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RESUMO

Este estudo analisou os mixozodrios, parasitos cnidarios microscopicos altamente
adaptados a relagdo parasitaria com organismos aquaticos. Com mais de 2400 espécies
catalogadas em ambientes marinhos e de 4gua doce, os mixozoarios estabelecem relagao
co-evolutiva significativa com seus hospedeiros. Neste estudo, foram analisados
espécimes de Brachyplatystoma vaillantii (Valenciennes, 1840), popularmente conhecido
na regido norte do Brasil como Piramutaba, sendo um bagre de d4gua doce amplamente
distribuido na América do Sul. Para o estudo, foram conduzidas analises morfoldgicas e
filogenéticas (18S rDNA) para caracterizar os parasitos mixozoarios encontrados na
piramutaba, visto que as espécies do género Ceratomyxa possuem tropismo tecidual pela
vesicula biliar de peixes marinhos. O presente estudo busca identificar os aspectos
morfoldgicos e filogenéticos da diversidade dos microparasitos, por meio de técnicas de
Microscopia de Luz (ML) e Biologia Molecular (BM). Foram coletados 50 exemplares
de B. vaillantii com o auxilio de pescadores artesanais em Colares/PA, utilizando
instrumentos de pesca. Os peixes foram preservados em cubas isotérmicas com gelo e
transportados ao Laboratorio de Pesquisa Carlos Azevedo — UFRA, no campus
UFRA/Belém, para processamento e observacdo utilizando as técnicas de ML e BM.
Foram identificados na vesicula biliar estruturas de plasmodios e esporos com
caracteristicas morfologicas do género Ceratomyxa. Os plasmodios apresentaram
movimentos lentos, com diferentes tamanhos, enquanto os esporos possuiam a
morfologia furcada, com a seguinte morfometria: 19.7 um + 1.2 um de comprimento,
largura 3.97 um =+, 0.99 pm; cépsula polar: 1.1 um + 0.3 um de comprimento, com 1.04
+ 0,2 um de largura. A analise apontou uma prevaléncia de 60% de sequéncias do género
Ceratomyxa nas amostras coletadas. Os resultados obtidos indicam a presenca de
parasitos nos peixes estudados, ressaltando a importancia da investigacdo morfoldgica de
microparasitos em peixes. A compreensdo da ecologia parasitaria € crucial para
implementar medidas eficazes de controle e prevengdo de doengas. Portanto, este estudo
visa preencher lacunas de conhecimentos na area de parasitologia de peixes, contribuindo
para o avango cientifico e o desenvolvimento de medidas eficazes de manejo e

conservagao dos recursos pesqueiros na regiao.

Palavras-chave: Amazdnia; Microparasitos; Orgaos; Peixes.



ABSTRACT

This study analyzed myxozoans, microscopic cnidarian parasites highly adapted to
parasitic relationships with aquatic organisms. With more than 2400 species cataloged in
marine and freshwater environments, myxozoans establish a significant co-evolutionary
relationship with their hosts. In this study, specimens of Brachyplatystoma vaillantii
(Valenciennes, 1840), popularly known in the northern region of Brazil as Piramutaba,
were analyzed, being a freshwater catfish widely distributed in South America. For the
study, morphological and phylogenetic analyzes were conducted (18S rDNA) to
characterize the myxozoan parasites found in piramutaba, since species of the genus
Ceratomyxa have tissue tropism for the gallbladder of marine fish. The present study
seeks to identify the morphological and phylogenetic aspects of the diversity of
microparasites, using Light Microscopy (ML) and Molecular Biology (BM) techniques.
50 specimens of B. vaillantii were collected with the help of artisanal fishermen in
Colares/PA, using fishing instruments. The fish were preserved in isothermal vats with
ice and transported to the Carlos Azevedo Research Laboratory — UFRA, on the
UFRA/Belém campus, for processing and observation using ML and BM techniques.
Structures of plasmodia and spores with morphological characteristics of the genus
Ceratomyxa were identified in the gallbladder. The plasmodia showed slow movements,
with different sizes, while the spores had a furcated morphology, with the following
morphometry: 19.7 um £ 1.2 um in length, width 3.97 pm £ 0.99 pum; polar capsule: 1.1
um £ 0.3 um long, 1.04 = 0.2 pum wide. The analysis showed a prevalence of 60% of
sequences from the genus Ceratomyxa in the samples collected. The results obtained
indicate the presence of parasites in the fish studied, highlighting the importance of
morphological investigation of microparasites in fish. Understanding parasite ecology is
crucial to implementing effective disease control and prevention measures. Therefore,
this study aims to fill knowledge gaps in the area of fish parasitology, contributing to
scientific advancement and the development of effective measures for the management

and conservation of fishing resources in the region.

Keywords: Amazon; Microparasites; Organs; Fish.
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1 INTRODUCAO

1.1.Consideracoes gerais

Os peixes sao reconhecidos em diversos paises como a principal fonte de proteina
animal, especialmente para aqueles em desenvolvimento (FERREIRA, 2009). Assim, de
acordo com dados recentes da Organiza¢dao das Nacdes Unidas para a Alimentagdo e a
Agricultura (FAO NO BRASIL, 2022) a produgdo mundial de pescado atingiu 6,5
milhdes de toneladas em 2022, um aumento em relagdo ao ano anterior.

Em contrapartida, ¢ imprescindivel mencionar que, os peixes, enquanto
vertebrados, registram os mais elevados indices de infec¢do por parasitos, atribuidos as
caracteristicas inerentes ao meio aquatico (SA et al., 2022). Este ambiente se revela
propicio para o acesso e penetracdo de patdgenos, especialmente em areas sujeitas as
influéncias das atividades antrdpicas, as quais frequentemente resultam em poluicao
(CEZAR; COSTA; MASSATO, 2008).

A Brachyplatystoma vaillantii (Siluriformes:Pimelodidae), Valenciennes, 1840
(CUVIER et al., 1828) conhecida popularmente como piramutaba, consiste em uma
espécie de peixes presentes na alimentacdo diaria de moradores locais € um dos recursos
pesqueiros mais importantes da Amazonia (FORMIGA; BATISTA; ALVES-GOMES,
2021). Devido a sua significativa relevancia como recurso pesqueiro Amazonia, ha um
crescente interesse em compreender a dindmica da comunidade parasitaria em espécies
como B. vaillantii (BRITO; DIAS, 2021).

Este estudo de natureza microparasitria visa proporcionar suporte para a
identificacdo morfologica e molecular dos parasitos presentes em peixes teledsteos
(MARINHO, 2023; OLIVEIRA, 2019) provenientes da praia do Humait4, localizada no
municipio de Colares, no nordeste paraense. Portanto, a pesquisa das doencas parasitarias
em peixes (CAVALINE, 2019; DIAS et al., 2015), especificamente na espécie B.
vaillantii, surge como uma necessidade premente, dada a releviancia econdmica e
ecologica dessa regido (BEGOT, 2018; BRITO et al., 2016a). A falta de estudos

abrangentes e aprofundados sobre a parasitologia de peixes cria uma lacuna significativa
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no entendimento dos microparasitos presentes nesses animais, impactando diretamente o
setor pesqueiro local e a economia regional (NASCIMENTO et al., 2021).

A pesquisa sobre parasitas de organismos aquaticos estd ganhando destaque
significativo, especialmente devido ao seu impacto em hospedeiros que sao importantes
para a aquicultura e o comércio (JONES, 2001; MORAES, 2023; SITJA-BOBADILLA;
ESTENSORO; PEREZ-SANCHEZ, 2016). Assim, as infec¢des provenientes de agentes
parasitarios t€ém o potencial de comprometer o ganho de massa corporal dos animais e até
mesmo tornar a criagao economicamente inviavel (VIEGAS et al., 2012).

Os parasitas que afetam os peixes podem promover a perdas econdmica
significativa, quando os parasitas de importancia médica e relevancia veterinaria estao
associados a infecgdes graves e generalizadas em todo o mundo. Essas infecgdes resultam
em grandes desafios socioecondomico consideravel aos paises e prejudicam a
produtividade das industrias agricolas (SITJA-BOBADILLA; ESTENSORO; PEREZ-
SANCHEZ, 2016).

A presengca de infecgdes parasitarias ndo apenas prejudica a saude dos peixes (SA
et al., 2022), mas também pode levar a impactos econdmicos significativos,
especialmente em comunidades onde a atividade pesqueira ¢ uma fonte predominante de
renda (JONES, 2001; VIEGAS et al., 2012). A necessidade de compreender a morfologia
e a diversidade dos microparasitos (MONTEIRO, 2023), identificar suas caracteristicas
taxondmicas e entender as interagdes parasito-hospedeiro € crucial para subsidiar
estratégias eficazes de prevengdo, controle e manejo dessas infeccdes (GRACIANO,
2022; KOH, 2019).

No escopo deste estudo, foram conduzidas andlises morfologicas para o
microparasita Ceratomyxa, Thélohan, 1892, bem como analise filogenética (18S rDNA)
para caracteriza-lo. A expectativa € que esta pesquisa contribua substancialmente para a
compreensdo da morfologia e diversidade dos microparasitos em espécies especificas,
subsidiando estratégias de prevencdo, controle e manejo de infecgdes parasitarias em
peixes. Além disso, a divulgacdo dos resultados busca elevar a consciéncia acerca da
presenca e do impacto desses microparasitos na saide dos peixes, promovendo, assim, a
conservagao dos recursos pesqueiros no litoral amazodnico.

Nesse contexto, o objetivo desta pesquisa ¢ identificar a morfologia de
microparasitos por meio da aplicacdo de técnicas morfologicas e Biologia Molecular
(BM), focalizando na espécie B. vaillantii, encontradas no litoral amazonico. Essas

metodologias permitem uma andlise minuciosa dos parasitos, contribuindo para um



19

aprofundamento do entendimento de sua estrutura morfologica e caracteristicas
taxondmicas, bem como para a identificacdo precisa das espécies presentes na area de

estudo.

1.2. A importancia do estudo de parasitos em peixes

Os parasitos, ao buscarem recursos nos hospedeiros para sobreviver e se
desenvolver, podem causar doengas ou adaptar-se por meio de associagdes coevolutivas
(FORATTINI, 2002). Nesse contexto, microparasitos, como os de Apicomplexa,
Microsporidia e Myxozoa, ganham destaque pela relevancia ao infectar animais
vertebrados e invertebrados (NEGRELLI 2022). A medida que os sistemas de produgio
sdo intensificados, surgem enfermidades que frequentemente acarretam prejuizos
economicos consideraveis aos produtores (JONES, 2001; SITJA-BOBADILLA;
ESTENSORO; PEREZ-SANCHEZ, 2016; VIEGAS et al., 2012).

No ambito das doencas em peixes, merece destaque aquelas originadas por
agentes parasitarios, sejam eles ectoparasitas ou endoparasitas (MARTINS et al., 2015).
Esses agentes parasitarios sdo classificados como patégenos primarios, pois tém a
capacidade de estabelecer uma relagdo com o hospedeiro independentemente de fatores
prévios. Essa caracteristica torna a presenca de parasitos em pisciculturas recorrente, com
grande potencial de disseminacao e dificil controle (EIRAS; CRUZ; SARAIVA, 2018).

Os danos decorrentes de doengas parasitdrias variam conforme o grupo de
parasito, sua localizagdo e o modo especifico de atuagdo sobre o hospedeiro. Nesse
contexto, o entendimento das lesdes provocadas pelos parasitos torna-se crucial, pois os
orgaos afetados reagem a presenga desses agentes, gerando infecgdes que podem resultar
na diminui¢do ou perda da atividade correspondente. Em situacdes mais graves, essas
infecgdes podem levar a morte do hospedeiro (CEZAR; COSTA; MASSATO, 2008;
EIRAS; CRUZ; SARAIVA, 2018).

1.3.A pesca na regido amazonica
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A bacia amazodnica representa a maior bacia hidrologica do planeta, obtendo a
supremacia da diversidade de peixes de agua doce do mundo (ABREU ez al., 2019). Além
disso, inimeras dessas espécies possuem importancia econdmica na caga € pesca para as
populagdes locais (MCGRATH et al., 2015). Esta regido contém a maior biodiversidade
de peixes de agua doce, com aproximadamente 2716 espécies autentificadas (DAGOSTA;
PINNA, 2019).

A vasta diversidade de espécies pesqueiras no Brasil € notavel, especialmente em
seu extenso sistema hidrografico na Bacia Amazonica. Destacando-se devido a
consideravel riqueza em termos de diversidade pesqueira e recursos naturais (SOUSA;
MONTE; SANTOS, 2017). Os Estados que compdem a Amazodnia brasileira se destacam
significativamente na atividade pesqueira em comparagdo com outras regides, devido a
alta diversidade de espécies encontradas nessa area. Além disso, a quantidade de pescado
capturado para fins de producdo ¢ notavel, assim como a dependéncia das populagdes

tradicionais dessa regido em relagdo a essa atividade (PAIVA; SILVA, 2020)

1.4.A pesca no Nordeste paraense (Colares)

O processo de coleta foi realizado no municipio de Colares, ilha localizada na
mesorregido do nordeste do Estado do Para, microrregido do salgado, na praia do Humaita
(Figura 1).

A predominancia da fonte de renda local consiste na atividade pesqueira, realizada
tradicionalmente por homens adultos (BRITO et al., 2016b). Sdo evidentes as relagdes
intersociais € a dinamica da caca de animais na ilha de Colares, com a captura de
mamiferos, répteis e aves (ALVARENGA; LISBOA, 2009; SOUSA; MONTE; SANTOS,
2017).

Haja vista que a biodiversidade local ¢ singular em regides tropicais, como na
regido amazonica (ALVARENGA; LISBOA, 2009; GOMES, 2001). O municipio de
Colares ¢ vislumbrado como uma zona costeira com possibilidade de empreendedorismo
pesqueiro na Amazonia com destaque cultural, socioecondmico e ecologico (BEGOT,
2018).

A pesca representa um fator antropico de desenvolvimento socioecondmico e

cultural das comunidades ribeirinhas amazdnicas do municipio de Colares. Apresentando
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habilidades de caca e pesca, além de conhecimentos oriundos do trabalho local a respeito
do ambiente, da sua fauna e da flora. Assim a pesca ¢ uma das fontes de renda e
subsisténcia para a comunidade (BRITO et al., 2016b).

A praia do Humaita, além de desempenhar um papel fundamental no setor
pesqueiro da regido, apresenta condi¢des propicias para a proliferacao e desenvolvimento
de diversos microparasitos devido a diversidade geografica e a presenca da fauna aquatica
em uma variedade de habitats. A interacdo parasito-hospedeiro, resulta em infecgoes
parasitarias que podem causar alteracdes morfofisiolodgicas nos peixes nativos, afetando
organismos de interesse econdmico, como peixes, moluscos e crustaiceos (MONTEIRO,
2023). Como resultado dessa interagdo parasito-hospedeiro, sdo observadas alteragdes
morfofisiologicas, que podem desencadear processos inflamatorios e, em casos graves,

levar a mortalidade dos hospedeiros (CASAL et al., 2009).

Figura 1- Mapa com a localizagdo do municipio de Colares

] timites Municipais [ copital do Estado B Areas de Estudo

Fonte: (BRITO et al., 2016b)
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1.5.Brachyplatystoma vaillantii (Valenciennes, 1840)

O B. vaillantii (CUVIER et al., 1828) (Siluriformes: Pimelodidae) (piramutaba
em portugués, pirabuton em espanhol, laulao catfish em inglés), consiste em um
pimelodideo amazdnico (Tabela 1), ¢ uma espécie de bagre de dgua doce encontrada em
varias bacias hidrograficas da América do Sul, incluindo a Bacia Amazonica e a Bacia do
Prata (PRESTES et al., 2022). Esses peixes possuem um corpo robusto e alongado, com
coloracdo cinza-escura na regido dorsal e cinza clara na regido ventral, sdo reconhecidos
por seus barbilhdes longos e proeminentes (Figura 2), que desempenham um papel
importante na deteccao de alimentos e na orientacao durante a migracao (RAMOS, 2010;
SANTOS; CARAMASCHI, 2011).

A piramutaba ¢ uma espécie migratéria (PRESTES et al., 2022), realizando
deslocamentos ao longo dos rios para completar seu ciclo de vida. Durante a esta¢do das
chuvas (PAIVA; SILVA, 2020), esses peixes migram para areas de reproducao (ISAAC;
BRAGA, 1999) e desova, geralmente em ambientes de 4gua doce com baixa salinidade,
como em aguas turvas e barrentas (PAIVA; SILVA, 2020).

A deslocagao de uma espécie implica a potencial introdu¢ao de uma porgao ou da
totalidade de seus parasitas autoctones, acarretando possiveis consequéncias adversas
para as populacdes de peixes ja estabelecidas no respectivo ambiente local (PRADA-
MEIJIA, 2021). Sua alimentacdo ¢ baseada principalmente em peixes e crusticeos,
desempenhando um papel importante na regulagiao de populagdes de presas e no fluxo de
energia nos ecossistemas aquaticos (BARTHEM, 1997).

Além de sua importancia ecoldgica, B. vaillantii também possui relevancia
socioecondmica na pesca comercial, como a pesca de arrasto (Figura 3) e de subsisténcia
em varias regides, pois as espécies migratdrias sao os peixes comerciais de destaque da
Amazodnia (PRESTES et al., 2022). A captura desses peixes ¢ realizada até 40 metros de
profundidade (PAIVA, 1997) principalmente por pescadores artesanais, que utilizam
redes de emalhar e outros equipamentos de pesca tradicionais. No entanto, a sobrepesca
e a degradacao do habitat representam ameacas significativas para a conservagao dessa

espécie (YEMMEN; BAHRI, 2019)
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Tabela 1- Taxonomia do B. vaillantii

Reino Animalia

Filo Chordata
Classe Osteichthyes
Ordem Siluriformes
Familia Pimelodidae
Género Brachyplatystoma
Espécie Brachyplatystoma vaillantii.

Fonte: Adaptado (CUVIER; VALENCIENNES, 1828; LUNDBERG; AKAMA, 2005)

Figura 2- Realizagdo da morfometria do exemplar de piramutaba: Brachyplatystoma vaillantii.

Fonte: LPCA,2023.
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Figura 3- A-Captura de B. vaillantii durante a Pesca de Arrasto nas Aguas Abertas do Estuério do
Amazonas. B- llustracdo da Piramutaba.

Fonte: Adaptado (PRESTES et al., 2022)

1.6.Microparasitos

A Amazonia € conhecida pela alta biodiversidade na fauna e flora (ISPN, 2020),
entre esses representantes estdo os peixes, que possuem valor econdmico intrinseco na
localidade, porém, estdo propensos a inimeras enfermidades causadas por microparasitos
(DOS SANTOS, 2017). Logo, ao consumir o pescado, em condi¢des parasitarias pode
infectar o individuo causando sérios agravos a saude humana (RODRIGUES et al., 2015).

A maioria dos organismos com a capacidade de causar doencas em organismos

aquaticos sao oportunistas (PORTZ et al., 2013) , pois geralmente habitam em sistemas
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aquaticos, convivendo em equilibrio com os peixes sem causar danos (CEZAR; COSTA;
MASSATO, 2008).

Inumeras doengas de peixes tém se tornado uma problemética na piscicultura
nacional (BALDISSEROTTO, 2008). Devido ao estabelecimento de sistemas hidricos ha
facilidade de infecgdo por diversas espécies de parasitos. Como consequéncia ocorre
lesdo tecidual do animal comprometendo o consumo da carne pelos humanos ou a morte
deste cultivo (DOS SANTOS, 2017; IWASHITA; MACIEL, 2013; TAIRA, 2011).
Popularmente, a presenca de parasitos nos produtos da pesca ¢ desmerecida. No entanto,
sao considerados perigos sanitarios, pois algumas espécies podem acarretar enfermidades

graves (IWASHITA; MACIEL, 2013; TAIRA, 2011).

1.7.Parasitos do Filo Cnidaria (Hatschek 1888), subfilo myxozoa (Grassé, 1970)

O filo Cnidaria, Hatschek 1888, sdo invertebrados amplamente reconhecidos por
sua importancia ecoldgica e econdmica, contribuindo para a qualidade de vida dos
hospedeiros, além de serem representantes tipicos de ambientes marinhos e de agua doce.
Até recentemente, todos os cnidarios eram vistos como animais de vida livre, no entanto,
atualmente ¢ evidente que um grupo de Cnidaria divergiu em épocas antigas, adotando o
parasitismo intracelular, constituindo Myxozoa (mixozoarios) (OKAMURA; GRUHL;
BARTHOLOMEW, 2015a). Representam endoparasitas obrigatérios que infectam
inimeras espécimes de peixes, anfibios, répteis, mamiferos e aves aquaticas, com cerca
de 2600 espécies descritas (OKAMURA; GRUHL; BARTHOLOMEW, 2015a).

O subfilo Myxozoa, Grassé, 1970 ¢ constituido pelas classes Malacosporea,
Canning al., 2000 e Myxosporea, Buetschli, 1881 (LOM,; DYKOVA, 2006a). Assim, a
classe Myxosporea ¢ fragmentada em duas ordens, Bivalvulida, Schulman 1959,
formologicamente possuem o esporo com duas valvas e capsulas polares variando de uma
a quatro, também, Multivalvulida, Schulman 1959, contendo cerca de trés a sete valvas e
duas a sete capsulas polares (SILVA JUNIOR, 2014). Incluido na classe Myxosporea, 0s
myxozoarios agrupam cerca de 2.180 espécies e estdo divididos em 62 géneros
diferentes(ATKINSON; BARTHOLOMEW; LOTAN, 2018; LOM; DYKOVA, 2006a).

Estudos evidenciam que os mixosporideos possuem uma ampla distribui¢do

geografica e sao frequentemente identificados como parasitas comuns em peixes. (LOM;
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DYKOVA, 2006b; YEMMEN; BAHRI, 2019; CHINH e al., 2022; ROCHA et al., 2023;
DAR et al., 2024). Portanto, os mixozodrios, uma classe de cnidarios parasitas de
dimensdes microscopicas, sdo notavelmente adaptados a ambientes aquaticos. Sua
presenca ¢ quase exclusiva nesses habitats, revelando uma especializagdao notavel para a
vida parasitaria em meios aquaticos (ALAMA-BERMEIJO et al., 2021; CHINH et al.,
2022; ROCHA et al., 2023; DAR et al., 2024).

As infecgdes por mixozodrios tém o potencial de prejudicar a saude dos peixes,
tanto em ambientes naturais quanto em aquiculturas, impactando negativamente seu valor
comercial (NEVES, 2018). O parasitos do filo Cnidaria, subfilo Myxozoa, chamados de
mixozoarios sdo classificados como endoparasitas, com o plano corporal simples ¢ ciclos
de vida complexos que geralmente envolve o peixe como hospedeiro, assim constituindo
uma ameaga ao sistema de producdo industrial agricola (LOM; DYKOVA, 2006b;
OKAMURA; GRUHL; BARTHOLOMEW, 2015a; ROCHA et al., 2023; DAR et al.,
2024).

Parasitando tanto vertebrados quanto invertebrados; seus esporos sao compostos
por vélvulas em forma de concha, acompanhadas de tubos polares enrolados e germes
ameboides infecciosos (DAR et al., 2024). Ha pouco estudo e pesquisa acerca de parasitos
do Filo Cnidaria em peixes no Brasil (AZEVEDO-SANTOS et al., 2017). Assim, a
categoria Myxozoa representa um conjunto significativo de parasitas de grande relevancia
econdmica. Investigar esses microparasitas eucarioticos € crucial, pois sdo agentes
patogénicos que afetam peixes tanto em ambientes marinhos quanto de 4gua doce, e sdo
encontrados em anfibios, répteis e aves. No entanto, em seres humanos, as incidéncias
sao consideradas raros eventos, onde os esporos detectados nas fezes dos pacientes
provavelmente resultaram da ingestdo de peixes infectados (OKAMURA; GRUHL,;
BARTHOLOMEW, 2015b; PRUNESCU et al., 2007).
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Figura 4- Desenhos esquematicos de cinco tipos de esporos de myxozoarios correspondentes a diferentes
géneros: A) Henneguya; B) Myxobolus; C) Ceratomyxa; D) Kudoa; E) Chloromyxum

Fonte: (CASAL et al., 2009)(adaptado).

A deteccao desses parasitas sO pode ser realizada por meio da anélise de estruturas
como: esporos e/ou cistos, presentes em diversos 6rgdos, tal como: a pele, branquias,
musculos, coragdo, rins, figado, intestino e bexiga. Haja vista que, a forma dos esporos
pode variar consideravelmente, podendo ser arredondada, oval, quadrada, eliptica, em
forma de péra, fusiforme, curva ou até mesmo triangular. Além disso, quanto as
dimensdes e espessura, estas podem variar de acordo com o género do parasita. Sao
parasitos microscopicos, multicelulares e produtores de esporos, constituem espécies
descritas em ambientes marinhos e de agua doce (OKAMURA; HARTIGAN;
NALDONI, 2018), os mixozoarios tém uma forte relacdo co-evolutiva com seus
hospedeiros, o que reflete sua rapida radiacio adaptativa (BARTOSOVA-SOJKOVA et
al., 2018).



28

Figura 5- Filograma esquematico apresentando as interconexdes entre os principais clados de mixozoérios.
Os diagramas destacam exemplos de morfologias de mixésporos em cada grupo. A largura das pontas dos
ramos representa a diversidade de espécies em cada grupo.
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Fonte: Adaptado de (ATKINSON; BARTHOLOMEW; LOTAN, 2018).
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1.8.Género Ceratomyxa (Thélohan, 1892)

O género Ceratomyxa, Thélohan, 1892 (Cnidaria, Myxosporea) ¢ reconhecido
como um dos géneros proeminentes e diverso dentro da classe Myxosporea, Butschli em
1881 (Tabela 2). Com uma distribui¢ao global, este género se destaca pela sua ampla
diversidade e presenga em diferentes ecossistemas aquaticos. Por isso, ¢ imprescindivel
o estudo cientifico a respeito deste microparasita (ZHANG et al., 2019).

Assim, o género Ceratomyxa é notavel por sua vasta diversidade, contando com
mais de 290 espécies e representando aproximadamente 11% da biodiversidade de
mixozoarios (QIAO et al., 2019). As espécies de Ceratomyxa infectam principalmente a
vesicula biliar de peixes marinhos (FRANZOLIN et al., 2022) e raramente infectam
histozoicamente ou celozoicamente peixes de agua doce (LI ef al., 2023).

Morfologicamente, os esporos tém um formato crescente ou arqueado, com corpo
alongado e espesso, formado por duas véalvulas e duas capsulas polares subesféricas,
localizadas no apice dos esporos, adjacente a linha de sutura (WHIPPS ef al., 2003). A
categorizacao das mixosporideos em termos de espécie ¢ determinada com base nas
dimensoes dos esporos e das capsulas polares, além de outros detalhes da estrutura dos
mixosporideos, incluindo o nimero de voltas do filamento polar, a presenca de sulcos e
estrias nas valvulas de esporos, a existéncia ou auséncia de um envelope mucoso, o
numero de esporoplasmas e seus nucleos (LOM; ARTHUR, 1989).

Os parasitas proliferam-se em cistos, os quais podem causar compressao do tecido
do hospedeiro. Sao multicelulares e suas formas resistentes, os esporos, dependendo da
espécie, apresentando capsulas polar, contendo um filamento espiralado no seu interior
(filamento polar). No interior dos esporos estdo presentes uma ou mais esporoplasmas,
que possuem forma ameboide e representam as células infectantes para o novo hospedeiro

(Figura 6) (DA COSTA EIRAS, 1994).
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Figura 6- Desenho esquematico de Ceratomyxa sp. Descrito com um mixdsporo maduro de Ceratomyxa
sargus n. sp. Barra de escala 5 um.

Fonte: (ROCHA et al., 2023)

Tabela 2- Classificagdo Taxondmica

Colocagdo Taxondmica

Reino Animal

Filo Cnidarios

Subfilo Endocnidozoarios

Classe Mixozoarios
Mixosporea
Ordem Bivalvulida

Subordem Varisporina

Familia Ceratomyxidae

Género Ceratomyxa

Fonte: Adaptado de (EIRAS, 2006; THELOHAN, 1891)
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2 OBJETIVOS

2.1.0bjetivo Geral

o Caracterizar o Ceratomyxa sp. presentes em B. vaillantii pelas técnicas morfologicas
e filogenéticas (18S rDNA) encontradas na vesicula biliar, da espécie.

2.2.0bjetivos Especificos

e Identificar os parasitos do filo Cnidaria presentes nos o6rgaos da espécie de peixe B.
vaillantii, utilizando microscopia de luz para analise detalhada.

e Determinar a prevaléncia dos 6rgdos parasitados por Ceratomyxa na populacio de
Piramutabas.

e Descrever a morfologia dos microparasitas identificados, incluindo caracteristicas
anatomicas e estruturais relevantes, utilizando técnicas de microscopia de alta
resolucgao.

e Coletar amostras de DNA dos microparasitas encontrados para subsequente analise
filogenética, visando entender suas relacdes evolutivas e taxonomicas.

e Realizar andlises de filogenia molecular utilizando as sequéncias de DNA obtidas,
empregando métodos computacionais adequados para reconstruir arvores

filogenéticas precisas e detalhadas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1.Caracterizacio do estudo

A presente secdo aborda a caracterizagao do estudo, destacando os aspectos
essenciais que fundamentam a abordagem adotada na pesquisa. Para uma compreensao
abrangente, serdo discutidos aspectos relacionados a coleta dos espécimes, Analise
Microscopica, Anélise Molecular, Anélise Filogenética, ferramentas computacionais e
recursos online, selecdo do melhor modelo de nucleotideos e inferéncia bayesiana,
calculo de distancias genéticas, bem como a aplicagdo de técnicas especificas na
investigacdo da morfologia e diversidade dos microparasitos em B. vaillantii no litoral
amazonico, na praia do Humaitd, em Colares, Estado do Para. Essa caracterizagao ¢
crucial para fundamentar a metodologia adotada, garantindo a robustez e a aplicabilidade

dos resultados obtidos ao longo da pesquisa.

3.2.Procedimentos éticos da pesquisa

Os procedimentos experimentais deste estudo foram submetidos a apreciagdo e
aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal Rural da
Amazonia (UFRA-CEUA), conforme registro n® 8323110522/2022, e registrados no
Sistema de Autorizagdo e Informacao em Biodiversidade (SISBIO/ICMBIO), obtendo a
Licenga 27.119 para sua execucdo. Bem como, a submissdo do projeto ao SisGen

(https://sisgen.gov.br), conforme o registro n® ACE75A7.


https://sisgen.gov.br/
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3.3.Descriciao do local e populacio em estudo

Cinquenta Espécimes de B. vaillantii, foram capturados com o auxilio de
pescadores artesanais utilizando equipamentos de pesca, tal como: a rede de emalhar e
tarrafa (BARTHEM, 1997; SILVA et al., 2020). Os peixes foram transportados mortos e
conservados em baldes/caixas isotérmicas com resfriamento e gelo (Figura 8).

O processo de coleta foi realizado na praia do Humaita, municipio de Colares
(Figura 7), ilha localizada na mesorregido do nordeste do Estado do Pard, microrregido
do salgado, na praia do Humaitd, proximo ao Mercado Municipal, centro da cidade (00°
56' S 48° 16' W), durante o periodo binario referente a 2022-2023. Todo o material
coletado foi encaminhado ao Laboratério de Pesquisa Carlos Azevedo (LPCA), vinculado
ao Instituto da Saude e Producdo Animal (ISPA) da Universidade Federal Rural da
Amazonia (UFRA).

Figura 7- Mapa da localizacéo da coleta: praia do Humaita, municipio de Colares.
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Elementos do Mapa Sistema de Coordenadas Geograficas
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Municipio de Colares Brasil Bases Cartograficas: IBGE, 2021
=== Municipios do Para = America do Sul

Fonte: Autor, 2023.
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Figura 8- Peixe B. vaillantii mortos e conservados em gelo

Fonte: Autor, 2023.

3.4. Microscopia de Luz (ML)

Inicialmente, procedeu-se a mensuracdo de dados morfométricos, incluindo
comprimento total (cm) e peso (g) dos exemplares sob investigacdo. Foram analisados
diferentes fragmentos de 6rgdos do hospedeiro em lupa e Microscopia de Luz (ML)
(ACUNA, 2008; SOUZA, 2018), como a vesicula biliar e a partir de regides sugestivas
de focos inflamatorios e/ou cistos (ARAUJO, 2016) , foram retirados e colocados entre
lamina e laminula com uma gota de agua, para observagdo ao Microscopia de Luz
(FELIPE et al., 2022; HOFLING; GONCALVES, 2009; SILVA, 2023) e em
Microscopio de Contraste de interferéncia diferencial (DIC) (SILVA, 2011), para
evidenciar a presenca de parasitos (LUNA, 1968).

Foram capturadas fotografias de laminas contendo material fresco coletado, utilizando
um microscopio de luz para documentar a presenga do Ceratomyxa sp. (DIAS, 2013;
PATRICIO, 2021; SANTOS, 2019). As fotomicrografias, sdo realizadas no microscopio
PRIMO STAR ZEISS com camera acoplado ZEISS AxioCAm ERC 5s (ANDRADE,
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2020; DIAS, 2023; MONTEIRO, 2023) e software AxionVision 5.1 (DIC), para
documentacdo do material cientifico (DIAS, 2023). As dimensdes dos esporos e capsula

polar foram medidas a partir de esporos maduros a fresco, ¢ as medidas foram tomadas

em micrometros (LUNA, 1968) .

3.5.Analise Molecular

Para a Biologia Molecular, os materiais coletados (cistos e/ou tecidos infectados
com esporos dos microparasitos) foram inicialmente fixados em dlcool etilico 80%
(MONTEIRO, 2023). A extracdo do DNA total de cada amostra sera realizada com uso
do PureLink Genomic DNA mini kit (Invitrogen®), seguindo as instru¢des do fabricante.
Apos extragdo, a quantidade do conteido de DNA foi determinada utilizando o
equipamento BioDropDuo. A regido do gene (18S rDNA) foi amplificada usando os
iniciadores 18E/18R (primers) (WHIPPS et al., 2003) , desenvolvidos por Barta et al.
(1997) — ERIB1 (5- ACCTGGATCCTGCCAG - 3°) e ERIBIO (5
CTTCCGCAGGTTCACCTACGG - 3’). As condigoes da Reagao em Cadeia de
Polimerase (PCR) foram: volume final de 25 pl, contendo 2 pl de DNA, 12,5 pul de Taq
DNA Polymerase Master MIX RED Ampliqon®, 0,25 pl de cada primer (ERIB1 e
ERIB10) e 10 ul de WATER Molecular Biology Reagent SIGMA®.

A reagdo foi realizada em um termociclador LOCCUS. O programa utilizado
consistiu nos seguintes ciclos: 94 °C por 3 min, seguido por 35 ciclos de 94°C para 13
desnaturagdo e 55°C por 1 min para o anelamento, 72°C por 1 min, com um periodo de
extensdo adicional de 72°C por 5 min no ultimo ciclo, conforme o protocolo de cada
primers utilizados, descritos nos manuscritos deste estudo; com o resultado, ¢é
encaminhado ao aparelho de foto documentagdao: LOCCUS L- PIX. Os produtos da PCR
serdo corados em azul de bromofenol, passando por eletroforese em gel de agarose 1%
em substancia tampao TBE (Tris-Borato-EDTA) (MONTEIRO, 2023) e analisados no
aparelho de fotodocumentagdo L-Pix STi, a fim de analisar as bandas de DNA.

Confirmada a amplificagdo de DNA, as amostras foram purificadas usando o GFX PCR
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DNA e Gel Band Purification Kit (GE Healthcare), de acordo com especificagdes do
fabricante.

A qualidade do DNA extraido e das PCRs foram verificados através da realizagdo
da eletroforese em gel de agarose a 1%, pelo equipamento Grs Fonte Eletrefores. Em
seguida as amostras de PCR passaram por uma etapa de purificagdo para remogao do
excesso de reagentes utilizando a enzima USB® ExoSAP-IT antes do sequenciamento
(MOREIRA, 2013), seguindo o protocolo padrdo do laboratorio (PAITHANKAR;
PRASAD, 1991). O sequenciamento foi realizado no sequenciador de DNA automatico
ABI Genetic Analyzer 3500 XL (Applied Biosystems), seguindo as instru¢des do
fabricante. As sequéncias obtidas através deste procedimento foram alinhadas no software
BioEdit (HALL, 1999) e as bases ambiguas foram esclarecidas utilizando os respectivos

cromatogramas.

3.6.Coleta e Analise de Sequéncias de Nucleotideos

Foram obtidas sequéncias de nucleotideos de diversas espécies de Ceratomyxa
depositadas no GenBank. A sequéncia de DNA obtida dos microparasitos foi analisada
no NCBI (/www.ncbi.nlm.nih.gov/) por meio da Ferramenta Béasica de Pesquisa de
Alinhamento Local [BLAST] (ALTSCHUL et al., 1990), resultando em um conjunto de
338 sequéncias de Ceratomyxidae. Como critério de selecao foram escolhidas sequencias
de espécies com score acima de 90% e que apresentavam morfologia semelhante,
compativeis com as espécies do presente estudo. Apos consulta do BLAST, foram
selecionados 51 espécimes de myxozoa para a analise filogenética. As numeragdes de
acesso das sequéncias foram formatadas de acordo com os padroes do NCBI e as

sequéncias foram salvas no formato FASTA.

3.7.Alinhamento de Sequéncias do Gene SSU rRNA

As sequéncias do gene SSU rRNA das espécies de mixozoarios depositadas no

GenBank foram submetidas a um alinhamento utilizando o software Clustal X 3.1
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(THOMPSON; HIGGINS; GIBSON, 1994) com as configuragdes padrao. A sele¢ao das
sequéncias do GenBank para inclusdo na andlise foi baseada em critérios de alta

similaridade, conforme obtido a partir do BLAST.

3.8.Analise filogenética de Ceratomyxa sp.

Foi realizada uma analise filogenética para avaliar a diversidade e distribui¢ao do
género Ceratomyxa. As sequéncias foram alinhadas no MAFFT (KATOH et al., 2019).
Foi utilizado como critério a inferéncia filogenética por Inferéncia Bayesiana, realizada
no programa MrBayes, versao 3.3.7, que utiliza uma abordagem estatistica para construir
a arvore filogenética que melhor explique os dados evolutivos. Foi utilizado o
ModelFinder (KALYAANAMOORTHY et al., 2017) para encontrar o melhor modelo
evolutivo de substituicdo a ser utilizado na constru¢ao da arvore. Foi utilizado como
outgroup o taxon Hoferellus cyprini (KU141404.1) e a construc¢ao da arvore foi realizada
em duas execugdes simultaneas de quatro cadeias, cada uma com 5.000.000 de geragdes
e (MAROUELLLI, 2009).

A cada 500 geragdes, foram amostradas 500 arvores. As primeiras mil arvores
foram descartadas como burn-inc (NASCIMENTO, 2016). As arvores resultantes foram
visualizadas utilizando o FigTree v1.4 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/). A
validacdo da filogenia foi feita pelo método de bootstrap a fim de verificar o suporte dos
clados, gerando diversas arvores possiveis e testando o grau de repeticdo dos nos,

atestando a probabilidade de serem realistas.

3.9.Calculo de distancias genéticas:

As distancias genéticas foram calculadas no software PAUP* 4.0bl
(HAUSCHILD, 2011; SWOFFORD; SULLIVAN, 2003) utilizando o parametro p padrao

para o gene SSU rRNA. Essa abordagem metodoldgica permitiu a analise filogenética


http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/
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das sequéncias de Ceratomyxa sp e a investigagcao de suas relacdes evolutivas de maneira

abrangente e sistematica.
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4 RESULTADOS

Foram realizadas seis coletas na praia do Humaitd, no periodo bindrio
correspondente a agosto de 2022 e agosto de 2023, nas quais foram capturados 50
exemplares de B. vaillantii. Estes apresentavam, em média, 23,00 cm de comprimento
(variacao de 6,00 a 40,00 cm) e peso médio de 10,5 g (variagdo de 8,4 a 12,7 g). Durante
a analise, observamos que 30 desses exemplares estavam parasitados por Ceratomyxa sp.
na vesicula biliar.

Na vesicula biliar, observamos esporos em plasmédios tubulares em movimentos

ofidicos, com caracteristicas morfoldgicas correspondentes a espécies de Ceratomyxa sp.

4.1.Microscopia de Luz (ML)

Os exemplares de peixes submetidos a analise ndo manifestaram evidéncias
externas de infec¢do ou sintomas de doenca, e nao foram observados relatos de morbidade
ou mortalidade nos estoques amostrados pesqueiros. Durante a inspe¢cdo macroscopica e
a analise microscopica de cinco orgaos distintos (figado, rins, musculo, bexiga urinaria e
vesicula biliar), constatou-se a presenga de uma infec¢do por mixosporideos na vesicula
biliar, sendo o agente causal identificado como Ceratomyxa sp.

Na vesicula biliar da Piramutaba examinados, os esporos estavam dispostos em
vista valvar, apresentaram duas capsulas de tamanho igual da regido apical do esporo, os
plasmodios apresentaram movimentos ofidicos, sendo que em alguns destes havia
esporos maduros. A infec¢do estava presente em ambos os sexos independente do
comprimento dos peixes, com alta taxa de infeccdo nos hospedeiros (60%), confirmado
pela histologia dos fragmentos, contendo no interior ou entre a estrutura do 6rgao vesicula
biliar, esporos imaturos ¢ maduros de formato furcados, dispostas paralelamente, com 2
capsulas polares (Figura 11).

Os esporos observados na bile apresentaram em média 19.7 £ 1.2 um de
comprimento, 3.97 £ 0.99 um de largura e eram fortemente furcados e arqueados em
forma de alicate ou tesoura, furcados, com plasmaodios dotados de motilidade, nadando
na vesicula biliar do hospedeiro. Compostos por duas valvulas simétricas de tamanho

igual, cada valvula possuia um corpo afilante oposto, orientado paralelamente a ponta
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basal dos apéndices e unido ao longo de uma linha de sutura direita, formando um fio
espesso, em formato de V. Em seu interior a Capsula polar possuia a medida com 1.1+0.3
um de comprimento e 1.04340.2 um de largura. Cada capsula contém um filamento polar
com cinco (raramente seis) voltas. O esporoplasma binucleado tinha forma irregular,

continha varios esporoplasmossomos.

Figura 9- Captura pelo DIC em Microscopia de Luz do esporo Ceratomyxa sp. Amostra a fresco;
Presenca da morfologia caracteristica de “tesoura” ou “alicate”. Comprimento 5 pm.

Fonte: Autor, 2022.
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Figura 10- Ilustracdo baseada na captura de imagem do Ceratomyxa sp pelo DIC. Caracteristico pelo
corpo alicate

Fonte: Autor, 2023.

Durante a andlise morfologica dos microparasitos na vesicula biliar da
piramutaba, observamos caracteristicas distintivas nos esporos, sugerindo a possivel
identificacdo de uma nova espécie de Ceratomyxa sp. Os esporos exibiram uma
morfologia tipica do género Ceratomyxa, com formato arqueado e dois apéndices caudais
afilados. Além disso, foram observadas proje¢des citoplasmaticas da membrana
plasmoidal externa, uma caracteristica comum em parasitas celozoarios, especialmente
na vesicula biliar, indicando uma possivel adaptacao evolutiva desse microparasito ao
ambiente especifico do hospedeiro. Essas observagdes fornecem insights valiosos para a
taxonomia e a compreensdo da diversidade genética dentro do género Ceratomyxa,
destacando a importancia da investigagdo morfologica na identificagdo e classificagao

precisas de parasitos.
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Figura 11- Esporos de Ceratomyxa sp encontrados na vesicula biliar da Piramutaba. Dispostos em vista
valvar. llustragfes A, B e D capturadas em objetiva 40X no DIC e ilustragdo B em objetiva de 20X.
Apresentando Morfologia de tesoura.

Fonte: Autor, 2022.
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4.2.Analise filogenética do género Ceratomyxa

Através da analise filogenética, foi analisada a disposicao e variabilidade genética
dos Mixozodrios analisados. As sequéncias foram obtidas através do alto indice de
identidade que compartilhavam e a arvore filogenética comprovou sua relagao evolutiva.
Foram utilizadas sequéncias génicas de SSU rRNA (Small subunit ribosomal ribonucleic
acid), um marcador molecular amplamente utilizado para analises genéticas de
mixozoarios. Apds as andlises microscopicas e filogenéticas, foram encontrados fortes
indicios de uma provavel nova espécie de microparasito infectante de peixes, pertencente
ao género Ceratomyxa e encontrada na vesicula biliar de Piramutabas na regido de

Colares.

E possivel de se observar isso na filogenia devido a proximidade evolutiva da
sequéncia do novo parasito com diversas outras sequéncias do género Ceratomyxa,
juntamente do elevado indice de identidade com este género. A distancia dela, na arvore,
para os outros géneros, como Hoferellus e Myxidium também atesta para a sua
identificacdo conclusiva. A arvore filogenética construida encontra-se ilustrada na Figura

12.
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Figura 12- Arvore de Méaxima Verossimilhanca, com base no sequenciamento do gene 18S rDNA demostrando a relagio do Ceratomyxa sp a0 outros mixosporideos.
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4.3.Relacao morfométrica

Tabela 3- Matriz de identidade/similaridade entre as espécies de Ceratomyxa spp.
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Espécies 1 2 3 4 5 6
1 Ceratomyxa sp (XXXXX)
2 Ceratomyxa gracillima (KY934184.1) 80.68
3 Ceratomyxa verudensis (KM273027.1) 71.85 | 78.37
4 Ceratomyxa leatherjacketi (KM273028.1) 71.74 | 80.58 | 77.02
5 Ceratomyxa buri (AB530264.1) 71.30 | 76.31 | 82.54 | 82.06
6 Ceratomyxa seriolae (AB530265.1) 71.08 | 76.96 | 91.03 | 83.48 | 86.17

Apbs a apresentagdo da tabela de similaridade indicando as distancias genéticas

entre as sequéncias do gene 18S rDNA de Ceratomyxa sp, conclui-se que a espécie

Ceratomyxa sp compartilha alta similaridade de identidade com o Ceratomyxa gracillima

(80,68%) e o Ceratomyxa verudensis (71,85%). Esses achados sugerem uma possivel

relacdo genética entre essas espécies. Por isso, a analise molecular ¢ fundamental para

distinguir a Ceratomyxa sp das outras espécies, ja que a morfologia pode ser semelhante.

Assim a matriz de identidade/similaridade fornece insights valiosos para a compreensao

das relagoes genéticas entre as diferentes espécies de Ceratomyxa.

Tabela 4- Distancia de Similaridade (P) entre as principais espécies de Ceratomyxa spp.

Espécies 1 2 3 4 5
1 | Ceratomyxa sp (XXXXX)
2 | Ceratomyxa gracillima (KY934184.1) 0,252
3 | Ceratomyxa leatherjacketi (KM273028.1) 0,371 | 0,162
4 | Ceratomyxa buri (AB530264.1) 0,477 | 0,278 | 0,281
5 | Ceratomyxa verudensis (KM273027.1) 0,470 | 0,265 | 0,271 | 0,229
6 | Ceratomyxa seriolae (AB530265.1) 0,473 | 0,281 | 0,291 | 0,217 | 0,109




46

Os resultados da analise da distancia de similaridade (P) entre as principais
espécies de Ceratomyxa spp. (conforme apresentados na Tabela 4) fornecem insights
cruciais sobre a diversidade genética dentro desse género parasitario. Os valores indicam
a proximidade ou divergéncia dos materiais genéticos entre as espécies investigadas.
Notavelmente, enquanto algumas espécies, como Ceratomyxa gracillima, exibem uma
distancia de similaridade moderada em relagdo as demais, outras, como Ceratomyxa
seriolae, demonstram uma maior divergéncia genética. Essa diversidade genética pode
ter implicagdes significativas para a ecologia, distribui¢do e adaptagdo desses parasitas,
afetando sua capacidade de parasitismo e, consequentemente, sua interagdo com o0s

hospedeiros.

Esses dados também sdo essenciais para estudos taxondmicos e filogenéticos,
contribuindo para uma melhor compreensao das relagdes evolutivas entre as espécies de

Ceratomyxa e sua classificagdo no contexto bioldgico mais amplo.

4.4. Taxonomia

De acordo com os aspectos morfoldgicos baseados na Microscopia de luz e a

Filogenia a classificagdo taxondmica do microparasito estudado:

Tabela 5- Classificagdo Taxondmica

Colocagdo taxonémica
Reino Metazoarios
Filo Cnidérios
Classe Mixozoérios
Ordem Bivalvulida
Familia Ceratomyxidae
Género Ceratomyxa
Espécie Ceratomyxa sp

Hospedeiro: Piramutaba.
Localidade: praia do Humaita; municipio de Colares-PA.

Local de infecgao: vesicula biliar.
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Tipo de Material: Lamina a fresco.

Os sequenciamentos do gene 18S rDNA de) de Ceratomyxa sp., coletados da piramutaba,
sendo o sitio de infecgdo a vesicula biliar, gerando uma sequéncia parcial de 1813

nucleotideos.
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5. DISCUSSAO

A pesca artesanal na Amazonia ¢ um tema de importancia central, ndo apenas do
ponto de vista econdmico, mas também social e ambiental. Como mencionado por
SILVANO; HALLWASS, 2021, desempenha um papel crucial como meio de subsisténcia
para as comunidades locais e como fonte de sustento para muitas familias e comunidades
locais. No entanto, além de seu impacto direto na economia e na vida das pessoas, a pesca
artesanal também tem implicagdes significativas para a seguranga alimentar (MOURA,
2021; OLIVEIRA; BEZERRA; SANTOS, 2024) ¢ a conservagao dos recursos naturais
na regido amazonica (DA SILVA; DE SOUZA; DA SILVA, 2024; WAGNER; LIMA,
2024).

Com o crescente consumo de peixes no Brasil e demais localidades, surge a
necessidade premente de compreendermos os riscos associados a ingestdo de alimentos
contaminados, bem como, os beneficios a saide humana do consumo de pescado
(FURLAN et al., 2023). Assim, os peixes, como fonte importante de proteina na dieta
humana (SARTORI; AMANCIO, 2012), podem abrigar uma diversidade de parasitas
responsaveis por Doengas Transmitidas por Alimentos (DTAs). Essas DTAs representam
uma ameagca significativa a satude publica (FARIAS; PALA; ARAUJO, 2021), uma vez
que podem resultar em uma série de sintomas gastrointestinais, como nauseas, vomitos e
diarreia, além de complicagdes mais sérias em casos graves (MINISTERIO DA SAUDE;
SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE; DEPARTAMENTO DE VIGILANCIA
EPIDEMIOLOGICA, 2010).

Em pesquisas, alguns mixozodrios tém sido identificados como agentes
causadores de doencas emergentes. Além disso, infec¢des por mixozodarios podem
acarretar perdas econdmicas consideraveis para a industria da aquicultura e da pesca.
Essas infeccOes afetam diretamente a satude dos peixes, bem como diminuem sua
comercializacdo. Vale ressaltar que, a saide humana também pode ser comprometida
pelos mixozoarios, especialmente quando peixes crus infectados sdo consumidos por
individuos com o sistema imunologico comprometido (OKAMURA; GRUHL;
BARTHOLOMEW, 2015Db).

E importante salientar que a familia Ceratomyxidae inclui os géneros Ceratomyxa,
Meglitschia, Ellipsomyxa e Ceratonova (RIBEIRO, 2020). Assim, 0S aspectos

morfologicos e ultraestruturais dos mixdsporos, revelando uma organizacao furcada e
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arqueada e apresentam notavel semelhanca com aqueles previamente descritos no género
Meglitschia (ZHAO et al., 2008). Logo, a morfologia do mixdsporo, caracterizada pelo
formato arqueado com dois apéndices caudais afilados, alinhados com a base dos esporos,
juntamente com a analise do numero e posicao das voltas dos filamentos polares (PFc) e
capsulas polares (PC), sugere, erroneamente, que este parasita pertence ao género
Meglitschia.

Além disso, por meio da combinacdo de analises moleculares e morfoldgicas
sustentam a premissa original de Meglitsch que algumas espécies de Ceratomyxa
produzem mixdsporos altamente arqueados com valvulas alongadas e conicas
(ADRIANO; OKAMURA, 2017). Entdo, com base nessas diferencas morfoldgicas, foi
proposta a criacdo de uma nova espécie e sua atribuicdo ao género Ceratomyxa, uma
decisdo fundamentada em dados filogenéticos moleculares (ADRIANO; OKAMURA,
2017). Ademais, a arquitetura basica dos esporos de Meglitschia insolita (MEGLITSCH,
1960), originalmente descrita como Ceratomyxa insolita, apoia a sua reclassificagdo para
0 género Ceratomyxa.

Ao identificar e caracterizar essa possivel nova espécie de Ceratomyxa sp. no B.
vaillantii, contribuimos significativamente para a compreensao da diversidade parasitaria
nesta espécie de peixe. Além disso, ao situar a espécie dentro de um contexto filogenético,
fornecemos informacdes valiosas que podem influenciar a classificagdo e taxonomia do
género. Estas descobertas t€ém implicagdes importantes ndo apenas para a parasitologia,
mas também para a biologia evolutiva e a sistematica dos ceratomyxideos. Embora B.
vaillantii esteja amplamente distribuido na bacia amazonica, hd uma escassez de estudos
sobre seus parasitas, especialmente no que diz respeito a taxonomia (BRITO; DIAS,
2021).

A tabela de similaridade indicando as distancias genéticas entre as sequéncias do
gene 18S rDNA de Ceratomyxa sp em relagdo aos outros os mixosporos de Ceratomyxa
sp. presente no estudo (tabela 3), denominado na filogenia como Ceratomyxa sp.,
assemelham-se aos demais microparasitas do género Ceratomyxa, quanto a sua
morfologia, mas pode ser facilmente distinguida com base em dados moleculares
(ARAUJO, 2021). O Ceratomyxa sp (Ceratomyxa colarensis) compartilharam 80,68% de
similaridade de identidade com o Ceratomyxa gracillima n sp., também possui 71,85%
de similaridade com o Ceratomyxa verudensis. Além disso, apresenta 71,74% de
identidade frente o Ceratomyxa leatherjacketi, bem como apresenta 71,30% e 71,08% de

similaridade aos respectivos Ceratomyxa buri e Ceratomyxa seriolae.
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A analise revela a distancia de similaridade (P) entre as principais espécies de
Ceratomyxa spp. (Tabela 4) fornecendo insights fundamentais sobre a diversidade
genética dentro deste género parasitario. Os valores apresentados refletem a proximidade
ou divergéncia dos materiais genéticos entre as espécies investigadas. Observa-se que,
enquanto algumas espécies, como Ceratomyxa gracillima, exibem uma distancia de
similaridade moderada em relagdo as demais, outras, como Ceratomyxa seriolae,
demonstram uma maior divergéncia genética. Essa diversidade genética pode ter
implicagdes significativas para a ecologia, distribui¢do e adaptacdo desses parasitas,
influenciando sua capacidade de parasitismo e, consequentemente, sua interagcao com o0s
hospedeiros (ANJOS, 2022; JONES, 2001; MORAES, 2023; NEGRELLI, 2022; SITJA-
BOBADILLA; ESTENSORO; PEREZ-SANCHEZ, 2016). Além disso, esses dados sdo
de suma importancia para estudos taxondmicos e filogenéticos, contribuindo para uma
melhor compreensdo das relagdes evolutivas entre as espécies de Ceratomyxa e sua
classificagdo dentro do contexto bioldgico mais amplo(BEGOT, 2018; BRITO et al.,
2016a; MARINHO, 2023; OLIVEIRA, 2019).

Outras semelhancas podem ser observadas, como a presen¢a do microparasita
Ceratomyxa gracillima (ZATTI et al., 2022) e de Ceratomyxa sp. no estudo em questao.
Ambos, foram encontrados na vesicula biliar de bagres, especificamente no
Brachyplatystoma rouseauxii (Castelnau, 1855) conhecido como Dourada, ¢ no
Brachyplatystoma vaillantii (Valenciennes, 1840), conhecido como Piramutaba. Esses
achados ocorreram na Amazdnia e envolveram peixes da ordem Siluriformes.

Também, a predominancia de infec¢des pertencentes as espécimes presentes em
Ceratomyxa sp, geralmente, o local da infeccdo € a vesicula biliar pode ser atribuida a
fatores evolutivos e ecologicos (EIRAS, 2006; LOM; DYKOVA, 2006%). Como
caracteristica comum observada em parasitas celozoicos, as projecdes citoplasmaticas da
membrana plasmoddica externa, particularmente encontrado na vesicula biliar, e sua
presenca esté estreitamente ligada ao tipo de nutri¢do (SITJA-BOBADILLA; ALVAREZ-
PELLITERO, 1993)

A taxa de infeccdo por Ceratomyxa sp., identificado no estudo envolvendo B.
vaillantii, demonstrou ser mais elevada em comparagdo com a prevaléncia de infeccao
por Ceratomyxa sargus n. sp. No especifico caso do hospedeiro Diplodus sargus,
(Linnaeus, 1758), na Vesicula biliar, ao sul de Portugal, a prevaléncia de infeccdo foi
registrada em 11,8% em 54 espécimes analisados, sendo notavel que esses peixes ndo

apresentaram quaisquer sinais externos de infec¢do ou doenca, conforme observado por
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(ROCHA et al., 2023). Além disso, a prevaléncia de infeccdo presente no estudo também

foi superior ao Ceratomyxa binhthuanensis n. sp. encontrado no hospedeiro Epinephelus

fasciatus (Forsskal, 1775), na provincia de Binhthuan (Vietnd), com a taxa de infecgdo

em 15% (CHINH et al., 2022).

Tabela 6- Dados para a comparacdo de Ceratomyxa n. sp. com as 4 espécies de Ceratomyxa spp. Fornecidos
a espécime e sua localizagdo de coleta, sitios de infeccdo e a distdncia dos esporos (medidas em pm).

Espécie Ceratomyxa n. sp | Ceratomyxa | Ceratomyxa | Ceratomyxa Ceratomyxa
cf. fonsecai | fonsecain. sp | amazonensis | macapaensis n. sp.
Localizacdo | Praia do Humaita Rio do Rio Rio Unini Rio Piririm
Parana (Rio Tocantins (Estado do (Amapad)
da Prata) (MA) Amazonas)
Habitat Agua Salobra Agua doce Agua doce Agua doce Agua doce
Hospedeiro | Brachyplatystoma | Hemiodus Hemiodus Symphysodon Mesonauta
vaillantii orthonops | unimaculatus discus festivus Heckel,
1840
Local de Vesicula Biliar Vesicula Vesicula Vesicula Vesicula biliar
infec¢do Biliar Biliar Biliar
Esporos
Comprimento 19.7+ 1.2 ym 33+0.2 289+2,7 7,0+0,3 pm 4,2+0,5 um
(2.9-3.9) pm
pum
Largura 3.97+ 0,99 um 144+33 2,6 £0,1 um 15,8+ 0,4 22,75 £ 0,3 pm
(10,4-20,7) pum
um
Forma do Formato em Formato Formato Formato Forma de
esporo tesoura ou V, com | vermiforme. | vermiforme. fortemente crescente ou arco
plasmodio dotado | Plasmoédios Os esporos arqueado com duas capsulas
de motilidade. dotados de alongados e polares
motilidade. | em forma de
meia-lua
Capsula
polar:
Comprimento 1,1£ 0.3 um 1.6 £0.3 1,9+0,3 um 3,22+0,34 1,86 £ 0,3 um
(1.11-2.3) pm
um
Largura 1.043 £ 0,2um 1.5+£0.3 1,7+ 0,2um 2,63+0,17 1,63+ 0,1 um
(0.9-2.1) pum
um
Referéncias Presente no (ZATTI et (DA SILVA | (MATHEWS | (BITTENCOURT
estudo al.,2022) etal.,2020) | etal,h2016) et al., 2022)

A Comparacao de Ceratomyxa n. sp. com as 4 espécies de Ceratomyxa sp,

dispostas na tabela 6, as espécimes que estdo presentes na regido amazdnica com a

similaridade de pertencerem ao ambiente de dgua doce, deve-se aos estudos que vém
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descrevendo novas espécies de parasitando peixes de agua doce na América do Sul, pois
tradicionalmente sdo, parasitos de peixes marinhos (FRANZOLIN, 2021; LOM;
DYKOVA, 2006* MATHEWS DELGADO, 2018; ZATTI, SUELLEN APARECIDA,
2017).

Logo, os resultados obtidos no presente estudo, demostram a presenca de
Ceratomyxa sp na piramutaba, assim, tem-se um fator de alerta para uma possivel
contaminagdo ao pescado comercializado no litoral amazdnico.

Por fim, o presente trabalho, a partir dos dados gerados, proporcionou uma visao
aprofundada sobre a interacdo complexa entre a pesca artesanal na Amazonia, ¢ a
conservagdo dos recursos naturais. Ao identificar uma possivel nova espécie de
Ceratomyxa sp e analisar sua diversidade genética, contribui para o conhecimento
cientifico, também para a gestdo sustentavel dos ecossistemas aquaticos e a prote¢do da
biodiversidade regional. Essas descobertas destacam a importancia da continuidade da
pesquisa na area da parasitologia, visando compreender a biologia dos parasitas do género

Ceratomyxa.
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6. CONCLUSAO

A analise filogenética revelou uma possivel nova espécie, estabelecendo um
agrupamento proximo com outras espécies do género Ceratomyxa encontradas em
ambientes de 4dgua salgada no nordeste paraense. Este achado, representa um marco
significativo, pois configura-se como a primeira descri¢do de um tdxon pertencente ao
género Ceratomyxa em peixes do nordeste paraense, em B. vaillantii pertencente ao
municipio de Colares (PA). Essa contribuicao taxondmica oferece entendimentos valiosos
para a compreensao da diversidade parasitaria nesse ecossistema especifico, destacando
a importancia dessa investigacdo de microparasitas ao pescado comercial no litoral
amazonico.

Assim, os resultados obtidos demonstram a presenca de Ceratomyxa sp. na
piramutaba, ressaltando a importancia da investigagdo morfoldgica de microparasitos em
peixes. A compreensdo da ecologia parasitaria ¢ crucial para implementar medidas
eficazes de controle, preven¢do de doengas e conservagdo dos recursos pesqueiros na
regido. Portanto, este estudo preenche uma lacuna de conhecimento na area de
parasitologia de peixes, contribuindo para o avango cientifico e o desenvolvimento de

medidas eficazes de manejo e conservacao dos recursos pesqueiros na regiao.
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ANEXOS

ANEXO A — FICHA DE COLETA DO MATERIAL BIOLOGICO

DATA:

 ESPECIE:

LOCAL DE COLETA:

SEXO:

N* de REGISTRO:

PESO TOTAL:

PESO EVISCERADO:

COMPRIMENTO TOTAL:

COMPRIMENTO PADRAO:

ANALISE DA PRESENGA DE PARASITAS:

OBSERVACOES:
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ANEXO B - FICHA DE PROCESSAMENTO PARA BIOLOGIA MOLECULAR.

A

PREPARACAD DE MATERIAL PARA BIOLOGIA MOLECULAR

MATERIAL ... e e DA
i F MOENAL
i MICROPARASITAS

I HS: ANTES DE INICIAR A CPLHEETA DO MATERLAL BERRLOGH D FREPARAR TOO0 O PNSTRUMENTAL E
MATERIAL NECESSARID E INDEFENSAYEL AD TRABALHD
WS FIn Oies

FINACAD

Alcool B0 -~ manter em freezer aié processamenio

Cemtrifugacio
Ciom enzima para formar pellet

Extracho INNA - proteinase (lizar) + lavagem em tampdes e eluidores

Amplificngiis DNA - Primer | marcador molecular 185, usando para PCR. {Termociclador)
Eletroforese em gel de agarcse (observar formacio de bandas)

Fotederumening o (observar bandas)

Furificacio da FCH | fommagdo de bandas) {guantificagda)

Renglio de sequenciaments | Termociclader)

Sequencindor

Blastagem: identi ficagio programa em computador -~ BLAST (animal ou pamsito)

Edicho ¢ alinhamenins (comparar com outms sequéncias o GenBank )

Filogenin (construgio de arvore) (determinagio de género ou espécie nova)

(¥h=ervacho fmal
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ANEXO C - FICHA DE PROCESSAMENTO PARA COLHEITA/COLETA DO
MATERIAL BIOLOGICO.

=

COLHEITA DE MATERIAL

DATA:
LOCALIDADE DE COLHETTA, | CIDADE]
MATERIAL COLETADOD :
POSSTVELMENTE T GRLTPO

HOSFEDEIRD

ROME VULOAR

WOME FAMILLA, / GEMERS | ESFECTE

AUTOE

LOCAL DA COLHELTA
COORDERADAS BOCEAITCAS |

FIXALAD : GLUTARALDEIDD 5% pH 72 0.1 M ( OSMID 1%, TAMPAD
CACODILATO DE SOTI0 8,1 M

BLOC 0 DE EPON N™ ¢ M2BL W™ DE BLOCOS ENVIADOS

FORAM ENVIADOS .. BLOCOS FICANDO . blocos e RESERVA
LAMINAS PARA UshIN o

FREVALEWCLY |

VTR (FRASCTH DO MATERIAL FARA SEM

OESERVADOES: MATERIAL MUTTO MPORTANTE

Belemn. ¥ Pesqusadar

Mo EDILSON RODRIFUES MATOS
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ANEXO D- FOLHA DE APROVACAO DO SISTEMA NACIONAL DE GESTAO DO
PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO

(SisGen)

SISTEMA NACIORAL DE GESTAD DO PATRIMINIO GENETICO E DO CONHECIMENTS TRADEIONAL ASSOCIADD

A Ftividade de acesso a0 Palimonio Genefico, nos termos abalxg resumida, 0 cadasiada no SkGen,

)

Minlztério do Malo Amblente
CONSELHO DE GESTAD DO PATRIMONIO GENETICO

comprovants da Cadastro de Acasso
Cadastro n® ACETSAT

am atendmenio a0 previsio na Lel i 13.12373015 e seus reguiamentos.

Mumen do cadastm:
Ustanco:

CPECNP:

Oijelo do Acessn:
Finaldads do Acessd:

Eapécia
Caratomyxa app

Thulo da Alhvidade:

Equips=
3o GueImsdrn Hamaoy

Data do Cadasiro:
Situagdo do Cadastno:

ACETSAT

UFRA
05.200.001/0001-01
Patrimdnio Gandtico
Poaquiza

CARACTERIZAGAD MORFOLOGICA E MOLECULAR DO Ceratormy=a EM
Brachyplatystoma valllantll [Valencliennes, 1540) NO MUNICIFIO DE

COLARESPA

1E042024 133418
Concluido

UFRA

Conselho de Gestio do Parimanio Gensticn

Situacdo cadasiral conforme corsulia 30 SisGen em 13:35 de 160452024,

NS
FANLAN

BISTERA NACIOMAL DE GESTAD

OO PATRIMONIOD GENETICD

E DO COMHECIMENTO TRADIGICHAL
ARSOCIALD - SIS EN



ANEXO E-INSTRUMENTOS PARA COLETA DE DADOS

e TARRAFA- Fornecida e empregada pelo pescador.
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