindrico, com coloracdo variando de parda a
marrom, a cabeca alargada com boca ampla e ramo mandibular saliente. A nadadeira caudal é
arredondada com pontos escuros, as vezes ordenados formando faixas. O dorso e lado do
corpo apresentam manchas escuras ou barras irregulares e trés listras inconspicuas atras dos
olhos (BIZERRIL; PRIMO, 2001).

3.3 Parasitos de peixes

Os peixes sdo os vertebrados que apresentam os maiores indices de infeccdo por
parasitos, devido as caracteristicas proprias do meio aquatico, que representa um ambiente
favoravel para o acesso e a penetracdo de patogenos, sobretudo em locais sujeitos as acgoes
antrdpicas que muitas vezes pode gerar poluicdo (PAVANELLI et al., 2008).

Os danos causados por doencas parasitarias, dependem de vérios fatores como: o
grupo do parasito em questdo, a sua localizacdo e 0 modo particular como atuam sobre o
hospedeiro. Dentro deste contexto, o conhecimento das lesGes provocadas séo importantes,
uma vez que os 6rgdos afetados reagem a presenca dos parasitos, que provocam infecces,
implicando na diminuicdo ou perda da respectiva atividade dos mesmos, que nos casos mais

graves, provocam a morte do hospedeiro (PAVANELLI et al., 2008).
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O conhecimento sobre 0s parasitos de peixes € de particular interesse ndo apenas em
relacdo & saude dos hospedeiros, mas também para entender a relagdo hospedeiro parasito-
ambiente (RAKAUSKAS; BLAZEVICIUS, 2009; TAKEMOTO et al., 2009; MOREIRA et
al., 2009; MOREIRA et al., 2010; YAMADA et al., 2012; LACERDA et al., 2012).
Consequentemente tem aumentado os estudos sobre parasitos em espécies de peixes de
diferentes ecossistemas (ROHDE et al., 1995; RAKAUSKAS; BLAZEVICIUS, 2009;
TAKEMOTO et al., 2009; LACERDA et al., 2012). Segundo, Eiras et al. (2011), sugerem
que esses estudos devem ser direcionados ndo apenas para as espécies de peixes de
importancia econdmica, mas também para os demais, devido a sua importancia biologica. O
conhecimento das relagBes ecoldgicas entre 0s parasitos, seus hospedeiros e do meio ambiente
em que vivem é extremamente importante para evitar perdas econdmicas significativas
(LIZAMA et al., 2007). Dentre os microparasitos que afetam o0s peixes, encontrou-se

parasitando a espécie em estudo os pertencentes aos filos Myxozoa e Apicomplexa.

3.4 Mixosporidios

Os mixosporidios estdo entre 0s microparasitos mais importantes observados em
espécies de peixes marinhos e de &gua doce, que podem parasitar varios 6rgdos, causando
perdas econdémicas (SARDELLA et al., 1987; CASAL et al., 2002; MORAES; MARTINS,
2004; ESZTERBAUER et al., 2006). Sdo encontrados livres nas cavidades (celozéicos),
dentro das células e tecidos (histozdicos), e dentro de vasos sanguineos. Os principais
hospedeiros deste grupo sdo vertebrados aquaticos e, em alguns casos, invertebrados. A sua
patogenicidade esta relacionada com lesbes causadas por plasmédios em tecidos do
hospedeiro (LOM; DYKOVA,1992) ou a producdo de enzimas que degeneram o tecido
(KAWAI et al., 2012). Pertencem taxonomicamente ao filo Myxozoa Grassé, 1970, possuindo
mais de 2.200 espécies descritas, sendo a maioria parasitos de peixes, tanto de ambiente
natural como de sistemas de criacbes, dessas espécies Sdo responsaveis por doencas que
geram altas taxas de mortalidade em todo o mundo (LOM; DYKOVA, 2006). Dentre as
espécies pertencentes ao filo, 0 género Myxobolus possui 905 espécies descritas (FROESE;
PAULY, 2013).
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3.4.1. Filo Myxozoa Grassé, 1970

Os representantes do filo Myxozoa, sdo parasitos de animais vertebrados e
invertebrados, formados por células eucaridticas, com auséncia de algumas estruturas
celulares, tais como, centriolos e flagelos, apresentando mitocondrias e complexos funcionais.
Os representantes deste filo apresentam morfologia variada (Figura 1), uma ou mais valvas,
presenca ou auséncia de projecOes caudais, interiormente, 0s esporos possuem um ou mais
esporoplasma, que corresponde a regido infectante, uma ou mais cdpsulas polares, as quais
contém um Unico filamento polar que é extruido e tem fungdo de ancoragem. Este filo se
divide em duas classes: Myxosporea (esporos de valvas rigidas) e Malacosporea (esporos com
valvas ndo rigida). A classe Myxosporea € composta por duas ordens: Bivalvulida (esporos
compostos por duas valvas e geralmente duas capsulas polares) e Multivalvulida (esporos
com mais de duas valvas e mais de duas capsulas polares) (KENT et al., 2001; LOM,;
DIKOVA, 2006).

Figura 1: Morfologia dos principais grupos de mixosporidios: A — Myxobolus; B — Ellipsomyxa; C — Henneguya
e D — Kudoa.

Fonte: LPCA, 2015.
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3.4.2 Classe Myxospora Bitschli, 1881
A classe Myxosporea é formada atualmente por 65 géneros, dentre os principais

géneros de mixosporidios causadores de doencas em peixes, encontra-se 0 Henneguya (Figura
2) e 0 Myxobolus (Figura 3). A presenca dos cistos destes parasitos podem causar Varios tipos
de lesdes ao hospedeiro, como hemorragias, lesdes cutdneas, focos inflamatorios nas
branquias e superficie corporal, reducdo da eficiéncia respiratoria e alteracdes
comportamentais, dependendo do 6rgao parasitado (MARTINS et al., 2000; PAVANELLI;
EIRAS; TAKEMOTO, 2008).

O género mais abundante de mixosporidios é o Myxobolus apresentando
aproximadamente 905 espécies. Em seguida, o género Henneguya que possui cerca de 204
espécies conhecidas (FROESE; PAULY, 2013; LOM; DYKOVA, 2006); como também
existem outros géneros que sdo encontrados em peixes, sdo: Myxidium (Figura 4A) e
Triangulamyxa (Figura 4B) Tetrauronema (Figura 5) e Ellipsomyxa (Figura 6) (Matos et al.,
2005; 2014).

Figura 2 - Imagem em DIC de Henneguya jocu sp. nov., mostrando 0s processos caudais (setas).

Fonte: AZEVEDO et al. (2014).
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Figura 3 - Imagem de esporo de Myxobolus lomi sp. nov.

Fonte: AZEVEDO et al. (2014).

Figura 4 - A- Esporos de Myxidium, observados a fresco; B- Esporo de Triangulamyxa amazonica.

Fonte: LPCA, 2015; MATOS et al., 2005.

Figura 5 - Esporos de Tetrauronema desaequalis, em vista frontal.

Fonte: LPCA, 2014.
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Figura 6 - Esporo de Ellipsomyxa gobioides nov sp., mostrando a extruséo dos filamentos polares (setas)

Fonte: MATOS et al. (2013).

O ciclo de vida dos mixosporideos ocorre paralelamente em dois hospedeiros: um
vertebrado - peixe - e um invertebrado — oligoqueta. Esse ciclo é indireto, heteroxeno, onde se
observam dois estagios: um chamado myxosporeo e outro actnosporeo. O estagio mais
evidente € o mixosporeo, encontrado no hospedeiro intermediario (peixes) (KENT et al.,
2001; LOM; DIKOVA, 2006; PAVANELLI; EIRAS; TAKEMOTO, 2008) (Figura 7).

Figura 7- Desenho esquematico do ciclo de vida de um mixosporidio. a) hospedeiro definitivo b) actinosporo c)
hospedeiro intermedidrio e d) mixdsporo.

Fonte: CASAL (2009)

Nos hospedeiros intermediarios, a fase de esporogonia tem inicio com o
envolvimento de uma ceélula esporogbnica, desenvolvida e protegida por uma célula, o
pericito (fagocito). Dentro do pericito, a célula esporogdnica divide-se, sucessivamente, por
meio de nucleocinese e citocinese, originando células uninucleares, ou ainda, divisao de uma
célula na qual ocorre apenas uma nucleocinese, originando uma célula binucleada, a célula
esporoplasmética (Figura 8).
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Figura 8 - Esquema do ciclo de vida de um mixosporidio no hospedeiro intermediario. Mostrando a fase em que
a célula pericitica: (a) comeca a englobar a célula germinativa (b) (1). A célula germinativa fica completamente
envolvida pelo pericito (2). A célula germinativa divide-se sucessivamente em duas células (3) e em 4 células
(4). No final da divisdo, o esporo (monoespérico - 5) é constituido por 5 células diferenciadas em 2 células
valvogénicas (d), 2 células capsulogénicas (e) e uma célula binucleada — o esporoplasma (c). Esporo (6).

Fonte:MATOS et al. (2001).

De acordo com (THATCHER, 2006) cistos de mixosporidios sdo encontrados dentro
ou sobre as branquias, sob a pele e em drgdos internos, como musculo, figado, bago e parede
intestinal. As doencas de branquias associadas com os mixosporidios incluem: fusdo das
lamelas, inflamacdo, hiperplasia, atrofia e necrose celular (FEIST, LONGSHAW, 2006;
THATCHER, 2006).

3.4.3 Género Myxobolus Bitschli, 1882

As espécies classificadas no género Myxobolus foram relatados a partir de um grande
nimero de peixes que vivem em ambientes marinhos e de agua doce. E o maior género
dentro da classe Myxosporea tanto em termos de nimero e frequéncia de espécies (OZAK et
al., 2012). Sao listadas 905 espécies de Myxobolus infectando varias especies de peixes de
regibes geograficas diferentes (FROESE; PAULY, 2013).
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3.4.4 Género Ellipsomyxa Kgie, 2003

Mixosporidio de paredes finas, elipsoides, com linha de sutura, perpendicular ou
formando um angulo reto em relacdo ao eixo espessura (longitudinal). Em vista apical,
apresentam duas cépsulas polares, esféricas a piriformes, as quais descarregam o filamento
polar em lados opostos, a alguma distancia, a partir da extremidades do esporo. Os esporos se
desenvolvem em plasmodios monospdricos ou disporicos, na vesicula biliar de peixes
marinhos e de 4gua doce (LOM; DYKOVA, 2006).

3.5 Filo Apicomplexa Levine, 1970

O filo apicomplexa, compreende um conjunto grande e heterogéneo de parasitos
intracelulares obrigatorios de importancia médica e veterinaria. O maior subgrupo deste filo é
a subordem Eimeriorina Léger (1911), que contém organismos referidos coletivamente como
coccidios. Predominantemente parasitos intestinais, podem infectar todas as classes de
vertebrados e invertebrados. Constitui um grupo de microrganismos de vida intracelular, com
todo o ciclo de vida ocorrendo nas células hospedeiras englobando algumas formas
patogénicas e parasitarias que ocorrem principalmente em moluscos bivalves e peixes
(MATOS et al., 2004).

O ciclo de vida nos peixes abrange dois tipos de hospedeiros, mondxeno (o ciclo
acontece em um Unico hospedeiro) e o heteréxeno (realizam seu ciclo em pelo menos dois
hospedeiros). Podem apresentar estadgios imdveis, sendo que o esporozoito, que é a forma
infectante, pode ter movimentos quase imperceptiveis. Apresenta também, como
caracteristicas na maioria das espécies a formacdo de esporos ou oocistos (EIRAS, 1993).

Em microscopia de luz, pode se observar vacuolos parasitéforos ou oocistos, contendo
em seu interior 04 esporocistos, com dois esporozoitos cada (Figura 9). A forma dos
esporocistos varia de arredondada a elipsdide. Os vacuolos parasitéforos tem localizacéo
preferencial no figado do hospedeiro, eventualmente podem ser encontrados no liquido
vesical e nas gbnadas (AZEVEDO; MATOS; MATOS, 1995).
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Dentre os Apicomplexas encontrados na ictiofauna amazonica, destaca-se o género
Calyptospora (Calyptosporidae) que pode ser facilmente observada em microscopia de luz,
principalmente na fase de esporo (AZEVEDO; MATOS; MATOS, 1993; 1995).

Figura 9 - A- Oocistos de Calyptospora sp observados a fresco (setas); B- Esquema de um oocisto destacando
0 esporocisto envolvido pelo véu (Ve).

.

A (2014) e AZEVEDO et al. (1993).

‘Fonte: LPC
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Area de estudo, colheita dos espécimes e dados ambientais

Caracterizacdo da area de estudo

Cachoeira do Arari (1° 00' S e 48° 57° 'W) e Salvaterra (00°45° S e 48° 31°W) estdo
localizadas nessas coordenadas geograficas, no estado do Para na ilha de Marajo (Figura 10).
A economia da regido ¢é baseada na pesca artesanal e comercializacdo de peixes e mariscos
(IBGE, 2014).

Figura 10 - Mapa da localizagdo dos Municipio de Cachoeira do Arari e Salvaterra.

REGIAO DE ESTUDO, NA ILHA DE MARAJO, PARA

.48°54'0"

z—»p

Legenda

*/ CAPITAL DE UF
CIDADES
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[] RESERVA_EXTRATIVISTA
HD_MASSA_DAGUA
LIMITE MUNICIPAL

Bases Cartograficas: IBGE e INPE.
10 0 10 20 30 40 km Imagens do Satélite LandSat 7 ETM+ (Cenas 223/060, 224/060 e
225/061, Composicao R5G3B4, imageadas entre 2002 e 2003);

| mm s s Projegdo Policonica WGS 84.
Cartografia: Gedgrafo Msc. Sandoval dos Santos Amparo
Abril de 2016. Produto de Geoprocessamento.

Fonte: IBGE e INPE, 2016.

Coleta e transporte dos espécimes

Os espécimes de H. malabaricus (Figura 11), utilizados no presente estudo foram
capturados no rio Arari e rio Paracauari com o auxilio de tarrafas e outros equipamentos de
pesca, tais como, redes de emalhar e similares.



26

Figura 11 - H. malabaricus.

3 b e
Fonte: ARQUIVO LPCA — UFRA.

Foram feitas 12 coletas de jul a dez de 2014 e jan a jun de 2015, sendo que em cada coleta
foram capturados 10 individuos, totalizando 120 espécimes, sendo todos esses dados
registrados em uma ficha de coleta de campo (ANEXO A). Os dados ambientais abioticos da
agua foram registrados in situ nos municipios de Cachoeira (temperatura: 28,3 °C; salinidade:
0,0 %o; pH: 5,0) e Salvaterra (temperatura: 26,9 °C; salinidade: 0,5 - 8%o; pH: 6,0 — 6,3).

Os peixes foram acondicionados em sacos plasticos com aeracdo artificial suficiente para
manutencdo dos requisitos bioldgicos, e transportados vivos até o Laboratério de Pesquisa
Carlos Azevedo (LPCA), na Universidade Federal Rural da Amazonia (UFRA) — Belém/PA,
onde ficaram contidos em aquéarios, com agua trazida de seu habitat, até que se realizassem as

analises.
4.2 Dissecacao dos espécimes e pesquisa dos parasitos

Os procedimentos experimentais deste trabalho foram aprovados pelo Comité de Etica
(CEUA - UFRA 013/2014). Os animais foram anestesiados com Tricaina Metano sulfonato
(MS222 SIGMA) na concentracdo de 50mg/L (AZEVEDO et al., 2008) em seguida, retirados
dos aquérios e examinados com auxilio de microscopio estereoscopico. Apoés, foram
realizadas as necropsias e verificar os parasitas (ANEXO A). Foram retirados fragmentos de
tecidos e 6rgdos com possiveis focos de parasitos e colocados entre lamina e laminula
contendo uma gota de agua, para realizar a observacdo em microscopio de luz. Todos o0s

dados analisados foram colocados em uma ficha de protocolo coleta/necropsia (ANEXO B).
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4.3 Processamento do material biolégico

4.3.1 Microscopia de luz

Os fragmentos de tecidos e 6rgédos parasitados foram fixados em solucéo de Davidson
(formaldeido, &cido acético, etanol 95%, e agua destilada), na proporcédo de nove partes de
fixador para uma de material biolégico, durante 24 horas.

Apols a fixacdo, os fragmentos foram processados, de acordo, com as técnicas
padronizadas no LPCA (ANEXO C), passando por uma bateria de concentracdes de alcool
crescente, diafanizados em xilol, incluidos em parafina (com o auxilio do aparelho TISSUE
EMBEDDING CENTER MICRON EC350). A microtomia foi realizada com auxilio do
micrétomo ROTARY MICROTOME MICRON HM315, e a coloracdo foi realizada
utilizando os corantes por Hematoxilina-Eosina e Ziehl-Neelsen (LUNA, 1968) (Tabela 1).
Foram feitas fotomicrografias utilizando o microscopio PRIMO STAR ZEISS com camera
acoplado ZEISS Axio Cam ERC 5s e software AxionVision 5.1.

4.3.2 Microscopia eletronica

Para a andlise de Microscopia Eletrobnica de Transmissdo (MET), pequenos
fragmentos de tecidos e 6rgdos parasitados foram fixados em glutaraldeido 5%, a 0,2 M
tampdo cacodilato de sddio a pH 7,2 por 3 h a 4°C. Em seguida, lavados no mesmo tampéao
por 2-4 h a 4°C, e pos-fixados em tetroxido de ésmio a 2% no mesmo tampdo e na mesma
temperatura por 2 horas.

Os fragmentos foram desidratados em serie crescente de etanol e Oxido de propileno,
embebidos e incluidos em Epon™ (tabela 1). Estas etapas foram realizadas de acordo com as
técnicas padronizadas no LPCA / UFRA. As etapas de ultramicrotomia, contrastacdo
(coloragcdo com azul de toluidina nos cortes semifinos e contrastagdo com acetato de uranila e
citrato de chumbo nos cortes ultrafinos).

Para a Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), pequenos fragmentos de tecidos,
Orgdos ou cistos de microparasitos foram fixados em glutaraldeido 5%, em 0,2 M tampéao
cacodilato de sddio a pH 7,2 por 3 h a 4°C. Em seguida, lavados no mesmo tampdo por 2-4 h
a 4°C, e pos-fixados em tetroxido de 6smio a 2% no mesmo tamp&o por 2 horas na mesma
temperatura, sendo posteriormente desidratados em série crescente de etanol (tabela 1).
Podera ser utilizada ou ndo a secagem ao ponto critico, e, depois a metaliza¢do, com ouro /
platina, e as analises das fotomicrografias foram realizadas no microscopio eletrdnico de

varredura do Laboratorio de Microscopia Eletronica de Varredura no Campus de Pesquisa do
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Museu Paraense Emilio Goeldi ou no Instituto de Geociéncias da UFPA. Estas etapas foram
realizadas de acordo com as técnicas padronizadas no LPCA / UFRA, e serdo oportunamente
processadas (ANEXO D).

4.3.3 Biologia molecular
Para Biologia molecular, os cistos de microparasitos e/ou tecidos e 6rgdos infectados

com esporos dos microparasitos foram coletados e armazenados em alcool etilico 80%
(Tabela 1). O DNA total de cada amostra sera extraido com uso do NucleoSpinTissue XS
(MACHEREY-NAGEL GmbH&Co.).

Todas as analises moleculares serdo baseadas nas sequencias rDNA 18S, que serdo
amplificadas de acordo com Eszterbauer (2004), Casal et al. (2008) e Matos (comunicacao
pessoal) para mixosporidios, de acordo com Naldoni et al. (2011), microsporidios e coccidios,
respectivamente.

Os produtos das amplificacdes serdo sequenciados no analisador automético de DNA ABI
3730 usando o BigDye v3.1 CycleSequencingReadyReaction kit (AppliedBiosystems), de
acordo com as especificacdes do fabricante. Para confirmar as mutacdes observadas, cada
amostra serd sequenciada com ambos os iniciadores, direto e reverso. As sequéncias
nucleotidicas obtidas serdo editadas e alinhadas no programa BioEdit (Hall, 2007). Estas
etapas executar-se-do no Laboratério de Polimorfismo de DNA (ICB/UFPA).

Os relacionamentos filogenéticos de cada tdxon serdo obtidos via analise de méaxima
parcimonia e Bayesiana, com auxilio dos programas PAUP 4.0 b10 (Swofford, 2003), para a
primeira e MrBayes 3.1.2 (Ronquistn & Huelsenbeck, 2003) para a ultima. A anélise de
méaxima parcimoénia sera realizada com um algoritmo de busca heuristica, em que serd dado
igual peso para transicdes e transversdes, enquanto insercles e delecbes (indels) serdo tratadas
como dados perdidos. O nivel de confianca dos nds da(s) arvore(s) mais parcimoniosa(s) sera
avaliado por 1.000 réplicas de bootstrap (Felsenstein, 2004). Para a analise Bayesiana serdo
realizadas duas corridas paralelas de quatro buscas simultaneas, usando o método de Monte
Carlo via cadeia de Markov — MCMC, por 5.000.000 geragdes cada, amostrando uma arvore a
cada 1.000 geracbes e descartando os resultados das primeiras 1250 arvores (25% da
amostra). As restantes 3750 arvores serdo usadas para estimar a o nivel de confianca
(probabilidade posterior) de cada n6 na reconstrucdo filogenética. Para ambas as analises
sequéncias de organismos relacionados a cada grupo em estudo serdo obtidas diretamente do
Genebank para serem utilizadas como grupo externo. Estas etapas foram realizadas de acordo
com as técnicas padronizadas no LPCA / UFRA, e serdo oportunamente processadas.



Tabela 1: Etapas do processamento do material biologico.

ML MET MEV BM
Fixacdo: Davidson Fixacdo: Glutaraldeido Fixacdo: Glutaraldeido Fixacdo: Alcool 80/ -4°c
tamponado a 5% tamponado a 5%
Lavagem em tampdo cacodilato Lavagem em tampé&o cacodilato
de s6dio a 0,2 M ph 7,2 de sodio a 0,2M ph 7,2
Pos-fixacdo em tetroxido de Pos-fixacdo em tetroxido de
6smio a 2% 6smio a 2%

Desidratacdo — concentracfes Desidratacdo em alcool e 6xido Desidratacéo em alcool Extracdo de DNA (kit de
crescente de alcool de propileno extracao)
Diafanizacao (xilol) Corrida em gel de agarose

Inclusdo em parafina Inclusdo em Epon PCR
Microtomia Corte semifinos Secagem ao ponto critico Corrida em gel de agarose

Corte ultrafinos

Coloracéo Contrastacao em acetato de Metalizacéo Purificacdo/clonagem
uranila e citrato de chumbo

Observagdo em ML Observacdo em MET Observagdo em MEV Sequienciamento
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RESUMO
O estudo descreve caracteristicas morfologicas em microscopia de luz (ML) e eletrbnica de

varredura (MEV) de um mixosporidio parasitando a branquia do peixe teledsteo Hoplias
malabaricus, espécie coletada no rio Arari, municipio de Cachoeira do Arari, Ilha de Marajo,
Brasil. Foram encontrados cistos entre os filamentos branquiais, com formatos alongados e
coloracdo esbranquicada observados em ML. Os esporos apresentavam corpo piriforme
medindo 11,87 £ 0,74pum de comprimento e 7,65 + 0,43um de largura; apresentavam duas
capsulas polares iguais com 5,04 + 0,38um de comprimento e 2,32 £ 0,15um de largura,
contendo um filamento polar com aproximadamente 5-7 voltas. As caracteristicas
morfométricas descritas acima confirmam a presenga de parasitismo no epitélio branquial
associada ao género Myxobolus.

Palavras chaves: Myxozoa, Microscopia, Parasito, Esporo, Branquia, Peixe teledsteo.

ABSTRACT
The study describes morphological characteristics under a light (LM) and scanning electron

(SEM) microscope of a mixosporids parasitizing the gills of teleost fish Hoplias malabaricus,
species collected in the Arari river, Cachoeira Arari municipality, Marajo Island, Brazil. Cysts
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were found between the gill filaments, with elongated shapes and whitish colour. The spores
showed pear-shaped body measuring 11.87 + 0.74pm long and 7.65 %+ 0.43um wide having
two polar capsules with equal length 0.38um + 5.04 and 2.32 + 0.15um wide; containing a
polar filament with about 5-7 turns. The morphometric characteristics described above

confirms the presence of parasitism in the gill epithelium associated with genus Myxobolus.

Key words: Myxozoa, microscopy, parasites, spores, gill, teleost fish.

1. INTRODUCAO

O estuério do rio Amazonas forma um ambiente aquético complexo, com uma alta
produtividade bioldgica, que suporta uma biomassa substancial de espécies de peixes
exploradas por frotas artesanais e industriais (SANYO, 1998). A baia de Marajo, localizada
no estuario Amazénico, € uma das mais importantes zonas pesqueiras da frota artesanal na
regido estuarina, além de representar uma importante area para alimentacéo e reproducao das
espécies com importancia comercial (BARTHEM, 1985; ISAAC; BARTHEM, 1995).

A espécie Hoplias malabaricus (Bloch, 1794), popularmente conhecida como Traira,
pertence a familia Erythrinidae (Characiformes) que compreende trés géneros: Hoplias,
Hoperythrinus e Erythrinus (VITORINO et al., 2007). Dentre as 12 espécies atualmente
conhecidas do género Hoplias, a H. malabaricus é a que possui maior distribuicdo geografica
(BLOCH 1794; PENTEADO, 2009). Trata-se de um peixe comum nas adguas da América do
Sul, ictiofagico, carnivoro (piscivoro quando adulto), complementando sua dieta com insetos
(apenas quando jovem), crustaceos e outros invertebrados, ocupando o topo a cadeia
alimentar (BRUM et al., 2009; COSTA et al., 2009). Possui extrema importancia na pesca
artesanal e comercial, sendo amplamente consumida pela populagdo em geral (BARROS et
al., 2007).

Os mixosporidios, parasitos do Filo Myxozoa (Grassé, 1970), sdo agrupados em
aproximadamente 52 géneros, que incluem espécies que parasitam peixes, de importancia
econbmica e alimentar. Os membros desta classe apresentam formas vegetativas que podem
ser tanto celozobicas como histozdicas (KENT et al., 2001). O género Myxobolus possui
especies que foram relatadas a partir de um grande nimero de peixes que vivem em ambientes
marinhos e de agua doce. Os esporos se apresentam morfologicamente com duas capsulas

polares, geralmente piriformes, simetria bilateral; cada capsula com apenas um filamento



39

polar; auséncia de projec@es caudais; protoplasma binucleado com ou sem vacutolo iodinéfilo
(LOM; DYKOVA, 2006).

Atualmente os estudos relacionados com parasitos de organismos aquaticos vém
despertando o interesse de pesquisadores, principalmente daqueles hospedeiros com potencial
para o cultivo e para a comercializagéo, frente ao aumento significativo desta atividade no
Brasil e no mundo (LUQUE, 2004).

O sitio de infeccdo dos mixosporidios nos hospedeiros aquaticos é bastante variado,
sendo encontrado em quase todos os tecidos e 6rgdos. Dentre as infec¢des provocadas pelos
parasitos do género Myxobolus, a branquia é uma das regifes do hospedeiro mais comumente
afetada, por ser um 6rgao complexo (constituido por tecido cartilaginoso, tecido dsseo, arco
branquial sélido, contendo filamentos branquiais constituido por elementos cartilaginosos,
fibrosos e epiteliais), que pode sofrer sérios efeitos patogénicos, como, hemorragias, focos
inflamatorios, com reducdo da eficiéncia respiratoria e alteragdes comportamentais nos
peixes, prejudicando a pesca e a aquicultura (CARNALES et al., 2013; EIRAS;
TAKEMOTO, 2008; MOLNAR, 2002; BARASSA et al., 2012).

Este estudo descreve a necrose moderada do epitélio branquial, associada a presenca de
cistos parasitarios de mixosporidios do género Myxobolus, localizados entre os filamentos

branquiais em H. Malabaricus.
2. MATERIAL E METODOS

Foram examinados 38 exemplares do peixe H. malabaricus coletadas no rio Arari (1°00
S e 48°57' W) na llha de Marajo, Brasil, no periodo de maio a outubro/2014. Os exemplares
foram transportados vivos com aeracao artificial do municipio de Salvaterra na Ilha de Marajé
para ao laboratério de Pesquisa Carlos Azevedo na UFRA/Belém, onde foram mantidos em
aquario a temperatura de 28-30 °C, com agua do proprio habitat. Para a realizacdo da pesquisa
os animais foram anestesiados com Tricaina Metano sulfonato (MS222 SIGMA) em uma
concentracdo de 50 mg/L e, retirados fragmentos de tecido branquial com espessura de 0,3
cm, fixados em solucdo de Davidson (formalina tamponada neutra, acido acético glacial,
alcool etilico a 95% e agua destilada) durante 24h; em seguida, processados e corados com
Hematoxilina-Eosina (HE) e Ziehl-Neelsen (ZN) (LUNA,1968). Os cortes corados foram
observados em microscopio de luz para analise morfoldgica dos parasitos e fotografados em
microscopio ZEISS PRIMO STAR com cémera ZEISS Axio Cam ERC 5s e software
AxionVision 5.1. Para microscopia eletronica de varredura (MEV), pequenos fragmentos de
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tecido branquial contendo os cistos de Myxobolus sp, foram fixados em glutaraldeido a 5%,
tamponado com cacodilato de sodio com pH 7,2 — 0,2M por 12h a 4°C, lavados no mesmo
tampéo (cacodilato) e pos-fixados em tetroxido de 6smio (OsO,4) a 2% tamponado por 3 horas
a 4°C. Posteriormente foi realizada a desidratagdo em série crescente de etanol. Os fragmentos
foram submetidos & uma secagem até o ponto critico, observados e fotografados em
HitachiTM 3000 Tabletop microscopio eletronico (Hitachi TM 3000), sem metalizacéo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas necropsias dos exemplares foi possivel observar que 70% dos peixes
apresentaram parasitismo nas branquias, atraves de cistos alongados espalhados entre o0s
filamentos branquiais (Fig.1). Através de observacdo a fresco e em ML, os cistos foram
rompidos (Fig. 7), e os esporos foram identificados como pertencentes ao género Myxobolus,
por apresentarem em sua morfologia corpo piriforme, com duas capsulas polares, no interior
das quais se observa um filamento polar enrolado helicoidalmente com aproximadamente 5-7
voltas e uma célula binucleada, o esporoplasma (Fig. 2 e 8). Estas caracteristicas morfoldgicas
e estruturais sdo semelhantes as descri¢fes de Lom e Dykova (2006), indicando a seguinte

classificacdo taxonémica:

Filo: Myxozoa Grasse, 1970
Classe: Myxosporea Butschli, 1881
Ordem: Bivalvulida Schulman, 1959
Familia: Myxobolidae Thélohan, 1892
Género: Myxobolus Butschli, 1882

Os esporos apresentaram comprimento de 11,87 = 0,74um (n=20), largura de 7,65 +
0,43um (n=20), apresentando duas capsulas polares iguais de 5,04 + 0,38 um de comprimento
(n=20) e 2,32 + 0,15um (n=20) de largura. O niimero de voltas do filamento polar variou de 5
a7 (Tabela 1).
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Tabela 1: Comparagdo de medidas (um) dos esporos de Myxobolus sp. com outras espécies do género descrita na literatura parasitando

branquias.
ESPECIE HOSPEDEIRO CE LE CCP LCP NV AUTOR
Mpyxobolus sp Hoplias malabaricus 11,87+0,74 7,65+£0,43 5,04+0,38 2,32+0,15 57
P (10,56-12,96) (7,14-8,82) (4,50-5,67) (2,03-2,49) Presente estudo
M. prochilodus Prochilodus lineatus 142+14 11,1+1.5 6,4+0.9 3,1=0,7 811
(11,8-15.,8) (8,7-12,5) (5.2-7.9) (2,3-4,0) Azevedo et al., 2014
M. pantanalis Salminus brasiliensis 9,304 6,5+0.,4 42+0.5 2,0=0,1 4-5 . 5
Carriero et al., 2013
L 19,3+0,5 8,3+0,5 13,2+0.4 3+0,3 ) )
M. myleus Myleus rubripinnis (19.0-20.0) (7.5-9.0) (12.5-13.5) (2.5-3.5) 19-21 Azevedo et al., 2012
g 6,9+0.6 4,2+0.,5 4,2+0,6 1,9=0,6 ] )
M. brycon Brycon hilarii (6.5-7.2) (3.9-4.8) (3.8-4.7) (17-2.5) 8-9 Azevedo et al., 2011
M. sciades Sciades herzbergii 9,2+0,39 4,3+0,23 4,4+0.41 1,4+0,42 9-10 Azevedo et al., 2010
y Centromochlus 12,7 6,6 2.9 1,7 L )
M. heckelii heckelii (12.2-13.1) (6.3-6.9) (2733 (1.4-2.0) 4-5 Azevedo et al., 2009

(CE: comprimento do esporo; LE: largurado esporo; CCP: comprimento da capsula polar; LCP: largura da capsula polar; NV: numero de voltas

do filamento polar).
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Ao comparar os resultados do presente estudo com outras espécies descritas de
Myxobolus que infectam a branquia de peixes do Brasil (Tabela 1), revelam diferencas
significativas nas caracteristicas morfometricas dos esporos e especificidades dos hospedeiros
(AZEVEDO et al., 2009; AZEVEDO et al., 2010; AZEVEDO et al., 2011; AZEVEDO et al.,
2012; AZEVEDO et al.,2014; CARRIERO et al.,, 2013). Os esporos ndo possuem
semelhangas quanto a forma e dimensdes quando comparados com as outras espéecies da
Tabela 1 e, existindo diferencas morfoldgicas quanto ao comprimento e largura das CP, bem
como, quanto ao numero de voltas do filamento polar. Esta analise sugere que o parasito do
presente estudo € muito diferente dos outros comparadose,  suspeitando-se tratar
possivelmente de uma nova espécie.

Foi possivel caracterizar através do estudo histopatoldgico, necrose moderada do
epitélio das lamelas branquiais, quando associadas a cistos parasitarios de Myxobolus sp.
Observou-se maior concentracdo dos cistos parasitarios na base dos filamentos branquiais
(Fig. 6), os quais sdo revestidos por delgada camada de colageno. Segundo Molnar (2002), o
conhecimento do local real de estabelecimento do parasito na branquia também pode
facilitar a identificacdo das espécies.

Os cistos revelam duas camadas distintas, uma aderida a parede do cisto (formada por
fases iniciais do parasito), e a outra contendo ao centro formas maduras do parasito (Fig. 3, 4,
5, 8 € 9). De acordo, com estudos de Molnér (2002), a branquia é uma parte do corpo do peixe
mais comumente afetada por mixosporidios, sendo um 6rgao bastante complexo, constituido
por tecido cartilaginoso e 6sseo. A doenca associada a infec¢do por Myxobolus sp. no presente
estudo, é similar a observada por outras espécies do género Myxobolus previamente descrito
(ADRIANO et al., 2009 a, b; AZEVEDO et al., 2009; MOLNAR et al., 1998; TAJDARI et
al., 2005), causando a compressdo dos capilares circundantes e necrose do epitélio das
lamelas branquiais, indicando atividade patogénica do parasito.

O presente estudo é o primeiro relato de Myxobolus sp na branquia de H. malabaricus
indicando ser um orgdo que deve ser pesquisado quanto a presenca destes parasitos, e além
disso, os resultados confirmam a presenca de necrose moderada do epitélio das lamelas

branquiais associados com parasitismo por Myxobolus sp.
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Figura 1-5: Fotomicrografia de Luz: 1- branquia (*) com cistos de Myxobolus sp. (cabeca de seta) Escala; 3mm;
2- Esporos de Myxobolus sp. & fresco (cabeca de seta) observar capsula polar (PC) Escala: 20um; Detalhe:
Esporo maduro de Myxobolus sp. Escala: Sum ; 3- Cisto de Myxobolus sp. (*) entre os filamentos branquiais
(cabega de seta) Escala: 400pum; 4- Observar parede do cisto (cabeca de seta) onde se nota esporos em fases
iniciais de desenvolvimento; no centro fases maduras do parasito (*) Escala 40um; 5- Esporos maduros no

centro do cisto (cabega de seta) Escala: 20um. (coloragdo ZN).

Figura 6-8: Microscopia eletrénica de varredura: 6- Cisto de Myxobolus sp. (C) aderido ao filamento branquial
(F) Escala: 300pm; 7- Cisto de Myxobolus sp. rompido (C) com aglomerado de esporos (*) Escala: 200um; 8-
Detalhe: esporos de Myxobolus sp Escala: 20um.
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RESUMO
O estudo descreve caracteristicas morfologicas em microscopia de luz (ML) de um coccidio

parasitando o figado do peixe teledsteo Hoplias malabaricus, espécie coletada no rio Arari,
municipio de Cachoeira do Arari, Ilha de Marajo, Pard. Foram encontrados oocistos ou
vacuolos parasitéforos no parénquima hepatico, contendo em seu interior quatro esporocistos,
com dois esporozoitos cada. A forma dos esporocistos variou de arredondada a piriforme. As
caracteristicas morfologicas descritas acima, confirmam a presenca de parasitismo no figado

associada ao género Calyptospora.

Palavras chaves: Coccidio, Microscopia, Parasito, Oocisto, Figado, Peixe teledsteo.

ABSTRACT

The study describes the morphological characteristics under a light microscope (LM) of a
Coccidia parasiting livers of teleost fish H. malabaricus. The species were collected in the
Acrari river, Cachoeira do Arari municipality, Marajo Island, Para. Parasitophorous oocysts or

vacuoles were found in the parenchyma liver, containing inside four sporocysts, each with
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two sporozoites. The sporocyst shape ranged from round to pear-shaped. The morphological
characteristics described above, confirm the presence of parasites in the liver associated with

Calyptospora genus.

Key words: Coccidia; Microscopy; Parasite; Oocysts; Liver; Teleost fish.

1. INTRODUCAO

Espécies pertecentes ao género Hoplias (Gill, 1903), possuem grande capacidade de
adaptacdo a diferentes condi¢des ambientais. S8o peixes conhecidos como trairas e trairGes e
estdo amplamente distribuidos na Regido Neotropical, sendo encontrados em todos os estados
brasileiros (VITORINO et al., 2007).

A espécie Hoplias malabaricus (Bloch, 1794) apresenta caracteristicas que Ihe
conferem sucesso adaptativo como resisténcia a variagdo de temperatura, ao estresse hidrico e
ao jejum, o que possibilita sua sobrevivéncia as condi¢bes extremas (LORO, 2010), além
disso, apresenta grande importancia na pesca artesanal com apreciado valor comercial
(BARROS et al., 2007). A traira é utilizada como alimento por aves piscivoras e por
mamiferos, inclusive o homem. Devido ao seu hébito alimentar carnivoro, ela atua como
importante hospedeiro definitivo, intermediario e paraténico de helmintos, com destaque para
larvas de nematdides (MORAES et al., 2007).

Os coccidios pertencem a um grupo de microrganismos do filo Apicomplexa Levine,
1970 que abrange um grande e diversificado nimero de parasitos intracelulares obrigatorios
de importancia médica e veterinaria. Apresentam vida intracelular, com todo o ciclo de vida
ocorrendo nas células hospedeiras englobando algumas formas patogénicas e parasitarias que
ocorrem principalmente em moluscos bivalves e peixes (MATOS et al., 2004). Dentre as
especies de Apicomplexa, o género Calyptospora (Overstreet; Hawkins; Fournie, 1984), é o
mais comum parasito de peixes teledsteo, constituida de cinco espécies descritas, sendo trés
de ocorréncia em peixes de agua doce no Brasil. Ainda é pouco conhecido os impactos das
infeccOes causadas por Calyptospora nas espécies de peixes, mas estudos estdo sendo
realizados e sugerem um efeito bastante significativo (WHIPPS et al., 2012).

Este estudo descreve uma coccidiose associada a presenca de oocistos de Apicomplexa

do género Calyptospora, localizados no parénquima hepatico de H. Malabaricus.
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2. MATERIAL E METODOS

Foram examinadas 70 espécimes de H. malabaricus, coletadas no Rio Arari (1°00' S e
48°57' W) na llha de Marajo/Para, durante os anos 2014 e 2015.

Os espécimes foram transportados vivos com aeracdo artificial do municipio de
Salvaterra na Ilha de Marajo para o laboratdrio de Pesquisa Carlos Azevedo na UFRA/Belém,
onde foram mantidos em aquério a temperatura de 28 a 30 °C, com &gua do proprio habitat.
Os animais foram anestesiados com Tricaina Metano sulfonato (MS222 SIGMA) na
concentracdo de 50mg. L™ e necropsiados para a pesquisa dos parasitos por meio de
microscopio estereoscopico.

Para Microscopia de Luz (ML), os fragmentos de tecido hepatico parasitado foram
fixados em solucdo de Davidson (formalina tamponada neutra, &cido acético glacial, alcool
etilico a 95% e agua destilada) durante 24h; apés a fixagdo, os fragmentos foram desidratados
em série crescente de etanol, diafanizados e incluidos em parafina (TISSUE EMBEDDING
CENTER MICRON EC350). Foram realizados cortes com Spum de espessura em microtomo
(ROTARY MICROTOME MICRON HM315) com lamina de aco descartavel e corados com
Hematoxilina-Eosina (HE) e Gomori (LUNA,1968). Os cortes corados foram observados em
microscopio de luz para analise morfoldgica dos parasitos e fotografados em microscopio
ZEISS PRIMO STAR com camera ZEISS Axio Cam ERC 5s e software AxionVision 5.1.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Nas necropsias dos exemplares, foi possivel observar que 100% dos animais

apresentaram parasitismo no figado. Areas com regibes de coloracio esbranquicada
espalhadas no parénquima hepético foram visualizadas macroscopicamente. Através da
observacdo em ML, foi possivel identificar as regides como sendo aglomerados parasitarios
de oocistos de coccidios. Os oocistos foram identificados como pertencentes ao género
Calyptospora, devido ao formato esférico com quatro esporocistos de forma piriforme (Fig.1)
e dois esporozoitos; observou-se também estagios iniciais do desenvolvimento do parasito
(Fig.2). Estas caracteristicas morfoldgicas sdao semelhantes as descritas por Overstreet et al.,
1984.

As caracteristicas histoldgicas evidenciaram no tecido hepatico a presenca de oocistos
ou vacuolos parasitoforos agrupados (Fig.3 e 4) espalhados no parénquima hepatico, achados
semelhantes foram descritos por Azevedo et al. (1993) no parasitismo por Calyptospora
Spinosa em Creniciclha lepidota.
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Nas alteracbes causadas pelo parasitismo por Calyptospora no presente estudo,
observou-se centros melanomacrofagicos (Fig. 6) que podem estar envolvidos na resposta
imunitaria do hospedeiro, conforme achados de Videira et al., 2013 em Aequidens
plagiozonatus. Os oocistos apresentaram diametro médio de 23,31um, os esporocistos de
formato piriforme, apresentaram comprimento médio de 10,66um por 4,24pum de largura (Fig.
5), semelhantes aos achados de Silva et al., 2011 em Brachyplatystoma vaillantii no
parasitismo por Calyptospora.

Outros estudos semelhantes ja descreveram a presenca de Calyptospora em figado de
outros peixes, como os descritos por Albuquerque e Brasil-Sato (2010); Casal et al. (2007);
Bonar et al. (2006); Azevedo et al. (1993); Békési e Molnar (1991).

A coccidiose hepatica causada por Calyptospora sp. teve uma prevaléncia de 100%
durante o periodo da coleta.

Este € o primeiro registro de coccidiose por Calyptospora sp. em figado de H.
malabaricus do municipio de Cachoeira do Arari/Marajo/Para.

Figura 1-4: 1- Oocistos ou vacuolos parasitoforos (setas) Escala 50um; Detalhe os esporocistos, Escala: 10um
2- Estagios iniciais do desenvolvimento do Calyptospora (*) Escala: 20um ; 3- Aglomerados de oocistos no
parénquima hepatico (*) — coloracdo H.E. Escala: 160um ; 4- Oocisto entre as células hepaticas, Escala: 25um .
Detalhe esporocisto com formato piriforme (seta) — coloracdo Gomori. Escala 10um.
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Figura 5-6: 5- Preparacdo a fresco - oocistos maduros de Calyptospora sp. contendo esporocistos em formato
piriforme obtidos de parénquima hepatico de H. malabaricus, mostrando as medidas dos oocistos e esporocistos
(setas) Escala 20um: ; 6- Centros melanomacrofagicos (*) — coloragdo Gomori. Escala 20um.
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CAPITULO IV - Myxosporidiose na Vesicula biliar de H. Malabaricus

7. Ocorréncia de Ellipsomyxa sp. (Myxozoa; Bivalvulida) na Vesicula biliar de Hoplias
malabaricus (Characiformes, Erythrinidae) do Municipio de Salvaterra, Ilha de
Marajo, Brasil
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RESUMO
O estudo descreve caracteristicas morfologicas a fresco e microscopia de luz (ML) de um

mixosporidio parasitando a vesicula biliar de Hoplias malabaricus, espécie coletada no rio
Paracauari, municipio de Salvaterra, Ilha de Marajé, Brasil. Foram encontrados plasmodios e
esporos na parede e no liquido da vesicula biliar. Os esporos apresentavam corpo alongado,
medindo 6,7 £ 0,22um de comprimento ¢ 3,25 + 0,27um de largura; apresentavam duas
capsulas polares iguais com 1,97 + 0,30um de comprimento ¢ 1,87 + 0,44um de largura,
contendo um filamento polar com aproximadamente 4-6 voltas. As caracteristicas
morfomeétricas descritas acima confirmam a presenca de parasitismo na vesicula biliar

associada ao género Ellipsomyxa.

Palavras chaves: Myxozoa, Microscopia, Parasito, Esporo, Vesicula biliar.

ABSTRACT
The study describes morphological characteristics on fresh and light microscopy (LM) of a

mixosporideo parasitizing the gallbladder H. malabaricus, species collected in the Paracauari
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river, municipality of Salvaterra, Marajo Island, Brazil. Plasmodia and spores were found on
the wall and liquid gallbladder. The spores showed elongated body, measuring 6.7 + 0.22um
to 0.27um 3.25 = 0.27um length and width; having two polar caps with equal length 1.97 +
0.30um and 0.44um 1.87 = 0.44um wide containing a polar filament with approximately 4-6
turns. Morphometric characteristics described above confirms the presence of parasites in the
gallbladder Ellipsomyxa associated genre.

Key words: Myxozoa, Microscopy, Parasite, Spore, Gallbladder.

1. INTRODUCAO

A baia de Marajd, localizada no estuario Amazonico, € uma das mais importantes zonas
pesqueiras da frota artesanal na regido estuarina, além de representar uma importante area
para alimentacdo e reproducdo das espécies de peixes com importancia comercial
(BARTHEM, 1985; ISAAC; BARTHEM, 1995).

O estuario do rio Paracauari, na margem leste da llha de Marajé, Estado do Para, esta
situado em uma interface dindmica na foz do rio Para, apresentando caracteristicas
particulares em relacdo a outros sistemas estuarinos. Este estuario é fortemente influenciado
pelas variacOes sazonais, descarga hidrica e sélida das drenagens regionais, ventos, marés e
correntes associadas (MONTEIRO et al., 2015).

A espécie Hoplias malabaricus, popularmente conhecida como Traira pertence a familia
Erythrinidae (Characiformes) que compreende trés géneros: Hoplias, Hoplerythrinus e
Erythrinus (VITORINO et al., 2007). Possui costumes sedentarios, é uma especie bem
adaptada a ambientes Iénticos de agua doce, com baixa profundidade e com vegetacdo, onde
se refugiam e constroem ninhos, embora possa ser encontrada em rios de pequeno e grande
porte (GIMENES, 2006). Tem um importante papel ecolégico na manutencdo de
comunidades de outras espécies de peixes (CORREA; PIEDRAS, 2009), de forma que em
lagoas onde a Hoplias malabaricus foi excluida, sdo significativamente mais percebidas as
reducdes em riquezas de outras espécies (PETRY, 2005). De forma geral, trata-se de uma
espécie que se adapta a diversos habitats (LUIZ et al., 2008), sendo um bom exemplo de
espéecie com ampla distribuicdo, adequada para estudos em escala continental e biogeograficas
(JACOBINA et al., 2009).

Nas ultimas deécadas tem aumentado consideravelmente a relevancia dos estudos

relacionados com parasitos e outros patdgenos de organismos aquaticos, principalmente
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daqueles hospedeiros com potencial para o cultivo e comercializagcdo, face ao aumento
significativo destas atividades no Brasil e no mundo (LUQUE, 2004). Dentre eles, podemos
destacar, os mixosporidios (Myxozoa Grasse, 1970), parasitos que acometem tanto peixes de
agua doce como peixes marinhos, € um grupo importante que tem uma distribuicdo mundial
(LOM; DYKOVA, 2006). Entre os parasitos pertencentes neste grupo, as espécies do género
Ellipsomyxa Kgie, 2003 representam um pequeno subgrupo, com apenas quatro espécies: E.
gobii (K@IE, 2003), E. syngnathi (K@IE; KARLSBAKK, 2009) e E. mugilis (K@IE;
KARLSBAKK, 2009), E. gobioides (AZEVEDO et al., 2013) todos infectando as vesiculas
biliares de peixes dos mares europeus (AZEVEDO et al., 2013).

Este estudo descreve mixosporidiose, associada a presenca de plasmodios e esporos do

género Ellipsomyxa, localizados na parede e no liquido da vesicula biliar de H. Malabaricus.

2. MATERIAL E METODOS

Foram examinadas 40 exemplares de H. malabaricus coletadas no rio Paracauari (00°
45’ S e 48° 31°W) na Ilha de Marajo, Brasil, no periodo de maio a outubro/2014. Os
exemplares foram transportados vivos com aeracdo artificial do municipio de Salvaterra na
Ilha de Maraj6 para o Laboratério de Pesquisa Carlos Azevedo na UFRA/Belém, onde foram
mantidos em aquario a temperatura de 28-30 °C, com agua do préprio habitat. Os animais
foram anestesiados com Tricaina Metano sulfonato (MS222 SIGMA) em uma concentracdo
de 50 mg/L.

Para microscopia de luz foram retirados fragmentos de vesicula biliar com espessura de
0,3 cm, fixados em solucdo de Davidson (formalina tamponada neutra, acido acético glacial,
alcool etilico a 95% e agua destilada) durante 24h; em seguida, processados e corados com
May (LUNA,1968). Os cortes corados foram observados em microscopio de luz para analise
morfologica dos parasitos e fotografados em microscopio ZEISS PRIMO STAR com camera
ZEISS Axio Cam ERC 5s e software AxionVision 5.1.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas analises dos exemplares foi possivel observar que 70% dos animais apresentaram
parasitismo na vesicula biliar, atraves de plasmddios e esporos na parede da vesicula e no
liquido vesicular. Na observacdo a fresco e ML, os plasmddios eram disporicos de forma

irregular (Fig. 1) e os esporos (Fig. 2) foram identificados como pertencentes ao género
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Ellipsomyxa, por apresentarem morfologia alongado, com uma linha de sutura ligeiramente
linear, formando um angulo com o eixo de espessura, duas capsulas polares esféricas de
tamanhos iguais, no interior das quais se observa um filamento polar enrolado
helicoidalmente com aproximadamente 5-6 voltas e uma célula binucleada, o esporoplasma.
Foram observados plasmaédios na luz (Fig. 4) e ligados ao epitélio da vesicula biliar através de
pseuddpodes (Fig. 5). Estas caracteristicas morfolégicas e estruturais sdo semelhantes as

descrigdes de Kgie 2003, que apresenta a seguinte classificagdo taxondmica:

Filo: Myxozoa Grassé, 1970
Classe: Myxosporea Butschli, 1881
Ordem: Bivalvulida Schulman, 1959
Familia: Myxobolidae Thélohan, 1892
Género: Ellypsomyxa Biitschli,1882

Os esporos apresentaram comprimento de 6,7 £ 0,22um (n=20), largura de 3,25 +
0,27um (n=20), apresentando duas capsula polares iguais de 1,97 = 0,30um de comprimento
(n=20) e 1,87 £ 0,44um (n=20) de largura (Tabela 1). O niumero de voltas do filamento polar

variou de 5 a 6.
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Tabela 1: Comparagdo de medidas (um) do esporo de Ellipsomyxa sp. na vesicula biliar de H. malabaricus com de outros peixes descritos.

ESPECIE HOSPEDEIRO CE LE CCP LCP AUTOR/ANO
Ellipsomyxa sp H. malabaricus 6,7 £ 0,22 3,25+ 0,27 1,97 £ 0,30 1,87 +0,44 Presente estudo, 2015 (Brasil)
Gobioides
E. gobioies n.sp broussonnetii 6,8 0,2 7,2 4,6 2,5 Azevedo et al., 2013 (Brasil)
(6,5-7,0) (6,9-7,5) (4,3-4,8) (2,1-2,7)
Syngnatus typhle e S.

E. syngnathi rostellatus 6,8 8,1 3,6 2,9 Kaie; Karlsbakk, 2009 (Dinamarca)
E. gobii Pomatoschistus microps 11,5 8,7 3,1 - Kaie, 2003, Dinamarca

(CE: comprimento do esporo; LE: largurado esporo; CCP: comprimento da capsula polar; LCP: largura da capsula polar).
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Ao comparar os resultados do presente estudo com outras espécies descritas de
Ellipsomyxa de peixes do Brasil e da Dinamarca (Tabela 1), revelaram diferencas
significativas nas caracteristicas morfométricas. Os esporos ndo possuem semelhancas quanto
a forma e dimens6es quando comparados aos E. gobidides (AZEVEDO et al., 2013), E. gobii
(K@IE, 2003) e E. syngnathi (K@IE; KARLSBAKK, 2009), existindo diferencas
morfologicas quanto ao comprimento e largura das CP, bem como ao nimero de voltas do
filamento polar. Os plasmdédios ligados ao epitélio da vesicula por pseudopodes foram
semelhantes aos do E. gobioide (AZEVEDO et al., 2013). Esta analise sugere que o parasito
do presente estudo é diferente dos outros comparados 0 que sugere tratar-se de uma nova
espécie.

Os resultados confirmam, a presenca de plasmodios dispdricos e esporos associados
com parasitismo pelo género Ellipsomyxa parasitando a vesicula biliar de H. malabaricus.

Esté é a primeira ocorréncia do género Ellipsomyxa parasitando a espécie em estudo.

Figura: 1-4: 1- Plasmédios na parede da vesicula biliar (setas) Escala:15um. Detalhe: plasmodio disporico.
Escala:7um; 2- Esporos livres no liquido vesicular (setas) Escala: 25um; 3- Plasmédios na luz (*) e aderidos a
parede da vesicula biliar (seta) corados em May. Escala: 30um; 4- Plasmédios aderidos ao epitélio da vesicula
biliar (setas), coloracdo: May. Escala:7um.
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CAPITULO V - CONSIDERACOES FINAIS

8. CONSIDERACOES FINAIS

A espécie H. malabaricus vulgarmente denominada de traira, apresenta importancia na
pesca artesanal e possui um apreciado valor comercial, pois é utilizada na alimentacdo da
populagéo ribeirinha.

Os parasitos tém sido reconhecidos como importantes componentes dos ecossistemas,
especialmente por sua participacdo na dindmica das cadeias alimentares. O levantamento
parasitario do presente estudo evidenciou a presenca de multiparasitismo, e através da
identificacdo morfologica dos parasitos, foram identificados trés géneros: Myxobolus,
Calyptospora e Ellipsomyxa. Foram observadas também alteracdes histopatoldgicas nos
orgdos afetados; a preferéncia parasitaria na branquia foi por Myxobolus sp., Calyptospora
predominantemente no figado e Ellipsomyxa sp. na vesicula biliar.

Os resultados obtidos no presente estudo sdo indicios de se tratar de novas espécies de

microparasitos em H. malabaricus, na regido da Ilha de Marajé.
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ANEXO A - Ficha de colheita de campo
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ANEXO B - Ficha de necropsia
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ANEXO C - Ficha de processamento para Microscopia de Luz
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BANHO DE PARAFINA III 30'(F)..60 L 24H L i

INCLUSAO EM PARAFINA : TEMPERATURA AMBIENTE
INCLUSAO e e
TOTAL

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



ANEXO D - Ficha de processamento para Microscopia Eletronica de Transmissao

0RO DE PESQUISA CARLQS
3 = -

2
§ %

Tetraronems cessequais Azedo b Maios, 193
Faculdada de Cltncias Agraras do Pard

PREPARACAO DE MATERIAL PARA MICROSCOPIA ELETRONICA

MATERLAL e N — DATA. /o

( )NORMAL
() MICROPARASITAS

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

INICIO FIM OBS
FIXACAO
GLUTARALDEIDO (T)vzs30._n4°c 2/3 HS e e
LAVAGEM (T) ; L12HS (% e e
OSMIO(T) 1/1 ) _12Hs e e
DESIDRATACAO MICROPARASITAS

IMPREGNACAOQ

OX PROP+ EPON (A+B) (3:1).... 30'.... 30 24H o
OX PROP+ EPON (A+B) (2:1).... 30'..... 60 24H

OX PROP+ EPON (A+B) (I:1).... 30'(™)..60'._ 24H . - )
OX PROP+ EPON (A+B) (1:2).... 30'.... 60" 24H o
OX PROP+ EPON (A+B) (1:3).... 30" 60" 24H o e
EPON TOTAL AMBIENTE 30760... 120" 1224 H . e
EPON TOTAL  ESTUFA 60°C  30'.... 30 30Y60" oo e
INCLUSAO:

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

OBS: (*) PODE DEIXAR A NOITE A 4°C
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