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RESUMO

A dourada Brachyplatystoma rousseauxii e a pratiqueira Mugil curema sdo espécies de
peixes de consideravel consumo e valor comercial encontrados na costa estuarina do estado
do Pard. Os microparasitos dos filos Apicomplexa, Microspora e Myxozoa sdo organismos
que podem ser encontrados parasitando vertebrados e invertebrados, entre eles 0s peixes,
alguns com potencial patogénico, zoondético podendo acarretar impactos econdmicos. Para
conhecer a fauna miroparasitaria que acomente peixes, 62 exemplares de B. rousseauxii e 58
de M. curema capturados na costa estuarina do municipio de Vigia de Nazaré e do Distrito de
Mosqueiro, municipio de Belém, estado do Para4 foram examinados conforme meétodos e
técnicas de analise morfologica (microscopa de luz), ultraestrutural (microscopia eletrdnica de
transmissdo) e de biologia molecular (analise filogenética). Foi observada a ocorréncia de trés
filos (trés em B. rousseauxii e dois em M. curema) nos hospedeiros capturados nas duas
localidades, mais o maior indice parasitéario foi determinado nos exemplares das duas espécies
capturados na costa estuarina do municipio de Vigia de Nazaré, com maior ocorréncia de
microparasitos dos filos Apicomplexa e Myxozoa, além do multiparasitismo em B.
rousseauxii, a analise morfoldgica revelou a presenca de Calyptospora sp. (Apicomplexa),
Ellipsomyxa sp., Henneguya sp., Myxobolus sp. e Meglishcha sp. (Myxozoa) e Kabatana sp.
(Microspora) em B. rousseauxii € Ellipsomyxa sp., Myxobolus sp. e um microparasito do filo
Microspora em M. curema. Os dados das analises morfolégicas e ultraestruturais dos
Myxospora encontrados em B. rousseauxii € M. curema sdo sugestivos de novas espécies de
microparasitos nesses dois hospedeiros. Os dados da analise filogenética ndo forneceram
resultados que permitiram a classificacdo de Kabatana sp. (Microspora) e Henneguya sp.
(Myxozoa) encontrados parasitando B. rousseauxii como novas espécies de microparasitos
nesse hospedeiro devido ao baixo valor de bootstrap, mas pela analise da distancia p foi
possivel sugerir que se tratam de novas espécies. Estudos a respeito de microparasitos em
peixes amazOnicos sd0 necessarios para 0 conhecimento das ocorréncias, caracterizacdo de

novas espécies, potencial patogénico nos hospedeiros e eventual risco para o consumidor.

Palavra-chave: Peixe. Microparasitos. Morfologia. Filogenia, Amazonia.



ABSTRACT

The gilthead bream Brachyplatystoma rousseauxii and white mullet Mugil curema are
species of fish consumption and considerable commercial value found in estuarine cost of
Para The microparasites phyla Apicomplexa, Microspora and Myxozoa are organisms that
can be found parasitizing vertebrates and invertebrates, including the fish, some pathogenic
potential and even zoonotic and economic impact. To discover the fauna microparasites
affecting fish , 62 specimens of B. rousseauxii and 58 M. curema estuarna captured on the
coast of the city of Vigia de Nazare and Mosqueiro District, in Belem, Para state were
examined as methods and techniques for morphological analysis (microscopy light),
ultrastructural (transmission electron microscopy, TEM) and molecular biology (phylogenetic
analysis). It was observed that there are three phyla (three in B. rousseauxii and two in M.
curema) captured hosts in the two locations , plus the largest parasitic index was determined
in specimens of both captured on the coast of the estuarine Vigia de Nazare , higher incidence
of co microparasites phyla Apicomplexa and Myxozoa, beyond multiparasitism in B.
rousseauxii Morphological analysis revealed the presence of Calyptospora sp. (Apicomplexa),
Ellipsomyxa sp., Henneguya sp., Myxobolus sp. and Meglishcha sp. (Myxozoa) and Kabatana
sp. (Microspora) in B. rousseauxii and Ellipsomyxa sp., Myxobolus sp. and Microspora
phylum microparasito in M. curema. The data analysis of morphological and ultrastructural
Myxospora found in B. rousseauxii and M. curema are suggestive of new species
microparasites these two hosts. Phylogenetic analysis of the data did not provide results that
allow the classification of Kabatana sp. (Microspora) and Henneguya sp. (Myxozoa) found
parasitizing B. rousseauxii microparasites as new species in this host due to low bootstrap
value, but by analyzing the distance p was possible to suggest that these are new species.
Studies about microparasites in Amazonian fish are needed for the knowledge of the
occurrences, characterization d new species, the pathogenic potential hosts and possible risk

to the consumer.

Keyword: Fish. Microparasites. Morphological. Phylogeny.Amazon.
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1. INTRODUCAO

Segundo o Ministério da Pesca e Aquicultura (2012), a producdo pesqueira brasileira
no ano de 2010 foi de 1.264.765t, com um incremento de 2% em relacdo ao ano de 2009. A
pesca marinha continuou sendo a principal fonte de producdo de pescado nacional, sendo
responsavel por 536.455t e 42,4% do total de pescado capturado, seguida pela aquicultura
continental com 394.340t (31,2%), pesca extrativa continental (248.911t e 19,7%) e
aquicultura marinha (85.057t, 6,7%). Algumas das espécies que contribuiram para este
cenario foram a corvina (Pachyurus spp.), o bonito-listrado (Katsuwonus pelamis), a pescada
amarela (Cynoscion acoupa), a sarda (Sarda sarda), a sardinha verdadeira (Sardinella
brasiliensis), a tainha (Mugil spp.) na pesca marinha e o curimatd (Prochilodus spp.), 0
jaraqui (Semaprochilodus spp.), a dourada (Brachyplatystoma rousseauxii), a pescada
(Plagioscion spp.) e a piramutaba (Brachyplatystoma vaillantii) na pesca continental.

O litoral do estado do Para possui um alto potencial para producdo pesqueira, devido
principalmente aos numerosos rios e estuarios que desaguam no Oceano Atlantico, formando
um ambiente aquatico complexo, com alta produtividade biologica. A substancial biomassa
de espécies de peixes dessa regido é explorada por frotas artesanais e industriais (BARTHEM,;
FABRE, 2004).

Este contexto possibilita ao estado desempenhar um importante papel no cenario da
atividade pesqueira do Brasil, sendo um dos primeiros estados em volume de captura
(ISAAC; SANTOS; NUNES, 2008). Em 2010, a regido Norte assinalou a terceira maior
producdo de pescado do pais com 410.532t, respondendo por 32% da producdo nacional e 0
estado do Para foi responsavel por 143.078t, assumindo o posto de segundo maior produtor de
pescado, sendo ultrapassado apenas por Santa Catarina que produziu 183.770t (BRASIL,
2012).

Algumas espécies de peixes que vém contribuindo consideravelmente para a producao
pesqueira do estado do Pard sdo Cynoscion acoupa (pescada-amarela), Brachyplatystoma
vaillantii (piramutaba), Arius sp. (gurijuba), B. rousseauxii (dourada) e Hipophthalmus
marginatus (mapara). Em 2007, a produgdo nacional das espécies da familia Mugilidae foi de
21.864t e a producdo paraense foi de 530,5t; nesse mesmo ano a producdo nacional de B.
rousseauxii (dourada) alcancou 11.376,5t e a paraense 7.652,5t (IBAMA, 2007).

Os municipios de Belém e Vigia de Nazaré sdo os maiores produtores de pescados do

estado do Para no municipio de Belém, as capturas sdo desembarcadas pelos portos de Baia
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do Sol, Ponte do Cajueiro (no Distrito de Mosqueiro), Icoaraci, Ver-o-Peso e pelas inddstrias
beneficiadoras. O municipio de Vigia de Nazaré tem com principal atividade econémica a
pesca e seus principais portos desembarcadores de capturas sd@o os de Arapiranga, Mercado
Municipal e das industrias beneficiadoras (PARA, 2008).

A espécie B. rousseauxii, popularmente conhecida como dourada, possui como
caracteristicas morfoldgicas principais o grande porte (maior tamanho conhecido: 192 cm),
cabeca prateada e achatada, corpo dourado e presenca de barbilhGes maxilares curtos
(BARTHEM; GOULDING, 1997). E uma espécie piscivora (consumindo peixes inteiros),
que realiza grandes migracdes, locomovendo-se desde o estudrio até as cabeceiras do
Amazonas e alguns de seus efluentes, onde ocorre a desova. Seus ovos e suas larvas sao
carreados para os rios até os estuarios, locais de crescimentos e alimentacdo das formas jovens
(SANTOS; FERREIRA; ZUANON, 2006).

A espécie M. curema (pratiqueira) tem o corpo prateado, sendo mais escuro na parte
superior. As nadadeiras sdo amareladas e a ponta da segunda nadadeira é enegrecida enquanto
que a caudal e a peitoral apresentam pigmentacdo escura esparsa. Além disso, a nadadeira
peitoral tem uma mancha mais escura na sua base que é mais evidente no lado interno da
nadadeira (MENEZES, 1983). Possui ampla distribuicdo, ocorrendo em &guas tropicais e
subtropicais de todo 0 mundo, principalmente na regido costeira estuarina (MENEZES, 1983).
Sdo explorados comercialmente em todas as regides onde ocorrem, constituindo assim uma
parte importante da alimentacdo humana (SILVA; ARAUJO, 2000). M. curema é
popularmente denominada de “parati” no Sudeste e Sul (SZPILMAN, 2000), “tainha” no
Nordeste e Norte (MENEZES, 1983), sendo os seus filhotes conhecidos, na ultima regido,
como “pratiqueira”.

O incremento na produgdo pesqueira aumentou, crescendo também a importancia dos
estudos ictiosanitarios, pois 0s peixes sdo susceptiveis a diferentes enfermidades de origem
bacteriana, micética, virGtica e parasitaria (VAZQUEZ-LOPEZ; ARMAS-SERRA;
RODRIGUEZ-CAABEIRO, 2001; PRADO; CAPUANO, 2006). Em relacdo as infecgbes
parasitarias, existe uma grande diversidade de patdgenos que parasitam os peixes, destacando-
se 0s microsporidios, mixosporidios e os coccidios (BEKESI, 1992; MARTINS et al., 1999;
AZEVEDO et al., 2009).

Alguns microparasitos como 0s microsporidios tém sido frequentemente associados a
relevantes aspectos de saude publica, por serem provaveis agentes de doencgas parasitarias em
humanos imunodeprimidos (CANNING; LOM, 1986; WEBER et al., 1994; DIDIER et al.,
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2004; DIDIER; WEISS, 2006). Gongalves et al. (2006) sugerem que as microsporidioses em
humanos séo parasitoses zoonoticas emergentes subdiagnosticadas.

O conhecimento da fauna parasitaria de uma determinada regido contribui para
aperfeicoar as técnicas de manejo na piscicultura, implantar sistematica de inspecoes
sanitarias nas industrias e melhorar a vigilancia sanitaria nos locais que comercializam o
pescado (DIAS, 2008; DIAS; SAO CLEMENTE; KNOFF, 2010).

No estado do Para sdo poucos os estudos na area de ictioparasitoses, especialmente em
relacdo aos microparasitos, sendo necessarias pesquisas que evidenciem as doencas que
acometem os peixes. Segundo Eiras (1994) essas enfermidades podem ocasionar a morte dos
hospedeiros, a infertilidade quando o parasitismo localiza-se nas gbnadas e o desequilibrio do
ecossistema.

O presente estudo visa contribuir para o conhecimento da fauna microparasitaria que
acomete Brachyplatystoma rousseauxii e Mugil curema, desembarcados no municipio de
Vigia de Nazaré e no Distrito de Mosqueiro, municipio de Belém, estado do Para.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Identificar a fauna microparasitaria que acomete a dourada (Brachyplatystoma
rouseauxii) e a pratiqueira (Mugil curema), desembarcados no municipio de Vigia de Nazaré

e no Distrito de Mosqueiro, municipio de Belém, estado do Para.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Verificar a ocorréncia parasitaria e descrever as caracteristicas morfologicas e
ultraestruturais dos microparasitos que acometem B. rouseauxii e M. curema da Amazonia
Oriental.

- Identificar as provaveis novas espécies de microparasitos.

- Analisar as relacdes filogenéticas dos microparasitos observados.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. MICROPARASITISMO EM PEIXES

Os estudos relacionados com parasitos e patdgenos de organismos aquaticos,
principalmente daqueles hospedeiros com potencial para o cultivo e comercializagdo, tém
aumentado consideravelmente a relevancia face ao aumento significativo destas atividades no
Brasil e no mundo (LUQUE, 2004).

O parasitismo € um fendmeno frequente, sendo constante nos peixes e as enfermidades
parasitarias, manifestam-se quando as condi¢des do meio ambiente permitem a proliferagdo
do parasito (KINKELIN; MICHEL; GHITTINO, 1991).

Os parasitos de peixes possuem uma distribuicdo mundial, afetando todas as espécies de
peixes, tanto de aguas tropicais como de &guas polares, em qualquer que seja o habitat do
hospedeiro e o nicho ecoldgico (EIRAS, 1994).

Eiras (1994) avaliou a importancia econdmica de parasitoses de peixes e constatou que
algumas podem acarretar reducdo de peso em seu hospedeiro, frequentemente acompanhada
de diminuicdo do conteudo lipidico e aumento da quantidade de agua no musculo,
aumentando a suscetibilidade desses animais a infec¢cbes por agentes oportunistas, como
fungos e bactérias. Na piscicultura, estes danos contribuem para a diminui¢do da rentabilidade
da exploracdo decorrente do aumento da mortalidade ou por diminui¢do dos rendimentos
(KINKELIN; MICHEL; GHITTINO, 1991).

Algumas espécies sdo importantes agentes patogénicos e podem provocar
consideraveis prejuizos econdmicos. Neste contexto, um dos microparasitos mais importante
¢ Myxobolus cerebralis que é o agente etiolégico da doenca do rodopio, parasitose
extremamente grave de Oncorchynchus mykiss (truta-arco-iris) (EIRAS, 1994).

Os microparasitos abrangem formas patogénicas, tendo um ciclo de vida, total ou
parcial, ocorrendo em hospedeiros, quase todos pertencentes aos diferentes grupos
taxonémicos do reino animal, e em raros casos, ao reino vegetal (MATOS el at., 2004a).

Em relacdo aos problemas sanitarios, alguns microparasitos podem acarretar danos
significativos ao hospedeiro. Martins et al. (1997) estudando pacu (Piaractus mesopotamicus)
verificaram a presenca de cistos do género Henneguya nos filamentos branquiais secundarios,

deslocando os filamentos vizinhos e distanciando o contato célula a célula, acarretando na
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reducdo da area de trocas metabolicas, hiperplasia das células caliciformes e aumento na
producdo de muco, fatores que prejudicam as funcGes das branquias.

Matos et al. (1999) observaram nos filamentos das branquias de Bunocephalus
coracoideus (rebeca) cistos de Myxobolus brazilienses, com evidentes aspectos de lise e, em
alguns casos, ruptura do epitélio branquial.

Alguns autores sugerem que 0s microparasitos do filo Microsporida sejam organismos
oportunistas em humanos, principalmente em pacientes imunodeprimidos, que apresentam
transtornos gastrointestinais como dor abdominal, nauseas e diarréia (McCLELLAND;
MURPHY; CONE, 1997; BOREHAM et al .,1998).

Dentre 0s microparasitos de interesse ictiossanitario encontram-se géneros e espécies
dos filos Apicomplexa, Microspora e Myxozoa. Estes filos apresentam registros de
parasitismo em varias espécies de peixes, inclusive nos de valor comercial (BEKESI;
MOLNAR, 1991; BONAR et al., 2006; EIRAS et al.,2007).

3.2. APICOMPLEXA

O filo Apicomplexa compreende protozoarios que sdo parasitas intracelulares de uma
grande variedade de animais. Este filo inclui importantes patégenos como Plasmodium e
Toxoplasma os causadores da malaria e Toxoplasmose, respectivamente. Outras doengas
importantes causadas por representantes deste filo sdo a babesiose, as coccidioses, as
criptosporidioses, a cyclosporoses e teilerioses (LANG-UNNASCH et al.,1998)

H& muitos anos é documentada a importancia econdémica destes agentes em infeccGes
de mamiferos e aves. Por outro lado, pesquisas sobre este filo parasitando peixes possuem
informacBes limitadas a respeito da sua importancia (ALBUQUERQUE; BRASIL-SATO,
2010). Dentre os representantes desta ordem de interesse ictiossanitario estdo os coccidios,
pois alguns destes parasitos sdo potencialmente patogénicos para os peixes (AZEVEDO;
MATOS; MATOS, 1993, 1995).
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3.2.1 Posi¢ao TaxonGmica

O filo Apicomplexa Levine, 1970 pertence a subordem Eimeriorina Léger, 1911, a
classe Sporozoa, subclasse Coccidia. O maior subgrupo deste filo € a subordem Eimeriorina
Leger, 1991, que possui 10 familias, 42 géneros e mais de 2.000 espécies descritas
(DUSZYNSKI; COUCH; UPTON, 2000; COSTA et al.,, 2007). Dentre as familias os
coccidios possuem interesse ictiossanitario, sendo a principal familia a Calyptosporidae
descrita em 1984 por Overstreet, Hawkins e Fournié. Esta familia possui cinco espécies
conhecidas, conforme descrito no Quadro 1.

Em peixes foram encontrados coccidios infectando diferentes 6rgédos e tecidos, mas nem
todos apresentaram patogenicidade (AZEVEDO; MATOS; MATOS, 1995; BONAR et al.
2006; CASAL et al. 2007; ALBUQUERQUE; BRASIL-SATO, 2010). Em relacdo aos

coccidios, Belova e Krylov (2000) estimam que ja foram identificadas 250 espécies.

Quadro 2. Espécies de Calyptosporidae, seus hospedeiros e 0s autores que as descreveram.

Espécie Hospedeiro Autores

Calyptospora funduli Cyprinodontiformes Overstreet, Hawkins e Fournié
(1984)

Calyptospora empristica Fundulus notti Fournié, Hawgins e Overstreet
(1985)

Calyptospora serrasalmi Serrasalmus striolatus Cheung, Nigrelli e Ruggieri (1986)

Calyptospora tucunarensis Cichla ocellaris Békési, Molnar (1991)

Calyptospora spinosa Crenicichla lepidota Azevedo, Matos e Matos (1993)

No Brasil trés espécies foram registradas Calyptospora tucunarensis (BEKESI;
MOLNAR, 1991), Calyptospora spinosa (AZEVEDO; MATOS; MATOS, 1993) e
Calyptospora serrasalmi (CASAL et al., 2007).

3.2.2 Morfologia

Os espécimes do filo Apicomplexa sdo caracterizados pela presenca do complexo
apical, composto por organelas secretorias especializadas, como roptrias e micronemas e de
elementos do citoesqueleto, como 0s anéis polares e conodide, este Gltimo apenas nos
coccideos, subclasse que inclui Toxoplasma gondii. As roptrias sdo organelas maiores que 0s
micronemas e em formato de clava, apresentando a regido basal mais larga, com uma matriz
com aspecto esponjoso, e uma por¢cdo mais afilada, voltada para a extremidade apical
(SOUZA et al.,2010).
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Os micronemas sdo pequenas estruturas em forma de bastdo, que sé sdo encontradas
na extremidade anterior dos protozodrios. Sdo limitados por uma unidade de membrana e
apresentam um contetdo homogéneo e eletrondenso. Possuem um grande nimero de
proteinas sintetizadas no reticulo endoplasmatico que podem ter dominios adesivos ou mediar
interacbes com componentes da superficie da célula hospedeira (SOUZA et al., 2010).

Os micronemas e as roptrias secretam seus contetdos durante os processos de adesédo e
invasdo. Outra organela importante sdo os granulos densos, organelas esféricas, distribuidas
por todo o corpo do parasito (SOUZA et al., 2010).

Com relacdo a morfologia de Calyptospora, causador de coccidiose em peixes,
observa-se que o formato de oocistos com quatro esporocistos, sendo que no interior de cada
um destes esporocistos nota-se a presenca de dois esporozoitos (Figural) (AZEVEDO et al.,
1993;1995). Este género € semelhante a Eimeria spp. presentando a morfologia 4.8 e alta

especificidade parasitaria.

Figura 1. Desenho esquematico da organizacao morfoldgica de um grupo de oocisto (a,b) e
um oocisto (¢) contendo quatro esporocistos (d) cada um com dois esporozoitos (e).

SPOROCYST

Fonte: Casal et al. (2007).

Duszynski, Solangi e Oversteet (1979) encontraram hospedeiros diferentes C. funduli
no Mississippi, Estado Unidos, apresentando oocisto ovdide com dimensdes entre 20,0-30,0
um, e esporocisto com 9,0-11,0 um de comprimento por 5,0-7,0 um de largura. Na mesma
regido, Fournie et al. (1985) descreveram C. empristica com oocisto elipséide medindo 19,6-
24,5 um e esporocisto 7,0-9,5 um de comprimento e 4,5-7,5 um de largura.

No Brasil, Cheung, Nigrelli, Ruggieri (1986) registraram oocisto piriforme de C.
serrasalmi, medindo 22,0-25,0um de diametro e esporocisto 10,0-11,5um por 5,0-6,0um e

Bonar et al. (2006) descreveram Calyptospora sp. com oocisto também de formato piriforme,
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medindo 16,0-22,0um e esporocistos com 8,0-10,0um de comprimento por 4,0-5um de
largura.

Azevedo, Matos e Matos (1993), encontraram C. spinosa no rio Amazonas, Brasil, que
apresentava oocistos esféricos medindo 21,1-23,4um, cada oocisto continha quatro
esporozoitos, estes com formato elipsoidal com 8,9-9,5um de comprimento por 3,4-4,1um de
largura. Ainda no mesmo rio foi descrito por Casal et al (2007), C. serrasalmi com oocistos
esféricos medindo cerca de 25,5um de didmetro ¢ esporocisto de formato piriforme com
comprimento de 11,8um e largura 6,0um. Em Minas Gerais, no rio Sdo Francisco,
Albuquerque e Brasil-Sato (2010), apés a morfometria de Calyptospora sp. descreveram

oocisto com 24,5um de didmetro e esporocisto 11,5um por 4,5um.

3.2.3. Ciclo Biologico

Overstreet, Hawkins e Fournie (1984) e Fournie, Hawkins e Overstreet (1985)
realizaram infeccbes experimentais de diferentes espécies do género Calyptospora, visando
conhecer seu ciclo de vida. No entanto, ele ainda é pouco conhecido. A espécie melhor
descrita € C. funduli (OVERSTREET; OGLE, 1981) sendo por muito tempo foi denominada
de Eimeria funduli, mas Overstreet et al. (1984) propuseram a criagdo do género
Calyptospora, devido necessitar de um hospedeiro intermediério.

O ciclo de vida dos coccidios pode ser de dois tipos: monoxeno e heteroxeno, neste
ultimo envolve um hospedeiro intermediario e um paraténico. Algumas pesquisas mostram
que as fases de merogonia e gametogonia ocorrem em diferentes espécies de camardo da
familia Palaemonidae e a esporogonia em peixes teledsteos (SOLANGI; OVERSTREET
1980; DYKOVA; LOM 1981; OVERSTREET; OGLE, 1981; OVERSTREET, HAWKINS e
FOURNIE, 1984; FOURNIE, HAWKINS e OVERSTREET, 1985; AZEVEDO; MATOS;
MATQOS, 1995).

Na regido Amazbnica, Thatcher e Neto (2006) estudando coccidios de peixes
mencionaram que, provavelmente, o camardo (Macrobrachium spp.) estaria envolvido como
hospedeiro intermediario, e a transmissao ocorreria quando 0 peixe ingerisse 0 camarao
infectado.

Varios autores observaram a necessidade de um hospedeiro intermedidrio para

completar o ciclo de vida dos espécimes deste género, entretanto Oliveira et al. (1993),
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estudando a infecc¢do por C. funduli em Opsanus beta, verificaram que todas as fases do ciclo
de vida ocorreram no figado do hospedeiro.

A forma infectante do Apicomplexa é o esporozoito, que na célula hospedeira
transforma-se em esquizonte, que origina varios merozoitos (merogonia), cuja quantidade
depende da espécie. Esta fase da reproducdo assexuada € geralmente denominada
esquizogonia ou merogonia, 0 que em alguns casos ndo sera apropriada, uma vez, que podem
formar dois merozoitos por cissiparidade. Estes irdo originar os gametas, por diferenciagéo,
que se fundem dando origem ao zigoto (gametogonia). O zigoto ird originar o oocisto que
geralmente contém quatro esporozoitos (esporogonia) e a liberagcdo do esporozoito assegura a
infecccdo de novos hospedeiros (EIRAS, 1994).

Em alguns casos, observa-se células iniciais do ciclo de vida ou formacao dos vacuolos
parasitéforos, quando se encontra diferentes fases do ciclo de vida, variando a forma dos
esporocistos, de arredondada a elipsoide (Figura 2) (AZEVEDO; MATOS; MATQOS, 1993;
1995).

Figura 2. Esquema das fases do ciclo de vida de Calyptospora spinosa: 1. Zigoto,*
vacuolo parasitéforo; HC: célula hospedeira; 2. Formacdo de esporoblasto; 3.
Esporoblastos jovens; 4. Esporoblasto maduro, envolvido pelo véu, esporocisto.

Fonte: Azevedo et al., 1995.

3.2.4. Patologia

Algumas espécies de Apicomplexa parecem ter especificidade parasitaria enquanto que
outras foram descritas para dezenas de hospedeiros de varios continentes (EIRAS, 1994). A
maioria dos coccidios que acometem peixes infectam o epitélio intestinal, mas um ndmero
relativo deles desenvolve-se também no rim, baco, figado, bexiga natatoria e serosa
(MOLNAR et al., 2006). Algumas espécies de Apicomplexa formas parecem ter
especificidade parasitaria, enquanto que outras foram descritas para dezenas de hospedeiros
de varios continentes (EIRAS, 1994). Dubremetz et al. (1998) descreveram a invasdo deste

microparasito na célula hospedeira, conforme a Figura 3.
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Figura 3. Desenho esquematico das etapas sucessivas da invasdo de Apicomplexa: (1) o
esporozoito entra em contato com a superficie da célula hospedeira e um sinal é traduzido a
partir da superficie (estrela) para o apice. (2) um sinal induz a reorientagcdo, ocorrendo a
exocitose de micronemas, ligando-se a parte apical do microparasita com a célula hospedeira
para formar juncdo. (3) Rdptrias sdo exocitadas, enquanto 0 movimento da juncédo desliza para
tras e o vacutolo parasitofago comeca a expandir e o material da réptria € integrado ao vacuolo
da membrana. (4) O vacuolo continua expandindo e recebe lipidios da célula hospedeira e a
juncdo atinge a extremidade posterior do parasito, vedando o vacuolo. Densos granulos séo
exocitados no espago vacuolar.
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Fonte: Dubremetz et al. (1998)

A real extensdo dos danos produzidos por estes microparasitos e a sua possivel
influncia na sobrevivéncia nos peixes ainda é pouco conhecido, pois a maioria das
publicacdes referem-se a descricdo de espécies. No entanto, algumas espécies estudadas
mostram que as lesdes podem ser mais graves, podendo ser associadas com taxa de
mortalidade variaveis (EIRAS, 1994).

Bonar et al. (2006), ao examinar o figado de Arapaima gigas infectado por
Calyptospora sp. observaram que nao havia processo inflamatério, mas o parénquima
hepético estava substituido cerca de 15 a 33% pelo microparasito, sugerindo que poderia

ocasionar insuficiéncia hepatica e mortalidade.

3.2.5. Coccidioses na ictiofauna brasileira

No Brasil, existem poucos estudos de coccidioses em peixes. Somente a partir do
século 21 as pesquisas comegaram a avangar, principalmente, as relacionadas a descrigdo de
espécies com auxilio de microscopia eletrénica (AZEVEDO, MATOS, MATOS, 1993; 1995;
CASAL et. al., 2007). As espécies de Calyptospora registradas estdo na Quadro 2.
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Quadro 3. Registros de especies do género Calyptospora parasitando peixes no litoral
brasileiro.

Espécie Hospedeiro Estado Local da infeccéo/ Autores
Ocorréncia (%)
Calyptospora. Cichla ocellaris Ceara Figado Békési e Molnar
tucunarensis (1991)
C.spinosa Crenicichla Pard Figado (63%) Azevedo et al.
lepidota (jacundd) Ovério e testiculos  (1993)
(8%)
Calyptospora sp.  Arapaima gigas Manaus Parénquima do Bonar et al. (2006)
figado
C. serrasalmi Serrasalmus Para Figado (53%) Casal et al. (2007)
striolatus
S. rhombeus Recife Figado (80%) Casal et al. (2007)
Calyptospora sp. Tetragonopterus Minas Gerais Intestino (6,35) Albuquerque e
chalceus Brasil-Sato (2010)
Triportheus Figado e Intestino  Albuquerque e
guentheri (7,3%) Brasil-Sato (2010)

3.3. MICROSPORIDIOS

O Filo Microsporidia Balbiani, 1882 inclui micro-organismos que apresentam
caracteres especificos de eucariotas como a presenca de ndcleo e dos procariotas como as
unidades ribossomais tipicas, devido suas caracteristicas moleculares pertencerem ao Reino
Fungi (BRASIL; LIMA e MOURA, 1997; MATOS et al., 2003).. Formam um conjunto de
mais de 1500 espécies e sdo relatados em diferentes areas geogréaficas, através de estudos
morfoldgicos e ultraestruturais, principalmente, como parasitos de peixes (LOM; DYKOVA,
1992a).

De acordo com Wittner (1999), a primeira descricdo de microsporidiose foi relatada em
industrias de sericicultura da Franca e Italia, causando uma doenca no bicho da seda, a
pébrina, ocasionada pelo microsporidio Nosema bombycis. Nos humanos alguns estudos tém
relacionado microsporidiose em pacientes imunodeprimidos, principalmente os acometidos
pela Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) (BRASIL et al., 1998; AMATO;
AMATO; AMATO NETO, 1999).
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3.3.1 Posi¢ao TaxonGmica

Atualmente, os microsporidios encontram-se no Reino Fungi (CAVALIER-SMITH,
1998) e segundo Lee et al. (2008) estudos filogenéticos demonstraram que 0s microsporidios
séo fungos verdadeiros relacionados aos zigomicetos.

Os microsporidios constituem um grande grupo de eucariotas unicelulares, parasitos
intracelulares obrigatdrios, pertencentes ao filo Microspora. Como muitos outros parasitos
unicelulares, sdo altamente especializados e seu mecanismo de infeccdo é extremamente
unico e sofisticado, juntamente com outras adaptagdes a vida no interior de outras células
(KEELING; FAST, 2002).

Estes micro-organismos sdo ultraestruturalmente simples, ndo apresentando
mitocondria, peroxissomos nem um aparelho de Golgi classico (MAGALHAES et al., 2006) e
podem infectar uma variedade de tipos celulares de hospedeiros vertebrados e invertebrados
(FRANZEN; MULLER, 1999).

Didier et al. (2004) afirmam que estdo identificados cerca de 1200 espécies, sendo a
maioria parasitas de animais invertebrados e peixes. Matos (2007) relata que nos peixes
existem aproximadamente 156 espécies de microsporidios, distribuidos em 15 géneros, com
diferentes e complexos ciclos de vida, e que produzem, no ambiente, esporos resistentes,
responsaveis pela transmissdo horizontal.

Vaérias pesquisas envolvem a posicdo sistematica deste grupo (CAVALIER-SMITH,
1993;1998; VAVRA; LARSSON, 1999), devido algumas caracteristicas que apresentam
como auséncia de complexo de Golgi, de mitocondrias, de lisossomos e de peroxissomas
(PERKINS, 1991).

3.3.2. Morfologia

Os microsporidios apresentam estruturas exclusivas, portanto, especificas desse grupo
como o tubo polar e o polaroplasto (MATOS et al., 2004a). As principais caracteristicas dos
seus esporos maduros sdo seu pequeno tamanho (2-7um por 1,5-5um), paredes espessas e
aparelho de extrusdo (BIGLIARDI; SACCHI, 2001).

A parede possui espessura varidvel e contorna um esporoplasma uni ou binucleado
(MATQOS; AZEVEDO, 2004b). Esta parede é formada internamente uma estrutura eletron
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luscente, denominada de enddsporo e, externamente, uma estrutura eletron densa, denominada
de exdsporo (BIGLIARDI; SACCHI, 2001).

Bigliardi e Sacchi (2001) estudaram a ultraestrutura do género Encephalitozoon e
mostraram que o exosporo é formado por trés camadas, uma camada exterior espinhosa, uma
intermediéria eletron luscente e uma interna fibrosa. O enddsporo forma projecdes que
permite o contato do exdsporo com a membrana plasmatica.

O aparelho de extrusdo € constituido por um tubo polar e por um disco de ancoragem. O
numero de voltas do filamento polar é variavel entre géneros e espécies. Em condigdes
adequadas o tubo polar projeta-se para porcdo posterior sob a forma de um enrolamento em
espiral a volta do vacuolo, inoculando o esporoplasma na célula hospedeira (FRAZEN;
MULLER, 1999; MATOS et al., 2003).

Segundo Matos et al. (2004a) a maioria dos esporos possui um vacuolo de volume
variavel na porcdo posterior, sendo que na maior parte dos casos € nesta porcao que o tubo
polar se enrola, localizando-se entre o vacuolo e a parede do esporo. O nlcleo encontra-se na
porcdo média do esporo, entre o polaroplasto e o vacuolo, sendo frequentemente rodeado por

varios polirribossomas (Figura 4).

Figura 4: Desenho esquematico tridimensional do esporo do
Microsporidium brevirostris (esquerda) e morfologia ultraestrutural em
seccdo longitudinal (direita). DA — disco de ancoragem, N - nucleo, Po
- polaroplasto, TP - tubo polar, V - vacuolo, P- parede do esporo.

Fonte: Modificado de Matos e Azevedo (2004b).
Geralmente o esporo divide-se em duas por¢cdes, uma apical que ocupa quase a

totalidade do polaroplasto, sistema complexo de membrana importante no processo de
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extrusdo do tubo polar e uma por¢cdo basal que é ocupada geralmente por um vacuolo
volumoso. Em algumas espécies, pode-se encontrar no interior deste vactolo, o posterossoma
(MATOS et al., 2003).

A maioria dos esporos possui um vacutolo de volume variavel na regido posterior onde o
tubo polar enrola-se, permanecendo entre o vacuolo e a parede do esporo. O nucleo localiza-
se, na maioria das vezes, na por¢do média do esporo, entre o polaroplasto e o vacutolo e,
frequentemente, estd circundado por varios polirribossomas, ordenados na forma de fitas
(MATOS et al., 2004a).

De acordo com Casal et al. (2008) em decorréncia da pequena dimensdo dos esporos, 0
estudo dos microsporidios s6 obteve avanco significativo apds o advento da microscopia
eletronica e dados ultraestruturais sdo indispensaveis para a identificacdo e classificacdo das
espécies.

Algumas infecgdes em células hospedeiras envolvem uma completa reestruturacao
dela, denominadas de xenomas revelam estruturas diferentes na sua superficie, por exemplo,
microvilosidades com vesiculas pinociticas em sua base e uma espessa camada de ectoplasma.
Dentro do xenoma pode haver feixes de microfibrilas, algumas vezes membranas aneladas,
varias vesiculas ou goticulas de gordura modificadas no reticulo endoplasmatico, e varias
estruturas tubulares que envolvem as etapas de desenvolvimento do parasita. Sua estrutura
pode variar, conforme o hospedeiro e a espécie de microparasita que o estéa infectando (LOM;
DIKOVA, 2005).

3.3.3. Ciclo Bioldgico

Para que ocorra o ciclo de vida dos microsporidios € necessario que este microparasito
penetre no corpo do hospedeiro e se reproduza nos tecidos adequados para 0 Seu
desenvolvimento. No entanto, 0s esporos ndo procuram ativamente o hospedeiro e para que
ocorra a infeccdo devem estar presentes no ambiente, podendo ser transportados pelo vento,
agua e outros organismos (VAN DRIESCHE; BELLOWS, 1996).

Quando o esporo se encontra em condi¢des favordveis a sua “germinagdo”, seu tubo
polar desenvagina-se e é projetado a uma longa distancia. Durante esse processo, o ndcleo e
alguns componentes do esporoplasma sdo descarregados do esporo pelo tubo polar estruido.
O filamento estruido, dirigido por uma grande forca osmotica, é duro e sélido bastante para

perfurar as células do hospedeiro, injetando seus componentes. Uma “concha” de esporo
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vazia permanece para tras (Figura 5) (LOM; DYKOVA, 1992). Este mecanismo consiste na
pressdo interna do esporo e a separacdo das membranas esporolasmaticas, culminando na
ruptura do disco de ancoragem e a descarga do filamento polar por eversdo (KEELING;
FAST, 2002).

Figura 5. Eversdo do tubo polar durante a germinacéo do esporo: (A) Esporo
dormente mostrando filamento polar (preto), nicleo (cinza), polaroplasto e
vacuolo posterior. (B) Vacuolo posterior aumentando de volume, ruptura do
disco de ancoragem e o filamento polar comeca a emergir. (C) Filamento
polar continua a everter. (D) Filamento polar totalmente evertido e o
esporoplasto é forcado a entrar (E) através do tubo polar. (F) esporoplasma
emeraindo aparti do tubo polar liagado por nova membrana.

n.:: \\‘l'_>4_: r{/?’, 5
Fonte: Keeling e Fast, (2002).

Segundo Didier et al. (2004), a extrusdo deste filamento polar, que inocula o
esporoplasma na célula hospedeira, constitui 0 mecanismo primario de infeccdo dos
microsporidios. Depois que o nacleo entra na célula hospedeira, uma pequena porcdo do
citoplasma e da membrana regenera-se, tornando-se a fase de meronte. Estes sdo células
geralmente arredondadas ou alongadas, que se desenvolvem no interior de um vactolo do
citoplasma da célula hospedeira (MATOS et al., 2003; 2004a).

Os merontes se dividem varias vezes por divisdo binaria, maltipla ou por plasmotomia,
dependendo da espécie, sendo que no final desta fase de divisdo (merogonia), 0s merontes se
diferenciam em esporontes, ocorrendo outra divisao, a esporogonia. A seguir, 0S esporontes
comecam a espessar sua parede e no final desta fase, originam os esporoblastos, que sao
geralmente ovoides. Em seguida, os esporoblastos continuam a se diferenciar e espessar sua

parede, originando assim os esporos maduros (Figura 6) (MATOS et al., 2003; 2004a).
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Figura 6. Ciclo de vida de um microsporidio ilustrando a fase do esporo:
(1), esporo com a extrusdo do tubo polar. (2) Célula hospedeira do
esporoplasma (3), diferentes fases consecutivas do ciclo de vida em
celula hospedeira. (4) meronte (a, b); esporonte (c); esporoblasto (d);

Fonte: Matos et al. (2004a).

3.3.4. Patologia

Matthews e Matthews (1980) relataram que a transmissdo dos microsporidios pode
ocorrer pela ingestdo de esporos na agua e pela ingestdo de carcacas infectadas ou da
atividade predatoria de exemplares infectados. Causam infeccdes intestinais e sistémicas,
porém a patogenia varia em funcdo do parasita envolvido e da competéncia da reposta
imunoldgica do hospedeiro (WASSON; PEPPER, 2000).

Quando o microparasito inicia o processo de proliferacdo na célula hospedeira, o
citoplasma e as organelas comecam a ser destruidas e o espaco € ocupado por esporos
maduros. Havendo a formacdo de xenoma, a célula hospedeira sofrera a hipertrofia celular ou
destruicdo celular. O xenoma oferece condi¢des de crescimento ideais para o parasito,
incluindo prote¢do contra o sistema imunolégico do hospedeiro (LOM; DIKOVA, 2005).

Dikova e Lom (2000) observaram que o microsporidio Kabana arthuri parasitando
Pangasius sutchi provocou pontos de infeccdo nas fibras musculares, desorganizando o
sarcoplasma. Azevedo e Matos (2003a) identificaram um novo género e espécie de
microsporidio, Amanzonspora hassar em Hassar orestis e evidenciaram na observacao ultra-
estrutural o espaco do citoplasma ocupado por numerosos esporos. Essa espéecie pode causar

infeccBes cronicas nos hospedeiros, provocando uma reducgéo da sua condigéo corporal.
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3.3.5. Microsporidiose em peixes do litoral brasileiro

No litoral brasileiro, pesquisas tém descrito inimeras espécies de microsporidios

parasitando peixes (Quadro 3).

Quadro 3. Registros de microsporidio parasitando peixes capturados no litoral brasileiro.

Espécie Hospedeiro Estado Local da infec¢do Autores
Microsporidium  Girardinus Séo Paulo Pele, musculo, Sprague, 1977,
girardini caudimaculatus intestino. apud Casal, 2010
Loma myrophis  Myrophis Para Mucosa intestinal Azevedo e Matos,

platyrhynchus 2002b
Amazonspora Hassar orestis Para Filamento branquial ~ Azevedo e Matos,
hassar 2003a
Microsporidium  Brachyhypopomus Para Musculo da Matos e Azevedo,
brevirostris brevirostris cavidade abdominal ~ 2004b
Potaspora Potamorhaphis Para Cavidade Casal et al., 2008
morhaphis guianensis celomatica
Loma psittaca Colomesus psittacus Para Parede intestinal Casal et al., 2009

3.4. MIXOSPORIDIOS

Mixosporidios (Myxosporea) sdo endoparasitas comuns encontrados nos diversos
orgdos de peixes. A maioria destes parasitos é estenoxeno, infectando somente uma Gnica
espécie de hospedeiro. Entretanto, uma Unica espécie pode albergar dezenas de espécies de
mixosporidios. Desde o fim do século dezenove, especialistas estdo pesquisando o ciclo
evolutivo dos mixosporidios e as doencas que eles provocam. Ha quinze anos foram obtidos
resultados significativos que possibilitaram explicar os processos patogénicos (BEKESI;
SZEKEL; MOLNAR, 2002). Este grupo de metazoarios é economicamente importante, por
causar doencas em uma grande variedade de peixes de interesse comercial (KAUR; SINGH,
2010a).

Os mixosporidios podem infectar peixes, mas alguns também séo parasitos de répteis e
anfibios (ADRIANO et al., 2009). Sdo relatados em diferentes areas geogréaficas, através de
estudos morfoldgicos e ultraestruturais (LOM; DYKOVA, 1992b).

3.4.1. Posicdo Taxondmica

Durante muito tempo os mixosporidios foram considerados como pertencentes ao Reino

Protista, mas algumas caracteristicas os diferenciavam deste, como esporos multicelulares e
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capsulas polares. No entanto, foi através de estudos filogenéticos utilizando os dados do
sequenciamento do gene 18S DNAr, que confirmaram a relacdo destes microparasitos com 0s
metazoarios (Infrafilo Metazoa) (CAVALIER-SMITH, 1998).

Atualmente, o Filo Myxozoa esta dividido em duas classes: Malacosporea, esporos de
valvas sem rigidez e que infectam 0s briozoarios e 0s peixes; e Myxosporea, com esporos de
valvas rigidas e que ocorrem em anelideos e peixes (LOM; DIKOVA, 2006; CASAL et al.,
2009).

3.4.2 Morfologia

Os mixosporidios sdo organismos metazoarios primitivos que passam por uma fase
vegetativa prolongada nos peixes onde surgem esporos apresentando no minimo seis células.
As formas vegetativas geralmente sdo plasmodios grandes contendo numerosos nacleos
vegetativos e células germinativas (KENT et al., 2001).

O género Henneguya Thélohan, 1892, caracteriza-se por apresentar o corpo elipsoide,
duas capsulas polares e duas valvas posicionadas paralelamente a linha de sutura que se
prolongam, dando origem a duas projecOes caudais, e um esporoplasma binucleado,
geralmente, com forma esférica e algumas vezes inclusdo de polissacaridios (Figura 7a).
Parasitam principalmente peixes de agua doce e possuem tropismo pelo tecido branquial
(LOM; DYKOVA, 1992b; KENT et al., 2001; LOM; DIKOVA, 2006).

O género Myxobolus Biitschli 1882, o maior género dentro de Myxosporea pode possuir
esporos elipséides, dvoides ou arredondados, duas capsulas polares que geralmente sdo
piriformes e as vezes desiguais e a crista pode estender-se posteriormente a borda crescente e
ao esporoplasma binucleado (Figura 7b) (EIRAS; MOLNAR; LU, 2005; LOM; DIKOVA,
2006).

Outros géneros que ndo sao frequentemente encontrados sdo Meglitschia Kovaleva,
1988 e Ellipsomyxa. O Meglitschia que se caracteriza por esporos em forma de V, capsulas
polares alongadas dispostas quase que axialmente em cada valvula (AZEVEDO et al., 2011a)
(Figura 7c¢).

O género Ellipsomyxa apresenta esporos alongados em direcdo o perpendicular ao
centro e em linha reta transversal a sutura, valvula hemiesférica alongada, duas capsulas
polares esféricas iguais e distantes do plano sutural em lados opostos da superficie dos

esporos, descarregando em dire¢des opostas (Figura 7d) (K@GIE, 2003).
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Figura 7. Desenho esquematico de esporos de Mixosporidios: a. Henneguya, b. Ellipsomyxa,
c. Myxobolus, d. Meglitschia.

/

Fonte: Koie (2003), Casal (2010c); Azevedo et al. (2011a).

3.4.3. Ciclo Bioldgico

As células generativas originam os esporos de seis células, sendo dois deles destinados
a formar dois hemisférios de esporoteca, outros dois para surgir duas tecas polares com o fio
polar e os dois restantes para formar germes (esporoplasma) ameboides. Seu ciclo de vida
necessita de dois hospedeiros um intermediario, o peixe, € um definitivo, um actinospdreo
(BEKESI; SZEKELY; MOLNAR, 2002).

A fase mais conhecida é esporal, que ocorre geralmente em peixes (hospedeiros
intermediarios) e a fase de actinosp6reos (esporogonia) que envolve um processo sexual, nos
anelideos conforme demonstrado na Figura 8 (LOM; DIKOVA, 2006).
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Figura 8. Ciclo evolutivo de Myxoporea (a) peixe, (b) esporo eliminado
pelo peixe, (c) oligoqueta infectando, (d) actinosporo eliminado.

Fonte: Békési, Székely e Molnar (2002)

Segundo Azevedo et al. (2008) na fase esporal é observada, macroscopicamente ou
microscopicamente, plasmddios contendo esporos alojados no tecido hospedeiro. Os esporos
maduros podem ser facilmente observados a microscopia de luz e de contraste por
interferéncia diferencial (Nomarski - DIC), sendo que a morfologia do corpo esporal pode

variar de ovoide a quadrangular.

3.4.4. Patologia

Os mixosporidios sdo economicamente importantes, pois alguns provocam doencas
especificas nos alevinos, como o rodopio dos salmonideos. O Myxobolus cerebralis € um
agente etioldgico altamente contagioso que provoca elevadissimas taxas de mortalidade,
sendo dificil de erradicar e ndo existem processos terapéuticos eficazes. Por isso a doenca
causada pr esta espécie esta incluida na lista de doencas de peixes de declaracdo obrigatoria
nos paises em que existe legislacio sobre as mesmas (EIRAS, 1994; BEKESI; SZEKEL;
MOLNAR, 2002).

M. cerebralis localiza-se nas zonas de cartilagens que sdo progressivamente destruidas a
medida que se da seu desenvolvimento. Quando o desenvolvimento ocorre junto a capsula
auditiva, os danos resultam na alteracdo da natacdo e os alevinos ndo conseguem nadar em

linha reta, apenas em circulo (EIRAS, 1994).
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Azevedo et al. (2011b), examinando exemplares de Brycon hilarii provenientes do rio
Paraguai no estado do Mato Grosso o Sul, encontraram Myxobolus brycon n. sp. e observaram
que os filamentos branquiais apresentavam tumefacdo na periferia, resposta inflamatdria e
hipertrofia das células desta regido e desorganizacdo das organelas e citoplasma. Porém, os
exemplares examinados ndo apresentaram sinais clinicos de doenca.

Em relacdo ao género Henneguya, Vita et al. (2003) encontraram Henneguya astyanax
infectando as branquias de Astyanax keithi, provenientes do rio Amazonas, observando
moderada hiperplasia celular no epitélio branquial e processo inflamatério mononuclear com
leve infiltrado no intersticio da guelra sem sinais significativos de atrofia.

Azevedo et al. (2008) avaliaram espécimens de Gymnorhamphichthys rondoni no rio
Amazonas e identificaram Henneguya rondoni n. sp., parasitando o sistema nervoso
periférico, com o0s peixes apresentando letargia e disturbio de curta duragdo em seus

movimentos.
3.4.5. Infeccd@o por mixosporidioses em peixes do litoral brasileiro
Os microsporidios sdo economicamente importantes, por causarem doencas em uma

grande variedade de peixes de valor comercial e alguns autores tém registrado espécies de
Myxobolus (Quadro 4) e Henneguya no Brasil (Quadro 5).



Quadro 4. Registros das espécies do género Myxobolus parasitando peixes capturados do litoral brasileiro.
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Espécie de Myxobolus Hospedeiro Estado Local da infeccio Autores
Myxobolus colossomatis Colossoma macropomum Para Tecido subcuténeo Molnar e Békeési (1993)
Myxobolus braziliensis Bunocephalus coracoideus Para Branquias Casal et al. (1996)
Myxobolus maculatus Metynnis maculatus Para Rim Casal et al. (2002)
Myxobolus absonus Pimelodus maculatus S&o Paulo Cavidade opercular Cellere et al. (2002)
Myxobolus desaequalis Apteronotus albifrons Para Branquias Azevedo, Corral e Matos

(2002c)
Myxobolus testicularis Hemiodopsis microlepis Piaui LUmen seminifero Tajdari et al. (2005)
Myxobolus peculiares Cyphocharax nagelli Séo Paulo Branquias Martins e Onaka (2006)
Myxobolus plantanus Mugil platanus Rio Grande do Sul Baco Eiras et al. (2007)
M yxobolus heckelii Centromochlus heckelii Para Branquias Azevedo et al. (2009)

Myxobolus cordeiroi

Myxobolus metynnis

Myxobolus franciscoi
Myxobolus sciades
Myxobolus brycon

Myxobolus insignis

Zungaro jahu

Metynnis argenteus

Prochilodus argenteus
Sciades herzbergii
Brycon hilarii

Semaprochilodus insignis

Mato Grosso

Para

Minas Gerais
Piaui
Mato Grosso

Para

Orgaos diversos

Tecido subcutdneo da
orbicular

Tecido conjuntivo da barbatana

Branquias
Branquias

Branquias

Adriano et al. (2009)
Casal et al. (2006)

Eiras et al. (2010)

Azevedo et al. (2010)
Azevedo etal. (2011b)
Azevedo etal. (2012)




Quadro 5. Registros das espécies do género Henneguya encontrados em peixes caturados no litoral brasileiro.
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Espécie de Henneguya Hospedeiro Estado Local da infeccdo Autores
Henneguya malabarica Hoplias malabaricus Para Branquias Azevedo e Matos (1996)
Henneguya astyanax Astyanax keithi Para Branquias Vita et al. (2003)
Henneguya friderici Leporinus friderici Para Branquia, intestino, Rim e figado Casal, Matos e Azevedo

(2003)
Henneguya pilosa Serrasalmus altuvei Piaui Azevedo e Matos (2003)
Henneguya rhamdia Rhamdia quelen Para Branquias Matos, Tajdari e Azevedo
(2005)
Henneguya garavelli Cyphocharax nagelli S&o Paulo Branquias Martins e Onaka (2006)
Henneguya rondoni Gymnorhamphichthys rondoni Para Fibras nervosas periféricas Azevedo et al. (2008)

Henneguya pseudoplatystoma
Henneguya corruscans

Henneguya torpedo

Pseudoplatystoma corrscans

e P. fasciatum
Pseudoplatystoma corruscans

Brachyhypopomus pinnicaudatus

Séo Paulo e Mato Grosso
do Sul

Parana

Para

Branquias

Branquias

Sistema Nervoso

Naldoni et al. (2009)

Eiras, Takemoto e Pavanelli
(2009)

Azevedo et a. (2011a)
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3.5. EPIDEMIOLOGIA DE MICROPARASITOSES EM PEIXES

Os microparasitos tém sido relatados em animais aquaticos e terrestres, sendo 0s
peixes marinhos e de agua doce, frequentemente infectados de diversas areas
geogréficas do mundo (YOKOYAMA,; LEE e BELL, 2002; ZHAO et al., 2008; U-
TAYNAPUN et al., 2011; MAILLO-BELLON; MARQUES; GRACIA-ROYO, 2011).
Microparasitos em peixes ocorrem em alguns estados brasileiros e em distintos
ecossistemas (GIOIA; CORDEIRO; ARTIGAS, 1986; MARTINS et al., 2004; EIRAS;
MOLNAR e LU, 2005, 2007; ADRIANO et al., 2009; SILVA et al., 2012).

E variavel a localizagio das infecgbes por micropasitos em peixes. Molnar e
Bekesi (1993) observaram Myxobollus colossomatis em tecido subcutaneo de Astyanax
altiparanae, enquanto Eiras et al. (2007) encontraram M. platanus n. sp parasitando
Leporinus lacustres. As branquias e os filamentos branquiais s&o, por outro lado,
localizagbes frequentes nas infeccbes provocadas por microparasitos; desse modo,
Eiras, Takemoto e Pavanelli (2008), Azevedo et al. (2009) e Adriano et al. (2009)
detectaram Henneguya caudicula sp n. parasitando branquias de Leporinus lacustres, H.
hemiodopsis parasitando Hemiodopsis microlepes e Myxobollus salminus parasitando
Salminus brasiliensis, respectivamente.

Feijo et al. (2008) reportaram-se as branquias e vesicula biliar como localizagdes
das infeccBes por Henneguya arapaima em Arapaima gigas; parasitismo por
Calyptospora sp. em Brachyplastitoma vaillantii e em Cichla temensis foi detectado no
figado conforme observado por Silva et al. (2012) e Velasco et al. (2012).

Os indices de ocorréncia de micropasitos em peixes é muito variavel e estdo na
dependéncia dos hospedeiros, regides geograficas, metodologia empregada e tipos de
estudos realizados. Eiras et al. (2007) e Adriano et al. (2009) registraram Myxobollus
platanus n. sp. e M. salminus n. sp. parasitando, respectivamente, Mugil platanus e
Salminus brasiliensis. Henneguya caudicula n. sp. parasitando Leporinus lacustres
(EIRAS; TAKEMOTO e PAVANELLI, 2008) e Henneguya sp. parasitando nove
exemplares da espécie Pimelodus maculatus (MARTINS et al., 2004). No entanto,
podera atingir nimeros elevados, como o observado em Henneguya arapaima foi
parasitando 26,1% dos exemplares de Arapaima gigas conforme Feijé et al. (2008);
Azevedo et al. (2009) observaram o parasitismo de H. hemeodopsis em 64% dos
exemplares de Hemeodopsis microlepsis e Silva et al. (2012) determinaram o indice

parasitario de 60% de Calyptospora sp. em Brachyplatistoma vailantii. Por outro lado,
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0 parasitismo por H. chydadea ocorreu na totalidade dos exemplares de Astyanax
altiparanae estudados, conforme Barrasa et al. (2003Db).

O parasitismo por microparasitos envolve também peixes de elevado valor
comercial. Molnar e Bekesi (1993) encontraram Myxobollus colossomatis no tecido
subcutdneo de hibridos de Colossoma macropomum (tambacu); Henneguya arapaima
foi observado no parasitismo de Arapaima gigas (pirarucu) (FEIJO et al., 2008) e
Velasco et al. (2012) observaram o parasitismo de Calyptospora sp no figado de Cichla
temensis (tucunaré).

Os estudos especializados sobre microparasitos tém evidenciado a ocorréncia de
novas espécies nesse complexo grupo de parasitos. Uma nova espécie de mixosporidio,
Myxobollus insignis foi descrita em Semaprochilodus insignis (Eiras et al., 2005).

Molnar e Békési (1993) estudando hibridos de tambacu (Colossoma
macropomum), provenientes do estado do Ceara, encontraram no tecido subcutaneo
Myxobolus colossomatis e Barrasa, Cordeiro e Arana (2003) pesquisando
microparasitos no peixe Astyanax altiparanae em fazenda de cultivo no Rio das Pedras,
Campinas estado de Séo Paulo, descreveram Henneguya chydadea parasitando 100%
das branquias dos exemplares avaliados.

Em Manaus, estado do Amazonas, Eiras, Molnar e Lu (2005) registraram uma
nova espécie de mixosporidios 0 Myxobolus insignis em dois exemplares de trés que
foram examinados de Semaprochilodus insignis, tendo como local de infec¢do as
branquias.

Na Lagoa dos Patos, Rio Grande do Sul, Eiras et al. (2007) examinaram 46
espécimes de Mugil platanus, observando a infeccdo no baco por Myxobolus platanus n. sp.
em quatro dos peixes estudados.

No Parana, Eiras, Takemoto e Pavanelli (2008) observaram em cinco de 15
exemplares de Leporinus lacustres a infeccdo por Henneguya caudicula sp.n. nas
branquias.

No estado do Piaui, Azevedo et al. (2009) descreveram parasitismo nas
branquias por Henneguya hemiodopsis em 50 exemplares de Hemiodopsis microlepes.

Feijo et al. (2008) descreveram uma nova espécie de mixosporidio, Henneguya
arapaima n. sp., em 26,1% dos exemplares de Arapaima gigas capturados no Rio

Araguaia, estado de Goias, infectando as branquias e vesicula biliar do hospedeiro.
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Adriano et al. (2009) examinaram 91 exemplares de Salminus brasiliensis
oriundos do Pantanal e encontraram nos filamentos branquiais de quatro peixes o
microparasito Myxobolus salminus sp. n.

Silva et al. (2012) estudaram trinta espécimes de Brachyplatystoma vaillantii
desembarcados no municipio de Vigia de Nazaré, estado do Para e observaram em 60%
dos peixes examinados o parasitismo por Calyptospora sp. no figado dos hospedeiros.

Ainda no estado do Pard, no municipio de Cameta, Velasco et al. (2012)
examinaram 70 exemplares de Cichla temensis (tucunaré) e identificaram em 40% dos

espécimes avaliados a infec¢do no figado por Calyptospora sp. .

3.6. MICROPARASITOS E SAUDE COLETIVA

Alguns estudos tém referenciado a ocorréncia de microparasitos em humanos,
principalmente as espécies dos filos Microspora e Mixospora. Os casos de
microsporidioses tém sido relatados em pacientes imunossuprimidos, sendo catalogados
como infeccBes oportunistas e emergentes. A epidemiologia de casos zoonoticos de
microparasitos é pouco conhecida, mas acredita-se que as ocorréncias variam com 0
estado imunoldgico do hospedeiro e com a espécie do parasito. Vale ressaltar que o
escasso conhecimento a respeito da microsporidiose humana por parte dos profissionais
da area de saude e as dificuldades para o diagndstico clinico e laboratorial impedem a
realizacdo de inquéritos epidemioldgicos (MANZI; ZAPATA; JUNIOR, 2003).

Alguns estudos fazem referéncia a transtornos gastrintestinais ocasionados por
mixosporidios, como o relato de McClelland, Murphy e Cone (1997) que encontraram
Henneguya salmicola, parasito comum de peixes salmonideos, nas fezes de dois
pacientes que apresentavam diarreia, mas o estudo nao conseguiu confirmar se 0s
pacientes tinham ingerido salmé&o, embora sugerissem a ingestdo desse pescado fresco,
em conserva ou congelado.

Em 1992 no Hospital Evandro Chagas, estado do Rio de Janeiro, foram
coletadas amostras de fezes de 13 pacientes portadores de HIV que apresentavam
diarreia cronica por um periodo médio de 3,5 semanas, para pesquisa de Criptosporidia
e Microsporidia, seis pacientes (46,1%) apresentaram esporos de microsporidios nas
fezes (BRASIL et al.,1996).

Brasil et al. (1998) descreveram a infeccdo pelo microsporidio Enterocytozoon

bieneusi em uma paciente portadora do tipo 1 do HIV que apresentava um quadro de
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diarreia cronica com quinze episédios de fezes liquidas por dia, nduseas, vomitos,
anorexia, dor intermitente e uma perda de peso significativa de 24 Kg ao longo de um
periodo de 6 meses. Culturas de fezes para deteccdo de bactérias e virus foram negativas
para trés amostras consecutivas. No entanto, esporos de microsporidios foram
encontrados em esfregacos finos corados pelo método de cromotropo, posteriormente
confirmados por anélise ultraestrutural e PCR.

Boreham et al. (1998) encontraram em trés pacientes acometidos de problemas
gastrintestinais esporos de Myxobolus plectroplites, parasito do peixe de agua doce
Plectroplite sambiguus. Os pacientes consumiram peixes na alimentagdo, mas em dois
deles os achados foram considerados incidentais e ndo relacionados aos sintomas
clinicos devido a passagem dos esporos sem alteracdo pelo trato digestivo e por
apresentarem outros patdgenos entéricos.

Amato, Amato e Amato Neto (1999) associaram 60 pacientes adultos portadores
de HIV e duas criangas filhas de mdaes também soropositivas ao parasitismo por
microparasitos. Esporos de microsporidios foram achados em apenas um paciente do
sexo masculino que apresentou diarreia com fezes de consisténcia pastosa durante um
més, além de dor abdominal e nauseas.

No Rio de Janeiro foram avaliados 40 pacientes portadores de HIV que
apresentavam diarreia crénica. Cada paciente foi submetido a avaliacdo clinica, sendo
realizados exames de fezes e biopsia do intestino para pesquisa de virus, bactérias e
parasitos. Dos individuos estudados 11 (27,5%) estavam infectados por microsporidios,
sendo os esporos encontrados com maior frequéncia no exame direto das fezes do que
em bidpsia do intestino delgado. A microspopia eletrénica de transmissdao (MET) e a
PCR permitiram a identificacdo de Enterocytozoon bieneusi (BRASIL et al., 2000).

Moncada et al. (2001) observaram mixosporidios do género Myxobolus sp., em
um paciente portador do virus HIV que apresentava diarreia cronica na cidade Bogota,
Colombia. No entanto, além desse achado outros agentes patogénicos como Isospora
belli, Strongyloides stercoralis e Hymenolepis nana foram associados ao quadro
diarréico e as infecgdes oportunistas da infeccao por HIV.

Um estudo com 737 amostras fecais de pacientes de trés hospitais nos Estados
Unidos foi revelado que portadores do virus HIV foram detectados esporos de
microsporidios em 1,5% (n=11) dos individuos, todos com quadro diarreico
(DWORKIN et al., 2007).
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Gongalves et al. (2006) sugeriram que 0s microsporidios sdo agentes zoonoticos e
que a microsporidiose humana é subdiagnosticada, enfatizando a importancia desta
parasitose emergente e de seu diagndstico precoce para a administracdo de tratamento
especifico. Os estudos a respeito da ocorréncia de casos de transtornos gastrintestinais
em pacientes portadores da sindrome de imunodeficiéncia adquirida revelam a

associagdo de microparasitos com a infeccdo pelo virus HIV.

3.7. DIAGNOSTICO PARASITOLOGICO

O diagnostico de microparasitos envolve vérias técnicas, podendo ser as mais
simples, como esfregaco de fezes com coloracdo e aquelas que necessitam de
tecnologias avancadas, como a microscopia eletronica de transmissdao (MET) e a
biologia molecular, principalmente quando se suspeita de nova espécie.

A microcopia de luz é uma ferramenta fundamental no diagndstico inicial de
microparasitos, auxiliando na caracterizacdo morfologica, identificacdo das espécies e
fornecendo dados morfométricos que posteriormente irdo ser confrontados com outros
trabalhos para verificacdo de possiveis novas espécies (CASAL et al., 2009; ADRIANO
et al., 2009; AZEVEDO et al., 2011a).

A microscopia eletrénica de transmissdo (MET) é uma das técnicas utilizadas
para a identificacdo de novas espécies. De acordo com Matos et al. (2004a) esta técnica
permite o conhecimento detalhado da morfologia microparasitaria e de seus ciclos de
vida. Além da realizacdo da andlise comparativa, a MET estabelece semelhangas e
diferencas entre as espécies, que pode culminar com a descoberta de novas espécies.
Esta técnica consiste na formacédo de imagem do espécime simultaneamente a passagem
do feixe de luz através dele; a radiacdo empregada é a de feixe de elétrons, sendo ele
refratado por meio de lentes eletrdnicas, produzindo aumentos Uteis de 200.000 a
400.000 vezes (GALLETI, 2003).

O emprego da técnica de MET ¢é bastante difundido no estudo de materiais
bioldgicos, pois permite a definigdo de imagens intracelulares em estudos de morfologia
celular, aspectos gerais das organelas e também da interacdo de parasitos com as
células, fornecendo assim informacdes sobre alteracbes e efeitos citopaticos
ocasionados por virus, fitoplasmas, micoplasmas, bactérias e outros organismos

diminutos, impossivel de visualizar na microscopia de luz (GALLETI, 2003).
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Martins e Onaka (2006) estudando Cyphocharax nagelli capturados no
reservatorio do Rio Peixe em S&o José do Rio Pardo, estado de S&o Paulo, identificaram
nas branquias dos hospedeiros duas novas espécies de microparasitos, Henneguya
garavelli e Myxobolus peculiaris.

Matos, Tajdari e Azevedo (2005), encontraram nova espécie de mixosporidio,
Henneguya rhamdia, infectando brénquia de Rhamdia quelen no rio Peixe Boi, estado
do Para. No rio Amazonas, Azevedo et al. (2011a), registraram uma nova espécie
Meglitschia mylei na vesicula biliar de Myleus rubripinnis.

Adriano et al. (2009) fizeram a caracterizagdo ultraestrutural com o uso desta
técnica para verificar a ocorréncia de uma nova espécie do género Myxobolus,
parasitando os filamentos das branquias de Salminus brasiliensis, capturados no
Pantanal do Mato Grosso, denominando-o de Myxobolus salminus.

Outro método que vem contribuindo para a caracterizacdo de novas espécies sao
as técnicas de analise filogenética, que eram muito utilizadas para investigar as relacdes
entre os filos (CAVALIER-SMITH, 1993; 2004). A analise filogenética tem
demonstrado ser de fundamental importancia para a classificacdo de novas espécies,
principalmente para aqueles géneros que possuem Varias espécies com caracteristicas
morfoldgicas muito semelhantes.

Dikova, Fiala e Nie (2002) estudando Carassius gibelio na provincia Hubei na
China, observaram o parasitismo do género Myxobolus no musculo esquelético deste
peixe; para identificar a espécie realizaram a andlise filogenética e concluiram que
estavam diante de uma espécie nova, Myxobolus lentis uturalis.

Casal et al. (2008) descreveram o0s aspectos morfoldgicos, ultraestrutural e a
caracterizacdo molecular de um novo género e espécie de microsporidio, Potaspora
morhaphis, parasitando a cavidade celomatica de peixe do rio Amazonas,
Potamorhaphis guianensis

Adriano et al. (2009) também utilizaram a anélise molecular para identificar uma
nova espécie de mixosporidio, Myxobolus cordeiroi, infectando arco branquial, serosa
da cavidade do corpo, bexiga urinaria e olhos do peixe Zungaro jahu, provenientes do
Pantanal Mato Grossense.

Milani et al. (2010) fizeram uso da biologia molecular e da microscopia eletronica
de transmissdo para caracterizar uma nova espécie de Myxobolus, Myxobolus oliveirai,

gue acomete Brycon hilarii, peixe oriundo do Pantanal Mato Grossense.
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4. CAPITULO |I: OCORRENCIA DE MICROPARASITOS EM Brachyplatystoma
rousseauxii e Mugil curema (Pisces: Teleostei) no estado do Par4, Brasil.

RESUMO

Microparasitos dos filos Apicomplexa, Microspora e Myxozoa foram encontradas
nas espécies de peixes Brachyplatystoma rousseauxii e Mugil curema capturadas por
pescadores artesanais e industriais na costa estuarina, no municipio de Vigia de Nazaré
e Distrito de Mosqueiro, municipio de Belém, Estado do Para, no periodo de marco de
2010 a junho de 2012. Com o auxilio da microscopia de luz procedeu-se as observagdes
em preparagdes a fresco. De 62 exemplares de B. rousseauxii 85,48% (n = 53) estavam
parasitados por microprasitos dos trés filos e géneros Calyptospora, Kabatana,
Henneguya, Myxobolus, Ellipsomyxa e Meglishchia com ocorréncia de 58%, 9,6%,
19,3%, 20,9%, 4,8% e 8% respectivamente. Em M. curema dos 58 exemplares 58,6%
(n=34) apresentavam-se infectados por microparasitos dos filos Microsporidia e
Myxozoa e géneros Microsporidium, Myxobolus e Ellpsomyxa, com indices parasitarios
de 5,1%, 56,8% e 10,3%, respectivamente. A ocorréncia de géneros microparasitos nos
dois hospedeiros e o indice de parasitismo de alguns géneros demonstram a necessidade
de realizagdo de estudos sobre esses filos em espécies de peixes da Regido Amazonica.

Palavras-chave: Brachyplatystoma rousseauxii. Mugil curema. Apicomplexa.

Microspora. Myxozoa.
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ABSTRACT

Microparasitos phyla Apicomplexa, Microspora and Myxozoa were found in
fish species Mugil curema Brachyplatystoma rousseauxii and captured by artisanal and
industrial fishermen on the coast estuaries in the city Vigia de Nazare and Mosqueiro
District, in Belém, Pard State, in the period March 2010 to June 2012. With the aid of
light microscopy proceeded to the observations in the fresh preparations. 62 specimens
of B. rousseauxii 85.48 % (n = 53) were parasitized by microprasitos the three phyla
and genera Calyptospora, Kabatana, Henneguya, Myxobolus, Ellipsomyxa and
Meglishchia with occurrence of 58 %, 9.6%, 19.3 %, 20.9 % , 4.8 and 8% , respectively.
In M. curema 58 copies of 58.6 % (n = 34) presented with infected microparasitos phyla
Microsporidia and Myxozoa Microsporidium and genres, and Myxobolus, Ellipsomyxa
with parasite indexes of 5.1 %, 56.8 % and 10.3 % %. The occurrence of microparasites
genres in both hosts and parasitism of some genera demonstrate the need for studies of

these phyla in fish species of the Amazon region.

Keywords: Brachyplatystoma rousseauxii. Mugil curema. Apicomplexa. Microspora.
Myxozoa.
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4.1. INTRODUCAO

Os microparasitos podem ser encontrados em varios 6rgaos de uma consideravel
variedade de peixes em diferentes areas geograficas do mundo (THOMPSOM et al.,
2002; KAUR; SINGH, 2011b; KHLIFA, et al.,2012).

No Brasil estudos de ictio-parasitismo tém evidenciado a ocorréncia desse grupo
de parasitos principalmente dos filos Apicomplexa, Microspora e Myxozoa. em peixes
do litoral (PAVANELLI; EIRAS; SARAIVA, 1998; FEIJO et al., 2008; AZEVEDO et
al., 2009).

Alguns dos representantes desse grupo tém potencial patogénico, podendo
também causar danos econdmicos aos piscicultores por diminuirem a produtividade de
seus criatorios. Dentre 0s géneros cujas espécies sdo causadoras de enfermidades em
peixes, encontram-se Hennneguya e Myxobolus. Estima-se que 0 género Henneguya
tenha cerca de 204 espécies e o género Myxobolus 744 (MARTINS et al., 1997;
EIRAS; MOLNAR e LU, 2005; LOM; DIKOVA, 2006).

Estudos relacionados a ocorréncia de microparasitos em peixes de importancia
comercial sdo necessarios e visam contribuir para o conhecimento sobre os impactos
econdmicos na producdo e comercializacdo. As espécies Brachyplatystoma rousseauxii
e Mugil curema sdo peixes de interesse econémico, comercializados nos estados
brasileiros, sendo que no Estado do Para, segundo dados estatisticos oficiais sdo
bstantes consumidos (IBAMA, 2007; BRASIL, 2012).

O objetivo do presente estudo foi relatar a ocorréncia de microparasitos nos
peixes Brachyplatystoma rousseauxii € Mugil curema, desembarcados no municipio de

Vigia de Nazaré e no Distrito de Mosqueiro, municipio de Belém, Estado do Para.
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4.2. MATERIAL E METODOS
4.2.1. MATERIAL
4.2.1. Origem das amostras de peixes
Para a realizacdo desse estudo foram escolhidos os peixes teleosteos “dourada”
(Brachyplatystoma rousseauxii Casteunau, 1855), 62 exemplares e “pratiqueira” (Mugil

curema Valenciennes, 1836), 58 exemplares (Figuras 9 e 10).

Figura 9. Brachyplatystoma rouseauxii Casteunau, 1855.

Figura 10. Mugil curema Valenciennes, 1836.
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As amostras de peixes foram procedentes de industrias pesqueiras e de pescadores
artesanais do municipio de Vigia de Nazaré e do Distrito de Mosqueiro, municipio de
Belém, de capturas realizadas no periodo de Mar¢o de 2010 a Junho de 2012 e foram
colhidos de forma aleatoria a chegada das embarcacdes pesqueiras e mensalmente. Em
cada municipio coletou-se 31 exemplares de dourada e 29 exemplares de pratiqueira.

O municipio de Vigia de Nazaré entre as coordenadas geograficas 00° 51° 12 S e
48° 08' 41 W (Figura 11), localizado na Microrregido do Salgado pertencente a
Mesorregido Nordeste Paraense a uma distancia de 100 Km de Belém pelas rodovias
BR-316 e PA-140; a pesca € a principal atividade econdmica do municipio.

O Distrito de Mosqueiro entre as coordenadas geograficas 01°9'43"S 48°23'15"W
(Figura 11), este pertence ao municipio de Belém, localizado na costa oriental do Rio
Para, a uma distancia de 75 km de Belém pelas rodovias BR-316 e PA 391. Além do

turismo, a pesca esta entre as suas principais atividades econdmicas.

Figura 11. Localizagdo das areas de pesca de dourada e pratiqueira.
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Os exemplares colhidos foram acondicionados em caixas isotérmicas contendo
gelo e transportados até o Laboratério de Pesquisa Carlos Azevedo da Universidade
Federal Rural da Amazénia (LPCA/UFRA), onde foram submetidos aos métodos

recomendados para pesquisa de microparasitos.

4.2.2. METODOS

Com auxilio de estereomicroscopio (ZEISS) os exemplares foram examinados,
iniciando-se pela superficie externa e em seguida pelos 6rgéos internos. Fragmentos de
orgdos e cistos foram colhidos e colocados sobre Iamina com agua e laminula para
observacdo a microscopia de luz, verificando-se elementos estruturais, como esporos
pequenos com vacuolos caracterizando microsporidios, conforme trabalhos de Bigliardi,
Gatti e Sacchi (1997) e Matos e Azevedo (2004), presenca de cépsulas polares e
projecBes caudais encontradas em mixosporidios (LOM; DIKOVA, 2006), ou a
presenca de oocistos com quatro esporocistos de acordo coma as descricbes de

Azevedo, Matos, Matos (1993; 1995) na ocorréncia de coccidios.
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4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dois hospedeiros estudados estavam infectados por microparasitos, sendo que
em B. rousseauxii apresentou o parasitismo pelos trés filos (Apicomplexa, Microspora e
Myxospora) e M. curema apenas por dois filos (Myxospora e Microspora);

Em B. rousseauxii 53/62 (85,48%) exemplares apresentaram-se parasitados por
Calyptospora sp., Meglishchia sp., Myxobolus sp., Henneguya sp., Ellypsomixa sp. ou
Kabatana sp. (Quadro 6).

Quadro 6. Ocorréncia e local de infeccdo de microparasitos em Brachyplatystoma
rousseauxii capturados no Distrito de Mosqueiro e municipio de Vigia de Nazaré no
periodo de mar¢o de 2010 a junho de 2012.

Filo Microparasitas Ocorréncia (%) Local de Infeccdo
Apicomplexa Calyptospora sp. 58,0 (n=36) Figado
Microspora Kabatana sp. 9,60(n=6) Branquia
Mixospora Henneguya sp. 19,3 (n=12) Branquia
Ellypsomixa sp. 4,80 (n=3) Vesicula biliar
Meglishchia sp. 8,09 (n=5) Vesicula biliar
Myxobolus sp. 20,90 (n=13) Branquia

A maior ocorréncia parasitaria foi de Calyptospora sp. corroborando com outras
ocorréncias deste género em peixes do litoral brasileiro. Azevedo, Matos e Matos
(1993) observaram 63% de parasitismo por Calyptospora spinosa no figado de
Crenicichla lepidota capturados no Rio Amazonas e Casal et al. (2007) registraram 53%
de Calyptospora serrasalmi no figado de Serrasalmus striolatus, provenientes da
mesma regiéo.

No entanto o indice parasitario registrado para Calyptospora sp. no presente
estudo é inferior ao referenciado por Casal et al. (2007) que observaram 80% de
Serrasalmus rhombeus dos exemplares mostrou-se parasitado no figado por C.
serrasalmi e superior ao determinado por Albuquerque e Brasil-Sato (2010), 7,3%, em
Triportheus guentheri provenientes de Minas Gerais.

A segunda maior ocorréncia parasitaria foi do Myxobolus sp. (20,9%)
encontrado na dourada. Estudos como os de Azevedo, Corral e Matos (2002), Azevedo
et al. (2010) e Azevedo et al. (2012) reportam taxas de parasitismo por especies deste

género nas branquias de peixes, superiores aos indices obtidos na presente pesquisa,
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respectivamente, 50% de Myxobolus desaequalis em Apteronotus albifrons; 60% de
Myxobolus sciades em Sciades herzbergii e 46,6 % de Myxobolus insignis em
Semaprochilodus insignis. Martins e Onaka (2006) observaram 5% de ocorréncia de
Myxobolus peculiares nas branquias de Cyphocharax nageli.

Com relacdo ao género Henneguya sua ocorréncia parasitaria de 19,3% em
branquias de B. rousseauxii situa-se préximo aquela determinada por Matos, Tajdari e
Azevedo (2005), 15% de Henneguya rhamdia em exemplares de Rhamdia quelen.

O indice parasitario deste género no presente estudo € menor do que o0s
encontrados por Casal, Matos e Azevedo (2003), que observaram Henneguya friderici
em 30% de Leporinus friderici no Rio Amazonas; Azevedo e Matos (2003), que
encontraram Henneguya pilosa em 30% de Serrasalmus altuvei oriundos de Teresina;
Martins e Onaka (2006) que registraram Henneguya garavelli em 63,3% de
Cyphocharax nagelli capturados em curso d’agua do Reservatorio do Peixe, Sdo Paulo;
Naldoni et al. (2009) que observaram Henneguya pseudoplatystoma nas branquias de
36,7% de Pseudoplatystoma corruscans e Pseudoplatystoma fasciatum em fazenda de
criacdo nos estados de Sdo Paulo e Mato Grosso do Sul. Contrariamente a esses dados,
Eiras, Takemoto e Pavanelli (2009) registraram apenas 3,3% de parasitismo por
Henneguya corruscans em branquias de Pseudoplatystoma corruscans provenientes do
Rio Parana.

Ocorréncias de 30%, 33% e 33,3% do género Henneguya no intestino, rim e
figado de Leporinus friderici (CASAL; MATOS; AZEVEDO, 2003), sistema nervoso
de Brachyhypopomuspinni caudatus (AZEVEDO et al.,, 2011b) foram registradas,
indices superiores ao reportado neste trabalho.

Existem poucos estudos sobre o parasitismo por Meglishchia sp. e Ellypsomixa
sp. mas recentemente Azevedo et al. (2011a) registraram a ocorréncia de Meglitschia
mylei acometendo pele, branquias, figado, vesicula biliar, dutos intestinais, ovario,
testiculos e a bexiga natatéria de Myleus rubripinnis capturados no municipio de
Oriximind, estado do Para.

Parasitismo por espécies de Microporidium na mucosa intestinal, branquias,
musculo da cavidade abdominal, cavidade celomatica e parede intestinal de peixes, tém
sido relatado no Brasil, como as infec¢des pelos microparasitos Myrophis platyrhynch,
Hassar oresti, Brachyhypopomus brevirostri, Potamorhaphis guianensis e Colomesus
psittacus nas espécies de peixes Loma myrophis (AZEVEDO; MATOS, 2002),
Amazonspora hassar (AZEVEDO; MATOS, 2003), Microsporidium brevirostris
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(MATOS; AZEVEDO, 2004), Potaspora morhaphis (CASAL et al., 2008), Loma
psittaca (CASAL et al., 2009), respectivamente.

Os trabalhos de Azevedo e Matos (2003), Matos e Azevedo (2004) e Casal et al.
(2008) relataram ocorréncias de 37,5%, 45% e 40% de microsporidios em peixes,
indices maiores do que 0s encontrados na presente pesquisa.

As ocorréncias de microparasitos em B. rousseauxii foram maiores nos dois
semestres do ano de 2011 com variacOes de cerca de 10 a 12% entre 0S semestres
(Figura 12). A literatura cientifica disponivel ndo registra dados sobre a periodicidade
na ocorréncia de microparasitos em peixes do litoral brasileiro, mas os dados revelam
que o parasitismo ocorre em diferentes meses do ano (FEIJO et al., 2008; ADRIANO et
al., 2009; SANTIAGO et al., 2012).

Figura 12. Percentual de ocorréncia de microparasitos em B. rousseauxii no periodo
de marco de 2010
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Os exemplares de B. rousseauxii colhidos no municipio de Vigia de Nazaré
(n=31) revelaram um maior indice parasitario em relacdo ao Distrito de Mosqueiro
(n=31) (Figura 13), considerados 0 mesmo periodo e quantidade de exemplares. Sugere-
se ser essa diferenca seja decorrente da salinidade e pH da agua das regides de captura,
que pode ter interferido na disseminagdo desses grupos parasitarios, ainda que esses

parametros ndo tenham sido analisados no presente estudo.
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Figura 13. Relacdo da ocorréncia de parasitismos por microparasitos em B.
rousseauxii desembarcados no Distrito de Mosqueiro e municipio de Vigia de
Nazaré, no periodo de margo de 2010 a Junho de 2012.
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Dos 58 exemplares de M. curema examinados 34 (58,6%) apresentaram-se
parasitados por microparasitos, identificados como pertencentes aos géneros Myxobolus

sp., Ellypsomixa sp. e Microsporidium sp., conforme a Quadro 7.

Quadro 7. Ocorréncia e local de infeccdo de microparasitos em Mugil curema,
capturados no Distrito de Mosqueiro e municipio de Vigia de Nazaré no periodo de de
marc¢o de 2010 a junho de 2012.

Filo Microparasitas Ocorréncia (%) Local de Infeccdo

Microspora Microsporidium sp. 5,1% (n=3) Estdbmago e
Bexiga urinaria
Mixospora Myxobolus sp. 56,8% (n=33) Branquia
Ellypsomixa sp. 10,3% (n=6) Vesicula biliar

A maior ocorréncia foi de Myxobolus sp. 56,5%, que infectou branquias,
comparativamente superior aos dados informados por Azevedo, Corral e Matos (2002),
Martins e Onaka (2006), Azevedo et al. (2009) e Azevedo et al. (2012) em peixes
capturados no litoral brasileiro, respectivamente, 50%, 5% e 46%, porém semelhante ao
assinalado por Azevedo et al. (2010), 60%.

Com indices de parasitismo menores que da presente pesquisa, 8,6%, 40%,
8,3%, 17,5% e 8,6%, respectivamente Casal, Matos e Azevedo (2002), Cellere,
Cordeiro e Adriano (2002), Tajdari et al. (2005), Eiras et al. (2007) registraram 0

parasitismo por Myxobolus sp. em outros locais de infeccdo como o rim de Metynnis
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maculatus, cavidade opercular de Pimelodus maculatus, testiculo de Hemiodopsis
microlepis e baco de Mugil plantanus, respectivamente.

O indice de parasitismo por Ellipsomyxa sp., por outro lado, foi inferior aos
reportados por Koie e Karlsbakk (2009) que observaram Ellipsomyxa syngnathi em
38% de Syngnathus typhle e 35% S. rostellatus.

A ocorréncia de Microsporidia atingiu, por outro lado, indice de 5,1% (Tabela 2)
muito inferior aos relatados por Matos e Azevedo (2004) e Casal et al. (2008) que
encontraram 37,5%, 45% e 40%, respectivamente.

Observou-se que o parasitismo por microparasitos em M. curema também foi
observado nos dois semestres de cada ano, com uma ocorréncia maior no primeiro
semestre de 2011 (Figura 14). Os exemplares colhidos no Municipio de Vigia de Nazaré
apresentaram maior indice de ocorréncia de microparasitos em M. curema (Figura 15).
Sugere-se também que o pH e a salinidade da agua dos locais de captura podem ter

influenciado as proporc¢oes registradas.

Figura 14. Percentual de ocorréncia de microparasitos em M. curema no periodo de
marc¢o de 2010 a junho de 2012.
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Embora estudos relacionados a estes parametros nao tenham sido referenciados,
observa-se que as pesquisas realizadas por diversos autores tem registrados a ocorréncia
de microparasitos em diferentes regifes do mundo e com indices de ocorréncias
variados, consequentemente, os fatores sanilidade e pH tém contribuido para estas
variacoes. Eiras et al. (2010), Campos, Moraes e Moraes (2011), Azevedo et al. (2012),
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embora ndo tenham realizados estudos relacionados com a sazonalidade, registraram o

parasitismos por microparasitos em meses diferentes.

Figura 15. Relag&o da ocorréncia de parasitismos entre o Distrito de Mosqueiro
e municipio de Vigia de Nazare, no periodo de mar¢o de 2010 a junho de 2012.
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4.4, CONCLUSOES

Os resultados permitiram as seguintes conclusdes:

1. As duas espécies de peixe estavam parasitadas por microparasitos, sendo
Myxospora e Apicomplexa os de maior ocorréncia;

2. As espécies de peixes desembarcado Municipio de Vigia de Nazaré
estvam mais infectados;

3. O maior indice de parasitismo em B. rousseauxii foi de Calyptospora sp.
(Apicomplexa), Myxobollus sp e Henneguya sp (Myxospora) e em M. curema foi de
Myxobolus sp.;

4. A espécie de peixe B. rousseauxii mostrou-se maior susceptibilidade
parasitaria por Apicomplexa, Microspora e Myxospora e apresentou multiparasitismo
pelo Filo Myxospora.

5. O parasitismo por Myxobolus sp, e Ellypsomixa foi comum nas duas

espécies de peixes.
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5. CAPITULO II: PARASITISMO DE Brachyplatystoma rousseauxii POR
Calyptospora sp. (APICOMPLEXA: Calyptosporidae): PRIMEIRO RELATO

RESUMO

Descreve-se a morfologia de Calyptospora sp. parasitando Brachyplatystoma
rousseauxii (dourada), provenientes do municipio de Vigia de Nazaré e do Distrito de
Mosqueiro, municipio de Belém, estado do Para, Brasil. Foram examinados 62
douradas, cujos fragmentos do figado foram submetidos as técnicas de microscopia
Optica, microscopia eletronica de transmissdo e biologia molecular; 36 (58%) das
amostras estavam parasitadas por um coccidio, cujos oocistos estavam distribuidos de
forma irregular no parénquima hepatico, agrupados ou isolados, constituidos de quatro
esporocistos e oito esporozoitos com formato piriforme, caracterizando o género
Calyptospora. Observaram-se no corte histologico areas do parénquima hepatico
substituido por grupos deste microparasito. Este foi o primeiro registro de Calyptospora

sp. em Brachyplatystoma rousseauxii.

Palavras- chave: Dourada. Coccidio. Calyptospora sp.. Figado. Parasito.
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ABSTRACT

Describes the morphology Calyptospora sp. parasitizing Brachyplatystoma
rousseauxii (catfish), from the city Vigia de Nazare and Mosqueiro District, in Belém,
Para State, Brazil. We examined 62 whose liver fragments were subjected to optical
microscopy techniques, transmission electron microscopy and molecular biology, 36
(58%) of the samples were parasitized by a coccidia whose oocysts were unevenly
distributed in the liver parenchyma, or grouped isolated, consisting of four sporocysts
with piriformis format, featuring genre Calyptospora. Were observed in histological
areas of hepatic parenchyma substituted by microparasite this. This was the first record

Calyptospora sp. in Brachyplatystoma rousseauxii.

Keywords: Catfish. Coccidia. Calyptospora sp.. Liver. Parasite.
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5.1. INTRODUCAO

Os protozoarios do Filo Apicomplexa sdo parasitos obrigatorios caracterizados
por possuirem um complexo apical que lhes permite penetrar na célula hospedeira
(EIRAS, 1994). Esses microparasitos séo frequentemente encontrados em todas as
classes de hospedeiros vertebrados e invertebrados, acometendo inclusive moluscos e
peixes (MATOS et al., 2004).

Dentre os representantes do Filo Apicomplexa de interesse ictiosanitario, tém-se
os da subclasse Coccidia, em especial aqueles da familia Calyptosporidae
(DUSZYNSKI; COUCH; UPTON, 2000), sendo o género Calyptospora o principal
representante. Este género tem sido referenciado em diversos trabalhos como causador
de infeccdo no rim, baco, bexiga natatoria, serosa e principalmente no figado de peixes
(MOLNAR et al., 2006; SILVA et al., 2012; SANTIAGO et al., 2012).

A importancia econémica de Apicomplexa em mamiferos e aves ¢ documentada
a cada ano (ALBUQUERQUE; BRASIL- SATO, 2010), mas em peixes a maioria dos
trabalhos realizados descrevem apenas 0s aspectos morfologicos e ultraestruturais
(BEKESI; MOLNAR, 1991; CASAL et al., 2007, SANTIAGO et al., 2012), sem
estabelecer os problemas que podem acarretar nos organismos aquaticos.

Alguns autores observam na infeccdo por este coccidio em peixes a
substituicdo do parénquima hepéatico por grupos de oocistos de Calyptospora sp.,
sugerindo que podem causar insuficiéncia hepatica (BONAR et al., 2006; SILVA et al.,
2012). Estes achados contribuem para aumentar o interesse dos pesquisadores para 0s
coccidios que acometem peixes do litoral brasileiro, principalmente aqueles de interesse
comercial.

Em 2011 a pesca extrativa nacional produziu cerca de 800 mil toneladas de
peixes com um incremento de 31% sobre o0 ano de 2010 e dentre as espécies comerciais
de maior producdo esta a dourada (B. rousseauxii), que ocupou a quarta posicdo deste
ano, sendo um dos recursos pesqueiros mais importantes do Baixo Amazonas e das
exportacGes nacionais (RUFFINO; PETRERE et al., 2004; BRASIL, 2011).

Neste trabalho descreve-se as caracteristicas morfoldgicas de Calyptospora sp.
em B. rousseauxii provenientes do municipio de Vigia de Nazaré e Distrito de

Mosqueiro, municipio de Belém, estado do Para.
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5.2. MATERIAL E METODOS

5.2.1 MATERIAL

5.2.1.1 Origem das amostras

No periodo de marco de 2010 a junho de 2012 foram necropsiados 62
exemplares de dourada, Brachyplatystoma rousseauxii Casteunau, 1855, provenientes
de industrias pesqueiras e de pescadores artesanais do municipio de Vigia de Nazaré e
do Distrito de Mosqueiro, municipio de Belém, estado do Para.

5.2.2 METODOS

Os exemplares foram capturados com o uso de apetrechos de pesca como tarrafas
(pesca artesanal) e redes de emalhar (pesca industrial) e as colheitas dos exemplares
foram realizadas de forma aleatdria, a chegada das embarcacBes pesqueiras e 0S
exemplares acondicionados em caixas de isopor contendo gelo e transportados até o
Laboratdrio de Pesquisa Carlos Azevedo (LPCA/UFRA) onde foram examinados.

5.2.2.1 Microscopia de luz

Os exemplares foram examinados, com auxilio de estereomicréscopio, iniciando-
se pela superficie externa e em seguida por seus 6rgaos internos. Pequenos fragmentos
sugestivos de cistos ou les6es foram coletados e colocados sobre lamina com agua e
laminula para observacdo a microscopia de luz. Confirmada a presenca de
microparasitos, os tecidos foram fixados, corados e clarificados. A forma de coleta,
fixacdo e clarificacdo baseou-se nos protocolos dos trabalhos de Behmer e Tolosa
(1976) e Luna (1968).

A fixacdo foi feita em solugdo de Davidson (alcool 95%, formaldeido, acido
acetico e agua destilada), obedecendo a proporcdo de nove partes de fixador para uma
de tecido, permanecendo por 24 horas, com a finalidade de impedir a ag&o autolitica.

Em seguida, foi feita a desidratacdo em concentracfes crescente de &lcool (70%,
80%, 90%, absoluto I. absoluto Il, absoluto I11), permanecendo em cada solugédo por

uma hora. Ao término desta etapa, o material foi diafanizado, através de imersoes
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sucessivas em alcool /ilol (50:50) com duracgdo de uma hora e em xilol | e xilol 1l pelo
tempo de trinta minutos cada.

O material foi entdo impregnado por parafina liquida passando pelas parafinas I,
Il e 111, em uma estufa a 60°C, obedecendo a um intervalo de meia hora em cada fase.
Ao término desta etapa realizou-se a inclusdo em parafina e posteriormente a
microtomia (micrétomo ROTARY MICROTOME MICRON HM315) e coloracdo das
laminas por Hematoxilina-Eosina (HE).

A documentacao fotografica dos esporos e sua mensuracdo foram realizadas em
um microscopio Leica DM 1000 acoplado a um computador com o software Leica
Aplicattion suite versdo 1.6.0 de captura de imagens. As mensuracfes foram realizadas

de acordo com o padrdo de Lom e Arthur (1989).

5.2.2.2 Microscopia eletronica

Para a realizacdo de microscopia eletrénica de transmissdo (MET), pequenos
fragmentos das regiBes parasitadas foram removidos e fixados em glutaraldeido 3%, em
0,2 M de cacodilato de sédio tamponado (pH 7,2) por 3 h a 4°C. Em seguida, fez-se a
lavagem com o0 mesmo tampdo por 2-4 h a 4°C, e pos-fixacdo em tetroxido de 6smio a
2% tamponado, por 2 horas na mesma temperatura (AZEVEDO et al., 2011).

Os materiais foram desidratados em series crescentes de etanol e Oxido de
propileno, embebidos e incluidos em Epon. Para obtencdo de cortes ultrafinos foi
utilizado o ultramicrétomo (Leica) e os cortes ultrafinos contrastados com acetato de
uranila e citrato de chumbo. A observacdo foi feita em microscopio eletronico (Zeiss
EM 900), operando a 80 kV

5.2.3 Técnicas moleculares

Fragmentos do 6rgdo contendo oocistos de Calyptospora sp. foram fixados em
alcool etilico 80% e conservados sob refrigeragdo para serem submetidos aos
procedimentos de biologia molecular visando a identificagdo de provaveis novas
especies, relacionando a posicdo filogenética entre espécies. A metodologia foi
conduzida no Laboratério de Tecnologia Biomolecular (LTB) da Universidade Federal

do Paréa do Instituto de Ciéncias Bioldgicas e compreendeu as seguintes etapas:
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5.2.3.1. Extracdo e Amplificacdo

Foram utilizadas cinco amostras para a extracdo do DNA utilizou-se Kit
NucleoSpinTissue XS (MACHEREY-NAGEL GmbH&Co.), destinado a obtencdo de
DNA com concentracdo alta, quando as amostras séo pequenas. Para quantificacdo do
produto da extracdo foi utilizado o espectrofotometro (Nano 2000- Thermo Scientific) a
260nm. As analise moleculares foram baseadas no rDNA 18S e amplificadas conforme
os trabalhos de Whipps et al. (2012) para coccidios.

Apo0s a extracdo de DNA foi realizada a reacdo em cadeia de polimerase (PCR).
Para a amplificacdo foram empregado os iniciadores Cal 1F (5'TAC ATG CGT AAA
TGG ATT TGC); 18R (5'CTG GTT GAT CCT GCC AGT) e Coc2r (5'CTT TCG CAG
TAG TTC GTC). O iniciador Coc2r ndo amplificou e devido a isto foi substituido pelo
Cal 1F, objetivando fazer amplificacdo de aproximadamente 1500pb.

A PCR foi realizada em um termociclador (Axigem Maxygene Ill), constituido
por 10-50 ng do DNA extraido, 1x tampdo de Taq DNA polimerase, 0,2 mmol de
dNTP, 1,5 mmol de MgClI2, 0,2 pmol de cada iniciador, 0,25 mL (1,25 U) de Taq DNA
polimerase (Invitrogen) e de agua ultrapura, totalizando um volume de 25 pl.

A amplificagdo das amostras consistiu no uso do programa baseado nos trabalhos
de Whipps et al. (2012), sendo utilizados 35 ciclos com 95°C por 3 minutos, 94°C por
30 segundos, 55° por um tempo de 45 segundos e 72°C por 1 minuto e 15 segundos e
em seguida, 72°C por 7 minutos.

Apos as amplificagdes, retirou-se 4 ul de cada produto de PCR para visualizacéo
em gel de agarose 1,5% (60 mL de TAE1X, 0,9 g de agarose). Para comparacdo do
produto amplificado no transiluminador, utilizou-se o padréo de banda 1 Kb Plus DNA

ladder (Invitrogen®).
5.2.3.2. Sequenciamento de DNA e Anélise filogenética
No sequenciamento de DNA foi utilizado analisador automéatico de DNA ABI

3730 com o emprego de BigDye v3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction kit (Applied

Biosystems), conforme as especifica¢fes do fabricante.



65

5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos exemplares examinados 58% (36/62) estavam parasitados por Calyptospora
sp.. Observacdes feitas em preparacOes a fresco permitiram a identificacdo de oocistos
esféricos, agrupados ou isolados, localizados no figado. Em alguns o parénquima
hepético foi substituido por grupos de Calyptospora sp. (Figura 16) dispostos de forma
irregular. Azevedo, Matos e Matos (1993; 1995) e Silva et al. (2012) também

mencionam a ocupacdo do parénquima hepatico por grupo de oocistos de Calyptospora
sp..

Figura 16. Corte histoldgico do figado de Brachyplatystoma rousseauxii parasitado
por Calyptospora sp., mostrando aglomerados de oocistos de Calyptopora sp. na

Na avaliacdo morfoldgica, na avaliagdo morfologiva foram observados oocistos
esféricos (Figura 17A) constituidos por quatro esporocistos com formato piriforme,
evidenciando em seu interior esporozoitos, caracteristicas compativeis com o género
Calyptospora de acordo com as descricGes de Overstreet, Hawkins e Fournié (1984).

Foram realizadas medicdes dos oocistos e esporocistos (Figura 17B).
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Figura 17. Brachyplatystoma rousseauxii. Fotomicrografia de luz: A. Esporos de
Calyptospora sp. (Cabeca de seta), parasitando figado, em preparagdo a fresco. Bar.
Esc.: 20um . B. Oocisto de Calyptospora sp., mostrando as medidas dos oocistos e
osporocisto. Bar. Esc.: 20pum.

A morformetria das principais estruturas permitiu a comparacdo de outras

espécies deste género (Quadro 8).
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Quadro 8. Comparagao das dimensdes (um) e formato dos esporos de Calyptospora spp., parasitando peixes teledsteo no Brasil.

Esporocisto

Espécie Estado Hospedeiro Local da Formato Didmetro i Autores
infecgéo/ dooocisto ~ Comprimento  Largura
Ocorréncia (%) (um) (um) (Hm)
Calyptospora. Ceara Cichla ocellaris Figado Frigideira, 23,0-26,0 7,2-9,1 3,5-5,0 Békési e Molnar (1991)
tucunarensis Elipsoide
C. spinosa Para Crenicichla Figado (63%) Elipsoide 21,1-23,4 8,9-9,5 3,6-4,1 Azevedo et al. (1993)
lepidota (jacundd)  Ovario e
testiculos (8%)
Calyptospora sp. Manaus Arapaima gigas Parénquima do Piriforme 16,0-22,0 8,0-10,0 4,5-5,0 Bonar et al. (2006)
figado
C. serrasalmi Para Serrasalmus Figado (53%) Esférico 24.9-25.8 11.0-12.4 5,6-6,2 Casal et al. (2007)
striolatus
Recife S. rhombeus Figado (80%)
Calyptospora sp. Minas Gerais Tetragonopterus Intestino (6,35%) Elipsoide 24,5 115 4,5 Albuquerque e Brasil-
chalceus Sato (2010)
Triportheus Figado e Elipsoide 24,5 11,5 4,5
guentheri Intestino (7,3%)
Para Figado (60%) Piriforme 20,8 8,9 4,1 Silva et al. (2012)
Calyptospora sp. Brachyplatystoma
vaillantii
Calyptospora sp. Para Brachyplatystoma  Figado (45%) Piriforme 28,6 11,3 6,5 Presente estudo

rousseauxii
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O didmetro do oocisto e a largura do esporocisto, citados no presente trabalho,
foram maiores que os reportados por Békési e Molnar (1991), Azevedo et al. (1993).
Bonar et al. (2006), Casal et al. (2007), Albuquerque e Brasil-Sato (2010) e Silva et al.
(2012). No entanto, 0 comprimento do esporocisto aproximou-se dos encontrados por
Casal et al. (2007), Albuquerque e Brasil-Sato (2010) e foi menor do que os registrados
por Békési e Molnar (1991), Azevedo et al. (1993), Bonar et al. (2006) e Silva et al.
(2012). O aspecto piriforme do esporocisto encontrado neste trabalho confirma o
mencionado por alguns autores (BOLNAR et al., 2006; SILVA et al., 2012).

N&o foi possivel visualizagdo na MET dos componentes ultraestruturais de
esporocisto e esporozoitos, como Vveéu membranoso, esporoblasto, ndcleos para
caracterizacdo de espécie (AZEVEDO; MATOS; MATOS. 1993; 1995).

Neste trabalho foram realizadas técnicas de biologia molecular, objetivando a
caracterizacdo de uma provavel espécie, mas ndo foi possivel realizar o
sequenciamento, mesmo com ajustes no protocolo, pois 0 sequenciamento n&o
apresentou dados consistentes, provavelmente, em decorréncia da qualidade da
amplificacdo impossibilitando a realizacdo da andlise filogenética. A maioria da
literatura disponivel desse género informa que na identificacdo de novas espécies, tém
sido utilizados apenas os aspectos morfoldgicos e ultraestruturais. No entanto, técnicas
moleculares comecam a serem utilizadas paraauxiliar na confirmacédo de novas espécie.

Na comparacdo da provavel espécie em estudo com outras registradas, observa-
se que o didmetro e formato do oocisto divergiram de outros trabalhos, indicando uma
espécie de Calyptospora parasitando o figado B. rousseauxii.



5.4. CONCLUSOES

Notifica-se uma nova espécie de peixe teledsteo amazonico como hospedeiro do

microparasito Calyptospora.
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6. CAPI'TULO I1: Kabatana sp. (Microsporidia Balbiani, 1882): UMA NOVA
ESPECIE PARASITARIA DE Brachyplatystoma rousseauxii

RESUMO

No periodo de marco de 2010 a junho de 2012 foram examinados 62 exemplares de
B. rousseauxii capturados na costa estuarina no municipio de Vigia de Nazaré e Distrito de
Mosqueiro, estado do Para. Fragmentos de tecidos infectados foram processados pelas
técnicas morfoldgica, ultraestrutural e biologia molecular, para descricdo de um
microparasito do filo Microsporidia. O microparasito apresentou a formacdo de xenoma,
contendo numerosos esporos de formato elipsoidal, medindo 6,5 x 3,8 um. Na analise
filogenética, foi possivel identifica-lo como pertencente ao género Kabatana. As analises
morfoldgicas e moleculares sugerem tratar-se de uma nova espécie desse género. Este € o

primeiro registro de Kabatana sp. parasitando B. rousseauxii na Amazonia.

Palavras-chave: Kabatana sp.. Microsporidia. Ictioparasitose. Brachyplatystoma
rousseauxii.
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ABSTRACT

From March 2010 to June 2012 were examined 62 specimens of B. rousseauxii
captured in estuarine coast in Vigia de Nazare and Mosqueiro District, State of Para
Fragments of infected tissues were processed by morphological techniques, ultrastructural
and molecular biology to describe a microparasite the phylum Microsporidia. The
microparasite presented training xenoma containing numerous spores ellipsoidal shape,
measuring 6.5 x 3.8 micrometers. In phylogenetic analysis, it was possible to identify it as
belonging to the genus Kabatana. The morphological and molecular analyzes suggest that
this is a new species of this genus. This is the first record of Kabatana sp. parasitizing B.

rousseauxii Amazon.

Keywords: Kabatana sp..Microsporidia. Ictioparasitose. Brachyplatystoma rousseauxii.
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6.1. INTRODUCAO

Microsporidios sdo parasitos intracelulares obrigatorios que formam esporos e nao
apresentam algumas organelas como o complexo de Golgi, mitocondrias, lisossomos e
peroxissomas (PERKINGS, 1991; DIDIER et al., 2004). Microparasitos infectam uma
variedade de vertebrados e invertebrados, j& tendo sido descritas mais de 100 géneros e
1000 espécies (GONCALVES et al., 2006). Durante muito tempo, 0s representantes deste
filo foram considerados protozoarios, mas Lee et al. (2008) através de estudos
filogenéticos demonstraram pertencer ao Reino Fungi.

O Filo Microporidia vem chamando a atencdo de pesquisadores de diversas areas,
por apresentarem estrutura especializada relacionada a infec¢cdo do hospedeiro, o tubo
polar (XU; WEISS, 2005) e pelos registros de novas espécies parasitarias de peixes
(DIKOVA; LOM, 2000; MATOS; AZEVEDO, 2004; CASAL et al., 2009) e, nos ultimos
anos, por ser a microsporidiose considerada uma doenca humana oportunista emergente
(MANZI; ZAPATA e JUNIOR, 2003).

Nos humanos, a infeccdo por este parasito foi observada em pacientes
imunossuprimidos, principalmente nos portadores da sindrome da imunudeficiéncia
adquirida (SIDA) que apresentam como principal sintoma a diarréia (WASSON; PEPER,
2000; DIDIER; WEISS 2006). Além disso, os relatos de microsporidioses humanas vém
ocorrendo em diversos paises, como Brasil, Estados Unidos e Uganda (GONCALVES et
al., 2006; DWORKIN et al., 2007; MOR et al., 2009).

Nos peixes infectados, os microsporidios podem causar degradacdo do citoplasma
e morte da célula ou induzir a hipertrofia da célula hospedeira, podendo ocorrer a
reestruturacdo da célula hipertrofica, formando o xenoma, uma estrutura que proporcionara
condicdes favoraveis ao desenvolvimento do microparasito (LOM; NILSEN, 2003; LOM;
DIKOVA, 2005).

B. rousseauxii pertence ao grupo dos bagres mais comercializados na Amazonia e
no pais (BARTHEM; GOULDING, 1997; BRASIL, 2011). Ao longo dos anos sua
producdo nacional vem apresentado crescimento, sendo o Estado do Pard um dos
principais produtores desta espéecie (IBAMA, 2007; BRASIL, 2011).

O desenvolvimento de pesquisas relacionadas as parasitoses em peixes de valor
comercial tornam-se importante, principalmente se o parasito ocasionar impactos na

producdo aquicola e problemas de Saude Publica. Neste contexto, objetivou-se descrever
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as caracteristicas morfologicas e moleculares de um microsporidio que parasita B.

rousseauxii na Amazonia Oriental.
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6.2. MATERIAL E METODOS

6.2.1. MATERIAL

6.2.1.1. Origem das amostras

No periodo de marco de 2010 a junho de 2012 foram necropsiados 62 exemplares
de dourada, Brachyplatystoma rousseauxii Casteunau, 1855, provenientes de industrias
pesqueiras e de pescadores artesanais do municipio de Vigia de Nazaré e do Distrito de
Mosqueiro, municipio de Belém, estado do Para.

6.2.2 METODOS

Os exemplares foram capturados com 0 uso de apetrechos de pesca como tarrafas
(pesca artesanal) e redes de emalhar (pesca industrial) e as colheitas dos exemplares foram
realizadas de forma aleatdria, a chegada das embarcacdes pesqueiras e 0s exemplares
acondicionados em caixas de isopor contendo gelo e transportados até o Laboratério de
Pesquisa Carlos Azevedo (LPCA/UFRA) onde foram examinados.

6.2.2.1 Microscopia de luz

Os exemplares foram examinados, com auxilio de estereomicrdscopio, iniciando-se
pela superficie externa e em seguida por seus 6rgdos internos. Pequenos fragmentos
sugestivos de cistos ou lesdes foram coletadas e colocados sobre ldmina com agua e
laminula para observacao a microscopia de luz. Confirmada a presenca de microparasitos,
os tecidos foram fixados, corados e clarificados. A forma de coleta, fixacéo e clarificacdo
baseou-se nos protocolos dos trabalhos de Behmer e Tolosa (1976) e Luna (1968).

A fixacdo foi feita em solucdo de Davidson (alcool 95%, formaldeido, &cido acético
e 4gua destilada), obedecendo a proporcéo de nove partes de fixador para uma de tecido,
permanecendo por 24 horas, com a finalidade de impedir a agéo autolitica.

Em seguida, foi feita a desidratagdo em concentracGes crescente de alcool (70%,
80%, 90%, absoluto I. absoluto Il, absoluto Il1), permanecendo em cada solu¢do por uma

hora. Ao término desta etapa, o material foi diafanizado, através de imersdes sucessivas em
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alcool /ilol (50:50) com duracdo de uma hora e em xilol I e xilol 1l pelo tempo de trinta
minutos cada.

O material foi entdo impregnado por parafina liquida passando pelas parafinas I, Il e
I1l, em uma estufa a 60°C, obedecendo a um intervalo de meia hora em cada fase. Ao
término desta etapa realizou-se a inclusdo em parafina e posteriormente a microtomia
(micrétomo ROTARY MICROTOME MICRON HM315) e coloragdo das laminas por
Hematoxilina-Eosina (HE).

A documentacdo fotografica dos esporos e sua mensuracdo foram realizadas em um
microscopio Leica DM 1000 acoplado a um computador com o software Leica Aplicattion
suite versdo 1.6.0 de captura de imagens. As mensuracdes foram realizadas de acordo com
0 padrdo de Lom e Arthur (1989).

6.2.2.2 Microscopia eletronica

Para a realizacdo de microscopia eletrénica de transmissdo (MET), pequenos
fragmentos das regides parasitadas foram removidos e fixados em glutaraldeido 3%, em
0,2 M de cacodilato de sdédio tamponado (pH 7.2) por 3 h a 4°C. Em seguida, fez-se a
lavagem com o mesmo tampéo por 2-4 h a 4°C, e pos-fixa¢do em tetroxido de 6smio a 2%
tamponado, por 2 horas na mesma temperatura (AZEVEDO et al., 2011).

Os materiais foram desidratados em séries crescentes de etanol e 6xido de propileno,
embebidos e incluidos em Epon. Para obtencdo de cortes ultrafinos foi utilizado o
ultramicrétomo (Leica) e os cortes ultrafinos contrastados com acetato de uranila e citrato
de chumbo. A observacdo foi feita em microscopio eletrénico (Zeiss EM 900), operando a
80 kv

6.2.3 Técnicas moleculares

Fragmentos do 6rgdo contendo oocistos de Calyptospora sp. foram fixados em alcool
etilico 80% e conservados sob refrigeracdo para serem submetidos aos procedimentos de
biologia molecular visando a identificacdo de provaveis novas espécies, relacionando a
posicdo filogenética entre espécies. A metodologia foi conduzida no Laboratorio de
Tecnologia Biomolecular (LTB) da Universidade Federal do Para do Instituto de Ciéncias

BiolGgicas e compreendeu as seguintes etapas:
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6.2.3.1. Extracdo e Amplificacdo

Para a extracdo do DNA utilizou-se o kit NucleoSpinTissue XS (MACHEREY-
NAGEL GmbH&Co.). Apl6s extracdo, a qualidade do contetdo de DNA foram
determinados utilizando gel de agarose 1,5% e o espectrofotdmetro NanoDrop 2000
(Thermo Scientific) a 260 nm, respectivamente.

A anélise molecular foi baseadas no rDNA 18S e ITS (Espacadores Transcritos
Interno) amplificadas conforme os trabalhos de Casal et al. (2008) e Casal et al. (2009).
Para a amplificacdo dos genes, iniciadores especificos foram utilizados, conforme a
Quadro 9.

Quadro 9. Iniciadores utilizados para amplificacdo do gene 18S Rdnae o ITS.

Iniciadores Sequéncias Referéncia
V1f (senso) 5’CACCAGGTTGATTCTGCC3’ Vossbrinck et al. (1993)
1492r (anti-senso) 5 GGTTACCTTGTTACGACTT3’ Vossbrinck et al. (1993)
HGA4F (senso) 5’GCGGCTTAATTTGACTCAAC3?’ Gatehouse e Malone (1998)
HG4R (anti-senso)  5’TCTCCTTGGTCCGTGTTTCAA3’ Gatehouse e Malone (1998)

A reacdo em cadeia de polimerase (PCR) foi realizada num volume final de 25 ul, o
qual continha 10-50 ng do DNA, 1x tampéo de Taq DNA polimerase, 0,2 mmol de dNTP,
1,5 mmol de MgCI2, 0,2 pmol de cada iniciador e 0,25 mL (1,25 U) de Tag ADN
polimerase (Invitrogen).

O perfil de amplificacdo consistiu de 35 ciclos compostos de desnaturacdo a 95°C
por 5 minutos, o anelamento a 56° por um tempo de 60 segundos e extensdo a temperatura
de 72°C por 90 segundos, sendo estes precedidos por um passo inicial de 2 minutos a 95°C
e 5 minutos a 72°C.

Apos as amplificagdes, retirou-se 4 pl de PCR para visualizagdo em gel de agarose
1,5%. Para comparac¢do do produto amplificado no transiluminador, utilizou-se o padrdo de
banda 1Kbplus DNA ladder in vitrogen®.

6.2.3.2. Purificacédo e clonagem do PCR

Os produtos de PCR foram purificados com o Kit (GFX PCR DNA and Gel Band
Purification foram clonados na PCR ®) vetores 4-TOPO do TOPO-TA Cloning ® kit
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(Invitrogen) para sequenciamento e a bactéria utilizada para clonagem foi Escherichia coli
JM 109.

6.2.3.3. Sequenciamento de DNA e Analise filogenética

O produto da PCR utilizado para o sequenciamento foi purificado, devido o
procedimento da clonagem ndo ter obtido resultados. No sequenciamento de DNA foi
utilizado analisador automatico de DNA ABI 3730 com o emprego de BigDye v3.1 Cycle
Sequencing Ready Reaction kit (Applied Biosystems), conforme as especificagdes do
fabricante. As sequéncias de DNA foram montadas e editadas com auxilio do programa
BioEdit (HALL, 2007).

Para avaliar a relacdo de novas espécies de outros Microsporidia foi realizada uma
busca de homologia utilizando o software Blast. Vinte e seis sequéncias de rDNA 18S e
ITS pertencentes a Microsporidia que tinham peixes como hospedeiros foram utilizadas
(Quadro 10). As analises filogenéticas foram realizadas com 1000 replicas de bootstrap,
utilizando-se o método de Neighbor-Joining (NJ) (SAITOU; NEI, 1997), implementado no
software MEGA 5.0 (TAMURA et al., 2011).
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Quadro 10. NUmero de acesso do Genbank das sequéncias de 18S rDNA de 26
microsporidios parasitos de espécie de peixes utilizado para analise filogenética.

Espécie de Microsporidio NUmero do NBCI
Glugea americanus AF056014
Glugea anomala AF044391
Glugea atherinae u15987
Heterosporis anguillarum AF387331
Heterosporis sp. AF356225
Ichthyosporidium sp. L39110
Kabatana sp. FJ84310
Kabatana takedai AF356222
Kabatana sp. JS-2012 JQ062989
Loma salmonae u78736
Loma embiotocia AF320310
Loma sp. AF104081
Microsporidia sp. CHW-2012 JQ268567
Microsporidia sp. RW-2009a GQ258752
Microsporidium sp. AY140647
Microsporidia sp. GC-2010 GQ868443
Microgemma caulleryi AY033054
Potaspora morhaphis EU534408
Pleistophora ehrenbaumi AF044392
Pleistophora typicalis AF044387
Pleistophora finisterrensis AF044393
Spraguea lophii AF056013
Spraguea sp. Sdu-2008 AB623034
Spraguea sp. MB2010 JQ820238
Tetramicra brevifilum AF364303

Vairimorpha necatrix Y00266




81

6.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.3.1. ANALISES MORFOLOGICAS

Em 6/62 (9,6%) dos exemplares de Brachyplatystoma rousseauxii examinados
foram encontrados microsporidios, observando-se em preparacfes a fresco xenomas
localizados nos filamentos branquias do hospedeiro que apds sua ruptura continham
numerosos esporos de microsporidios (Figura 18A e B).

A presenca de xenoma também foi descrita por Azevedo e Matos (2003) na
necropsia de Hassar orestis proveniente do Rio Amazonas, quando encontraram
Amazonspora hassar parasitando o filamento branquial do referido hospedeiro; e por Casal
et al. (2008) que encontraram Potaspora morhaphis infectando a cavidade celomatica de
Potamorhaphis guianensis.

As microsporidioses registradas em peixes identificaram a infeccdo em diversos
tecidos e/ou 6rgdos, como no intestino (AZEVEDO; MATQOS, 2002), branquias
(AZEVEDO; MATQOS, 2003), musculatura esquelética da cavidade abdominal (MATOS;
AZEVEDO, 2004), tecido nervoso (FREEMAN; YOKOYAMA; OGAWA, 2004) e
mucosa intestinal (MLADINEO; LOVY, 2011).

Figura 18. Exame a fresco dos filamentos branquiais de Brachyplatystoma rousseauxii.
Fotomicrografia de luz: A. Xenoma de Kabatana sp. (Cabeca de seta), parasitando
brénquia, X 400. B. Esporos de Kabatana sp. (seta) X 400.

Os esporos apresentavam o formato elipsoidal e extremidades arredondadas, e

medidas de 6,5 x 3,8 um (Figura 19). As dimensdes dos esporos podem variar conforme a
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espécie encontrada, Casal et al. (2008) descreveram microsporidio com tamanho 2,8 + 0,3
x 1,5+ 0,2 um, Casal et al. (2009) registraram uma nova espécie com dimensdes 4,2 x 2,8
pm e Silva (2011) encontrou Microsporidium sp. medindo 4,2 X 2,1 pum, valores menores
do verificado no presente estudo.

Figura 19. Exame a fresco dos filamentos branquiais
d Brachyplatystoma rousseauxii. Fotomicrografia de
luz: Esporo de Kabatana sp. mostrando medidas.
Bar. Esc.: 10um

6.3.2. CARACTERIZACAO MOLECULAR

As sequéncias ITS foram utilizadas para construgdo da filogenia (Figura 20). O
microparasito em estudo, Kabatana sp., pertence a um grupo monofilético, onde agrupa-se
com trés outros taxons de Kabatana em um clado sustentado por bootstrap de 55 e mais
especificamente, com bootstrap de 62, com Kabatana sp. GC -2009a (FJ843105). A
distancia p (Tabela 1) indicou distancia entre as espécie comparadas.

A filogenia permitiu inferir que o microsporidio pertence ao género Kabatana. A
escassez de sequéncias de espécies do género Kabatana no banco de dados GenBank, pode
ter dificultado a identificacdo do organismo analisado a nivel de espécie. Contudo, novas
espécies de microsporidios tém sido registradas em peixes do Rio Amazonas, como Loma
myrophis (AZEVEDO; MATOS, 2002), Amazonspora hassar (AZEVEDO; MATOS,
2003), Microsporidium brevirostris (MATOS; AZEVEDO, 2004), Potaspora morhaphis
(CASAL et al., 2008), Kabatana rondoni (CASAL et al., 2010). No entanto, somente as
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duas Ultimas espécies basearam-se na caracterizagdo molecular. Os outros estudos

abordaram as caracteristicas morfométricas e ultraestruturais.
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Figura 20. Arvore filogenética de Neighbor-Joining (NJ) com evolugdo minima (EM) e
méaxima parciménia (MP), mostrando a relacdo de Kabatana sp. e outros microsporidios
com base na sequéncia parciais de rDNA 18S. Numero de acesso do GenBank séo
identificados, ap6s o nome da espécie. Os nimeros acima dos nos indicam os niveis de
confianca de bootstrap NJ, EM e MP, respectivamente.

Microsporidia sp. GC-2010 (GQ868443)
% Spraguealophii (AF056013)
59 § Glugea americanus (AF056014)
Spraguea sp. Sdu-2008 (AB623034)
89 I Spraguea sp. MB2010 (JQ820238)
Microgemma caulleryi (AY033054)
74 1 Tetramicra brevifilum (AF364303)

92

62 [r——Kabatana sp
Kabatana sp. GC-2009a (FJ843105)
55 Kabatana takedai (AF356222)

95 k= Kabatana sp. JS-2012 (JQ062989)
Potaspora morhaphis (EU534408)

88

Heterosporis anguillarum (AF387331)
Heterosporis sp. (AF356225)

Pleistophora ehrenbaumi (AF044392)
Pleistophora typicalis (AF044387)
Microsporidium sp. (AY140647)
Glugeaanomala (AF044391)

99 | Pleistophora finisterrensis (AF044393)
Glugeaatherinae (U15987)
Ichthyosporidium sp. (L39110)

62

91
94

78

Loma embiotocia (AF320310)
Loma sp. (AF104081)
Microsporidia sp. CHW-2012 (JQ268567)
Microsporidia sp. RW-2009a (GQ258752)
Vairimorpha necatrix (Y00266)

94

-|-Loma salmonae (U78736)

0.05



Tabela 1. Distancia p das amostras analisadas e das sequéncias disponiveis no Genbank para regido 18S.
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@) &) 3 (4) ®) (6) ) (8) 9) (10) 11) (12) (13)
(1) Kabatana sp.
(2) Glugea americanos 0.0978
(3) Kabatana taketay 0.1059 0.0734
(4) Kabatana sp. CG 2009a  0.0856 0.0718 0.0911
(5) Kabatana sp. JS- 2012 0.1048 0.0675 0.0377 0.0851
(6) Microsporidia sp. RW-  0.1609 0.1651 0.1820 0.1574 0.1884
2009a
(7) Microsporidia sp. GC- 0.1097 0.0167 0.0910 0.0885 0.0850 0.1776
2010
(8) Microsporidia sp. 0.1691 0.1435 0.1718 0.1648 0.1775 0.1863 0.1601
CHW-2012
(9) Potaspora morhaphis 0.1402 0.0833 0.1185 0.1049 0.1198 0.1889 0.1000 0.1690
(10) Spraguea lophii 0.0978 0.0048 0.0683 0.0719 0.0625 0.1651 0.0214 0.1387 0.0833
(11) Spraguea sp. SDU- 0.1049 0.0143 0.0785 0.0766 0.0750 0.1651 0.0310 0.1507 0.0905 0.0167
2008
(12) Spraguea sp. MB 2010  0.1140 0.0218 0.0785 0.0852 0.0750 0.1755 0.0388 0.1483 0.0993 0.0242 0.0073
(13) Glugea anomala 0.1798 0.1462 0.1648 0.1538 0.1760 0.1792 0.1630 0.1823 0.1845 0.1438 0.1510 0.1560
(14) GlugeaAtherinae 0.1807 0.1458 0.1649 0.1535 0.1709 0.1769 0.1634 0.1759 0.1833 0.1433 0.1508 0.1508 0.0124
(15) Heterosporis 0.1679 0.1272 0.1574 0.1467 0.1660 0.1963 0.1440 0.1803 0.1536 0.1273 0.1296 0.1391 0.0717
angillarum
(16) Heterosporis sp. 0.1964 0.1496 0.1689 0.1689 0.1606 0.2079 0.1690 0.2107 0.1799 0.1497 0.1524 0.1527 0.0748
(17) Ichthyosporidium sp. 0.2216 0.1880 0.2083 0.1931 0.2141 0.2331 0.1976 0.2077 0.2206 0.1880 0.1928 0.1910 0.1466
(18) Loma embiotocia 0.2071 0.1695 0.1991 0.1790 0.2022 0.2226 0.1814 0.2025 0.1930 0.1694 0.1790 0.1893 0.1216
(19) Loma salmonae 0.2047 0.1671 0.1965 0.1766 0.1996 0.2149 0.1790 0.2000 0.1906 0.1671 0.1767 0.1869 0.1168
(20) Loma sp. 0.2246 0.1848 0.1967 0.1924 0.1919 0.2277 0.1974 0.2072 0.2072 0.1848 0.1925 0.1926 0.1164
(21) Microgemma caulleryi ~ 0.1921 0.1090 0.1427 0.1690 0.1424 0.2064 0.1090 0.2351 0.1682 0.1057 0.1094 0.1093 0.2251
(22) Microsporidium sp. 0.1687 0.1256 0.1555 0.1472 0.1668 0.1959 0.1400 0.1737 0.1614 0.1232 0.1303 0.1399 0.0670
(23) Pleistophora 0.1748 0.1319 0.1622 0.1414 0.1784 0.1895 0.1487 0.1655 0.1701 0.1295 0.1366 0.1414 0.0811
ehrenbaumi
(24) Pleistophora 0.1696 0.1362 0.1643 0.1437 0.1755 0.1664 0.1506 0.1723 0.1720 0.1338 0.1410 0.1507 0.0168
finisterrensis
(25) Pleistophora typicalis 0.1745 0.1340 0.1644 0.1436 0.1806 0.1892 0.1508 0.1676 0.1721 0.1316 0.1388 0.1435 0.0833
(26) Tetramicra brevifilum  0.1288 0.0324 0.0741 0.1068 0.0675 0.1671 0.0322 0.1806 0.1099 0.0292 0.0356 0.0357 0.1476
(27) Vairimorpha necatix 0.3433 0.3393 0.3482 0.3378 0.3505 0.3286 0.3342 0.3496 0.3393 0.3389 0.3470 0.3475 0.3512
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14) (15) (16) 17 (18) (19) (20) (21) (22) (23) (24) (25) 26) 27)
(1) Kabatana sp.
(2) Glugea americanos
(3) Kabatana taketay
(4) Kabatana sp. CG 2009a
(5) Kabatana sp. JS- 2012
(6) Microsporidia sp. RwW-2009a
(7) Microsporidia sp. GC-2010
(8) Microsporidia sp. CHW-2012
(9) Potaspora morhaphis
(10) Spraguea lophii
(11) Spraguea sp. SDU- 2008
(12) Spraguea sp. MB 2010
(13) Glugea anomala
(14) GlugeaAtherinae
(15) Heterosporis angillarum 0.0676
(16) Heterosporis sp. 0.0690 0.0323
(17) Ichthyosporidium sp. 0.1381 0.1256 0.1254
(18) Loma embiotocia 0.1200 0.1122 0.1269 0.1029
(19) Loma salmonae 0.1149 0.1074 0.1210 0.0934 0.0095
(20) Loma sp. 0.1164 0.1215 0.1243 0.1011 0.0151 0.0151
(21) Microgemma caulleryi 0.2185 0.1993 0.2096 0.2483 0.2373 0.2360 0.2370
(22) Microsporidium sp. 0.0625 0.0383 0.0441 0.1127 0.1053 0.1005 0.1117 0.2068
(23) Pleistophora ehrenbaumi 0.0749 0.0455 0.0553 0.1229 0.1165 0.1165 0.1262 0.2048 0.0408
(24) Pleistophora finisterrensis 0.0101 0.0620 0.0746 0.1296 0.1117 0.1070 0.1160 0.2209 0.0503 0.0714
(25) Pleistophora typicalis 0.0773 0.0477 0.0578 0.1251 0.1188 0.1187 0.1285 0.2073 0.0431 0.0024 0.0736
(26) Tetramicra brevifilum 0.1412 0.1312 0.1286 0.1721 0.1758 0.1718 0.1724 0.1130 0.1256 0.1379 0.1437 0.1406
(27) Vairimorpha necatix 0.3361 0.3486 0.3784 0.3518 0.3544 0.3543 0.3745 0.3757 0.3490 0.3474 0.3326 0.3495 0.3413
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No presente estudo verificou-se que ha 55 de suporte de bootstrap para o clado
composto pelo género Kabatana. Este resultado aproximou-se aos cladogramas obtidos por
Lom, Nilsen e Urawa (2001) e Casal et al. (2010), sendo seus clados sustentado por valor
de bootstrap 72.

O clado constituido das espécies de Kabatana ndo possui relagdo com a localizacao
geogréfica. Kabatana takedai encontrada no hospedeiro Oncorhyncus masu foi oriunda do
Japdo (LOM; NILSEN; URAWA, 2001) e Kabatana sp. JS-2012 (SANDERS et al., 2012)
parasitando Clevelandia ios, capturadas na California, com excecdo do Kabatana rondoni
(CASAL et al., 2010) registrada em Gymnorhamphichthys rondoni que pertencem ao rio
Amazonas.

Além disso, os peixes parasitados sdo de familias diferentes, dificultando a
realizacdo de qualquer inferéncia filogenética baseada na localizacdo geogréafica e
afinidades filogenéticas dos hospedeiros destes microparasitos. Baber et al. (2009) também
registraram Kabatana sp. infectando Gobiusculus flavescens do Oceano Atlantico o que
evidencia a ocorréncia deste género em hospedeiros de &guas marinhas e continentais.

O mesmo género teve o valor de bootstrap muito baixo, ndo fornecendo uma boa
sustentacdo neste clado. Apesar de terem agrupado no mesmo ramo, a probabilidade que o
Kabatana sp. do presente estudo seja mais similar a K. rondoni (CG 2009a) por estarem
inseridos na mesma regido neotropical que possui as mesmas estruturas ecoldgicas. No
entanto, verificou-se na distancia p que estas espécies ficaram afastadas, o que sugere de

tratar-se de outra espécie.
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6.4. CONCLUSAO

A analise filogenética e morfoldgica é afirmar tratar-se de nova espécie de
Kabatana sp. infectando Brachyplatystoma rousseauxii, sendo esta a primeira descri¢do

deste microparasito neste peixe amazonico.
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7. CAPITULO IV: PARASITISMO POR MIXOSPORIDIOS EM Brachyplatystoma
rousseauxii e Mugil curema: PRIMEIRO RELATO

RESUMO

Sdo descritas as caracteristicas morfoldgicas, ultraestruturais e moleculares de
mixosporidios em Brachyplatystoma rousseauxii e Mugil curema provenientes da pesca
industrial e artesanal do municipio de Vigia de Nazaré e distrito de Mosqueiro, municipio
de Belém, estado do Para. Para isso, entre margo de 2010 a junho de 2012, 62 exemplares
de B. rousseauxii (dourada) e 58 de M. curema (pratiqueira), foram examinados e
fragmentos de 6rgdos parasitados processados, conforme técnicas de microscopia de luz e
eletrobnica de transmissdo e técnicas de biologia molecular, objetivando o estudo de
parasitismo por microparasitos. Em 53 (85,48%) exemplares de B. rousseauxii de 62
examinados foram encontrados mixosporidios dos géneros Ellipsomyxa, Meglishchia,
Myxobolus e Henneguya e em 58 de M. curema 34 (58,6%) apresentaram-se parasitados
por microparasitos identificados como os dos géneros Myxobolus e Ellipsomyxa. Estes sdo
0s primeiros registros nos dois hospedeiros da Regido Amaz6nica; os mixosporidios
encontrados parasitando a dourada e Myxobolus sp. a pratiqueira apresentaram

caracteristicas morfologicas, sugestivas de novas espécies.

Palavras- chaves: Ellipsomyxa sp.. Meglishchia sp.. Myxobolus sp.. Henneguya sp.,

Myxospora.
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ABSTRACT

We describe the morphological, ultrastructural and molecular mixosporidios in
Brachyplatystoma rousseauxii and Mugil curema from industrial fishing and artisanal
Vigia de Nazare and Mosqueiro district , in Belém , Para are For that, between March 2010
June 2012 , 62 specimens of B. rousseauxii (catfish) and 58 M. curema ( white mullet )
were examined and fragments of infected organs processed as techniques for light
microscopy and transmission electron and molecular biology techniques , aiming at the
study of parasitism by microparasites . 53 (85.48 % ) specimens of B. rousseauxii of 62
examined were found myxosporean gender Ellipsomyxa, Meglishchia and Myxobolus,
Henneguya and 58 M. curema 34 ( 58.6 % ) were parasitized by microparasites identified
as the genera Myxobolus and Ellipsomyxa. These are the first records in the two hosts of
the Amazon region, the myxosporean found parasitizing the golden Myxobolus sp. white
mullet showed the morphological characteristics suggestive of new species.

Keywords: Ellipsomyxa sp.. Meglishchia sp.. Myxobolus sp.. Henneguya sp.. Myxospora
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7.1. INTRODUCAO

O interesse dos pesquisadores pelo Filo Myxozoa aumentou consideravelmente,
ndo apenas pelo surgimento de novos patdgenos emergentes, que ameagam O
desenvolvimento da piscicultura, mas também por novas descobertas sobre o ciclo
bioldgico e a as questdes relacionadas a origem e filogenia dos myxosporidios fornecendo
um estimulo adicional para o seu estudo (LOM; DYKOVA, 2006).

Durante anos a classificacdo taxonémica dos mixosporidios foi motivo de discussao
entre os estudiosos e até 1990 eles foram alocados no Reino Protista. No entanto, por
apresentarem esporos multicelulares e estruturas como cépsulas polares que
proporcionavam similaridade com o0s nematocitos dos cnidarios e isso passou a ser
questionado pelos pesquisadores (SMOTHERS et al., 1994). Foi através do
sequenciamento do gene 18S rDNA realizado por Cavalier-Smith (1998) que este grupo
passou a ser considerado como metazoarios.

Os mixosporidios caracterizam-se por reunir organismos microscopicos que
apresentam dimens@es e estruturas extremamente reduzidas. Seu ciclo bioldgico encerra
estagios vegetativos na forma de esporos em hospedeiros vertebrados e invertebrados
(FIALA; BARTOSOVA, 2010), que dependendo da espécie caracterizam-se pela junco
de duas a sete valvas que apresentam uma a sete capsulas polares, cada uma contendo em
seu interior um filamento espiralado denominado de filamento polar (LOM; DYKOVA,
2006).

Diante disso, estudos vém sendo realizados para descrever a morfologia, ultra-
estrutura e caracterizacdo molecular de novas espécies e 0s aspectos patologicos
relacionados aos danos sanitarios que algumas espécies podem acarretar em peixes
importantes recursos pesqueiros. Dentre essas espécies, encontram-se Mugil curema e
Brachyplatystoma rousseauxii que sdo comercializadas em todo o territério brasileiro.

O presente estudo, objetivou identificar mixosporidioses em B. rousseauxii e M.
curema provenientes do municipio de Vigia de Nazaré e Distrito de Mosqueiro, municipio
de Belém, estado do Para, descrevendo as caracteristicas morfologicas, ultraestruturais e

moleculares dos agentes.
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7.2. MATERIAL E METODOS

7.2.1. MATERIAL

7.2.1.1. Origem das amostras

No periodo de marco de 2010 a junho de 2012 foram necropsiados 62 exemplares
de dourada, Brachyplatystoma rousseauxii Casteunau, 1855, provenientes de industrias
pesqueiras e de pescadores artesanais do municipio de Vigia de Nazaré e do Distrito de
Mosqueiro, municipio de Belém, estado do Para.

7.2.2 METODOS

Os exemplares foram capturados com 0 uso de apetrechos de pesca como tarrafas
(pesca artesanal) e redes de emalhar (pesca industrial) e as colheitas dos exemplares foram
realizadas de forma aleatdria, a chegada das embarcacdes pesqueiras e 0s exemplares
acondicionados em caixas de isopor contendo gelo e transportados até o Laboratério de
Pesquisa Carlos Azevedo (LPCA/UFRA) onde foram examinados.

7.2.2.1 Microscopia de luz

Os exemplares foram examinados, com auxilio de estereomicrdscopio, iniciando-se
pela superficie externa e em seguida por seus 6rgdos internos. Pequenos fragmentos
sugestivos de cistos ou lesdes foram coletadas e colocados sobre ldmina com agua e
laminula para observacao a microscopia de luz. Confirmada a presenca de microparasitos,
os tecidos foram fixados, corados e clarificados. A forma de coleta, fixacdo e clarificacdo
baseou-se nos protocolos dos trabalhos de Behmer e Tolosa (1976) e Luna (1968).

A fixacdo foi feita em solucdo de Davidson (alcool 95%, formaldeido, &cido acético
e 4gua destilada), obedecendo a proporcdo de nove partes de fixador para uma de tecido,
permanecendo por 24 horas, com a finalidade de impedir a agéo autolitica.

Em seguida, foi feita a desidratagdo em concentracGes crescente de alcool (70%,
80%, 90%, absoluto I. absoluto Il, absoluto Il1), permanecendo em cada solu¢do por uma

hora. Ao término desta etapa, o material foi diafanizado, através de imersdes sucessivas em
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alcool /ilol (50:50) com duracdo de uma hora e em xilol I e xilol Il pelo tempo de trinta
minutos cada.

O material foi entdo impregnado por parafina liquida passando pelas parafinas I, Il e
I1l, em uma estufa a 60°C, obedecendo a um intervalo de meia hora em cada fase. Ao
término desta etapa realizou-se a inclusdo em parafina e posteriormente a microtomia
(micrétomo ROTARY MICROTOME MICRON HM315) e coloragdo das laminas por
Hematoxilina-Eosina (HE).

A documentacdo fotografica dos esporos e sua mensuracdo foram realizadas em um
microscopio Leica DM 1000 acoplado a um computador com o software Leica Aplicattion
suite versdo 1.6.0 de captura de imagens. As mensuracdes foram realizadas de acordo com
0 padrdo de Lom e Arthur (1989).

7.2.2.2 Microscopia eletronica

Para a realizacdo de microscopia eletrénica de transmissdo (MET), pequenos
fragmentos das regides parasitadas foram removidos e fixados em glutaraldeido 3%, em
0,2 M de cacodilato de sdédio tamponado (pH 7.2) por 3 h a 4°C. Em seguida, fez-se a
lavagem com o mesmo tampéo por 2-4 h a 4°C, e pos-fixa¢do em tetroxido de 6smio a 2%
tamponado, por 2 horas na mesma temperatura (AZEVEDO et al., 2011b).

Os materiais foram desidratados em séries crescentes de etanol e 6xido de propileno,
embebidos e incluidos em Epon. Para obtencdo de cortes ultrafinos foi utilizado o
ultramicrétomo (Leica) e os cortes ultrafinos contrastados com acetato de uranila e citrato
de chumbo. A observacdo foi feita em microscopio eletrénico (Zeiss EM 900), operando a
80 kv

7.2.3 Técnicas moleculares

Fragmentos do 6rgdo contendo oocistos de Calyptospora sp. foram fixados em alcool
etilico 80% e conservados sob refrigeracdo para serem submetidos aos procedimentos de
biologia molecular visando a identificacdo de provaveis novas espécies, relacionando a
posicdo filogenética entre espécies. A metodologia foi conduzida no Laboratorio de
Tecnologia Biomolecular (LTB) da Universidade Federal do Para do Instituto de Ciéncias

BiolGgicas e compreendeu as seguintes etapas:
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7.2.3.1. Extracdo e Amplificacdo

Para a extracdo do DNA utilizou-se o kit NucleoSpinTissue XS (MACHEREY-
NAGEL GmbH&Co). Para quantificacdo do produto da extracdo foi utilizado o conteddo
de DNA total,o qual foi visualizado em gel de agarose 1.5%, usando o espectrofotometro
NanoDrop 2000 (ThermoScientific) a 260 nm.

As analise moleculares foram baseadas no rDNA 18S e amplificadas conforme os
trabalhos de Andree et al.(1999), Molnar (2002), Eszterbauer (2004) e Adriano et al.
(2009b). Para a amplificacdo dos genes, iniciadores especificos foram utilizados, conforme
a Quadro 11. Estimou-se o produto amplificado através da comparagdo com o padréo de
banda 1Kb Plus DNA Ladder Invitrogen@.

Quadro 11. Iniciadores utilizados para amplificacdo do gene 18S rDNA.

Iniciador Sequéncias Referéncia
MX5 (senso) 5’- CTGCGGACGGCTCAGTAAATCAGT-3’ Andree et al.(1999)
MX3 (anti-senso)  5’- CCAGGACATCTTAGGGCATCACAGA-3’ Andree et al.(1999)
MC5 (senso) 5’- CCTGAGAAACGGCTACCACATCCA-3’ Mélnar (2002)
MC3 (anti-senso)  5’- GATTAGCCTGACAGATCACTCCACCGA-3’ Mo@lnar (2002)

A reacdo de cadeia de polimerase (PCR) consistiu num volume final de 25 pul, o qual
continha 10-50 ng do DNA extraido, 1x tampdo de Taq DNA polimerase, 0,2 mmol de
dNTP, 1,5 mmol de MgClI2, 0,2 pmol de cada iniciador e 0,25 mL (1,25 U) de Taq ADN
polimerase (Invitrogen), o termociclador utilizado foi Axigem Maxygene I11.

Nas amostras de Myxobolus sp., 0o programa de temperaturas foi: 98°C por cinco
minutos; 35 ciclos de 95° por um minuto, 66°C por um minuto e 72°C durante um minuto;
seguidos de 72°C por sete minutos. No caso do Ellipsomyxa sp., as temperaturas e tempo
foram as mesma citadas acima, com excecdo da temperatura de anelamento que foi de 65
°C.

Para amostras de Henneguya sp. e Meglishchia sp o seguinte programa foi utilizado:
95°C por cinco minutos, seguido de 95° por um minuto, 66°C por um minuto e 72°C
durante um minuto por 35 ciclos, finalizando a 72°C por sete minutos.

Apos as amplificagdes, retirou-se 4 ul de cada PCR para visualizacdo em gel de
agarose 1,5% (60 mL de TAEL1X, 0,9 g de agarose). Para comparacdo do produto

amplificado, utilizou-se o padrédo de banda 1Kbplus DNA ladder Invitrogen®.
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7.2.3.2. Purificagéo e clonagem dos Produtos de PCR

Nas purificacdes utilizou-se Kit (GFX PCR DNA and Gel Band Purification) e os
produtos do PCR purificado foram clonados com o Kit na PCR ® vetores 4-TOPO do
TOPO-TA Cloning ® kit (Invitrogen), seguindo-se o protocolo dos seus respectivos

fabricantes e a bactéria utilizada para clonagem foi Escherichia coli JM 109.

7.2.3.3. Sequenciamento de DNA e Anélise filogenética

Um unico clone foi sequenciado usando primers M13R e M13F, o Big Dye ®
Terminatorv 3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems ™) e o ABI 3730 DNA
Analyzer (Applied Biosystems™). As sequéncias de DNA foram montadas e editadas com
auxilio do programa BioEdit (HALL, 2007).

Para analise filogenética empregou-se a ferramenta do banco de dados do National
Center for Biotechnology Information (NCBI) para realizacdo de comparacdes de
homologias e obtencdo das sequéncias mais proximas para a construcdo de &rvores
filogenéticas. Para avaliar a relagcdo de novas espécies de outros Mixosporidia foi realizada
uma busca de homologia utilizando o software Blast. Comparou-se 17 sequéncias de
rDNA pertencentes ao Mixosporidia que tinham peixes como hospedeiros. A sequéncia de
mixosporidios e nimero do NBCI de acesso dos dados obtidos a partir do Genbank estdo
no Quadro 12.
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Quadro 12. Numero de acesso do Genbank das sequéncias de 18S rDNA de 17
mixosporidios parasitos de espécies de peixes utilizado para analise filogenética.

Espécie de Microsporidio NUmero do NBCI
Henneguya exilis AF021881
Henneguya ictaluri AF195510
Henneguya adiposa EU492929
Henneguya gurlei DQ673465
Henneguya pellis FJ468488
Henneguya sutherlandi EF191200
Henneguya suprabranchiae JN201199
Henneguya multiplasmodialis ZUEC31 JQ654969
Myxobolus oliveirai HM754633
Henneguya sp. EU732599
Myxobolus machidai AB693054
Myxobolus sp. KU-2010 HQ166720
Myxobolus sp. WSK-2013 KC733438
Myxobolus hakyi HNHM-70187 FJ816269
Ceratomyxa shasta AF001579
Aurantiactinomyxon mississippiensis AF021878
Aurantiactinomyxon sp. KAB-2001 AF378356

As andlises filogenéticas foram realizadas com 1000 replicatas de bootstrap,
utilizando-se o método de Neighbor-Joining (NJ) (SAITOU; NEI, 1997), implementado no
software MEGA 5.0 (TAMURA et al., 2011).
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7.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
7.3.1. Brachyplatystoma rousseauxii

Em 53/62 (85,48%) de exemplares de B. rousseauxii examinados, foram
encontrados mixosporidios dos géneros Ellipsomyxa, Meglishchia, Myxobolus ou

Henneguya.

7.3.1.1 Ellipsomyxa sp.

Nos trés exemplares parasitados por Ellipsomyxa sp., observou-se, nas preparacdes
a fresco, pouca quantidade de esporos distribuidos na bile (Figura 21A e B). Os esporos
apresentaram 8,7um x 9,3um e suas capsulas polares 4,5 um de comprimento por 4,0 um

de largura.

Figura 21. Brachyplatystoma rousseauxii. Fotomicrografia de luz: A. Esporos de
Ellipsomyxa sp. (Cabeca de seta), parasitando vesicula biliar, em preparagdo a fresco. Bar.
Esc.: 20um. B. Contraste por interferéncia diferencial (Nomarski/ DIC), mostrando as
capsulas polares (CP) de Ellypsomixa sp. Bar. Esc.: 10um.

Os valores mensurados de Ellipsomyxa sp. sdo maiores que os abordados por Koie

(2003) que assinalou esporos com 7,0 um de comprimento, 8,7 um de largura e 3,1 um de
comprimento e largura das capsulas polares e Koie e Karlsbakk (2009) que registraram
esporos de Ellipsomyxa syngnathi com 6,8 um de comprimento, 8,1 um de largura, 3,6 pm
de comprimento da capsula polar e 2,5 um de largura da capsula polar.
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Recentemente, Azevedo et al. (2013) encontraram uma nova espécie de
Ellipsomyxa que apresentou esporo com comprimento do esporo de 7,0 um e largura de
8,7 um, suas capsulares polares medindo 3,1 um de largura e comprimento, valores
menores ao encontrado neste estudo. Os dados morfoldgicos e a especificidade parasitaria

do presente estudo sugerem a ocorréncia de uma nova espécie.

7.3.1.2 Henneguya sp.

Dos 62 exemplares examinados, 19,3% estavam parasitados pelo género
Henneguya, observando-se cistos entre os filamentos branquias, de formato ovdide e
aspecto leitoso (Figura 2A) que foram removidos e pressionados para liberacdo dos
esporos (Figura 2B).

Na andlise morfoldgica identificou-se no esporo os seguintes aspectos estruturais: a
presenca de corpo elipséide, duas valvas posicionadas que se prolongam paralelamente a
linha de sutura, originando projecfes caudais, as capsulas polares dispostas proximas uma
das outras, ocupando apenas a regido mediana do esporo e tamanhos simétricos, as
estruturas observadas sdo compativeis com o género Henneguya (Figura 22C e D),

conforme a classificacdo proposta por Lom e Dikovéa (2006).
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Figura 22. Brachyplatystoma rousseauxii. Henneguya sp.: A. Branquia apresentando cistos
de Henneguya sp. (seta). Fotomicrografia de luz: B. Preparacdo a fresco de filamentos
branquiais apresentando cisto rompido (C) e esporos livres (E) X 40. C. Esporos (cabeca de
seta), com observacdo das capsulas polares (CP) X 100. D. Contraste por interferéncia
diferencial (Nomarski/ DIC), mostrando esporos de Henneguya sp. (cabeca de seta) com as
capsulas polares (CP). Detalhe do prolongamento caudal (seta). Bar. Esc.: 5pum.

O género Henneguya tem sido descrito em varias espécies de peixes teledsteos do
litoral brasileiro (VITA et al., 2003; MATOS, TAJDARI, AZEVEDO, 2005; FENJO et. al.,
2008; EIRAS; TAKEMOTO; PAVANELLI, 2009).

Na microscopia eletrénica de transmissdo, observou-se esporoplasma contendo

numerosos esporoplasmosomas globulares e dois nucleos (Figura 23A), duas capsulas
polares (Figura 23B) e o filamento polar apresentando sete voltas (Figura 23C). Estruturas
que foram também observadas em trabalhos que descrevem a ocorréncia desse
mixosporidios em peixes (ADRIANO; ARANA; CORDEIRO, 2005; AZEVEDO et al.,
2008; AZEVEDO et al., 2009).
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Figura 23. Brachyplatystoma rousseauxii. Eletromicrografia de transmissdo: A. Corte
transversal do esporo de Henneguya sp., com observacdo de dois nucleos (N) e
esporoplasmosomos (EP). Bar. Esc.. 6 um. B. Visdo transversal de um esporo de
Henneguya sp., com observacdo das cépsulas polares (CP). Bar. Esc.: 6 um. C. Visao
longitudinal de uma capsula polar (CP) apresentando filamento polar (FP) em seu interior.
Bar. Esc.: 6 um.

Um desenho esquematico com base na microscopia de luz, microscopia de
transmissao eletronica e de contraste diferencial mostra o esporo com cépsulas polares,

nacleo e filamento polar (Figura 24).
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Figura 24. Desenho esquemaético de Henneguya sp. parasita de B. rousseauxii, peixe de &gua estuarina,
mostrando a forma e tamanho do esporo, prolongamento caudal (PC), duas capsulas polares iguais (CP), com
7 filamentos polares (FP) e nucleo (NU). Bar. Esc.: 5um

Na analise morfométrica foram realizadas medi¢des dos principais elementos que
auxiliam na diferenciacdo entre as espécies deste género, como o comprimento total do
esporo, comprimento da cauda do esporo e da capsula polar, além da largura do esporo e
capsula polar, sendo conferido também o numero de voltas do filamento polar. Estas
estruturas foram mensuradas através das imagens de microscopia de luz, no entanto, a
quantidade de voltas do filamento polar foi obtida pela imagem da MET, permitindo assim,

a sua comparagdo com outros registros deste género, conforme a Tabela 2.



Tabela 2. Comparagio das dimensdes (um) dos esporos de Henneguya spp., parasitando peixes teledsteo do litoral brasileiro.
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Espécie Regido Hospedeiro CT CE LE CcC CCP LCP NVFP Autores
H. striolata Rio amazonas  Serrasalmus striolatus 422 15,8 5,3 25,9 6,8 1,2 13-14 Casal, Matos e
Azevedo (1997)
H. astyanax Rio amazonas  Astyanax keithi 47,8 15,2 57 32,6 5,0 15 7-8 Vita et al.
(2003)
H. friderici Rio amazonas  Leporinus friderici 33,8 10,4 57 23,3 4,98 2,14 7-8 Casal, Matos e
Azevedo (2003)
H. pilosa Tersina - Piaui ~ Serrasalmus altuvei 54,2 21,1 59 33,1 7,4 1,2 11-12 Azevedo e
Matos (2003)
H. rhamdia Rio Amazonas Rhamdia quelen 50,0 13,1 52 36,9 4,7 1,1 10-11 Matos, Tajdari e
Azevedo (2005)
H. Piaractus Sdo Paulo Piaractus 59,6 12,8 4,1 46,4 6,5 1,2 8-9 Adriano, Arana
mesopotamicus e Cordeiro
(2005)
H. rondoni Rio amazonas  Gymnorhamphichthys 17,7 7,0 3,6 10,7 2.5 0.85 6,7 Azevedo et al.
rondoni (2008)
H. arapaima Rio Araguaia-  Arapaima gigas 48,4-53,1 13,5-15,2 5,1-6,1 38,0-41,2 6,3-6,8 1,4-1,6 5 Feijo et. al
Brasil 6,2-6,6 (2008)
H. corruscans Rio Parand Pseudoplatystoma 27,6 14,3 5,0 13,7 6,8 2,0 5-6 Eiras, Takemoto
corruscans e Pavanelli
(2009)
H. garavelli Sé&o Paulo Cyphocharax nagelli 46,6, 13,6 4,0 28,9 54 1,2 8-9 Martins e Onaka
(2006)
H. pseudoplatystoma  Sdo Paulo/ Pseudoplatystoma 33,2 10,4 3,4 22,7 3,3 1,0 6-7 Naldoni et. al.
Mato Grosso corruscans e (2009)
do Sul Pseudoplatystoma
fasciatum
Henneguya sp. Para Brachyplatystoma 245 6,5 55 13,5 5,7 1,5 7-8 Presente estudo
rousseauxii

CT: comprimento total, CE: comprimento do esporo, LE: largura do esporo, CC: comprimento da cauda, CCP: comprimento da capsula polar, LCP: largura da capsula polar,
NVFP: nimero de voltas do filamento polar
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As dimensdes demonstradas na Tabela 2 mostraram comprimento total e do esporo
superiores ao encontrado no presente estudo, exceto para H. rondoni (AZEVEDO et al., 2008).
A largura do esporo teve medida aproximada para a maioria dos registros observados. No
entanto, seu valor foi inferior aos registrados por Adriano, Arana e Cordeiro (2005), Azevedo
et al. (2008), Martins e Onaka (2006), Naldoni et. al. (2009).

O comprimento da cépsula polar ficou préoximo aos descritos por Vita et al. (2003),
Casal, Matos e Azevedo (2003), Matos, Tajdari e Azevedo (2005) e Martins e Onaka (2006),
divergindo no entanto dos estudos de Casal, Matos e Azevedo (1997), Azevedo e Matos
(2003), Adriano, Arana e Cordeiro (2005), Feijo et. al. (2008), Eiras, Takemoto e Pavanelli
(2009) que foram maiores. Azevedo et al. (2008) e Naldoni et. al. (2009) referenciaram
comprimentos da capsula polar menores aos encontrados neste estudo.

Eiras, Takemoto e Pavanelli (2009) realizaram estudos em Pseudoplatystoma
corruscans, identificando uma nova espécie de Henneguya a qual apresenta 0 comprimento da
cauda préximo ao encontrado nesta pesquisa, Azevedo et al. (2008), avaliando H. rondoni
observaram valor inferior e os demais autores como Vita et al. (2003), Matos, Tajdari e
Azevedo (2005) e Martins e Onaka (2006) reportaram comprimentos maiores.

Casal, Matos e Azevedo (2003) e Eiras, Takemoto e Pavanelli (2009) registraram novas
espécies de Henneguya, H. friderici e H. corruscans, respectivamente, que possuem a largura
da cépsula polar maiores que a assinalada neste trabalho. No entanto, Vita et al. (2003)
descreveram H. astyanax com a mesma largura. Outros autores relataram larguras préximas ao
encontrado no presente estudo (CASAL, MATOS; AZEVEDO, 1997; AZEVEDO; MATOS,
2003; MATOS, TAIDARI; AZEVEDO, 2005; ADRIANO; ARANA; CORDEIRO, 2005;
FENO et. al., 2008; MARTINS; ONAKA, 2006; NALDONI et. al., 2009) .

Em relacdo ao numero de voltas do filamento polar, os trabalhos de Vita et al. (2003),
Casal, Matos e Azevedo (2003), Azevedo et al. (2008) e Naldoni et. al. (2009) apresentaram
valores que corroboram o achado neste estudo. Estudos realizados por Azevedo et al. (2008),
Feijo et. al. (2008), Eiras, Takemoto e Pavanelli (2009) observaram nimero de voltas do
filamento polar menor. Outros autores que constam na tabela descrevem quantidades maiores
de voltas.

A andlise filogenética (Figura 25) construida pelo método de Neighbor-Joining inferiu
que o mixosporidio em estudo, pertence ao género Henneguya, no entanto, o valor de bootstrap
ndo o permitiu identificar em nivel de espécie. Pode-se observar que o microparasito analisado
localizou-se em um clado com nove espécies do género Henneguya apresentando bootstrap de

14 e em um subclado sustentado com bootstrap de 22. Isto se deve, provavelmente, ao
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marcador utilizado (gene ribossomal 18S) que por ser bastante conservado ndo permitiu
resultados interespecificos. Desta forma, sugere-se 0 uso de marcadores com altas taxas

evolutivas, como o ITS.

Figura 25. Arvore filogenética de Neighbor-Joining (NJ) com evolucdo minima (EM) e
méaxima parcimdnia (MP), mostrando a relacdo de Henneguya sp. e outros mixosporidios com
base na sequéncia parciais de rDNA 18S. Numero de acesso do GenBank sdo identificados,
ap6s o nome da espécie. Os numeros acima dos nos indicam os niveis de confianca de
bootstrap NJ, EM e MP, respectivamente.
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Henneguya gurlei (DQ673465)

Henneguya pellis (FJ468488)
85 Henneguya sutherlandi (EF191200)

Henneguya sp

Henneguya suprabranchiae (JN201199)

72 Henneguya multiplasmodialis ZUEC31 (JQ654969)

28 po

Myxobolus oliveirai (HM754633)
Aurantiactinomyxon sp. KAB-2001 (AF378356)

== Henneguya sp. (EU732599)

Myxobolus machidai (AB693054)
Myxobolus sp. KU-2010 (HQ166720)

86 Myxobolus sp. WSK-2013 (KC733438)
Myxobolus hakyi HNHM-70187 (FJ816269)

Ceratomyxa shasta (AF001579)

S

0.02

Os trabalhos referentes aos mixosporidios empregaram principalmente caracterizacdes
morfoldgicas e ultraestruturais (ADRIANO, ARANA; CORDEIRO, 2005; AZEVEDO et al.,
2008; NALDONI et al., 2009). Somente a partir do século XX, a caracterizacdo molecular
comecgou a ser empregada nas pesquisas deste Filo (MOLNAR, et al., 2002; ESZTERBAUER,
2004; MILANI et al., 2010; NALDONI et. al., 2011).

As nove espécies de Henneguya sp. que constituiram o clado juntamente com a

especie em estudo, foram abordadas em diferentes paises como H. exilis encontrado no
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Mississipi (LIN; HANSON; POTE, 1999) e H. mutiplasmodialis que foi registrada em
Pseudoplatystoma spp. capturados no litoral brasileiro (ADRIANO et al., 2012).

Além da diferenca da localizacdo geogréfica, os hospedeiros que foram identificados
infeccdo por mixosporidios das espécies de Henneguya, pertencem a familias diferentes. Tais
diferencas, ndo permitem fazer inferéncias filogenéticas baseando-se nestas informacdes.

Embora estas espécies tenham se agrupado no mesmo clado, através da andlise da
distancia p (Tabela 3) a maior proximidade foi com Henneguya adiposa registrado no
Mississipi. No entanto, comparando-se morfologica e ultraestruturalmente, esta espécie com a
que foi encontrada no presente estudo, ndo apresentaram similaridades.

Na anélise filogenética do presente estudo observam-se algumas espécies do géneros
Myxobolus. Isto deve-se ao fato da classificacdo taxonémica do Filo Myxozoa diferenciar estes
géneros através de uma unica caracteristica morfologica, a presenca de projecfes caudais no
género Henneguya e auséncia desta estrutura no Myxobolus (LOM; DIKOVA, 2006).

Kent et al. (2001) assinalam que a ocorréncia destes dois géneros no mesmo clado de
origem monofilética sugerem que 0s esporos de ambos 0s géneros possuem capacidade
genética para desenvolverem o apéndice caudal. No entanto, estd caracteristica é expressa em
algumas espécies. Esta teoria € sustentada pelos estudos de Liu et al. (2011) e Bahri (2008), 0s
quais registraram a ocorréncia de novas espécies de Myxobolus com projecGes caudais

semelhantes as encontradas no género Henneguya.



Tabela 3. Distancia p das amostras analisadas e das sequéncias disponiveis no Genbank para regido 18S.
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(@) @ @) 4) (®) (6) @) ®) 9) (10) (11 (12) (13) (14) (15) (16) an
(1) Henneguya sp.
(2) H. exilis 0.0972
(3) H.adiposa 0.0988 0.0243
(4) H. ictaluri 0.0929 0.0080 0.0241
(5) H. suprabranchiae 0.1035 0.0605 0.0685 0.0623
(6) H. pellis 0.1009 0.0305 0.0324 0.0343  0.0685
(7) H. sutherlandi 0.1091 0.0305 0.0283 0.0343  0.0685 0.0161
(8) Aurantiactinomyxon sp. 0.1171 0.0915 0.0933 0.0952  0.1160 0.0933  0.0974
(9) A.mississippiensis 0.1024 0.0202 0.0282 0.0181  0.0762 0.0302 0.0423  0.0989
(10 Myxobolus hakyi 0.1052 0.0839 0.0816 0.0819  0.1085 0.0796  0.0837 0.0982  0.0892
(11) Myxobolus sp. KU-2010 0.1405 0.1038 0.1123 0.1016  0.1101 0.1041 0.1124 0.1282 0.1093  0.1190
(12) Myxobolus oliveirai 0.0939 0.0756 0.0733 0.0754  0.0946 0.0734 0.0777 0.0903 0.0813 0.0806  0.1151
(13) Henneguya sp. EU732599 0.0928 0.0849 0.0828 0.0827  0.1012 0.0890 0.0931 0.0496 0.0943 0.0964 0.1239  0.0718
(14) Myxobolus sp. WSK-2013 0.1439 0.1201 0.1261 0.1219 0.1262 0.1241 0.1221 0.1279 0.1273 0.1386 0.0858 0.1189  0.1236
(15) H. multiplasmodialis 0.1144 0.0870 0.0971 0.0827  0.0974 0.0931 0.0992 0.1297 0.0904 0.1254 0.1030 0.1080 0.1196  0.1230
(16) H. gurlei 0.0926 0.0283 0.0342 0.0322  0.0683 0.0222 0.0302 0.0850 0.0341 0.0813 0.1037 0.0711 0.0807 0.1278 0.0824
(17) M. machidai 0.1369 0.1282 0.1250 0.1274  0.1223 01214 0129 0.1272 0.1313 0.1325 0.1238 0.1188 0.1131 0.1425 0.1339  0.1191
(18) Ceratomyxa shasta 0.2027 0.1766 0.1826 0.1781 0.1870 0.1846  0.1850 0.2082 0.1874 0.1941 0.1936 0.1945 0.2088 0.1961 0.1964 0.1841 0.2210
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7.3.1.3. Meglishchia sp.

Este género foi encontrado infectando a vesicula biliar de 5/62 (8,09%) dos
exemplares examinados. Foram encontrados, em pequena quantidade, dispersos na bile e
principalmente, na parede deste 6rgdo. Os esporos eram arqueados e as capsulas polares
alongadas dispostas axialmente em cada valvula (Figura 26) permitindo a identificagdo
deste género, conforme descrito por Azevedo et al. (2011a). Diferentemente de outros
géneros do Filo Mixozoa, existe pouca literatura que descreve a ocorréncia deste género,
dificultando sua discussé&o.

Na morfometria, 0s esporos apresentaram comprimento medio de 12,7 um e largura
4,8 um. As duas valvulas e capsulas polares eram simétricas. A Ultima apresentou 4,4 pm
de comprimento e 3,28um de largura. Azevedo et al. (2011a) identificaram uma nova
espécie deste género, Meglitschia mylei, parasitando o peixe do rio Amazonas Myleus
rubripinnis, sendo que o esporo tinha 24,6 um de comprimento, 8,7 pum de largura, as
capsulas polares tinham 2,1 um de comprimento e largura, medidas que divergem das
encontradas no presente trabalho. Logo o tamanho do esporo e da capsula polar do
Meglishchia sp. sdo notadamente menores que M. mylei, sugerindo tratar-se de nova

espécie deste género.

Figura 26. Brachyplatystoma rousseauxii. Fotomicrografia de luz com
contraste por interferéncia diferencial (Nomarski/ DIC) de
esporos de Meglishchia sp. (seta) parasitando vesicula biliar.
Esporo com regido apical apresentando duas capsulas polares
(CP). Bar. Esc.: 10um.
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Em decorréncia de pouca quantidade de exemplares e baixas cargas parasitarias ndo
foi possivel o emprego da técnica de microscopia eletronica de transmissao. Em relacéo a
execucdo de técnicas de biologia molecular foi realizado a clonagem e o sequenciamento.
no entanto, conseguiu-se apenas 50 pares de bases, quantidade pequena que impossibilitou,
a analise filogenética. Vale ressaltar que até o momento, os trabalhos referentes a este
género envolvem apenas os aspectos morfoldgicas e ultra-estruturais, necessitando do
desenvolvimento de pesquisas que englobem a caracterizacdo molecular do referido

género.

7.3.1.4 Myxobolus sp.

Dos exemplares de B. rousseauxii avaliados, 13/62 (20,9%) estavam infectados nas
branquias pelo género Myxobolus cistos esféricos esbranquicados e ao serem pressionados
entre lamina e laminula, liberaram indmeros esporos (Figura 27A). Os esporos tinham
formato piriforme, duas capsulas polares de tamanhos simétricos que ocupavam a regido
mediana do esporo (Figura 27B).

A analise pela microscopia eletronica transmissdo identificou- se as capsulas
polares (Figura 27C), o esporoplasma com inumeros esporoplasmosomas globulares,
nucleo e capsula polar (Figura 27D). Corte longitudinal do esporo possibilitou a contagem

do nimero de voltas do filamento polar, em nimero de oito (Figura 27E).



_ 2 ‘c‘n‘ ) TN e R
Figura 27. Brachyplatystoma rousseauxii. Myxobolus sp.: Fotomicrografia de luz (preparacdo a fresco): A.
Filamento branquial (setas) apresentando cisto do parasito (*) e esporos livres (cabeca de seta) X 40. B. Esporos
(seta) com observacédo das capsulas polares (CP). Bar. Esc.: 20 um. Eletromicrografia de transmissdo: C. Corte
transversal do esporo, mostrando as capsulas polares (CP). Bar. Esc.: 4 um. D. Esporo em corte longitudinal,
mostrando cépsula polar (CP), nicleo (N) e esporoplasma (EP). Bar. Esc.: 12 um. E. Corte longitudinal de um
esporo em maturagao, apresentando capsula polar (CP) com filamento polar (FP) Bar. Esc.: 6 pum.

Baseando-se na microscopia de luz e microscopia de transmissdo eletronica foi
realizado um desenho esquematico o qual mostra o esporo com capsulas polares e

filamento polar (Figura 28).
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CP

Figura 28. Desenho esquematico de Myxobolus sp. parasitando de B. rousseauxii , peixe de agua estuarina,
mostrando a forma e tamanho do esporo, duas capsulas polares iguais (CP), com 8 filamento polar (FP) e
nacleo (NU). Bar. Esc.: 20um

As caracteristicas morfoldgicas e ultraestruturais apresentadas sao compativeis com
0 género Myxobolus registrado em diversas regides do mundo (DIKOVA; FIALA; NIE,
2002; CELLERE; CORDEIRO; ADRIANO, 2002; ADRIANO et. al., 2009a; ABDEL-
AZEEM; ABDEL-BAKI, 2011; U-TAYNAPUN, PENPRAPAI, 2011).

Para a avaliacdo morfométrica utilizou-se as principais estruturas que sao
empregadas para diferenciagdo com outras espécies, como comprimento e largura do
esporo e capsula polar e nimero de voltas do filamento polar, conforme a Tabela 5.



Tabela 4. Comparacéo das dimensfes (um) dos esporos de Myxobolus spp., parasitando peixes teledsteo do litoral brasileiro.
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Espécie Regido Hospedeiro CE LE CCP LCP NVFP Autores
M.colossomatis Rio Amazonas Colossoma macropomis 11,8 6,9 5,3 1,4 7-8 Molnar and Békési (1993)
M. braziliensis Rio Amazonas Bunocephalus coracoideus 10,2 5,3 5,3 1,4 9-11 Casal, Matos e Azevedo (1996)
M. desaequalis Apteronotus albifrons 18,3 11,2 11,2 4,9 11-12  Azevedo, Corral e Matos (2002)
M. testicularis Teresina-Piaui Hemiodopsis microlepis 8,6 7,2 3,5 1,7 5-6 Tajdari etal. (2005)
M. insignis Manaus Semaprochilodus insignis 145 11,3 7,6 4,2 Eiras, Molnér e Lu (2005)
M. peculiares Sé&o Paulo Cyphocharax nagelli 14,8 10,7 4,4 5 Martins e Onaka (2006)
M. salminus Pantanal e S&o Salminus brasiliensis igi 6,1 4,6 1,7 7-8 Adriano et al. (2009a)
M. metynnis Paulo Metynnis argenteus 13,1 7,8 5,2 3,2 8--9 Casal, Matos e Azevedo (2006)
M. platanus Rio Grande do Sul  Mugil platanus 10,7 10,8 1,7 3,8 5-6 Eiras et al. (2007)
M. cordeiroi Pantanal Zungaro jahu 11,1 7,3 5,4 1,4 5-6 Adriano et al. (2009b)
M.heckelii Rio Amazonas Centromochlus heckelii 12,7 6,6 2,9 1,7 4-5 Azevedo et al. (2009b)
M. sciades Teresina-Piaui Sciades herzbergii 9,15 4,36 4,44 1,63 9-10 Azevedo et al. (2010)
M. brycon Pantanal Brycon hilarii 6,9 4,2 4,2 1,9 8-9 Azevedo et al. (2011b)
Myxobolus sp. Para Brachyplatystoma rousseauxii 9,9 9,6 54 3,4 8 Presente estudo

CE: comprimento do esporo, LE: largura do esporo, CCP: comprimento da capsula polar, LCP: largura da capsula polar, NVFP: nimero de voltas do filamento polar.
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Na comparacdo do comprimento do esporo, Azevedo et al. (2010) obtiveram
valor aproximado ao encontrado no presente estudo. Tajdari et al. (2005) e Azevedo et
al. (2011b) determinaram medidas menores ao achado no presente estudo. Os demais
comprimentos encontrados pelos autores citados na tabela eram maiores.

A largura do esporo de Myxobolus sp. obsevado no presente estudo foi superior
na maioria dos registros mencionados, exceto nos achados por Eiras, Molnar e Lu
(2005), Martins e Onaka (2006) e Eiras et al. (2007) que apresentaram medidas maiores.
Em relacdo ao comprimento da capsula polar, algumas descri¢cbes (TAJDARI et al.,
2005; ADRIANO et al., 2009a; AZEVEDO et al., 2010; AZEVEDO et al., 2011b)
reportam medidas menores ao achado no presente trabalho. No entanto, a medida foi a
mesma encontrada por Adriano et. al. (2009) estudando Zungaro jahu e aproximou-se
do valor mencionado por Casal, Matos e Azevedo (2006) que estudaram Metynnis
argenteus, peixe proveniente do mesmo estado em que foi desenvolvido o presente
estudo.

A largura da cépsula polar de Myxobolus sp. teve medidas aproximadas as
assinaladas por Casal, Matos e Azevedo (2006) e Eiras et al. (2007), sendo que os
primeiros avaliaram peixe do litoral paraense. Eiras et al. (2005) e Martins e Onaka
(2005) citam em seus trabalhos larguras maiores e Tajdari et al. (2005), Adriano et al.
(2009b), Azevedo et al. (2010) e Azevedo et al. (2011b) acharam larguras menores as
mencionadas no presente estudo.

Em relacdo ao nimero de voltas do filamento polar, o valor encontrado em
Myxobolus sp. aproximou-se dos citados por Casal, Matos e Azevedo (2006), Adriano
et al. (2009b) e Azevedo et al. (2011b) mas divergiu dos achados por outros autores,
como Eiras et al. (2007) e Azevedo et al. (2010).

Apesar de algumas medidas de Myxobolus sp. terem se aproximado das
relatadas em alguns trabalhos, principalmente o de Casal, Matos e Azevedo (2006)
existe uma diferenca significativa no comprimento e largura do esporo, o que sugere
ndo ser a mesma espécie. No entanto, somente com a caracterizacdo molecular podera
confirmar se esta espécie encontrada é uma nova espécie ou a mesma identificada pelos
referidos autores.

Vale ressaltar que foram realizadas tentativas para chegar-se a caracterizacéo
molecular desse Myxobolus sp., seguindo-se os protocolos mencionados nas literaturas
dos autores que constam da Tabela. Porém, ndo houve sucesso no sequenciamento

através do material purificado e nem na clonagem.
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7.3.2. Mugil curema

7.3.2.1 Myxobolus sp.

Foi encontrado Myxobolus sp. em 33/58 dos peixes examinados), infectando 0s
filamentos branquias com vérios plasmaédio em diferentes estagios de desenvolvimento,
incluindo esporos imaturos e maduros (Figura 29A, B e C). Os plasmodios eram
esféricos e esbraquicados, idénticos ao do género Myxobolus Bitschli, 1882, medindo
de 8,1 um de comprimento total e 8,2 um de largura.

As duas cépsulas polares tém o formato piriforme, tamanhos simétricos, sdo
alongadas, convergem no apice do esporo com 6,0 um de comprimento e 4,0um de
largura (Figura 29D). O esporoplasma é grande e possui ao redor nucleos e corpos
densos (Figura 29E). O filamento polar encontra-se perpendicular ao eixo longitudinal
das cépsulas e estava enrolado apresentando 4 a 5 voltas (Figura 29F). Um desenho
esquematico com base na microscopia de contraste diferencial e microscopia de
transmissdo eletrénica apresentam 0s esporos, capsulas polares, ndcleo e o

esporoplasma (Figura 30F).
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Figura 29. Mugil curema. Myxobolus sp.: A. Corte histoldgico de branquia (seta) com cisto (*) HE X 40. B.
Contraste por interferéncia diferencial (Nomarski/ DIC) de esporos (cabeca de seta) com observacdo das
capsulas polares (CP). Bar. Esc.: 20 um. Eletromicrografia de transmissdo: C. Esporos (E) seccionados em
diferentes niveis, mostrando as capsulas polares (CP). Bar. Esc.: 5 pm. D. Corte transversal do esporo com
observacdo de duas capsulas polares (CP). Bar. Esc.: 2 um. E. Corte transversal do esporo mostrando
esporoplasmossoma (EP). Bar. Esc.: 1 um. F. Visdo tangencial do esporo, mostrando capsula polar (CP),
filamento polar (FP), ndcleo (N) e corpos densos (*). Bar. Esc.: 2 um.
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Figura 30. Desenho esquematico de Myxobolus sp. parasita de Mugil curema, peixe de agua estuarina,
mostrando a forma e tamanho do esporo, duas capsulas polares iguais (CP), com 6 filamentos polares
(FP), ntcleo (NU). Bar. Esc.: 20um.

Os esporos maduros coletados em M. curema apresentaram semelhancas
morfolégicas e ultraestruturais as do género Myxobolus (CASAL, MATOS E
AZEVEDO, 2002; MATOS, TAJDARI; AZEVEDO, 2005; AZEVEDO et al.,2009b).
Este género caracteriza-se por possuir esporos elipsoidais, ovoides ou arredondados,
com duas valvulas iguais e biconvexas. Além disso, possuem duas capsulas polares
piriformes, esporoplasma binucleado sem projec6es (LOM; DYKOVA, 2006).

No presente estudo encontrou-se esporos arredondados, duas capsulas polares
simétricas e piriformes. Varios estudos tém registrado a ocorréncia deste género de
mixosporidios em peixes do litoral brasileiro, infectando principalmente as branquias,

podendo-se entdo, comparar com a espécie encontrada neste estudo (Tabela 6).



Tabela 5. Comparagdo das dimensdes (um) dos esporos de Myxobolus spp., parasitando peixes teledsteo do litoral brasileiro.
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Espécie Regido Hospedeiro CE LE CCP LCP NVFP Autores
M.colossomatis Rio Amazonas Colossoma macropomis 11,8 6,9 5,3 1,4 7-8 Molnéar and Békési (1993)
M. braziliensis Rio Amazonas Bunocephalus coracoideus 10,2 53 5,3 1,4 9-11 Casal, Matos e Azevedo (1996)
M. desaequalis Apteronotus albifrons 18,3 11,2 11,2 4,9 11-12  Azevedo, Corral e Matos (2002)
M. testicularis Teresina-Piaui Hemiodopsis microlepis 8,6 7,2 3,5 1,7 5-6 Tajdari et al. (2005)
M. insignis Manaus Semaprochilodus insignis 14,5 11,3 7,6 4,2 Eiras, Molnar e Lu (2005)
M. peculiaris Séo Paulo Cyphocharax nagelli 14,8 10,7 4.4 5 Martins e Onaka (2005)
M. salminus Pantanal e S&o Salminus brasiliensis igi 6,1 4,6 1,7 7-8 Adriano et al. (2009a)
M. metynnis Paulo Metynnis argenteus 13,1 7,8 5.2 3,2 8--9 Casal, Matos e Azevedo (2006)
M. platanus Rio Grande do Sul  Mugil platanus 10,7 10,8 7,7 3.8 5-6 Eiras et al. (2007)
M. cordeiroi Pantanal Zungaro jahu 11,1 7,3 5,4 1,4 5-6 Adriano et al. (2009b)
M.heckelii Rio Amazonas Centromochlus heckelii 12,7 6,6 2,9 1,7 4-5 Azevedo et al. (2009)
M. sciades Teresina-Piaui Sciades herzbergii 9,15 4,36 4,44 1,63 9-10  Azevedo et al. (2010)
M. brycon Pantanal Brycon hilarii 6,9 4,2 4,2 1,9 8-9 Azevedo et al. (2011b)
Myxobolus sp. Para Mugil curema 8,1 8,2 6,0 4,0 6 Presente estudo

CE: comprimento do esporo, LE: largura do esporo, CCP: comprimento da capsula polar, LCP: largura da capsula polar, NVFP: nimero de voltas do filamento polar.
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As espécies de Myxobolus citadas pelos autores apresentam dimensdes distintas
dos esporos, sendo que o comprimento dos esporos sdo maiores que ao encontrado no
presente estudo, exceto o de M. brycon (AZEVEDO et al., 2011b) que é menor. A
largura da capsula polar de M. platanus (EIRAS et al.,2007) aproximou-se de
Myxobolus sp. e os dois tiveram 0 mesmo nimero de voltas. No entanto, ndo podem ser
considerados como a mesma espécie por divergirem nas outras dimensées dos esporos e
comprimento da cépsula polar. Diante das diferencas morfoldgicas e ultraestruturais
apresentadas nos exemplares examinados em relacdo as outras especies do género

Myxobolus, sugerimos que Myxobolus sp. tratra-se de uma nova espécie.
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7.4, CONCLUSAO
Os resultados permitiram concluir que:

1) As espécies Ellypsomixa sp., Meglishchia sp. e Myxobolus sp. de dourada tém
caracteristicas morfologicas que sdo compativeis de novas espécies, necessitando da

caraterizacdo molecular para confirmacéo.

2) Os aspectos morfoldgicos observados pelas técnicas em microscopia de luz e eletronica de
transmissdo, e a analise molecular sdo compativeis de uma nova espécie de Henneguya

infentando a dourada.

3) Myxobolus sp. encontrado em Mugil curema possuem caracteristicas morfoldgicas, com

caracterizagdo em microscopia de luz e ultraestrutura compativeis de nova espécie.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

O aumento de consumo de pescado no pais torna importante o estudo das
enfermidades ictioparasitarias. O conhecimento das espécies que parasitam estes hospedeiros,
suas caracteristicas morfoldgicas, filogenéticas e patolégicas sdo requisitos que corroboram
para o esclarecimento dos prejuizos econdmicos, danos aos hospedeiros e possiveis perigos a
salde publica.

Os hospedeiros estudados neste trabao s@o importantes espécies de valor econémica,
comercializados em Vvérios estados brasileiros, além de serem bastante consumidos pela
populacdo ribeirinha do estado do Para, tornando necessario a realizacdo de estudos
complementares como a relacdo parasito-hospedeiros e aspectos epidemiolégicos.

A analise filogenético dos microparasitos encontrados em B. rousseauxii e M. curema
deve ser aprimorados para atingi a filogenia destas espécies parasitarias, visto serem
provaveis novas espécies o que contribuird para aumentar o acervo do conhecimento desses

microparasitos e no desenvolvimento de futuras pesquisas.
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