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RESUMO

As espécies Potamorrhaphis guianensis (JARDINE, 1843) e Moenkhausia oligolepis
(GUNTHER, 1864), conhecidas como peixe agulha e olho de fogo, respectivamente,
sao utilizadas no mercado nacional e internacional de peixes ornamentais, podendo
estar propensas a diversos tipos de parasitos. Tendo em vista o comércio e as
modificagdes provocadas ao meio ambiente, se fazem necessarios estudos sobre
microparasitos que podem causar danos aos hospedeiros e na comercializagdo. O
presente trabalho avaliou 100 exemplares, sendo 50 de P. guianensis e 50 de M.
oligolepis, capturados no rio Taiassui, bacia do rio Guama, localizada no municipio
de Benevides (01°21'S, 48°14'W). Os animais foram transportados vivos até o
Laboratério de Pesquisa Carlos Azevedo (LPCA-UFRA), em Belém-PA, para as
analises. Pequenos fragmentos de o6rgaos foram retirados a fim de analisar e
observar a presenca de microparasitos. Foi identificada a presenca do Filo Myxozoa
em P. guianensis e M. oligolepis, processados com técnicas histolégicas e
preservado material para microscopia eletrénica (MET / MEV) e Biologia Molecular
(BM).

Palavras-chave: Myxozoa, Peixe agulha, Olho de fogo.



ABSTRACT

The species Potamorrhaphis guianensis (JARDINE, 1843) and Moenkhausia
oligolepis (GUNTHER, 1864), known as needlefish and red-eye tetra, respectively,
are used in national and international market of ornamental fish, and may be prone to
different types of parasites. In view of trade and the changes caused to environment,
required microparasites studies that can cause damage to hosts, commercialization
and environment. The present study evaluated 100 specimens, 50 of P. guianensis
and 50 of M. oligolepis, captured no Taiassui River, Guama river basin, located in the
municipality of Benevides (01 ° 21'S, 48 ° 14'W). The animals were transported to the
Carlos Azevedo Research Laboratory (LPCA-UFRA), in Belém-PA, for analysis.
Fragments from various groups were taken to analyze and observe the presence of
microparasites. The presence of the Myxozoa Phylum was identified in P. guianensis
and M. oligolepis, processed with histological techniques and preserved material for

electron microscopy (MET / MEV) and Molecular Biology (BM).

Keyworlds: Myxozoa, needlefish, red-eye tetra.
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1. INTRODUGAO
1.1. AMAZONIA E A PESCA ORNAMENTAL

A Amazodnia possui uma extensa area, que abriga uma grande diversidade de
organismos aquaticos, sendo esta a principal fonte de renda e subsisténcia de
comunidades ribeirinhas residentes as margens dos rios. A exploragdo do pescado
como principal fonte de renda e economia na regido amazoénica, se destaca em
relagdo as demais regides brasileiras pela riqueza e diversidade de espécies
encontradas, o0 que contribui também para o elevado indice de exploracdo dos
espécimes comercializados (SANTOS e SANTOS, 2005; TORRES, 2007).

A fauna de peixes em aguas doces € muito rica, abrangendo um total de
28.000 espécies (NELSON, 2006), e deste total, o Brasil abriga cerca de 2.587 (dois
mil e quinhentos e oitenta e sete) espécies, existindo ainda muitas desconhecidas
(BUCKUP et al., 2007).

A exploracao de peixes em ambientes aquaticos € uma atividade bastante
expressiva em algumas areas da regido Amazoénica, correspondendo a uma
exploracdo desenfreada, para algumas espécies, sendo comercializados
principalmente nos mercados aquariofilistas nacional e internacional (BATISTA et al.,
2004; PRANG, 2004; SANTOS e SANTOS; 2005; NETO, 2011).

A pesca ornamental é uma atividade de grande importancia econémica para
os paises em desenvolvimento, influenciando a comunidade pesqueira ao
crescimento da atividade industrial (SANTOS e SANTOS, 2005). O comercio para o
exterior € mantido por diversas empresas, e dentre os paises que mais se destacam
para exportagdao estdo, China, Hong Kong, Taiwan, Estados Unidos, Inglaterra,
Tailandia, Gra-Bretanha, Singapura, Franga, Dinamarca, Republica Tcheca, Canada,
Australia, Austria, Coréia do Sul, dentre outros (SANTOS e SANTOS, 2005;
TORRES, 2007; PRANG, 2007).

A Secretaria do Estado de Pesca e Aquicultura — SEPAQ (2016) realizou
levantamento estatistico sobre a pesca ornamental em todas as seis mesorregioes
do Estado do Para, destacando 70 municipios onde as pescarias ocorrem nas
principais bacias de drenagem que configuram as sub-regides hidrograficas do Para:
Araguaia, Tocantins, Xingu, Tapajos, Amazonas e Guama.
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1.2. AREA DE ESTUDO

Benevides (01°21' S, 48°14' W) (Figura 1) esta localizada no nordeste do
estado do Para, e tem uma area total de 188 km?. Caracteriza-se por elevadas taxas
de desmatamento, com perda da cobertura florestal original superior a 23%
(BRANDON et al., 2005). Com apenas 30% de sua vegetacéo original (SEPOF,
2006), a regiao de Benevides tem um clima tropical umido com uma temperatura
meédia de cerca de 26°C podendo alcangar até 36 °C nos meses de setembro a
novembro (RAIOL et al.,2012).

O rio Taiassui esta entre os corpos de agua mais importantes do municipio de
Benevides, utilizada para o turismo e para a pesca (RAIOL et al.,2012). Esta
localizado préximo a regido metropolitana de Belém, capital do estado do Para. Esta
regiao tem aproximadamente 60 mil habitantes (IBGE, 2016), e perdeu a maior parte
da sua cobertura florestal original, o que levou a fragmentacao do habitat e perda de
grande biodiversidade (ALMEIDA e VIEIRA, 2010).

Figura 1: Municipio de Benevides, rio Taiassui, area de coleta.
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1.3. PARASITISMO

A carne de peixe é rica em nutrientes, contudo o crescente interesse pelo
consumo do peixe cru ou mal cozido tem induzido as autoridades sanitarias e
pesquisadores a prestarem mais atencédo neste alimento, tendo em vista que ja foi
estabelecida a presengca de bioagentes com potencial zoondtico, presente em
diferentes animais aquaticos (RANZANI-PAIVA et al., 2004; BENIGNO et al., 2012).

O peixe pode ser contaminado por parasitos que podem ser considerados
como zoonéticos potencialmente prejudiciais aos seres humanos (KEELING e FAST,
2002; MATOS, 2007). Tais agentes patogénicos podem ser classificados em dois
grupos: os parasitos de interesse na saude publica que pode ser prejudicial para os
consumidores e os agentes que afetam somente os peixes através de lesbes que

podem alterar o seu valor comercial (GONZALEZ et al.,2001).

A fauna parasitaria pode conviver em equilibrio com os peixes sem causar
danos aos mesmos (PAVANELLI et al., 2008; FRANCESCHINI, 2012). Porém, é
importante frisar, que durante a captura, o estresse causado pelo manejo
inadequado e ambientes alterados, pode desencadear alteracdo na relagdo do
hospedeiro com o parasito e 0 meio ambiente, causando infecgcbes que podem levar
a morte do individuo ou ocasionar lesdes nos tecidos que irdo comprometer a
qualidade do material para o comércio (PAVANELLI et al., 2002).

O elevado manejo no meio ambiente para os diferentes tipos de
comercializacao leva a uma variagao dos parametros ambientais existentes no meio
aquatico com alteragdes além dos limites aceitaveis, podendo predispor os peixes a
agentes invasores, disseminacao de parasitos e provocar enfermidades, que podem
estar tendo uma maior proliferacdo a partir do desequilibrio do ecossistema
(GENOVEZ et al., 2008).

Animais aquaticos, como os peixes de agua doce, marinha e estuarina de
diversas areas geograficas podem ser hospedeiros de variadas formas de
parasitismo ocasionadas por virus, bactérias, fungos, protozoarios, metazoarios e
outros (EIRAS, 1994; WOO, 2003; RANZANI-PAIVA et al., 2004; WOO, 2006;
BENIGNO et al., 2012). Em vista disso, o presente trabalho realiza uma descri¢ao
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morfolégica de microparasitos, com a finalidade de contribuir para o melhor estudo

do estado sanitario da fauna ictiolégica da Amazénia.

Estudos que determinem a ocorréncia de microparasitos eucariotos em peixes
sao de suma importancia para a comunidade cientifica, além do conhecimento de
prevaléncia ambiental, podendo provocar a presenga de doengas no hospedeiro,

causando desequilibrio do ecossistema.

2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL:

Identificar e descrever morfologicamente os microparasitos eucariotos em P.
guianensis (JARDINE, 1843) e em M. oligolepis (EIGENMANN, 1903), provenientes

do rio Taiassui, localizado no municipio de Benevides / Pa.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

» Analisar a localizagdo dos microparasitos eucariotos em relagdo aos 6rgéaos do
hospedeiro;

> ldentificar os microparasitos eucariotos encontrados por meio de técnicas
histoldgicas;

> Realizar identificagdo taxonOmica sobre o0s microparasitos eucariotos
encontrados nos peixes estudados;

» Contribuir para um melhor conhecimento cientifico do estado sanitario dos

peixes na Amazoénia.
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3. JUSTIFICATIVA

A ocorréncia de microparasitismo em peixes é algo muito comum, contudo
muitas espécies de parasitos ainda ndo foram estudadas e descritas, principalmente
devido & caréncia de pessoal qualificado para identificacdo. E importante destacar
também a prevaléncia do parasitismo relacionada ao ambiente em que se encontra,
muitas das vezes, sem saneamento basico e com os esgotos de dejetos sendo

liberados nos proprios rios.

Em vista a exploragdo dos recursos pesqueiros na Amazbnia e o pouco
conhecimento dos parasitos de peixes que fazem parte da pesca ornamental na
Amazbnia, se fazem necessarios estudos a fim de identificar o estado ictio-sanitario

do pescado utilizado para o consumo e outros fins.

Para tanto, o presente trabalho teve como objetivo caracterizar os
microparasitas de duas espécies de peixes ornamentais desta regidao, M. oligolepis e
P. guianensis, provenientes do rio Taiassui (Municipio de Benevides/PA). Foram
utilizadas técnicas morfolégicas (histologia) e direcionadas também, para
microscopia eletrénica de transmissédo e de varredura, além da biologia molecular.
Referidas técnicas também foram utilizadas para a caracterizacdo de géneros e
espécies encontradas, fazendo ainda, analise da relacdo parasito-hospedeiro e

verificacao de possiveis alteragdes morfoldgicas.
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4. REFERENCIAL TEORICO
4.1. NOMENCLARURA E SISTEMATICA DOS HOSPEDEIROS

As classificagdes taxondmicas das espécies de peixes apresentadas abaixo
estdo de acordo com ltis, 2018.

4.1.1. Potamorrhaphis guianensis (Peixe Agulha)
Reino: Animalia
Filo: Chordata
Classe: Actinopterygii
Ordem: Beloniformes
Familia: Belonidae
Género: Potamorrhaphis

Espécie: Potamorrhaphis guianensis (JARDINE, 1843) (Figura 2).

Figura 2: Exemplar de P. guianensis.

Fonte: Arquivo LPCA - UFRA

4.1.1.1 Familia Belonidae

A Bacia Amazdnica possuiu cerca de 2.587 espécies registradas de acordo
com Buckup et al.,, (2007) e 23 familias (CARVAJAL, 2010), sendo a familia
Belonidae representada por pelo menos 10 géneros e 32 espécies, demonstrando

uma elevada biodiversidade na regido amazébnica, cujos ancestrais sdo na sua
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maioria marinhos, transitando na América do Sul entre ambientes de aguas
marinhas, estuarinas e de agua doce (COLLETTE, 1974).

Sao chamados de “agulhas”, devido o alongamento de seus corpos e
mandibulas, no entanto para alguns estudiosos ele se assemelha mais a uma seta,
sendo a analogia mais aceita (GOUDING e CARVALHO, 1984).

4.1.1.2. P. guianensis

Os animais pertencentes ao género Potamorrhaphis podem atingir até 30 cm
de comprimento total. Possuem um comportamento de superficie com locomocgéao na
coluna d’agua, em aguas com correnteza, e se alimentam basicamente por insetos
(formigas e aranhas entre outros) e peixes menores (GOUDING e CARVALHO,
1984).

Para se locomover P. guianensis encurta seu corpo de modo a concentrar
uma determinada energia potencial e posteriormente, solta em forma de energia
cinética, e a tal movimentacao é utilizada principalmente para a captura de presas e
para a fuga de possiveis predadores (GOUDING e CARVALHO, 1984).

Por serem animais com locomog¢ao na superficie da agua, podem se tornar
alvo relativamente facil para muitos pescadores, apesar de sua elevada rapidez e
agilidade, a espécie aqui apresentada, possui determinado valor de comercializagao

e compra, no mercado de peixes ornamentais.
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4.1.2. Moenkhausia oligolepis (Olho de Fogo)
Reino: Animalia
Filo: Chordata
Classe: Actinopterygii
Ordem: Characiformes
Familia: Characidae
Género: Moenkhausia (EIGENMANN, 1903)

Espécie: Moenkhausia oligolepis (GUNTHER, 1864) - Figura 3.

Figura 3: Exemplar de M. oligolepis.

Fonte: Arquivo LPCA - UFRA

4.1.2.1 Familia Characidae

A familia Characidae compreende uma diversidade de peixes de grupos muito
variados, estando organizada em diversos géneros (LIMA et al., 2003; MAZZONI et
al., 2010). Por sua extrema variabilidade, torna-se um grupo bem adaptado e
diversificado em diferentes tipos de habitats, tanto lético como Iéntico, aguas
limpidas e turvas e desenvolvem variadas estratégias alimentares (MAZZONI et al.,
2004).
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Segundo Nelson (2006), Characidae é uma das maiores familias de peixes,
estando relacionadas em 88 géneros que compreendem a mais de 700 espécies,
sendo a maioria pertencente a seis géneros Astyanax (137 espécies),
Hyphessobrycon (127 espécies), Moenkhausia (75 espécies), Bryconamericus (73
espécies), Creagrutus (69 espécies) e Hemigrammus (54 espécies) (LIMA et al.,
2003).

4.2. MICROPARASITOS EUCARIOTOS
Os microparasitas eucariotos de organismos aquaticos possuem uma
diversidade de grupos com potencial patogénico, o que caracteriza a importancia
dos estudos relacionados com parasitos e outros patdgenos de organismos
aquaticos, garantindo mais informagdes para qualidade do cultivo e comercializagao.
As principais espécies de microparasitas eucariotos que afetam os peixes
pertencem ao Reino Fungi filo microsporidia (BALBIANI, 1882), Reino Protozoa, filo
Protista subfilo Apicoplexa (LEVINE, 1970) e o Reino Animalia, Filo Cnidaria, subfilo
Myxozoa (GRASSE, 1970).

4.2.1. Subfilo Myxozoa

E constituido por um grupo heterogéneo com cerca de 64 géneros e 17
familias (FIALA 2015; OKAMURA, 2015). Mixosporidios (Myxozoa) s&o
microparasitas eucariotos que podem ser encontrados em diversos 6rgaos dos
peixes. A maioria destes parasitos (aproximadamente 2.200 espécies conhecidas) é
estenoxeno, ou seja, um parasita com alta especificidade parasitaria ocorrendo em
um mesmo estagio evolutivo somente em uma espécie. Contudo, a mesma pode
contrair uma diversidade de mixosporidios (BEKESI, SZEKELY, MOLNAR; 2002),
podendo ser encontrados tanto em peixes marinhos quanto dulcicolas (PAVANELLI
et al., 2008).

Sao parasitos intercelulares e intracelulares, podendo ser encontrados na
cavidade dos 6rgaos ou ligados a superficie epitelial interna dos mesmos (LOM e
DYKOVA, 2006; FIALA, 2006). Seu ciclo biolégico ocorre em dois hospedeiros: um
vertebrado (peixe) e um invertebrado (poliqueta) (Figura 4) (LOM e DYKOVA, 1995,
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EIRAS, 2004; LOM e DYKOVA, 2006; PAVANELLI et al., 2008, RANGEL et al.,
2009; YEMMEN et al., 2013).

Figura 4: Demonstracao do ciclo de vida de Myxozoa, destacando hospedeiro intermediario
(a), esporo eliminado (b), hospedeiro definitivo, anelideo poliqueta (c), actinosporo eliminado

na agua para infecgdo e reinicio do ciclo (d).

Fonte: De acordo com BEKESI, SZEKELY e MOLNAR, 2002.

Os parasitos desenvolvem-se em cistos ou plasmoédios que podem provocar
compressao do tecido hospedeiro. Sdo pluricelulares e seus esporos (as formas
resistentes), dependendo da espécie, podem apresentar de uma a sete capsulas
polares, cada uma contendo um filamento espiralado em seu interior (filamento
polar). No interior dos esporos estao presentes um ou mais esporoplasmas que
possuem forma amebodide e sdo as células infectantes para o novo hospedeiro
(EIRAS, 1994; AZEVEDO et al, 2011a).

Devido a grande diversidade dos mixosporidios encontrada neste grupo e ao
grande potencial patogénico de algumas espécies, os estudos tém merecido
destaque por parte de varios pesquisadores (MARTINS et al.,1997; MATOS et al.,
2003 a,b; ADRIANO; ARANA; CORDEIRO, 2006; MOLNAR et al., 2006; FEIJO et al.,
2008; EIRAS; TAKEMOTO; PAVANELLI, 2009; AZEVEDO et al., 2011b; YEMMEN
et al., 2013, KUBITZA e KUBITZA, 2018).
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No presente trabalho, o filo Myxozoa compreende a maior predominancia de

infeccdo microparasitaria, tendo destaque o género Henneguya.

5. MATERIAL E METODOS
5.1. COLETA E TRANSPORTE

Os espécimes de P. guianensis € M. oligolepis utilizados neste estudo foram
provenientes do municipio de Benevides na bacia do rio Taiassui (Figura 5a),
registrados em relatério de campo (Anexo |), sendo capturados com redes de arrasto,
que foram utilizadas de modo a cobrir a maior area possivel de captura com as
extremidades das boias na superficie da agua e também de peneiras; a utilizagao de
tais apetrechos de pesca foram necessarios devido a rapidez do animal e ao

comportamento de superficie (Figura 5b,c e d).

Figura 5: (a) Bacia de coleta do rio Taiassui, Benevides, Para. (b) Rede de arrasto utilizada
para coleta. (c) Modo de utilizagdo da rede para captura dos espécimes. (d) Peneiras

utilizadas para captura dos individuos.

Fonte: Arquivo LPCA - UFRA
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Foram realizadas 10 coletas: julho, agosto, setembro e dezembro/2016 e em
janeiro, margo, abril, maio, junho e agosto/2017, sendo capturadas a cada coleta 10

individuos, totalizando 100 espécimes.

Os peixes foram acondicionados em sacos plasticos contendo aeragao
artificial e transportados vivos até o Laboratério de Pesquisa Carlos Azevedo (LPCA
— UFRA/Belém), onde permaneceram em aquarios de vidro, com agua proveniente
do proprio habitat, contendo filtros e aeradores com bombas elétricas até o inicio da

analise e necropsias das amostras.

5.2. PROCEDIMENTO LABORATORIAL

Para a realizacdo das necropsias, os espécimes foram anestesiados com
Tricaina Metano Sulfonato (MS222 SIGMA) na concentragdo de 50 mg/L, ou
mielotomia neural (CEUA-UFRA 13/2014 e licenga SISBIO/ICMBIO 27.119-1);
analisados em estereoscopico ZEISS Stemi DCR (Figura 6a), em toda superficie
corpdérea externa do animal para a verificacdo da existéncia de possiveis lesbdes
(cistos) ou perdas de revestimento (escamas/epiderme), com a finalidade de
determinar a presencga de possivel parasitismo nos hospedeiros.

Em seguida, foram realizadas incisdes com o auxilio de tesoura e bisturi, na
regido ventral, no sentido longitudinal de modo a exibir os érgéos para identificagao
da presenca/auséncia de cistos ou manchas esbranquigcadas. Os tecidos e 6rgaos
que possuiam lesdes identificadas foram coletados com a retirada de pequenos
fragmentos, colocados entre lamina e laminula, com uma gota de agua, para

observagdo em microscopio de luz (ML) (Figura 6b).
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Figura 6: (a) Estereomicroscépio (lupa) Zeiss Stemi DCR, utilizado para analise externa e
de 6rgaos internos dos hospedeiros. (b) Microscépio de luz (ML) Olympus CX41, para a

visualizagao de pequenos fragmentos parasitados ou nao.

Fonte: Arquivo LPCA - UFRA

Na observacédo em microscépio de luz, os fragmentos foram comprimidos
entre lamina e laminula e analisados a fresco, para a confirmacgao do parasitismo.
Ao final do procedimento, os resultados foram organizados em planilhas, para o

acompanhamento e registro de material coletado (Anexo Il).

5.3. TECNICA MORFOLOGICA (HISTOLOGICA)

Os fragmentos coletados foram fixados em Davidson (alcool 95%,
formaldeido, acido acético e agua destilada) e permaneceram embebidos no frasco
por um periodo minimo de 24h, a fim de conservar a estrutura celular o mais préximo
in vivo, sem agao autolitica.

Apos fixacdo, o material foi processado em bateria alcodlica crescente
iniciando no alcool 70% até alcool absoluto Ill, permanecendo por um periodo de
uma hora em cada um dos recipientes (Figura 7a).

As amostras foram para a diafanizagdo com o objetivo de utilizar um meio
missivel em parafina, passando por concentragdes de alcool/xilol, xilol | e xilol I, com
tempo de permanéncia em cada frasco de 30 minutos, e depois a estufa com
temperatura de 60°C para impregnacao em parafina liquida: parafina I, Il e Ill (Anexo
[l1), com o tempo de 20 minutos para cada etapa (Figura 7b).
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Figura 7: (a) Bateria alcodlica para desidratacdo do material em escala crescente. (b) Estufa

contendo parafina liquida para impregnagdao em material, destacado pelo circulo.

Fonte: Arquivo LPCA - UFRA

A inclusdo das amostras em cassetes foi realizada em aparelho Tissue
Embedding Center Micron EC350 (Figura 8a), resfriadas a temperatura ambiente e
cortadas com auxilio de micrétomo Rotary Microtome Micron HM315 (Figura 8b) a
uma espessura de 5um. Os cortes foram colocados em banho-maria (Figura 8c) com
temperatura de 37°C para distensdo dos tecidos e realizada a “pescagem” dos
mesmos, em laminas de vidro, que foram mantidas na estufa a 60°C por um periodo

minimo de 24h para fixagao dos cortes na lamina de vidro.

Figura 8: (a) Aparelho Tissue Embedding Center Micron EC350 utilizado para a inclusédo em
blocos dos materiais estudados. (b) Microtomo Rotary Microtome Micron HM315 para os
cortes a uma espessura de 5um. (¢) Banho Maria utilizado a uma temperatura média de

37 °C para distensao dos cortes e facilitar a “pescagem” do material, sem artefatos.
[ah——op

B

——

Fonte: Arquivo LPCA - UFRA
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Ao final de todo o processamento, os cortes foram corados em Hematoxilina
e Eosina (HE) e em técnicas especiais como Ziehl-Neelsen e posteriormente
selecionados para registros fotograficos realizados com auxilio de microscépio de
luz ZEISS PRIMO STAR acoplado com camera fotografica ZEISS AxioCam ERc 5s

utilizando o software AxioVision (Figura 9).

Figura 9: Microscépio de luz ZEISS PRIMO STAR acoplado com camera fotografica ZEISS
AxioCam ERc 5s.

Fonte: Arquivo LPCA - UFRA
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. P. guianensis

As analises dos espécimes de P. guianensis revelaram infeccdo em
vesicula biliar em 92% dos espécimes (46/50), e os individuos apresentaram
comprimento total médio de 18,93 cm, pesando aproximadamente 2,10 g, e foram
coletados ao longo dos anos 2016 e 2017, no Rio Taiassui, entre os periodos de
maior e menor pluviosidade em Benevides, Para.

Os esporos de Myxozoa identificados neste estudo apresentavam-se
dispersos no liquido da vesicula biliar em grande abundancia (Figura 10c), contudo,
em algumas amostras, foi possivel visualizar a formagédo de um grande plasméddio
que envolvia diversos esporos ao longo do interior da vesicula (Figura 10a). Os
espécimes diagnosticados com a infecgdo apresentaram a bile variando em tons de
castanho claro e escuro, diferentes dos nao parasitados, com coloragcéo esverdeada
clara.

Os esporos maduros possuiam formato elipsoidal em vista sutural, ordem
bivalvulidae, com extremidades arredondadas, presenca de duas capsulas polares
opostas no seu interior dispostas no mesmo plano horizontal, possuindo
ornamentacgdes de superficie discerniveis nos esporos, e que estdo de acordo com
LOM e DIKOVA, 2006 (Figura 10d).

O microparasito eucarioto apresentou morfometria de comprimento total 33,25
um (10,79-37,7), largura do esporo 26,01 uym (8,66-29,1), comprimento da capsula
11,38 um (3,15-16,6), largura da capsula 10,74 pym (3,36-13,01), espessura da valva
6,80 ym (1,02-8,47), com um total de 4~5 voltas no filamento polar (Figura 10d)
caracteristicas morfolégicas inerentes ao filo Myxozoa (LOM e DIKOVA, 2006), que
foram também visualizadas com a utilizacdo de técnicas de coloracdo em
Hematoxilina e Eosina (HE) e Ziehl-Neelsen (ZN) (Figura 10 a, b).
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Figura 10: (a) Fotomicrografia de luz de corte histologico de Intestino (l), Figado (F) e
Vesicula Biliar (VB), com destaque para formagao plasmodial (cabeca de seta) contendo
plasmoédios dispéricos de Myxozoa (*) corado em Hematoxilina e Eosina (HE), barra de
escala 150 ym. (b) Fotomocrografia de luz com técnica de coloracdo em Ziehl-Nielsen (ZN),
com destaque para os esporos (S) de Myxozoa. Ampliagao 40 X, barra de escala 20 um. (c)
Fotomicrografia em luz a fresco de esporos de Myxozoa (cabega de seta), dispersos no
contetudo da vesicula biliar, com destaque para as capsulas polares (CP) e plasmédio
diespdrico (*) Barra de escala 25 pm/ INSET — esporo de Myxozoa, barra de escala 10 pm.
(d) Fotomicrografia em luz a fresco de esporos de Myxozoa demonstrando as nervuras das
valvas (NV) (cabeca de seta) e o numero de voltas (4~5) do filamento polar (FP) (indicados

pelas setas), dispersos no liquido vesical da Bile (B) em vesicula biliar de P. guianensis.

Ampliacdo 100x, barra de escala em 10 pm.

A‘z\_

Fonte: Arquivo LPCA - UFRA.
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6.2. M. oligolepis

As analises dos espécimes de M. oligolepis revelaram presenga de cistos
arredondados, bem definidos e localizados entre as lamelas branquiais em 100%
dos espécimes (50/50). Os peixes apresentaram comprimento total médio de 6,68
cm, pesando aproximadamente 4,53 g e foram coletados de Jan — Dez de 2016 e

2017, no Rio Taiassui, Para.

Os esporos apresentavam-se com caracteristicas morfolégicas semelhantes,
corpos elipsoidais com duas valvas, cada uma contendo uma projecdo caudal. O
corpo esporal apresentava-se bem delimitado e com formato ovoide afunilado nas
extremidades com presenca de duas capsulas polares, caracteristicas inerentes ao
género Henneguya (LOM e DIKOVA, 2006), que foram visualizadas, também, apds
a utilizacdo das técnicas de coloragéo (Ziehl Nielsen e Hematoxilina Eosina) (Figura
11).

Os esporos do microparasito eucarioto apresentaram comprimento de 23,9
um (21,05 - 25,52), corpo esporal fusiforme com comprimento de 9,0 um (8,54 -
11,56) e largura 4,2 ym (3,84 - 4,81), presenca de duas capsulas polares e projegéo
caldal com 14,2 ym (11,75 - 16,43), ndo sendo possivel a visialiazagdo do numero
de voltas do filamento polar.

O controle da captura, comercializagéo, qualidade e sanidade dos organismos
aquaticos, mostram falhas no atendimento a legislagdo, dificultando um
monitoramento completo. Contudo, a fiscalizagcdo se faz necessaria, em vista da
dispersao microparasitaria que pode estar ocorrendo, podendo ocasionar um

desequilibrio no ecossistema.
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Figura 11: (A) Fotomicrografia em luz a fresco de esporos de H.enneguya sp. (cabecga de
seta), dispersos na branquia de M. oligolepis, com destaque para o corpo esporal (cabeca
da seta) e projegéo caudal (*). Ampliagdo 40 X, barra de escala 20 micrometros/ INSET —
esporo de Henneguya sp. com destaque para as capsulas polares (CP), ampliagdo 40 X,
barra de escala 20 micrometros. (B) Fotomicrografia em luz de corte histolégico de
Branquia (seta), com destaque para formacéao de cisto (*) contendo esporos de Henneguya
sp. Técnica de coloragcdo em Hematoxilina e Eosina. Ampliagdo 10 X, barra de escala 20
micrometros. (C) Técnica de coloragcdo em Ziehl-Nielsen, com destaque para formagao de
cisto (*) contendo esporos de Henneguya sp., ampliagdo 40 X, barra de escala 20

micrometros.

Fonte: Arquivo LPCA - UFRA.
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7. CONCLUSAO

Os peixes da espécie P. guianensis avaliados apresentaram microparasitos
eucariotos pertencentes ao subfilo Myxozoa localizados na vesicula biliar e M.
oligolepis, apresentou o género Henneguya localizado nas branquias, demonstrando
que as espécies se apresentam como um potencial reservatorio para dispersao
destes microparasitos.

Em vista disso, os dados obtidos nas analises histolégicas apresentadas no
presente trabalho, reforczam a ideia de que qualquer atividade que envolva a
extracdo de recursos naturais deve ser gerenciada por meio de medidas de manejo
que respeitem a legislacdo, contribuindo para o maior controle da propagacao
parasitaria e consequentemente, reducédo da transferéncia de doencas em animais

aquaticos e equilibrio dos ecossistemas.
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RESUMO

O presente estudo descreve aspectos morfolégicos de mixosporideo do género Henneguya,
observados em microscopia de luz, parasitando branquias do peixe teleésteo de dgua doce,
Moenkhausia oligolepis (GUNTHER, 1864), coletados no municipio de Benevides, Pard, Brasil.
A infeccdo foi de 100% nos hospedeiros coletados ao longo do ano, com formagdo de cistos
parasitarios nos filamentos branquiais. Os esporos morfometricamente apresentaram
comprimento total de 23,9 pm (21,05 - 25,52), corpo esporal fusiforme com comprimento 9,0
pm (8,54 - 11,56) e largura 4,2 pm (3,84 - 4,81), presenca de duas capsulas polares e projecao
caldal com 14,2 pm (11,75 - 16,43). Com base na morfologia dos esporos, o parasito pertence a
familia Myxobolidae, género Henneguya, sendo o primeiro relato de parasitismo deste género

para M. oligolepis.

PALAVRAS-CHAVE: Olho de fogo, Bivalvulidae, Benevides.
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INFECTION BY Henneguya sp. (MYXOZOA: MYXOBOLIDAE) IN GUNS OF AMAZON
ORNAMENTAL FISH

ABSTRACT

The present study describes morphological aspects of myxosporean of the genus Henneguya,
analyzed in a light microscopy, parasitizing the gills of freshwater teleostei fishes,
Moenkhausia oligolepis (GUNTHER, 1864), collected on Benevides city, Para, Brasil. The
infection was 100% in the hosts collected throughout the year, with formation of parasitic
cysts in the gill filaments. The spores morphometrically had a total length of 23.9 pm (21.05 -
25.52), fusiform sporal body with length 9.0 pm (8.54 - 11.56) and width 4.2 pm (3.84 - 4,81),
presence of two polar capsules and caldal projection with 14.2 pm (11.75 - 16.43). Based on
the morphology of the spores, the parasite belongs to the family Myxobolidae, genus

Henneguya, being the first report of parasitism of this genus for M. oligolepis.

Keyworlds: Red-eye tetra, Bivalvulidae, Benevides.

INTRODUCAO

A Amazonia Brasileira possui um bioma, que abriga uma grande diversidade de
organismos aquéticos, sendo esta a principal fonte de renda e subsisténcia de comunidades
ribeirinhas residentes as margens dos seus rios (SANTOS e SANTOS, 2005). A exploragdo
dos ambientes aquaticos é uma atividade com crescente expressdo, com destaque para
algumas espécies que possuem importancia ornamental ou valor nutricional, sendo

comercializados tanto no mercado nacional quanto internacional (BATISTA et al., 2004;

SANTOS e SANTOS, 2005).

O género Henneguya Thelohan, 1892 (Myxozoa: Myxobolidae), esta entre os
mixosporideos mais abundantes na América do Sul (AZEVEDO et al., 2009) e é o segundo
maior género da familia Myxobolidae (LOM and DYKOVA, 2006), com aproximadamente 43
espécies descritas (EIRAS, 2012), parasitando peixes de dgua doce em todo o mundo e
podendo causar infecgdes cutaneas, nas branquiais e em outros 6rgaos dos peixes (CELLERE

et al., 2002).
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Animais infectados apresentam sintomas como: anorexia, asfixia com aglomeracao
de peixes na entrada da 4gua, nado lento na superficie, cistos nos filamentos branquiais, que
reduz a area de trocas gasosas, hiperplasia de células caliciformes com aumento da producao
de muco, comprometendo a fisiologia branquial (ONAKA e MORAES, 2008). Além disso, a
presenca deste parasito nos rins pode levar a alteragdo do equilibrio hidroeletrolitico do
animal, resultando em mortalidades expressivas e impacto econdmico considerdvel

(MARTINS et al., 1997; ADRIANO et al., 2006).

Mixosporideos sdo parasitos que se caracterizam pela sua complexidade na forma
dos esporos, podendo ser encontrados em peixes de dgua doce, estuarinos ou marinhos,
tendo seu ciclo reprodutivo compreendido em dois hospedeiros: definitivo (poliquetas) e o

intermedidrio (peixes) (EIRAS et al., 2010).

Tendo em vista o pouco conhecimento dos parasitos de peixes que fazem parte da
pesca ornamental na Amazonia, este trabalho tem como objetivo descrever, em microscopia
de luz, mixosporideos do género Henneguya, como primeiro registro para M. oligolepis

provenientes do rio Taiassui (municipio de Benevides/PA).

MATERIAL E METODOS

Foram examinados 50 espécimes de M. oligolepis, capturados no rio Taiassui,
municipio de Benevides, estado do Par4, Brasil (01°21'S, 48°14' W), coletados no periodo de
junho/2016 a agosto/2017 (CEUA-UFRA 13/2014 e licenca SISBIO/ICMBIO 27.119-1). Os
espécimes foram acondicionados em sacos plasticos com agua do habitat, contendo aeracao
artificial e transportados vivos até o Laboratério de Pesquisa Carlos Azevedo (LPCA -
UFRA/Belém), onde permaneceram em aqudrios, com filtros e aeradores elétricos, até o

inicio das analises.

Os animais peixes foram anestesiados com tricaina metanossulfonato (MS222 Sigma)
a uma concentragao de 50 mg/L, sacrificados, necropsiados e dissecados para a pesquisa de
parasitos e cistos, utilizando estereomicroscépio para observagao e analise. Em uma primeira
andlise em estereomicroscopio, ndo foram visualizados cistos nas branquias, mas pequenos
fragmentos de filamentos branquiais foram coletados e prensados entre lamina e laminulas
com uma gota d’adgua, para analise mais detalhada em microscopia de luz (ML), onde foi

observada a presenca de microcistos nas lamelas branquiais, com alguns ja rompidos e

apresentavam esporos de parasitos com morfologia semelhante aos de Henneguya sp.
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Foram capturadas imagens em microscopio Zeiss Primo Star acoplado com camera

Zeiss AxiocaCAm Erc 5, e software AxioVision LE, para anélise morfométrica dos esporos.

Ap6s confirmacado de parasitismo, pequenos fragmentos de branquias foram retirados
e fixados em solugdo de Davidson (formalina tamponada neutra, 4cido acético glacial, 95%
de 4lcool etilico, agua destilada) durante 24 h; em seguida os fragmentos foram processados
em bateria alcodlica crescente (&lcool 70% a 4lcool absoluto), diafanizados em xilol,
impregnados em parafina liquida, e incluidos em parafina, para a realizacdo de cortes

histolégicos com 5 pm de espessura. Os cortes foram coletados em laminas de vidro e

corados em Hematoxilina e Eosina ou técnica especial de Ziehl-Nielsen.

RESULTADOS

As analises dos espécimes revelaram infeccdo em branquias por parasito pertencente
ao filo Myxozoa, género Henneguya, em 100% dos espécimes (50/50). Os animais
apresentaram comprimento total médio de 6,68 cm (3,8cm - 9,0cm.), pesando
aproximadamente 4,53 g (0,42g - 10,6g), e foram coletados nos periodos de maior e menor
indice pluviométrico.

Foram retirados pequenos fragmentos de branquias e prensadas entre ldmina e
laminula para andlise, onde constatou-se a presenca de muitos esporos de Henneguya sp. em
microscopio de luz (ML) (Figura IA). Os esporos apresentavam-se com caracteristicas
morfoldgicas semelhantes, corpos elipsoidais com duas valvas, cada uma contendo uma
projecao caudal. O corpo esporal apresentava-se bem delimitado e com formato ovoide
afunilado nas extremidades, e presenca de duas cdpsulas polares, caracteristicas inerentes ao
género Henneguya (Figura IB). Contudo, ndo foi possivel a visualizacdo do nimero de voltas
dos filamentos polares em ML.

Os cistos apresentavam-se arredondados, bem definidos e localizados entre as
lamelas branquiais podendo ser visualizados apds técnicas de coloracdo (Ziehl Nielsen e
Hematoxilina Eosina) (Figura IC).

A coloracdo em Hematoxilina e Eosina e a técnica especial em Ziehl Nielsen (Figuras
IC,ID), permitiram melhor observacdo de particularidades do parasito, com destaque das
capsulas polares, e a disposicdo dos cistos no 6rgao do hospedeiro. Os cistos presentes nas
branquias apresentavam-se repletos de esporos maduros, com prevaléncia em periodos de

maior e menor indice pluviométrico ao longo dos anos 2016/2017.



127
128
129
130
131
132
133
134
135

136
137

138

139

140
141
142
143

47

Figura I: (A) Fotomicrografia em luz a fresco de esporos de H.enneguya sp. (cabeca de seta),
dispersos na branquia de M. oligolepis. (B) Fotomicrografia em luz a fresco com destaque
para as capsulas polares (CP), corpo esporal (*) e projecdo caudal (cabeca de seta). Ampliacdo
40 X, barra de escala 20 micrometros/ INSET - esporo de Henneguya sp., Ampliacao 40 X,
barra de escala 20 micrometros. (C) Fotomicrografia em luz de corte histolégico de Branquia
(seta), com destaque para formagcdo de cisto (*) contendo esporos de Henneguya sp. Técnica de
coloracdo em Hematoxilina e Eosina. Ampliacdo 40 X, barra de escala 20 micrometros. (D)
Técnica de coloragdo em Ziehl-Nielsen, com destaque para formacdo de cisto (*) contendo

esporos de Henneguya sp. (cabeca da seta). Ampliacao 40 X, barra de escala 20 micrometros.

Fonte: Arquivo LPCA- UFRA

DISCUSSAO

As caracteristicas morfométricas do género Henneguya, podem ser comparadas aos de
outros autores com descri¢do para o mesmo género (Tabela 1), onde observa-se a presenca de
valores morfométricos inferiores aos descritos, comprimento total, comprimento do corpo do

esporo e comprimento da cauda. Contudo a largura do corpo dos esporos se aproxima do
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descrito por Casal et al. (1996), com descricao de H. striolata presentes em branquias de

Serrasalmus striolatus.

Foi possivel visualizar a presenca de valores aproximados em comprimento da
capsula polar, descrito por Azevedo and Matos, 1996, onde relatam a ocorréncia de H.
malabarica presentes nas branquias de Hoplias malabaricus e comprimento da capsula polar
que se aproximou dos descritos por Rocha et al. (1992) (descricio de H. amazdnica em
Crenicichla lepidoda), Azevedo and Matos (1995) (descricao de H. adherens em Acestrorhyncus
falcatus) e Feijo et al. (2008), (descricdo de H. arapaima n.sp em Arapaima gigas).

Os parasitos presentes nas branquias do presente estudo apresentavam valores de
comprimento total médios: 23,9 pm; comprimento do corpo dos esporos, 9,7 pm; largura do
corpo dos esporos, 4,2 pm; comprimento da cauda, 14,1 pm; comprimento da capsula polar,
4,3 pm; largura da capsula polar, 1,3 pm.

Os aspectos morfoloégicos dos esporos maduros, bem como a localizacdo da
infeccdo deste parasito, quando comparados aos de outras espécies de myxosporidios do
género Hennequya (Tabela I), observa-se uma diferénca na prevalencia de algumas

caracteristicas morfolégicas, indicando valores menores que os ja apresentados.
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CONCLUSOES
A partir dos achados descritos, foi possivel caracterizar uma infecgdo por espécie
pertencente ao género Henneguya nas branquias de M. oligolepis. Apesar da alta prevaléncia

parasitdria, os hospedeiros ndo apresentaram sintomatologia da doenca.
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ANEXO |

Registro de coleta de Campo
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Telrauronems desaequalis Kb Lli: 1666 0
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COLETA N°:
DATA DA COLETA: / /
LOCAL:
COORDENADAS GEOGRAFICAS:
APETRECHO DE PESCA UTILIZADO:
ESPECIE COLETADA:
N° DE EXEMPLARES:
TEMPERATURA DA AGUA:
OXIGENIO DISSOLVIDO:
PH:
SALINIDADE:

CONDUTIVIDADE ELETRICA:
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ANEXO I

Ficha do livro de registro -LPCA UFRA
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do

Bloco

Data

Orgao Fixador Técnica Animal

Observagoes

Prof. Tit. Dr. Edilson Rodrigues Matos

Coordenador do LPCA ; UFRA




ANEXO Il

Ficha de processamento de material biolégico LPCA/UFRA
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Data do micio do processamento:

Matenal processado:

Local em que o matenal processado foi coletado:

Responsavel pelo processamento:

Fixador utihizado:

Numero de registro do matenal:

DESIDRATACAO

IMERSAO DATA HORA

ALC. 70%

ALC. 80%

ALC. 90%

ALC.ABS.1

ALC.ABS. 11

ALC. ABS. 111

ALC. /XILOL

XILOL I

XILOL I

PARAFINA I

PARAFINA I

PARAFINA III

Prof. Tit. Dr. Edilson Rodrigues Matos
Coordenador do LPCA/UFRA




