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Resumo

Mixozoarios sdo metazoarios parasitos obrigatorios principalmente de
peixes, sendo alguns dos mais importantes patdogenos desses hospedeiros.
Existem cerca de 2200 espécies descritas para a classe Myxosporea, porém no
Brasil os estudos ainda continuam escassos. Nesse estudo foram coletados
peixes de diferentes espécies entre marco de 2014 e agosto de 2015, para ser
verificado a presengca de mixozoarios parasitos. Foram encontrados
mixozoarios do género Henneguya e Myxobolus parasitando peixes das ordens
Characiformes e Siluriformes. Os parasitos coletados foram processados
visando uma andlise morfologica através de microscopia de luz, histopatologia
e analise ultraestrutural, observando-se ainda a relagdo parasito-hospedeiro.
Henneguya sp. 1 foi encontrado parasitando as branquias de Astyanax
altiparanae e Henneguya sp. 2 parasitando as branquias de Leporinus friderici.
Myxobolus prochilodus, Henneguya sp. 3 e Myxobolus sp. 1 foram encontrados
parasitando as branquias de Prochilodus lineatus causando deformacgdes nas
lamelas primarias dos peixes. Henneguya sp. 4 foi encontrada parasitando as
branquias de Cyphocharax modestus, causando uma juncdo das lamelas
secundarias e diminuindo a area de respiracdo util do peixe. A analise ultra-
estrutural permitiu a compreensao da interface parasito-hospedeiro. Também
foram observados Henneguya guanduensis parasitando o intestino de
Hoplosternum litoralle e Myxobolus sp. 2 parasitando o intestino de Rhamdia
guelen. Myxobolus aureus foi encontrado parasitando as gbnadas e o figado de
Salminus hilarii. A anélise histopatolégica indicou a infertilidade dos ovocitos
afetados. Foram comparadas as medidas morfolégicas dos parasitos

encontrados e aqui nomeados como sp., com as ja registradas na literatura e



nao foram encontradas espécies que se assemelhavam no tamanho. Concluiu-
se que se tratam de espécies novas com a necessidade de analises

moleculares para a confirmagéo do estudo.

Palavras-chave: Characiformes, Henneguya, Myxobolus, Myxozoa,

Siluriformes.



Abstract

Myxozoans are metazoan parasites mainly on fish, with some of the most
important pathogens of these hosts. There are about 2,200 described species
for Myxosporea class, but in Brazil the studies are still scarce. In this study fish
of different species were collected between March 2014 and August 2015 to be
verified the presence of myxozoans parasites. The genera of myxozoans found
were Henneguya and Myxobolus parasitizing fish of Characiformes and
Siluriformes orders. The parasites collected were processed aiming a
morphological analysis by light microscopy, histopathology and ultrastructural
analysis, observing the host-parasite relationship. Henneguya sp. 1 was found
parasitizing the gills of Astyanax altiparanae and Henneguya sp. 2 parasitizing
the gills of Leporinus friderici. Myxobolus lomi (Myxobolus prochilodus),
Henneguya sp. 3 and Myxobolus sp. 1 were found parasitizing the gills of
Prochilodus lineatus causing deformities in fish primary lamellae. Henneguya
sp. 4 was found parasitizing the gills of Cyphocharax Modestus, causing a
junction of secondary lamellae and decreasing the useful breathing area of the
fish. The ultrastructural analysis allowed the understanding of parasite-host
interface. Also were observed Henneguya guanduensis parasitizing the
intestine of Hoplosternum litoralle and Myxobolus sp. 2 parasitizing the intestine
of Rhamdia quelen. Myxobolus aureus was found parasitizing the gonads and
liver of Salminus hilarii. Histopathological analysis indicated the infertility of the
affected oocytes. Morphological measures of parasites found were compared
with those reported in the literature and did not found species that were similar
in size. It was concluded that these are new species with the necessity of

molecular analysis to confirm the study.
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Introducéo Geral

Os peixes podem ser hospedeiros de uma grande diversidade de
organismos que estdo distribuidos dentro de diversos grupos, podendo ter o
seu desenvolvimento afetado tanto em ambientes naturais como em ambientes
de cultivo (Eiras et al., 2004). Entre 0os agentes responsaveis por doencas em
peixes estdo 0s mixozoarios, como um dos grupos de parasitos de maior
importancia (Feist & Longshaw, 2006). Esses parasitos podem causar
deformacBes em 6rgados e estruturas dos peixes devido a formacgéo de cistos,
além de diminuir sua resisténcia, tornado-os suscetiveis a infeccdes
secundarias e possivelmente a morte (Lom & Dykov4, 1992; Woo, 2006).

Mixozoarios sdo parasitos pertencentes ao filo Myxozoa (Grassé, 1970),
sendo microscopicos, unicelulares e formadores de esporos. Eles podem ser
encontrados tanto em ambiente marinho quanto em &gua doce, infectando
répteis, anfibios e principalmente peixes. Esses parasitos possuem um
diferencial morfolégico chamado de capsula polar, que sédo estruturas analogas
aos nematocistos dos cnidarios (Atkinson, 2011). Quando nos peixes, 0S
organismos sdo endoparasitos podendo infectar qualquer érgdo ou tecido,
podendo ser histozoicos (intracelular ou intercelular) e celozoéicos (cavidade
dos 6rgaos).

O filo Myxozoa possui atualmente mais de 2200 espécies descritas (Lom
& Dykova, 2006) e é formado pelas classes Malacosporea (Canning et al.,
2000) e Myxosporea (Buetschli, 1881). Dentro da classe Myxosporea (Buetchli,
1881), os mixozoarios estao divididos em 62 géneros, sendo 0s dois principais
Myxobolus (Bitschli, 1882) e Henneguya (Thélohan, 1892) (Griffin et al., 2008).

No Brasil, sdo conhecidas cerca de 100 espécies de mixozoarios (Naldoni et
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al., 2011), sendo dessas cerca de 58 pertencentes ao género Myxobolus e 55
pertecentes ao género Henneguya.

Em um passado recente os parasitos do filo Myxozoa eram divididos
erroneamente em duas classes: Myxosporea e Actinosporea. A classe
Myxosporea era composta por parasitos de vertebrados enquanto que a classe
Actinosporea era composta por parasitos de invertebrados, principalmente
anelideos (Lom & Noble, 1984; Kent et al., 2001). Essa classificagdo foi
alterada em por Wolf e Markiw (1984) que conseguiram elucidar o ciclo de vida
de Myoxobolus cerebralis (Hofer, 1903) e mostraram que o0 parasito alterna
entre um hospedeiro vertebrado, no caso o0 peixe, e um hospedeiro
invertebrado, sendo este o oligoqueta Tubifex tubifex (Muller, 1774). Com a
complementacao de outros estudos, foi constatado que os parasitos das duas
classes citadas anteriormente na verdade se tratavam de diferentes estagios
do ciclo de vida dos parasitos do filo Myxozoa. Assim todos os parasitos foram
unidos dentro da classe Myxosporea. Segundo Atkinson (2011), somente 52
espécies de mixozoarios tiveram os estagios de seus ciclos biolégicos
demonstrados. Isso representa apenas 3% de todas as espécies conhecidas
atualmente. Desse total, 47 ciclos s&o indiretos, com esporos morfologicamente
distintos alternando entre hospedeiros vertebrados (mixosporos) e
invertebrados (actinosporos), e nos outros cinco ocorrem a transmissao
horizontal ou vertical direta.

O filo Myxozoa sempre foi alvo de estudos para identificar a sua posi¢ao
dentre os metazoarios, e até os dias atuais esse tema é causa de debates.
Dados morfolégicos e moleculares sugerem que eles sejam membros

altamente degenerados do filo Cnidaria (Hatschek, 1888) (Jiménez-Guri et al.,
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2007). A classificacdo dos mixosporideos vem sendo debatida por varios
autores em relagdo a quais parametros sdo os mais confiaveis para determinar
a correta taxonomia do grupo. Recentemente, Fiala e BartoSova (2010),
através de um amplo estudo envolvendo a analise de varios marcadores
moleculares, como 28S rDNA, 18S rDNA e o gene codificante de proteina EF-
2, bem como dados morfoldégicos, demonstraram que as inferéncias
filogenéticas baseadas unicamente no sequenciamento do gene 18S rDNA
representam dados consistentes para estimar a relagdo evolutiva dos
mixosporideos, ndo tratando-se apenas da histéria evolutiva do gene em si. A
correta determinacdo taxonémica € um fator essencial para que se possa
chegar as generalizacbes e conclusdes confiaveis a respeito da ecologia,
patogenicidade e epidemiologia relacionados a qualquer patdégeno.

A grande heterogeneidade encontrada nos rios e bacias hidrograficas da
América do Sul reflete a mais rica e diversificada fauna de peixes do mundo,
exibindo uma grande diversidade morfologica, fisiologica, de atributos
ecolégicos e reprodutivos (Aguiar, 2008). O numero de espécies de peixes
dulcicolas no mundo é estimado em 13.000 espécies, cerca de 28 a 31% desta
diversidade, pode ser encontrada na regido Neotropical (Crispim & Stevaux,
2003). No entanto, varias acdes antrOpicas nestes ecossistemas dulcicolas,
como o represamento e construcdo de usinas hidroelétricas, destruicdo de
matas riparias, assoreamento, contaminacdo por pesticidas agricolas,
dragagem e/ou afogamento das lagoas marginais e poluicdo, levam a drastica
reducdo da biodiversidade de peixes (Carvalho, 2009). Os grandes rios do
Sudeste do Brasil estdo sofrendo um aumento continuo destes processos de

degradacédo (Pinto et al., 2006), um exemplo € o rio Batalha. O rio Batalha
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(Figura 1) percorre cerca de 167 quildometros. Este rio abrange total ou
parcialmente os municipios de Agudos, Bauru, Piratininga, Avai, Duartina,
Galia, Presidente Alves, Regindpolis e Uru. Sua nascente esta localizada na
Serra da Jacutinga (Agudos-SP) desaguando no rio Tieté, no municipio de Uru-
SP. A ma utilizacdo e ocupagdo do solo pelas atividades antropicas
desenvolvidas em sua area de drenagem (monocultura, reflorestamento e
pecuéria) tem reduzido a mata nativa e ripicola, desencadeando alteracdes da
qualidade de suas aguas e exposi¢cdo das areas das nascentes a crescentes
processos de erosdo de areas terrestres adjacentes ao rio, que conduzem ao
assoreamento de seu leito, além da poluicdo das suas aguas (Silva et al.,
2009). Além disso, existem grandes industrias na maioria das cidades que
margeiam o rio Batalha, que contribuem para a polui¢cdo deste rio, além do fato
de algumas cidades nao tratarem seu esgoto ou tratarem somente uma
porcentagem do mesmo, sendo o restante jogado no rio “in natura”. Este rio é o
responsavel pelo abastecimento de 45% da populacdo bauruense e, segundo
classificacdo da CETESB, sua agua é considerada de boa qualidade. A agua é
proveniente da lagoa de captacéo de agua do DAE (Departamento de Agua e
Esgoto) (Santos & Heubel, 2008). O reservatorio no qual é feita a captacdo das
adguas do rio Batalha esta situado no limite entre os municipios de Bauru
(22°18'54”S e 49°03’39”0) e Piratininga (22°24°46”S e 49°08’05”0), na regiao
CO do Estado de S&o Paulo. O reservatério foi construido em 1943 e sua
ampliacdo data de 1967, tendo havido uma nova expansao da area alagada em
agosto de 2004. Com uma capacidade média diaria de captacédo de 500L/seg e
vazdo de exploracdo de 1800m%h, o reservatério atualmente possui formato

irregular com comprimento que pode variar de 200 a 700 m, largura de 15 a
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200 m e profundidade de 0,60 a 2,0m. O sistema em questdo possui formato
irregular, com vegetacao ciliar apenas em um pequeno trecho de margens
(Silva et al., 2009).

A aquicultura € o setor de producdo de alimento que mais cresce
atualmente, sendo responsavel atualmente por 50% de toda a producdo de
peixe destinada a alimentagdo. Em escala global, a aquicultura produz 9,41 Kg
de peixes preparados para consumo, por pessoa. Isso se deve ao fato de
peixes serem a principal fonte de proteinas na América do Sul e também muito
importante em todos os outros continentes. A alta demanda por peixe, resultou
na necessidade de extensos estudos da fisiologia, comportamento e sanidade
de espécies com potencial para serem comerciados (Eiras et al., 2010).

Algumas espécies de mixozoarios infectam peixes que sao
economicamente importantes como recurso pesqueiro e outras infectam peixes
cultivaveis, podendo causar grandes prejuizos econdmicos, com altas razbes
de mortalidade (Barassa et al., 2003). Myxobolus € o maior género dentro da
classe Myxosporea e a espécie mais estudada deste género € M. cerebralis,
que provoca a “doenga do rodopio” ou “doenga da cauda negra”’. A doenga
manifesta-se nos exemplares jovens e se 0s esporos estiverem localizados na
cartilagem, perto da cépsula auditiva provocam distarbios natatérios
caracteristicos. Os esporos quando estdo localizados na cartilagem da coluna
vertebral, numa zona posterior a 26° vértebra, exercem pressao sobre os
nervos caudais que controlam a pigmentacdo da cauda, ficando esta
intensamente enegrecida (Feist & Longshaw, 2006). Esta doenca esta incluida
na lista de doencas de peixes de declaracédo obrigatéria nos paises em que

existe legislagdo sobre as mesmas (Eiras, 1994).
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Henneguya é o segundo género com maior nimero de espécies dentro
da classe Myxosporea, apresentando uma ampla distribuicdo geogréfica e
infecta peixes marinhos e dulcicolas. Os cistos podem estar localizados no
coragdo, cérebro, masculo, vesicula biliar, olhos, génadas, sistema nervoso e
outros locais, mas o local preferencial para a localizagdo dos cistos sdo as
branquias nas formas intra e interlamelar. Henneguya ictaluri (Pote et al., 2000)
ocasiona a doenca proliferativa da branquia (PGD) no peixe Ictalurus punctatus
(Rafinesque, 1818) gerando grandes perdas para pisciculturas. Henneguya
lateobracis (Yokohama, 2003) e Henneguya pagri (Yokohama, 2005), podem
causar mortalidade em Lateobrax sp. (Bleeker, 1855) e Pagrus major
(Temminck & Schlegel, 1843), respectivamente, por infeccbes no coracao
levando a cardiomiopatias degenerativas. Henneguya pseudoplatystoma
(Naldoni et al., 2009) causou importante reducdo da area funcional do epitélio
respiratério de exemplares de pintado hibrido, procedente de pisciculturas dos
Estados de S&o Paulo e Mato Grosso do Sul (Naldoni et al., 2009). Em
exemplares de pacu de pisciculturas do Estado de Sdo Paulo, Henneguya
piaractus (Martins & Souza, 1997), foi encontrada causando compressao dos
capilares, hemorragia e focos inflamatérios nas branquias (Adriano et al.,
2005a).

Algumas espécies pertencentes a outros géneros também podem causar
sérios danos em peixes de ambientes naturais ou em pisciculturas como os do
género Kudoa (Meglitsch, 1947), que se alojam nos musculos de peixes
marinhos e apos a morte do hospedeiro, ocasionam a liquefacdo da carne
tornando-a assim inviavel para o consumo (Woo, 2006). Ceratomyxa shasta

(Noble, 1950), um parasito de intestino, ocasiona uma alta taxa de mortalidade
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em salmdes juvenis do rio Klamath, localizado no Oregon-Califérnia, EUA
(Foott et al., 2004).

A utilizacdo de microscopia eletrbnica de transmissdo (MET) é de
extrema importdncia no estudo dos mixozodrios, pois fornece informacdes
muito relevantes sobre a morfologia dos esporos, principalmente o nimero de
voltas do filamento polar. Existem vérios trabalhos no Brasil que utilizaram a
MET como uma ferramenta para a descricdo de novas espécies, entre eles
podemos citar: Azevedo & Matos (1996), Azevedo & Matos (2003), Casal et al.
(2003), Vita et al. (2003), Adriano et al. (2005b,c), Matos et al. (2005), Tajdari et
al. (2005), Adriano et al. (2006), Casal et al. (2006), Feij6 et al. (2008), Azevedo
et al. (2008), Adriano et al. (2009), Azevedo et al. (2009), Azevedo et al. (2010),
Azevedo et al. (2011).

Parasitos tém inUmeras estratégias para evitar a deteccao dentro do
hospedeiro. Os mixozoarios s6 sdo observados quando € possivel ser
realizado um rompimento de seus cistos. Na maioria dos casos, um equilibrio
evolutivo foi alcancado entre o hospedeiro e o parasito e, mesmo quando a
histopatologia € evidente, € necesséario um exame detalhado, pois o 6rgéo
afetado ndo demonstra estar excessivamente prejudicado. Exemplos incluem
inflamacé&o cronica, formagcao de granulomas e fibrose central (Feist, 2008).
Sendo assim um estudo histopatolégico € de grande importancia para a
identificacéo de parasitos, bem como os efeitos por eles causados.

Os estudos feitos com mixozoarios muitas vezes séo prejudicados em sua
eficiéncia devido a falta de material para processamento e estudo, além da
dificuldade no dominio de etapas das técnicas de MET e histologia. N&o existe

nenhum estudo sobre mixozoarios parasitos de peixes realizado no rio Batalha,
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Estado de S&o Paulo, Brasil. Com base nesta perspectiva, pretende-se neste
estudo avaliar a biodiversidade dos mixozoarios parasitos, aprimorar a
metodologia para diagnostica-los e minimizar os possiveis problemas ocorridos
na preparagdo de material com as técnicas MET e histologia. Em sintese, com
base nos estudos anteriores, 0 uso conjunto das técnicas morfolégicas e as

analises moleculares sdo complementares e juntas elas aumentam a qualidade

dos resultados.

-
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Figura 1. Trecho do ri Batalha na cidae Reginéolis.
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Objetivos
Objetivo geral

Analisar a biodiversidade de mixozoarios parasitos de peixes oriundos
do rio Batalha, através de andlises morfo-histopatélogicas, incluindo a

ultraestrurural.
Objetivos especificos

e Encontrar uma melhoria no protocolo de processamento de mixozoarios
para analise sob microscopio eletrénico de transmisséo e histopatologia,
minimizando as perdas de material coletado em campo.

e Analisar a interacao parasito-hospedeiro através dos estudos histologicos
e ultra-estrutural.

e Verificar se existe influéncia da sazonalidade e do sexo do hospedeiro

no parasitismo por mixozoarios.



Artigo 1

Aplicagdo das técnicas de microscopia eletronica de
transmissdo e histologia, para andlise de mixozodrios

parasitos de peixes provenientes do rio Batalha, Sdo Paulo,

Brasil.
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Resumo

Foram estudados mixozodrios parasitando peixes do rio Batalha.
Henneguya sp. 1 e Henneguya sp. 2 foram encontrados parasitando as
branquias de Astyanax altiparanae e Leporinus friderici respectivamente. A
andlise ultraestrutural mostrou um desenvolvimento assincrono dos parasitos.
Henneguya sp. 3, Myxobolus prochilodus e Myxobolus sp. 1 foram encontrados
parasitando as branquias de Prochilodus lineatus. A analise ultraestrutural de
Henneguya sp. 3 e Myxobolus sp. 1 revelou o desenvolvimento assincrono do
parasito. Henneguya sp. 4 foi encontrado parasitando as branquias de
Cyphocharax modestus. A analise histopatoldgica mostrou que os cistos foram
observados se desenvolvendo na regido intralamelar das branquias. Em um
estagio avancado, a infeccao causou deformacao das estruturas lamelares. Na
andlise ultraestrutural foi possivel observar a presenca de varios esporos no
interior do cisto e a interacdo parasito-hospedeiro. Foram encontrados ainda
Henneguya guanduensis parasitando o intestino de Hoplosternum litoralle e
Myxobolus sp. 2 parasitando o intestino de Rhamdia quelen. Foi possivel
observar detalhes ultraestruturais de uma secc¢ao longitudinal de uma capsula
polar, diferentes seccbes do filamento polar, o detalhe da parede da capsula
constituida por uma Unica membrana e detalhe da regido apical da capsula
polar. Nesse estudo avaliou-se a biodiversidade dos mixosporideos parasitos
de peixes do Rio Batalha, com caracterizacbes morfoldégicas através de
microscopia eletrbnica de transmissdo (MET) e histologia, aprimorando

protocolos para o uso destas técnicas.

Palavras-chave: Characiformes, morfologia, Myxozoa, Siluriformes
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Abstract

Myxozoans parasites of fishes from Batalha river were studied.
Henneguya sp. 1 sp. and Henneguya sp. 2 were found parasitizing the gills of
Astyanax altiparanae and Leporinus friderici respectively. The ultrastructural
analysis showed an asynchronous development of the parasites. Henneguya
sp. 3, Myxobolus lomi (Myxobolus prochilodus nom. nov.) and Myxobolus sp. 1
were found parasitizing the gills of Prochilodus lineatus. The ultrastructural
analysis of Henneguya sp. 3 and Myxobolus sp. 1 revealed the asynchronous
development of the parasite. Henneguya sp. 4 was found parasitizing the gills of
Cyphocharax modestus. Histopathological analysis showed that the cysts were
observed developing in intralamellar region of gills. In an advanced stage, the
infection caused deformation of the lamellar structures. In ultrastructural
analysis we observed the presence of several spores inside the cyst and the
parasite-host interaction. Were found Henneguya guanduensis parasitizing the
intestine Hoplosternum litoralle and Myxobolus sp. 2 parasitizing the intestine
Rhamdia quelen. It was observed ultrastructural detail of a longitudinal section
of a capsule-polar, polar different sections of the filament, the capsule wall of
the description consists of a single membrane and detail of the apical portion of
the polar capsule. In this study we evaluated the biodiversity of myxozoans of
fishes from Batalha river, with morphological characterizations by transmission
electron microscopy (TEM) and histology, improving protocols for the use of

these techniques.

Keywords: Characiformes, morphology, Myxozoa, Siluriformes
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Introducao

Entre os agentes responsaveis por doencas em peixes estdo 0s
MixX0zOA&rios, que causam S€rios prejuizos para as espécies de peixes
economicamente importantes (Barassa et al., 2003). Um potencial patogénico
tem sido registrado em um grande ndmero de mixozodarios que podem afetar
qualquer 6rgédo do corpo do peixe e causar varias lesdes. Espécies do género
Henneguya e Myxobolus podem causar atrofia nos 6rgaos invadidos causada
pelo crescimento dos grandes plasmodios (Bowser & Conroy, 1985; Duhamel
et al., 1986; Yokoyama et al., 2003; Longshaw et al., 2003; Reimschuessel et
al., 2003). Henneguya multiplasmodialis forma plasmédios de até 2,5 cm e que
séo divididos em compartimentos, cobrindo uma boa &rea da regido branquial
(Adriano et al.,, 2012). Algumas espécies infectam peixes que sédo
economicamente importantes como recurso pesqueiro e outras infectam peixes
cultivaveis, podendo causar grandes prejuizos econémicos, com altas razées
de mortalidade (Bartholomew & Reno, 2002).

Os grandes rios do Sudeste do Brasil estdo sofrendo um aumento
continuo de processos de degradacédo (Pinto et al., 2006), tendo como exemplo
o rio Batalha. Esse rio percorre cerca de 167 quildmetros abrangendo total ou
parcialmente diversos municipios do interior do Estado de S&o Paulo. O efeito
antrépico tem reduzido a mata nativa e ripicola, desencadeando alteracfes da
qualidade de suas aguas e exposi¢cdo das areas das nascentes a crescentes
processos de erosao de areas terrestres adjacentes ao rio, que conduzem ao
assoreamento de seu leito, além da poluicdo das suas aguas (Silva et al.,

2009).
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A ordem com maior riqueza de espécies presente no rio Batalha é a dos
Characiformes, sendo as familias Characidae e Curimitadae as mais
representativas (Heubel, 2000). A ordem Characiformes compreende 18
familias, 270 géneros e mais de 1674 espécies de peixes descritas, podendo
ser considerado um dos grupos de peixes mais especiosos de dgua doce do
mundo (Nelson, 2006). A grande abundancia e diversidade de espécies
contribui para a diversidade parasitaria, visto que cada grupo de hospedeiro
possui comportamento e habitos alimentares diferentes dos demais e os
mixozodrios apresentam uma alta especificidade parasitaria (Molnar et al.,
2008).

Esse estudo realizou analises ultraestruturais e histoldégicas de
mixozodrios parasitos de peixes do rio Batalha, observando a morfologia dos
parasitos, bem como as interagdes parasito-hospedeiro e a biodiversidade de
parasitos encontrada nesse rio. Além disso foram analisadas as metodologias
de processamento para diagnéstico do parasito, visando encontrar melhorias

para o0s préoximos estudos. Esse é o primeiro estudo sobre mixozoarios

realizado no rio Batalha.

Material e Métodos

Este projeto foi desenvolvido no Laboratério de Ictioparasitologia da
Universidade do Sagrado Coragédo - USC, em colaboragdo com o Laboratoério
de Parasitologia de Animais Silvestre da Unesp, campus de Botucatu. Para o
desenvolvimento desta pesquisa foram utilizadas instalagbes e equipamentos
da USC (laborat6rio, microscépio de luz, micr6tomo) e da Unesp (microscopio

eletronico de transmissao, microcopio de luz com constraste (DIC)).
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e Coleta dos peixes

Foram realizadas cinco coletas no rio Batalha (latitude 21°52'33.0" S e
longitude 49°14'19.9" 0O), Reginodpolis, Sado Paulo, Brasil, nos meses de
estiagem (junho, julho e agosto) e de cheia (novembro e dezembro) de 2014.
Um total de 115 espécimes de peixes foram capturados e analisados, sendo 30
espécimes de Cyphocharax modestus (Fernandez-Yépez, 1948), 10 de
Rhamdia quelen (Quoy & Gaimard, 1824), 20 de Astyanax altiparanae (Garutti
& Britski, 2000), 30 de Leporinus friderici (Bloch, 1794) e 20 de Prochilodus
lineatus (Valenciennes, 1836) e cinco de Hoplosternum litoralle (Hancock,
1828). Para a captura dos peixes foram efetuadas coletas utilizando-se redes
de espera simples de diferentes malhas. Intercaladas as coletas com redes de
espera, outros aparatos de captura como redes de arrasto (de 200 m de
comprimento) e “peneirdo” também foram utilizados, com o intuito de completar
a amostragem desejada. ApoOs a coleta, para cada espécime capturado foram
registradas as seguintes informacfes: espécie, data da amostragem,
comprimento padrao (cm), peso total (g). Os peixes foram sacrificados através
de transeccdo da medula. No momento da necropsia também foi registrado o
sexo de cada espécie. As coletas dos peixes foram realizadas com autorizacao

do SISBIO e do Ministério do Meio Ambiente (n° 40998-2).

e Coleta dos esporos

Todos os peixes apds a captura foram processados em campo ou
levados para analise em laboratorio utilizando tanque com sistema de aeracdo
para manté-los vivos. Foi realizado um exame detalhado da superficie de cada

espécime a procura de cistos de mixozoarios ou qualquer tipo de anomalia
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tecidual que apresentasse aspecto suspeito para este grupo de parasitos. Além
disso, narinas, nadadeiras, branquias, musculos, olhos, rim, figado, baco,
vesicula biliar, gbnadas, regido da cabeca, cavidades do corpo e cartilagens
foram examinados a procura de mixozoarios. A coleta e processamento dos
parasitos foram realizadas de acordo com os procedimentos indicados por
Eiras et al. (2000). As caracteristicas necessarias para descrever e/ou
identificar as espécies de Henneguya e Myxobolus foram as recomendadas por
Lom e Arthur (1989). Os 6rgédos foram retirados e os fragmentos infectados
com cistos ou plasmddios, foram acondicionados, seguindo os critérios para
posterior processamento ou técnica a ser empregada, visto que o material
estudado se destinava a varias finalidades diferentes de processamento:
Microscopia eletronica de transmissédo (MET), histologia e montagem a fresco

para microscopia de luz.

e Microscopia de luz

A montagem para observacdo em microscopio com DIC, foi realizada
com o rompimento dos cistos e os esporos foram montados entre lamina e
laminula. Foram feitas compara¢cdes morfolégicas com espécies de Myxobolus
e Henneguya j& descritas no Brasil e na América do Sul. A andlise
morfométrica dos esporos frescos foi realizada utilizando sistema de analise de
imagens acoplado a um microscopio seguindo os métodos de mensuracao
especificos. As fotografias foram realizadas no microscopio com o dispositivo
para DIC no Laboratério de Parasitologia de Animais Silvestres (LAPAS) na

UNESP em Botucatu.
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e Analise Ultraestrutural

Para analise ultraestrutural foram utilizados dois protocolos diferentes.
Foram processados cistos de mixozoarios no CME — Centro de microscopia
eletrbnica da Unesp e no Linus Pauling Institute (Oregon State University -
EUA).

No Centro de microscopia eletronica da Unesp pequenos fragmentos de
branquias infectados contendo cistos foram retirados, recortados em pequenos
fragmentos de até 2 mm3 e fixados em solugdo de Karnovsky, por no minimo 3
horas em temperatura ambiente. A solucdo de Karnovsky foi utilizada devido a
sua composicao de glutaraldeido 25%, paraformoldeido 8% e tampéao fosfato
0,2M, pH 7,3, ser considerada a ideal para fixacdo das amostras, devido as
propriedades de cada um de seus componentes (Morris, 1965; Crookham et
al., 1991). Depois de serem retiradas do fixador, as amostras foram lavadas
trés vezes de 5 minutos cada, em tampéao fosfato 0,1M pH7,3. ApGs isso, O
material foi imerso em tetréxido de 6smio por duas horas. Passado esse tempo
o material foi lavado em agua destilada, por trés vezes de 10 minutos cada.
ApoOs a lavagem o material foi imerso em acetato de uranila 0,5% em agua
destilada por cerca de 2 horas, e posteriormente foram desidratados em série
crescente de acetona. O material foi colocado em uma solugdo 1:1 de resina
Araldite + Acetona 100% onde ficou por 12 horas em temperatura ambiente, e
posteriormente foi colocado em resina pura por 1 hora, para que fosse
emblocado. Os blocos foram trimados e foram feitos cortes semifinos (0,5um)
para escolher a regido de interesse. Apos a escolha da regido de interesse os
blocos foram trimados novamente e foram feitos os cortes ultrafinos. Os cortes

foram contrastados com solucdo saturada de acetato de uranila em alcool 50%,
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por cerca de 20 minutos, e posteriormente com citrato de chumbo por 10
minutos e observados ao microscopio eletrénico de transmissao (MET) Zeiss
EM900.

Posteriormente, para conseguir algumas melhorias nos resultados,
algumas alternativas dentro dessa metodologia foram testadas. O tempo que o
material ficou em solug&o 1:1 de resina Araldite + Acetona 100% foi alterado de
12 horas para 24 horas e em outro caso para 36 horas. Em algumas ocasites
os blocos nao foram trimados, visto que o material € muito pequeno e portanto
o risco de o material ser perdido durante a trimagem é grande. O corte semifino
também foi feito diversas vezes, para ter certeza de onde estava o material
parasitario no corte, evitando chances de este nao estar presente quando fosse
feito o corte ultrafino.

No Linus Pauling Institute, as amostras foram retiradas do fixador e
lavadas em agua destilada 3 vezes por 5 minutos. Depois as amostras foram
colocadas em tetroxido de 6smio 2%, ferrocianeto de potassio 5% e agua
durante 30 minutos a temperatura ambiente no escuro. Posteriormente, as
amostras foram lavadas em &gua destilada 3 vezez por 10 minutos cada.
Entdo, foram incubadas em THC (tiocarbohidrazida) 5% em agua por 15
minutos. Foram entdo lavadas em agua destilada novamente para serem
novamente incubadas em tetroxido de 6smio 1% por 30 minutos. As amostras
foram novamente colocadas em THC 5% por 20 minutos e posteriosmente
lavadas com agua destilada, para serem novamente colocadas em tetréxido de
osmio 1% agora por 30 minutos. Finalmente, as amostras foram lavadas em
agua destilada 4 vezes por 10 minutos cada, para serem inseridas em acetato

de uranila em 25% de metanol, overnight a 40°C. No outro dia, foram lavadas
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novamente 3 vezes por 10 minutos cada e incubadas em bloco com aspartato
de chumbo (0,02 M de nitrato de chumbo em 0,03 M aspartato de sodio, pH
5,5) por 30 minutos a 60°C. Depois foram desidratadas em uma série crescente
(30, 50, 70, 80, 90, 96%) de acetona 2 vezes por 7 minutos cada, finalizando
com 3 lavagens de 7 minutos cada em acetona pura. As amostras foram
infiltradas com acetona/Durcupan 1:1 por 1 hora e posteriormente foram
embebidas em Durcupan puro. As grades foram examinadas no OSU Electron

Microscopy Facility.

e Histologia

Para realizar a histologia, os fragmentos infectados que foram coletados
por ocasido das necropsias foram fixados em solugdo de Karnovsky e
conservados na solugdo por um determinado tempo. Apds a fixacdo, foi
realizada a retirada do material do fixador e iniciada a desidratagdo em
concentracdes crescentes de alcool (3 lavagens em 70°GL substituido a cada
duas horas, em seguida, o material permaneceu em alcool 95°GL por 4h). Foi
realizada a passagem do material para uma mistura de resina + alcool por 12
horas. Finalmente, o material foi transferido para a resina de infiltracdo e apds
isso foi feita a inclusdo do material com a resina. Posteriormente, foram
realizados cortes com o auxilio de micr6tomo que foram corados com

Hematoxilina-Eosina e Azul de Toluidina (Michalany, 1980).

e Analise estatistica

A prevaléncia (Prev.%) foi calculada conforme Bush et al. (1997), sendo
o numero de hospedeiros infectados dividido pelo o numero de hospedeiros

examinados para aquela espécie de parasito. O teste G (independéncia),



38

realizado com o programa BioEstat 5.0 (Ayres et al. 2007), foi utilizado para
avaliar se as estacdes secas e chuvosas e o0 sexo dos hospedeiros
influenciaram nas prevaléncias dos parasitos. Resultados foram considerados

significantes quando tinham 95% de significancia (p<0,05).

Resultados

Henneguya sp. 1 (Figura 1-A) estava parasitando as branquias de A.
altiparanae. Dos 20 espécimes coletados quatro estavam parasitados (20% de
prevaléncia). Nao houve correlagdo entre o parasitismo e o0 sexo dos
hospedeiros e com a sazonalidade, visto que dos 4 peixes parasitados 2 eram
machos que foram coletados no periodo de seca e 2 eram fémeas que foram
coletadas no periodo chuvoso. As medidas de Henneguya sp. 1 foram as
seguintes: 11,27 = 1,2 ym de comprimento do corpo, 5,21 = 0,8 um de largura,
11,08 £ 2,1 ym de comprimento da cauda e 21,2 + 2,0 ym de comprimento
total. As cdpsulas polares possuiam 3,7 + 0,2 ym de comprimento e 1,2 + 0,1
Mm de largura. O esporoplasma possuia 3,7 £ 0,3 ym de comprimento e o
filamento polar possuia de 4-5 voltas. A histologia mostrou que os cistos se
formaram internamente nas lamelas primarias das branquas, causando uma
deformacédo destas lamelas (Figuras 1-B e 1-C). Cortes transversais de
esporos revelaram que as capsulas polares estavam posicionadas
obliguamente em relacédo ao eixo longitudinal da capsula, apresentando 4 a 5
voltas dos filamentos polares (Figura 2-A). O desenvolvimento do parasito foi
assincrono, com alguns esporos maduros, esporos imaturos e em estagios
iniciais de desenvolvimento distribuidos pelo cisto (Figura 2-B). Também foi

possivel observar no esporoplasma alguns esporoplasmossomos (Figura 2-C).
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Figura 1 (A-C). A. Esporo maduro de Henneguya sp. 1. B. Cisto presente na regido intralamelar
do filamento primério das branquias de Astyanax altiparanae (Garutti e Britski, 2000). C.
Esporos maduros de Henneguya sp. 1 em corte histol6gico dentro do cisto presente na branquia

(Coloracao: hematoxilina-eosina).
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Figura 2 (A-C). A. Analise ultraestutural mostrando o nimero de voltas (4-5) dos filamentos
polares (fp) e as valvas (v) ja& formadas. ep: esporoplasma; cp: cépsula polar. B. Imagem
indicando o desenvolvimento assincrono dos esporos, com a presenga de esporos maduros e
esporos em desenvolvimento (*). C. Corte transversal mostrando as duas capsulas polares (cp)
com os filamentos polares (fp), a presenca das valvas (v) simétricas e o0 esporplasma (ep) com
0s esporoplassomos (setas brancas).
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Henneguya sp. 2 (Figura 3-C) foi encontrada parasitando as branquias
(Figura 3-A) de L. friderici. Dos 30 peixes coletados trés estavam parasitados
(10% de prevaléncia). Houve correlagdo significativa entre o parasitismo e o
sexo dos hospedeiros, bem como com a sazonalidade. Todos o0s peixes
infectados eram fémeas coletadas no periodo de seca. As medidas de
Henneguya sp. 2 foram as seguintes: 7,46 = 0,2 ym de comprimento de corpo,
16,92 £ 0,2 yum de comprimento de cauda, 24,54 + 0,4 ym de comprimento total
e 3,90 + 0,2 ym de largura. As capsulas polarem possuiam 2,4 + 0,1 um de
comprimento e 1,2 + 0,1 ym de largura, enquanto o esporoplasma possuia 3,2
+ 0,2 um de comprimento. O filamento polar possuia de 5-8 voltas. Os cistos
foram encontrados na regido distal da lamela priméria das branquias e mediam
de 0,5-1 cm. O desenvolvimento do parasito foi assincrono (Figura 3-B). Os

esporos maduros foram encontrados na regiao central do cisto.
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Figura 3. (A-C). A. Imagem evidenciando com as setas brancas a presenga dos cistos na regido
distal dos filamentos branquiais. Barra: 0,5 cm B. Desenvolvimento assincrono dos esporos
dentro dos cistos com a presenca de esporos ainda em estagio intermediario de desenvolvimento
(*). C. Lamina preparada com material fresco mostrando os esporos maduros de Henneguya sp.
2.

Henneguya sp 3., Myxobolus prochilodus (Eiras et al., 2014), Myxobolus
sp.1 foram econtrados parasitando as branquias de P. lineatus. Dos 20 peixes
coletados, M. prochilodus estava presente em trés (15% de prevaléncia),
Henneguya sp 3. estava presente em cinco peixes (25% de prevaléncia) e
Myxobolus sp. 1 estava presente em oito peixes (40% de prevaléncia). No que
diz respeito ao sexo dos hospedeiros, somente 0s machos estavam
parasitados por M. prochilodus e Henneguya sp. 3 e a prevaléncia também foi
significativamente maior entre os machos para Myxobolus sp. 1 (G = 13,52;

P<0,05; GL = 1). Em relacdo a sazonalidade, 100% dos peixes parasitados por
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M. prochilodus foram coletados no periodo de seca, e também houve
prevaléncia significativamente maior na seca para Henneguya sp. 3 (G = 20,26;
P<0,05, GL = 1) e Myxobolus sp. 1 (G = 13,52; P<0,05; GL = 1). As medidas de
Henneguya sp. 3 (Figura 4-A) foram as seguintes: 16,14 + 1,0 uym de
comprimento de corpo, 29,07 £ 2,1 ym de comprimento de cauda, 4,69 = 0.8
Mm de largura do corpo e 46,21 + 0,9 um de comprimento total. As capsulas
tinham tamanhos diferentes, sendo que a capsula maior possuia 6,9 + 0,3 um
de comprimento e 1,6 + 0,3 um de largura, enquanto que a cépsula menor
possuia 5,3 £ 0,2 ym de comprimento e 1,5 + 0,1 uym de largura. O
esporoplasma possuia 5,57 + 0,7 ym de comprimento. O filamento polar
possuia de 7-8 voltas (Figura 4-B). A analise ultraestrutural de Henneguya sp. 3
permitiu observar o desenvolvimento assincrono do parasito e a morfologia dos
esporos, como o numero de voltas do filamento polar (Figura 4-C). As medidas
de M. prochilodus foram as seguintes: 14,2 + 1,4 um de comprimento e 11,1 +
1,5 um de largura. As capsulas polares maiores possuiam 6,4 + 0,9 ym de
comprimento e 3,1 + 0,7 ym de largura, enquanto as capsulas menores
possuiam 6,0 + 0,8 ym de comprimento e 2,9 £ 0,5 ym de largura, com o
filamento polar tendo 8-11 voltas. Os cistos de M. Prochilodus foram
encontrados bem delimitados préximos a base do filamento primario da
branquia, entre o tecido conectivo e 0 0sso (Figuras 5-A e 5-B). As medidas de
Myxobolus sp. 1 (Figura 6-A) foram as seguintes: 6,93 + 0,8 uym de
comprimento de corpo e 5,10 £ 0,5 uym de largura. As capsulas polares
possuiam 2,07 + 0,3 ym de comprimento e 1,52 + 0,2 ym de largura. O
esporoplasma possuia 1,55 £ 0,4 ym de comprimento. O filamento polar

possuia de 7-8 voltas. A andlise ultraestrutural de Myxobolus sp.1 revelou que
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o cisto e a parede das capsulas possuem uma s6 membrana, duas valvas lisas
e simétricas (Figuras 6-C). A histologia revelou que Myxobolus sp. 1 se
encistou na regido intralamelar dos filamentos priméarios das branquias,
proximo ao tecido cartilaginoso de suporte e causou deformacdo dessas
lamelas, bem como das lamelas secundarias que estavam conectadas a ela,

diminuindo a superficie respiratéria (Figuras 6-B e 6-D).

rados parasitando as branquias
de Prochilodus lineatus (Valenciennes, 1836). B. Analise ultraestrutural de Henneguya sp. 3
com a imagem evidenciando o filamento polar (fp) (7-8 voltas). C. Desenvolvimento assincrono
dos esporos dentro do cisto, com a presenga de esporos jovens (*) e esporos maduros.
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Figura 5 (A-B). A. Cisto de Myxobolus lomi (Myxobolus prochilodus nom. nov.) (Azevedo et
al., 2014) com a presenca de inUmeros cistos entre o tecido cartilaginoso e o tecido 6sseo da
branquia de Prochilodus lineatus (Valenciennes, 1836). B. Amplificacdo da primeira imagem,

evidenciando Myxobolus lomi através de analise morfométrica.

- £ t"

Figura 6 (A-D). A. Esporos maduros de Myxobolus sp. 1 encontrados parasitando as branquias
de Prochilodus lineatus (Valenciennes, 1836). B. Cisto intralamelar encontrado no filamento
primario da branquia de Prochilodus lineatus, préximo ao tecido cartilaginoso de suporte
(Coloracdo: Giemsa). C. Analise ultraestrutural de Myxobolus sp. 1 evidenciando as capsulas
polares (cp) e os filamentos polares (fp). ep: esporoplasma. D. Imagem aumentada dando
destague aos esporos maduros dispersos por toda a regido intralamelar da branquia (Coloracéo:
Giemsa).
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Henneguya sp. 4 (Figuras 7-A e 7-D) foi encontrada parasitando as
branquias de C. modestus. Dos 30 espécimes coletados 11 estavam
parasitados (37% de prevaléncia). No que diz respeito ao sexo dos
hospedeiros, a prevaléncia de Henneguya sp. 4 foi significativamente maior
entre as fémeas (G = 21,84; P<0,05; GL = 1) porém n&o houve relagéo entre a
prevaléncia e as estacdes chuvosa e seca (G = 0,32; P>0,05; GL = 1). As
medidas de Henneguya sp. 4 foram as seguintes: 15,24 + 1,1 um de
comprimento de corpo, 14,78 + 1,8 ym de comprimento de cauda, 4,96 = 0,4
pum de largura do corpo e 29,62 + 1,2 um de comprimento total. O niumero de
voltas dos filamentos polares foi de 6-8 voltas. A analise histolégica mostrou
gue os cistos foram observados se desenvolvendo na regido intralamelar das
branquias. Os cistos estavam localizados no tecido cartilaginoso de suporte
(Figura 7-B) e em outros casos perto de veias. Eles estavam localizados ainda
na regido distal, medial e proximal dos filamentos branquiais e nas lamelas
secundarias (Figura 7-C). Em um estagio avancado, a infeccdo causou
deformacéo das estruturas lamelares, juntou as lamelas vizinhas, produzindo
fusdo lamelar, e causou hiperplasia em células epiteliais, mas nao foi
observado muco. Na andlise ultraestrutural foi possivel observar a presenca de
varios esporos no interior do cisto e a interacdo parasito-hospedeiro. Foi
possivel observar detalhes de uma seccao longitudinal de uma capsula polar,
mostrando diferentes secc¢des do filamento polar (Figura 8), capsulas polares
com parede constituida por uma membrana dupla e detalhe da regido apical da
capsula polar (Figura 9 A-C). A analise ultra-estrutural revelou ainda que as
capsulas polares podem ser desiguais em tamanho e estagios de

desenvolvimento jovens foram distribuidos aleatoriamente ao longo do cisto
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(Figura 9-B).Haviam alguns esporos apresentando uma fase inicial de
desenvolvimento da formacao do filamento polar (Figura 9-C). Observou-se a

presenca de inumeros canais de pinocitose que ligam o exterior com o

ectoplasma do parasito (Figura 10).

AR (TR || R e
Figura 7 (A-D). A. Esporos maduros de Henneguya sp. 4 encontrados parasitando as branquias
de Cyphocharax modestus (Fernandez-Yépez, 1948). B. Cisto (20x) em desenvolvimento no
tecido de cartilagem (*) das placas de suporte. (Coloracdo: hematoxilina-eosina). C. Cistos
(10x) (setas), desenvolvidos nas regido interlamelar das branquias. (Coloragdo: hematoxilina-
eosina). D. Imagem (40x) mostrando aproximados os esporos de Henneguya sp. 4 parasitando
Cyphocharax modestus. (Coloragdo: Giemsa)

e
-
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Figura 8. Detalhes ultraestruturais de Henneguya sp. 4. Uma seccdo longitudinal de uma cépsula
polar, mostrando as diferentes sec¢@es do filamento polar (seta) com o nimero de voltas (6-8), e
a constituicdo da parede da capsula polar por uma dupla membrana (asterisco).

Figura 9 (A-C). A. Analise uItrstuturaI de esporo maduro de Henneguya sp. 4. Corte
longitudinal evidenciando o processo caudal (seta) e o esporoplasma com os componentes
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celulares. B. Corte longitudinal de Henneguya sp. 4 mostrando as duas capsulas polares (cp)
presentes no esporo. A imagem também mostra que ha diferenca entre o tamanho das duas
capsulas polares. C. Corte longitudinal mostrando o inicio da formacao dos filamentos polares
(seta), que estdo indo para dentro da capsula polar.

Figura 10. Relacéo parasito-hospedeiro mostrando a parede do cisto formado por Henneguya sp.
4. Observe a presenca de inimeros canais de pinocitose (*) na parede do cisto (pc) que
terminam em vesiculas, ligando o exterior para o ectoplasma do parasito.

Foram encontrados ainda Henneguya guanduensis (Abdallah et al.,
2007) parasitando o intestino de H. litoralle (40% de prevaléncia) e Myxobolus
sp. 2 parasitando o intestino de R. quelen (10% de prevaléncia). A espécie de
Henenguya que parasitava H. litoralle media 33,4 + 4 ym de comprimento total,
14,3 £ 0,9 ym de comprimento do corpo, 6,1 £ 0,4 ym de largura do corpo e
18,5 + 0,5 um de comprimento da cauda. As capsulas apresentavam tamanhos
diferentes, sendo que a capsula maior possuia 4,4 + 0,8 um de comprimento e
2,2 + 0,2 ym de largura e a capsula menor possuia 3,9 + 0,4 um de

comprimento e 2,2 + 0,1 um de largura. A analise ultraestrutural de H.
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guanduensis mostraram detalhes ultraestruturais de uma seccao longitudinal
de uma capsula polar, diferentes sec¢bes do filamento polar, o detalhe da
parede da capsula constituida por uma Unica membrana e detalhe da regido
apical da capsula polar (Figuras 11-A e 11-B). A secdo transversal das
capsulas polares mostraram ainda duas cépsulas polares com filamento polar
com 3-6 voltas (Fig 11-C) e a linha de sutura da parede do esporo. Myxobolus
sp. 2 (Figura 12) que parasitava R. quelen media 11,18 = 0,3 pm de
comprimento do corpo e 7,78 £ 0,9 um de largura. As capsulas eram de igual
tamanho e mediam 4,23 + 0,2 ym de comprimento e 2,26 = 0,3 ym de largura,
engquanto que o esporoplasma apresentava 3,47 + 0,4 ym de comprimento. O

namero de voltas do filamento polar era de 7-8.
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Figura 11 (A-C). A. Corte longitudinal de Henneguya guanduensis (Abdallah et al., 2007),
mostrando o esporoplasma, a capsula polar contendo o filamento polar (fp) e as duas valvas (v)
simétricas. B. Corte transversal de Henneguya guanduensis com a evidenciacdo das capsulas
polares (cp), dos filamentos polares (fp) e das valvas (v). C. Imagem amplificada para melhor
observacdo das capsulas polares e dos filamentos polares, podendo ser possivel contar o nimero
de voltas do filamento (6 voltas).
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Figura 12. Esporo maduro de Myxobolus sp. 2 encntrado parasitando o intestino de Rhamdia
quelen (Silfvergrip, 1996).
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Tabela 1: Comparacdo morfométrica (um) de esporos maduros de Henneguya sp. 1, Henneguya sp. 2, Henneguya sp. 3 e
Henneguya sp. 4 com outras espécies de Henneguya parasitos de espécies de peixes encontradas no Brasil e no resto do mundo.

Parasito

CC LC

CA CT CP LP VF Local da infec¢éo Hospedeiro
Henneguya sp. 1 11,27 +1,.2 521+ 0,8 11,08+ 2,1 212+ 2 3,7+ 0,2 12+ 0,1 4a5 Branquias Astyanax altiparanae
(Garutti & Britski, 2000)
Henneguya artigasi 16,3 4,4 6,2 - 3,3 1,4 - Branquias Astyanax scabripinnis
(Gioia & Cordeiro, 1987) (Jenyns, 1842)
Henneguya hoimba 24,68 7,51 11,8 - - - - Branquias Astyanax fasciatus
(Cordeiro & Gioia, 1987) (Cuvier, 1819)
Henneguya intracornea - 6,6 (5,6 - 24,7 (17,8 - 42,4 (36,5 - 8,5(6,9 - 2,3(1,8- 8a9 Cérnea Astyanax scabripinnis
(Gioia & Cordeiro, 1986) 9,9) 28,9) 45,9) 9,9) 3,9) (Jenyns, 1842)
Henneguya piaractus 12,7 (11,8 - 3,6(3,2- 41,2 (39,7 - 52,5 (47,6 - 6,7 (6,3 - 1,2 (0,9 - 8a9 Branquias Piaractus mesopotamicus
(Martins & Souza, 1997) 13,6) 3,9) 43,6) 56,3) 7,1) 1,6) (Holmberg, 1887)
Henneguya pisciforme 20,4 (17,3 - 6,1 (4,4 - 10,6 (8,4 - - 4,2 (3,1- - - Branquias Hyphessobrycon anisitsi
(Cordeiro et al., 1984) 23,2) 6,7) 12,8) 6,1) (Eigenmann, 1907)
Henneguya striolata 15,8 (14,4 - 17) 53(4,9- 25,9 (23,6 - 42,2 (39,3 - 1,2(11- - 13a14 Branquias Serrasalmus striolatus
(Casal et al., 1986) 5,9) 29,8) 45,6) 1,3) (Steindachner, 1908)
Henneguya testicularis 14 (14 - 14,5) 6,5 (6 - 6,5) 13,5(13-14,5) 27,5(27 - 28,5) 9(8,5-9,5) 2(2-25) 12a13 Testiculo Moenkhausia oligolepis
(Azevedo et al., 1997) (Gunther, 1864)
Henneguya wenyoni - 4,5-6 8,0-12 20 3 15 - Branquias Tetragonopterus sp.
(Pinto, 1928) (Cuvier, 1816)
Henneguya sp. 2 7,46 £0,2 3,9+0,2 16,9+ 0,2 245+ 04 2401 1,2+0,1 5a8 Branquias Leporinus fridericii (Bloch,
1794)
Henneguya azevedoi 10 (9,9-10,2) 4,4 (4-5) 35,6 (34,9 - 45,2 (45,5 - 47) 3,8(3,5-4) 1 6a7 Branquias Leporinus obtusidens
(Barassa et al., 2012) 36,5) (Valenciennes, 1837)
Henneguya leporini 13-15 5 15-18 28-33 5a 8 - - Ducto urinério

(Nemeczek, 1926)

Leporinus mormyrops
(Steindachner, 1875)




54

Henneguya caudicula
(Eiras et al., 2008)

Henneguya leporinicola
(Martins et al.,1999)

Henneguya fridericii
(Casal et al., 2003)

Henneguya travassoi
(Guimaraes & Bergamin,
1933)

Henneguya schizodon
(Eiras et al., 2004a)

Henneguya sp. 3
Henneguya caudalongula
(Adriano et al., 2005)

Henneguya paranaensis
(Eiras et al., 2004b)

Henneguya sp. 4
Henneguya cyphocharax
(Abdallah et al., 2007)

Henneguya garavelli
(Martins & Onaka, 2006)

Henneguya amazonica
(Rocha et al., 1992)

Henneguya corruscans
(Eiras et al., 2009)

11,3 (11-12)
7.6 (55-8,7)
10,4 (9,6 -
10,8)
10,1-10,8
13,1 (12 - 14)
16,4 +0,1
16,6 + 0,54
16,1 (14 - 17)
152+ 1,1
11,3 (7,7 -
13,4)
115+ 1.4
13,9 (11,5 -

14,9)

14 (13 - 15)

5,4 (5 - 6)
42 (36-
4,9)

5,7 (4,8 -
6,6)

3,8-4.8

3,3(3-4)

4,7+0,8

4,6+0,2

6,5(6-7)

5+04

4.4(29-

6,3)

50+£1.2

5,7 (5,2 -

6,3)

5

3,6 (3-4)
21,8 (12,9 -
32,3)

23,3(19,1 -
28,7)

15,3-18

16,3 (15 - 17)

29+2,1

52,6 +1,5

43,1 (41 - 46)

148+1,8

23.7 (20,8 -

31,5)

174+24

45,4 (41,7 -

52,1)

13,7 (12 - 15)

14,7 (14 - 16)

33,8 (28,7 -
39,9)

26,3-28,1

28,9 (27 - 30)

46,2+0,9

71+1,4

60,4 (56 - 63)

29,6 +1,2

35.1 (29,6 -

44,4)

28.9+25

59,3 (55 - 65,9)

27,6 (25 - 29)

3,7(3-4)

3(2-3,6)

4,9 (45 -

5,9)

32-4

54 (5-6)

6,9+0,3

6,1+0,2

8,4 (8-9)

52(4,2-
6,3)

43+03
3,3(2,7-
3,6)

6,8 (6-7)

15

1,6 (1,2 - 2)

2,1(1,5-

2,6)

1,3(1-1,5)

16+03

16+0,1

1.9 (15-
2,3)

15+0.2

1,5(1,1-
1,9)

7a8

8al0

7a8

10a1l

10a12

6a8

7a9

8a9

5a6

Branquias

Branquias

Branquias

Musculo

Rins

Branquia

Branquia

Branquia

Branquia

Branquia

Branquia

Branquia

Branquia

Leporinus lacustris
(Amaral Campos, 1945)

Leporinus macrocephalus
(Garavello & Britski, 1988)

Leporinus friderici (Bloch,
1794)

Leporinus sp. (Agassiz,
1829)
Schizodon fasciatus (Spix

& Agassiz, 1829)

Prochilodus lineatus
(Valenciennes, 1837)

Prochilodus lineatus
(Valenciennes, 1837)

Prochilodus lineatus
(Valenciennes, 1837)

Cyphocharax modestus
(Fernandez-Yépez, 1948)

Cyphocharax gilbert
(Quoy & Gaimard, 1824)

Cyphcharax nagelii
(Steindachner, 1881)

Crenicichla lepidota
(Heckel, 1840)

Pseudoplatystoma
corruscans (Behr, 1997)

Nota: Comprimento do corpo (CC), Largura do corpo (LC), Comprimento da cauda (CA), Comprimento total (CT), Comprimento da capsula (CP), Largura da capsula (LP), Voltas dos filamentos

polares (VF).
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Tabela 2: Comparacao morfométrica (um) de esporos maduros de Myxobolus sp. 1 e Myxobolous sp. 2 com outras espécies de

Myxobolus parasitos de espécies de peixe encontradas no Brasil e no resto do mundo.

Parasito CcC LC CP LP VF Local da Infeccdo Hospedeiro
Myxobolus sp. 1 6,93+0,8 510+£0,5 2,07+£0,3 1,52+0,2 7a8 Branquias Prochilodus lineatus
(Valenciennes, 1837)
Myxobolus insignis (Eiras et al., 2005a) 14,5 11,3 7,6 4,2 6 Branquias Semaprochilodus
insignis (Jardine, 1841)
Myxobolus franciscoi (Eiras et al., 2010) 6,4 6 2 15 3 Nadadeiras Prochilodus argenteus
(Spix & Agassiz, 1829)
Myxobolus lomi (Azevedo et al., 2014) 142+1,4 11,1+1,5 6,4+0,9 3,1+0,7 8all Branquias Prochilodus lineatus
(Valenciennes, 1837)
Myxobolus porofilus (Adriano et al., 57 +0,3 4,8 £0,2 16 +0,1 1,1 +0,1 3ab Cavidade visceral Prochilodus lineatus
2002) (Valenciennes, 1837)
Myxobolus sp. 2 11,2+0,3 7,8+0,9 4,2+0,2 23+0,3 7a8 Intestino Rhamdia quelen (Quoy
& Gaimard, 1824)
Myxobolus absonus (Cellere et al., 2002) 15,7 £1,5 10,2 £ 0,7 6,4+0,7 3,6 £05 5 Cavidade opercular Pimelodus maculatus
(Lacepede, 1803)
Myxobolus cordeiroi (Adriano et al., 108+0,5-11,3 7,1+0,2-75 52+03-54 14+01-15 5a6 Branquia, pele, bexiga urinéria, olhos Zungaro Jahu (Ihering,
2009a) +0,3 +0,3 +0,2 +0,3 1898)
Myxobolus flavus (Carriero et al., 2013) 9,2+0,2 6,5+0,3 45+0,2 1,6+0,1 4a5 Branquias Pseudoplatystoma
corruscans (Behr, 1997)
Myxobolus macroplasmodialis (Molnér et 11 (10,5 - 12) 8,5(8-9) 4,5 (4-5) 28(2-3) 6 Cavidade abdominal Salminus maxillosus
al., 1998) (Valenciennes, 1850)
Myxobolus colossomatis (Molnar & 10,5 (10,3 - 8(7,2-8,5) 6 (5,8 - 6,6) 2,1(1.8-2,5) 7a8 Nadadeiras, coragao, figado, Colossoma
Békési, 1993) 10,9) membrana serosa macropomum (Cuvier,
1818)
Nota: Comprimento do corpo Largura do corpo (LC), Comprimento da céapsula (CP), Largura da cépsula (L), Voltas dos filamentos polares (VF).
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Discussao

Anélise morfométrica

Os principais critérios para a comparacao entre as diferentes espécies de
Henneguya s&o a presenga ou auséncia de uma bainha envolvente, forma dos
esporos, comprimento e largura dos esporos, forma e comprimento das
capsulas polares, medidas e disposicéo interna dos filamentos polares (nUmero
de voltas e sua posi¢do em relacdo ao eixo) e o comprimento da cauda (Lom &
Dykova, 2006).

As caracteristicas morfométricas de Henneguya sp. 1, Henneguya sp. 2,
Henneguya sp. 3 e Henneguya sp. 4 foram comparadas com todas as espécies
de Henneguya previamente descritas infectando peixes de agua doce da
América do Sul e outras regides do mundo (Eiras, 2002). As comparacdes
foram principalmente focadas nas espécies de Henneguya que foram descritas
parasitando hospedeiros das mesmas familias dos hospedeiros desse estudo.
Dentro da familia Characidae ja foram descritas oito espécies na América do
Sul, sendo que nenhuma delas se assemelhou com Henneguya sp. 1, tendo
todas um comprimento de corpo, comprimento total, comprimento de cauda ou
namero de voltas do filamento polar superior a esta (Tabela 1). Dentro da
familia Anastomidae ja foram descritas 7 espécies no Brasil, sendo que a que
mais se assemelhou a Henneguya sp. 2 foi Henneguya leporinicola (Martins et
al., 1999). Porém, essa espécie possui um comprimento de cauda 21,8 (12,9-
32,3) superior ao de Henneguya sp. 2 (16,9 + 0,2), além de diferencas em
outras comparacdes morfométricas. Ja foram descritas duas espécies de
Henneguya parasitando Prochilodus lineatus. Porém, tanto Henneguya

caudalongula (71 £ 1,4) (Adriano et al., 2005), quanto Henneguya paranaensis
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(60,4 (56-63)) (Eiras et al., 2004b), possuem o comprimento total superior ao
comprimento total de Henneguya sp. 3. Além disso, o numero de voltas do
filamento polar das espécies também é diferente (Tabela 1). Também ja foram
descritas duas espécies de Henneguya parasitando o género Cyphocharax.
Entretanto, Henneguya cyphocharax (11,3 (7,7 — 13,4); 23,7 (20,8 — 31,5))
(Abdallah et al., 2007) e Henneguya garavelli (11,5 +1,4; 17,4 £ 2,4) (Martins et
al., 2006) possuem o comprimento de corpo e o comprimento de cauda
diferentes de Henneguya sp. 4 (15,2 £ 1,1; 14,8 £ 1,8). O numero de voltas do
filamento polar também difere entre as 3 espécies. Também foram comparadas
espécies de Henneguya descritas infectando peixes de outras familias da
América do Sul e do mundo. Porém, a comparacao revelou que as espécies
descritas aqui diferem em pelo menos uma das seguintes caracteristicas:
comprimento total dos esporos, comprimento do corpo do esporo, comprimento
do processo caudal, comprimento ou largura da cépsula polar, nimeros de
voltas dos filamentos polares, sitio de infec¢édo e distancia filogenética entre os
hospedeiros (Eiras, 2002).

O género Myxobolus caracteriza-se por ter esporos elipsoidais com duas
valvas iguais, duas capsulas polares e serem binucleados no esporoplasma.
Os principais critérios para a comparacdo entre as diferentes espécies de
Myxobolus s&o a forma dos esporos, comprimento e largura dos esporos,
formas e medidas das capsulas polares e o arranjo interno dos filamentos
polares (Lom & Dykova, 2006).

As caracteristicas de Myxobolus sp. 1 e Myxobolus sp. 2, foram
comparadas com todas as espécies de Henneguya previamente descritas

infectando peixes de agua doce da América do Sul e outras regides do mundo
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(Eiras, 2005b; Eiras, 2014). As comparacdes foram principalmente focadas nas
espécies de Myxobolus que foram descritas parasitando hospedeiros das
mesmas familias dos hospedeiros desse estudo. Dentro da familia
Prochilodontidae ja foram descritas quatro espécies de Myxobolus na América
do Sul. As que mais se assemelharam a Myxobolus sp. 1 foram Myxobolus
franciscoi (Eiras et al., 2010) e Myxobolus porofilus (Adriano et al., 2002).
Porém, M. franciscoi e M. porofilus possuem o nimero de voltas do filamento
polar (3 e 3 a 5, respectivamente) inferiores a Myxobolus sp. 1 (7 a 8). Além
disso, existem algumas pequenas diferengcas no comprimento e largura do
corpo como indicado na Tabela 2. Na familia Pimelodidae j& foram descritas
trés espécies de Myxobolus parasitando peixes do Brasil. A espécie que mais
se assemelhou a Myxobolus sp. 2 foi Myxobolus cordeiroi (Adriano et al.,
2009a). Porém, existem diferencas no comprimento da capsula polar (4,2 = 0,2
para Myxobolus sp. 2 e 5,2 + 0,3 - 5,4 £ 0,2 para M. cordeiroi) e na largura da
capsula polar (2,3 £ 0,3 para Myxobolus sp. 2 e 1,4 £0,1 - 1,5 =+ 0,3 para M.
cordeiroi). Além disso, também ha diferencas no nimero de voltas do filamento
polar (7 a 8 para Myxobolus sp. 2 e 5 a 6 para M. cordeiroi). Também foram
comparadas espécies de Myxobolus descritas infectando peixes de outras
familias da América do Sul e do mundo. Myxobolus colossomatis (Molnar &
Békési, 1993) tem medidas semelhantes as de Myxobolus sp. 2, mas difere no

comprimento da cdpsula polar (6 (5,8 — 6,6)).
Andlises de prevaléncia

E bem conhecido que a sazonalidade das infeccbes por mixosporideos
estd associada a inumeros fatores biolégicos e ecoldgicos (Guitang et al.,

2003). Haaparanta et al. (1994) propuseram que as condi¢des climéticas
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influenciam diretamente a prevaléncia sazonal dos mixosporideos. Além disso
Cone (1994) e Guitang et al. (2003), sugeriram que a sazonalidade de
Henneguya deve ser sincronizado com o desenvolvimento do hospedeiro
intermediario oligoqueta. Além disso, eles sugerem que as diferentes taxas de
desenvolvimento presentes entre as espécies de mixozoarios também pode
gerar flutuagcbes na sazonalidade do parasito. Neste estudo, foi possivel
observar as diferengcas entre as prevaléncias do parasitismo em relacdo ao
sexo dos hospedeiros e as diferencas sazonais da presenca de mixozoarios
parasitando peixes do rio Batalha.

As espécies encontradas nos hospedeiros A. altiparanae, P. lineatus e L.
friderici, apresentaram maior prevaléncia para a estacdo seca, sugerindo que a
ocorréncia desses parasitos sofre influéncia das variagdes sazonais.

Quando se trata da influéncia do sexo do hospedeiro no parasitismo,
foram encontrados resultados significativamente maiores para as fémeas de C.
modestus e L. friderici e para os machos de P. lineatus. Isso pode indicar que
fatores comportamentais ou fisiologicos diferentes entre os géneros podem
estar relacionados com a prevaléncia da infeccdo. Os machos séo conhecidos
por serem geralmente mais sensiveis ao parasitismo do que as fémeas de
parasitas devido a sintese de testosterona, que pode exercer um custo,
diminuindo competéncia imunitaria (Poulin, 1996). Porém, em nosso estudo, a
prevaléncia s6 foi significativamente maior para os machos de P. lineatus,
mostrando que os machos ndo eram mais sensiveis do que as fémeas para
esses parasitos e revelando que essa diferenca entre 0s sexos poderia ser

irrelevante.
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Os resultados obtidos neste trabalho ndo permitem inferéncias sobre os
efeitos da sazonalidade e do sexo do hospedeiro em parasitismo por
mMix0zodarios, mas em conjunto com outros estudos e a continuacdo dos
estudos nesse rio, € possivel uma compreensdo sobre a dindmica desse

ambiente.

Histologia

Hé diversos casos de patologias associadas a infeccfes por mixozoarios
nas branquias de peixes. Como exemplos de andlises histopatolégicas
podemos citar Molnar et al. (1998), Adriano et al. (2009b) e
Azevedo et al. (2009). Henneguya ghaffari (Haaparanta et al., 1994) tem um
efeito prejudicial no seu hospedeiro, diminuindo a superficie respiratoria
funcional das branquias. Henneguya pseuplatystoma (Naldoni et al., 2009)
causa spherodiosis (asfixia e perdas respiratorias) nos peixes infectados,
através de deformacdes dos filamentos e das lamelas branquiais, diminuindo a
area (til respiratoria.

A andlise histolégica de Henneguya sp. 4 parasitando as branquias de C.
modestus permitiu observar que a infeccdo macica por este parasito pode
comprometer as funcdes de respiracdo por deformacdo das estruturas
lamelares e reducdo da é&rea respiratoria. A presenca de cistos dentro dos
filamentos branquiais foi relatado por Martins e Souza (1997) e Martins et al.
(2000). Eiras et al. (1999) relataram cistos de Henneguya piaractus do tipo
intralamelar presentes no epitélio de de branquias de pacus cultivados.
Podemos perceber que Henneguya sp. iniciou uma hiperplasia epitelial, juncao
e atrofia das lamelas respiratdéria no local do cisto, o que confirma que

Henneguya sp. tem um efeito prejudicial no seu hospedeiro, diminuindo a
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7

superficie respiratdria funcional das branquias. Hiperplasia € uma comum
resposta a infeccdo parasitaria, bem como a resposta inflamatoéria e disturbios
circulatorios observados durante as infec¢des parasitarias macicas (Martins et
al., 1997, 1999, 2000). A presenca de Henneguya sp. pode causar um efeito
negativo sobre o desenvolvimento dos espécimes de C. modestus infectados e
pode levar a perdas significativas, especialmente se uma elevada prevaléncia e
intensidade de infeccdo do parasito estiverem associados a mas condicdes
ambientais e bioldgicas. A presenca de melanomacréfagos poderia indicar uma
reacao inflamatdria no tecido branquial infectado.

Myxobolus sp. 3 causou deformacBes nas lamelas primarias e
secundarias das branquias de P. lineatus. De acordo com Adriano et al. (2005),
essas alteracbes podem comprometer fungdes branquiais parcialmente e, por
conseguinte, diminuir a capacidade respiratoria e de troca idnica. Para M. lomi
infectando as branquias de P. lineatus, como os cistos foram encontrados perto
da area das artérias, uma possivel compressao dessa area pode ocorrer
advindo do aumento do numero de cistos. Isso prejudicaria a funcéo
respiratoria dos espécimes de P. lineatus infectados.

A andlise histoldgica revelou a presenca de um envoltério de tecido
conjuntivo no cisto de Henneguya sp. 1, uma caracteristica comum na infeccéo
por mixosporideos (Sitja-Bobadilla, 2008); além disto, foi observado que o
desenvolvimento do plasmadio ocasionou uma pequena compressao no tecido
adjacente, porém, nenhum infiltrado inflamatoério foi observado. Barassa et al.
(2003b), durante a realizagdo uma analise histoldégica nas branquias de A.
altiparanae de ambiente natural, descreveram a presenca de H. chydadea com

cistos do tipo intralamelar. Henneguya sp. 1 foi encontrada na mesma situacao.
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Esta forma de infeccdo é considerada menos patogénica do que a infeccéo
interlamelar, que é freqlientemente associado com a morte do hospedeiro
(Eiras et al., 1999).

Tossavi et al. (2014) analisaram Henneguya sp. infectando o intestino de
Clarias gariepinus (Burchell, 1822). Foi possivel observar a deformacédo da
parede do intestino, com deformacéo das vilosidades intestinais e destruicao
de algumas camadas do tecido muscular liso. A presenca de cistos de
Myxobulus sp. 2 no intestino de R. quelen pode dificultar a absorcdo de
nutrientes, causando desnutricdo. Em grandes quantidades, os cistos podem
causar deformacgéo da parede intestinal, prejudicando a excrecdo dos peixes,
gue junto com a desnutricdo, pode acarretar a morte.

O protocolo estabelecido para processamento do material parasitario
visando uma analise histolégica alcangou sucesso em 75% dos casos, quando
o fixador utilizado foi a solucdo de Karnovsky. O material parasitario que foi
perdido ou ndo obteve resultado satisfatorio, provavelmente apresentou esse
resultado por problemas na fixagdo dos cistos e esporos. Portanto, assume-se
que a solucdo de Karnovsky é uma boa alternativa para ser utilizada para a
fixacdo de mixozoarios, visando-se a analise histolégica do parasitismo, visto

gue apresentou uma taxa de sucesso alta.

Analise ultraestrutural

O estudo ultraestrutural dos esporos de mixozodarios é de importancia
taxondmica para a classificacdo (Lom & Noble, 1984). Dados ultra-estruturais
vem sendo utilizados como um importante ferramenta no entendimento da

interagdo parasito-hospedeiro (EI-Mansy & Bashtar, 2002; Adriano et al.,
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2005; Naldoni et al., 2009). De acordo com Moraes e Martins (2004), a fauna
parasitaria de peixes de cultivo, tem um potencial patolégico maior, com
elevada taxa de mortalidade quando ha um desequilibrio na relacéo parasito-
hospedeiro, causado por um ambiente de ma qualidade ou insuficiente gestao.
Em rios e grandes reservatorios, esse desequilibrio raramente ocorre uma vez
que 0s peixes ndo estdo sujeitos as mesmas condi¢cdes, e 0S Mesmos
parasitos encontrados nos peixes de cultivo ndo causam tantos danos aos
hospedeiros.

Henneguya sp. 1, Henneguya sp. 2, Henneguya sp. 3 e Henneguya sp. 4
apresentaram desenvolvimento assincrono. De acordo com Eiras et al. (1999),
este desenvolvimento assincrono sugere diferentes periodos de infeccgéo.
Adriano et al. (2005b) descreveram H. caudalongula parasitando as branquias
de P. lineatus cultivado em fazendas de peixes no Estado de Sao Paulo e
desenvolvimento assincrono do parasito.

Os esporos maduros de Henneguya sp. 2 foram encontrados na regiao
central do cisto. Este desenvolvimento j4 foi observado anteriormente para
outras espécies de mixozoarios (Naldoni et al., 2009; Barassa et al., 2012).

A caracterizacdo ultra-estrutural do plasmédio de mixosporideos é
importante para a compreensao das interacdes entre estes parasitos e seus
hospedeiros, revelando aspectos dos mecanismos e estratégias pelas quais o
parasito obtém nutrientes para apoiar todas as formas de desenvolvimento no
interior do plasmoédio. A caracterizacao ultra-estrutural da parede plasmodial
dos mixosporideos é de grande relevancia, pois esta estrutura possui algumas
funcdes vitais para 0 parasita, como o0 transporte de suprimentos e

fornecimento de nutrientes necessarios para o desenvolvimento do plasmaodio
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gue ocorre através de canais de pinocitoce que estdo conectados na parede
plasmodial (Hallett & Diamant, 2001; El-mansy & Bashtar, 2002). Henneguya
sp. 4 mostrou numerosos canais pinocitécitos ligados ao lado de fora do
plasmodio para a zona do ectoplasma, demonstrando a intensa atividade
nutricional do plasmaédio. Esta estrutura parece desempenhar uma importante
funcdo no fornecimento de nutrientes necessarios para o desenvolvimento do
plasmaédio, como observado por El-Mansy e Bashtar (2002), Barassa et al.
(2012) e Naldoni et al. (2011). A parede do cisto apresentou uma membrana
dupla. O corte longitudinal de uma cépsula polar o mostrou o nimero de voltas
do filamento polar e o tamanho desiguais deles, o que contribui para a
comparacao morfoldégica com as espécies ja descritas.

Esta € a primeira vez que é feita a andlise ultraestrutural de Henneguya
guanduensis, que é importante para adicionar informa¢des morfologicas para a
descricdo da espécie, como a confirmacdo do nimero de voltas do filamento
polar, uma caracteristica importante para a diferenciacdo morfolégica de
MIixX0ZOArios.

Dentre as duas metodologias utilizadas para a analise ultraestrutural,
tivemos maior sucesso em obtencdo de boas imagens na utilizada no Linus
Pauling Institute (Oregon State University - EUA). A analise de Henneguya sp.
4 parasitando as branquias de C. modestus pode ser completa, com a
observacdo da interacdo parasito-hospedeiro, além das diversas analises
morfologicas dos esporos maduros que puderam também serem observadas.
Na metodologia utilizada no CME (Centro de microscopia eletrénica da Unesp),
foi necessario promover algumas alteracbes para alcancar um melhor

resultado. Os primeiros cortes feitos com mixozodrios parasitos de A.
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altiparanae e P. lineatus, rasgavam com facilidade e apresentavam-se com
maior quantidade de excesso de material quimico utilizado no processamento
do material. Posteriormente com o teste de algumas alteracdes como deixar o
material um tempo superior ao praticado anteriormente em 1:1 de resina
araldite + acetona 100% e um aumento na quantidade de concentracdes de
acetona na bateria de desidratacao, resultou em resultados melhores como os
encontrados para H. guanduensis e outros mixozoarios objetos de nosso
estudo.
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Resumo

Espécimes maduros de Salminus hilarii coletadas no rio Batalha foram
analisadas em busca de mixozoarios parasitos. Dos oito espécimes
capturados, 50% das fémeas estavam parasitadas por Myxobolus aureus nas
gbnadas e 57% estavam parasitadas no figado. Somente fémeas estavam
parasitadas por M. aureus, porém nao houve correlacdo entre o parasitismo e a
sazonalidade. Somente ovdcitos maduros foram encontrados parasitados. Os
cistos encontrados nas gonadas deram um aspecto esbranquicado aos
ovacitos infectados e a andlise histologica revelou a destruicdo da estrutura
normal destes, devido a presenca do parasito. A andlise ultraestrutural mostrou
uma deformacdo e a formacdo de espacos vazios dentro do ovdcito, com a
presenca de inumeros esporos. Nao foram observadas respostas inflamatorias.
Quando comparadas as medidas morfolégicas dos esporos encontrados com
as ja registradas na literatura, se observou que se tratava da espécie M.
aureus. Concluimos que uma infeccdo massiva por M. aureus no ovario de S.

hilarii pode causar a castracdo parasitaria.

Palavras-chave: castracdo parasitaria, histologia, Myxozoa, ultraestrutural
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Abstract

Mature females of Salminus hilarii collected in the Batalha River were
analyzed for myxozoans parasites. Of the eight specimens captured 50% of
females had their gonads parasitized wife Myxobolus aureus gonads and 57%
were parasitized in the liver. Only females were parasitized by M. aureus, but
there was no correlation between parasitism and seasonality. Only mature
oocytes were found infected. The cysts found in the gonads have a whitish
appearance to the infected oocytes and histological analysis revealed the
destruction of the normal structure of these, due to the presence of the parasite.
The ultrastructural analysis showed a deformation and formation of voids inside
the oocyte with the presence of numerous spores. Inflammatory responses
were not observed. Compared the morphological measurements of spores
found with the reported in the literature, it was observed that it was the specie
M. aureus. We conclude that a massive infection with M. aureus in ovarian S.

hilarii can cause parasitic castration.

Keywords: parasitic castration, histology, Myxozoa, ultrastructural
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Introducéo

Mixozoérios sdo microparasitos metazoarios relacionados aos Cnidaria
(Jimenez-Guri et al., 2007, Holland et al., 2011), que podem afetar qualquer
orgdo e tecido do peixe, tendo um ciclo de vida indireto envolvendo um
hospedeiro invertebrado, geralmente um anelideo, no qualo parasito produz
actinosporos que infectam o hospedeiro vertebrado, geralmente um peixe
teledésteo (Lom & Dykova, 2006). A ocorréncia de mixozodrios parasitando
peixes tem sido extensivamente estudada em peixes de cultivo devido ao seu
potencial patogénico (Feist & Longshaw, 2006). Quando atingidos em larga
escala, os peixes de cultivo tanto de agua doce quanto dgua salgada podem
morrer, dependendo do Orgdo parasitado, levando a uma grande perda
econdmica. Alguns dos problemas relacionados ao parasitismo por mixozoarios
sdo a reducdo da capacidade respiratoria (Adriano et al., 2005), diminuicdo da
fecundidade do hospedeiro (Swearer & Robertson, 1993) e castragéo
parasitaria (Sitja-Bobadilla & Alvarez-Pellitero, 1993).

A classe Myxosporea possui cerca de 2200 espécies, sendo que o
género Myxobolus (Butschli, 1882) é o mais especioso, com um total de 905
espécies atualmente. No Brasil, 58 espécies de Myxobolus foram descritas
(Eiras et al., 2014). Ja foram descritas espécies parasitando o tecido conjuntivo
da nadadeira (Eiras et al., 2010), branquias (Adriano et al., 2009; Azevedo et
al., 2014), figado (Carriero et al., 2013), coluna vertebral (Longshaw et al.
2003), bexiga natatéria (Adriano et al., 2006), coracéo (Ye et al., 2014), dentre
outros Orgaos e tecidos. Poucas espécies foram descritas parasitando as

gbnadas de peixes, sendo o principal exemplo M. dahomeyensis (Siau, 1971)
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que parasita os ovarios de Synodontis ansorgi (Boulenger, 1911) e tilapias
(Gbankoto et al., 2001). No Brasil, o Unico relato de mixozoarios parasitando a
gbnada € de Torres et al. (1994), em que Henneguya amazonica estava
parasitando os testiculos de Hoplosternum litoralle (Hancock, 1828). N&o existe
nenhum registro de mixozodrios parasitando Salminus hilarii (Vallenciennes,
1829), apesar de o parasitismo por mixozoarios em outros membros desse
género ja terem sido registrado, como Myxobolus salminus (Adriano et al.,
2009b) parasitando Salminus brasiliensis (Curvier, 1816).

Salminus hilarii € popularmente conhecido como dourado-branco ou
tabarana, e tem uma grande importancia para a pesca comercial e esportiva
(Andrade et al., 2004). A tabarana é um caracideo da subfamilia Salminae que
tem ampla distribuicdo nas bacias hidrogréficas brasileiras (Godoy, 1975). As
fémeas de S. hilarii apresentam ovarios em estruturas pares, alongados,
dispostos ao longo da bexiga natatéria e envolvidos pelo mesovario (de
Andrade et al., 2004).

Esse artigo apresenta os resultados do primeiro estudo relacionado a
mixozoarios do género Myxobolus parasitando o ovério e o figado de S. hilarii,

no rio Batalha, Sao Paulo, Brasil.

Material e Métodos

Durante o periodo de margo de 2014 a junho de 2015 foram coletados
oito espécimes de S. hilarii no rio Batalha (latitude 21°52'33.0" Sul e longitude
49°14'19.9" Oeste), Regindpolis, Sdo Paulo, Brasil. Dos oito espécimes
coletados, 6 eram fémeas e 2 eram machos. As coletas dos peixes foram

realizadas em dois periodos distintos, sendo um deles no periodo de cheia e
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outra no periodo de seca, com intuito de verificar a influéncia da sazonalidade
no parasitismo. Foram utilizadas rede de espera simples de diferentes malhas
para a captura dos peixes. Os peixes capturados tiveram seu comprimento
padrdo (cm) e peso (g) registrados apos a coleta e foram analisados ainda em
campo. Os peixes foram sacrificados através de transeccdo da medula. As
coletas dos peixes foram realizadas com autorizacdo do SISBIO e do Ministério
do Meio Ambiente (n° 40998-2). O sexo foi determinado com base na
morfologia externa do hospedeiro e na observacdo das gbnadas apés a
disseccdo. As fémeas com tamanho minimo de 20 cm, que representa o
primeiro estagio de maturacdo sexual (de Andrade et al.,, 2004) foram
submetidas a andlise do ovario. Todos os 6rgaos dos peixes foram analisados
sob um exame detalhado em busca de qualquer aspecto diferente que
indicasse a presenca dos mixozoarios, como a presenca de cistos nos tecidos.
Quando encontrados os cistos dos parasitos, a coleta e o processamento foram
realizados de acordo com os indicados em Eiras et al. (2000). A descricao
morfolégica das espécies foi feita de acordo com Lom e Arhur (1989). Os
fragmentos infectados com cistos ou plasmadios foram fixados em solucéo de
Karnovsky para posterior processamento visando analise ultraestrutural e
histopatoldgica.

Para estudo ultraestrutural, os fragmentos de figado e 0s ovdcitos
infectados foram retirados do fixador e as amostras foram lavadas trés vezes
de 5 minutos cada, em tampéo fosfato 0,1M pH7,3. ApOs isso o0 material foi
imerso em tetroxido de O0smio por duas horas. Passadas as duas horas o
material foi lavado em agua destilada, por trés vezes de 10 minutos cada. Apos

a lavagem o material foi imerso em acetato de uranila 0,5% em agua destilada
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por cerca de 2 horas e, posteriormente, foram desidratados em série crescente
de acetona. O material foi colocado em uma solucédo 1:1 de resina Araldite +
Acetona 100% onde ficou por 12 horas em temperatura ambiente e,
posteriormente, foi colocado em resina pura por 1 hora, para que fosse
emblocado. Os blocos foram trimados e foram feitos cortes semifinos (0,5 pm)
para escolha da regido de interesse. Ap0Os, os blocos foram trimados
novamente para que fossem feitos os cortes ultrafinos. Os cortes foram
contrastados com solucdo saturada de acetato de uranila em alcool 50%, por
cerca de 20 minutos e, posteriormente, com citrato de chumbo por 10 minutos
e observadas ao microscopio eletronico de transmissao (MET) Zeiss EM 900.

Para realizar a histologia, os ovocitos que foram coletados por ocasido
das necropsias passaram pela retirada do material do fixador e foi iniciada a
desidratacdo em concentracdes crescentes de alcool (3 lavagens em 70°GL
substituido a cada duas horas, em seguida, o material permaneceu em alcool
95°GL por 4h). Foi realizada a passagem do material para uma mistura de
resina + alcool por 12 horas. Finalmente, o material foi transferido para a resina
de infiltracdo e, posteriormente, foi feita a inclusdo do material com a resina.
Posteriormente, foram realizados cortes com o auxilio de microtomo que foram
corados com Hematoxilina-Eosina e Azul de Toluidina (Michalany, 1980).

A montagem para observagdo em microscopio com DIC foi realizada
ainda em campo com o material fresco, onde os cistos foram rompidos e o0s
esporos montados entre lamina e laminula. Foram feitas comparacdes
morfolégicas com espécies de Myxobolus que infectam ovarios e espécies ja
descritas para o género Salminus. A prevaléncia (Prev.%) foi calculada

conforme Bush et al. (1997), sendo o numero de hospedeiros infectados
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dividido pelo o numero de hospedeiros examinados para aquela espécie de
parasita. O teste G (independéncia), realizado com o programa BioEstat 5.0
(Ayres et al., 2007), foi utilizado para avaliar se as estacdes secas e chuvosas
influenciaram nas prevaléncias dos parasitos. Resultados foram considerados

significantes quando tinham 95% de significancia (p<0,05).

Resultados

Myxobolus aureus (Carriero et al., 2013) foi encontrado parasitando as
gbnadas (Figuras 1-A e 1-B) e o figado de S. hilarii (Figura 1-C). A prevaléncia
encontrada foi de 50% para as gonadas e 57% para o figado. O parasitismo
por M. aureus nao foi influenciado pela sazonalidade (G = 2,02; P>0,05; GL =
1). Os esporos maduros tinham formato oval e mediam 13,6 + 0,5 uym de
comprimento e 8,4 £ 0,4 ym de largura. A espessura foi de 5,4 £ 0,2 ym e as
duas capsulas polares apresentaram o mesmo tamanho, medindo 5,9 + 0,3 uym
de comprimento e 2,8 + 0,3 um de largura. O filamento polar apresentava 7-8
voltas.

Os cistos encontrados nas génadas, tomavam cada um por completo um
ovocito. Ovocitos ndo infectados apresentavam-se normais, engquanto que
ovocitos infectados continham o corpo esbranquicado, completos com um
liquido espesso branco (Figuras 2-A e 2-B). A parede do ovocito manteve sua
integridade, mas a analise histoldgica mostrou que o desenvolvimento do
parasito deixou cavidades abertas e causou a destruicdo da estrutura normal
do ovécito (Figuras 3-A e 3-B). O desenvolvimento dos esporos causou ainda
uma reducdo da area funcional do tecido infectado (Figura 3-C). Os cistos

encontrados no figado possuiam cerca de 4 mm de comprimento e continham
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inUmeros esporos em estagio final de desenvolvimento. Nao foram observados
grandes prejuizos para o hospedeiro, visto que eram poucos cistos e néo
houve nenhuma reacéo inflamatéria (Figura 3-D).

A andlise ultraestrutral mostrou que com o continuo crescimento dos
esporos dos parasitos, houve uma degeneracdo dos componentes normais do
ovocito e um aumento de areas vazias dentro deste. O estudo ainda revelou
gue o parasito se desenvolve dentro do ovoécito sem induzir reacdo inflamatoria
como resposta do hospedeiro. Também foi possivel observar todas as
caracteristicas morfolégicas dos esporos maduros como a presenca das
capsulas polares e dos filamentos polares, assim como as valvas simétricas e 0
nacleo (Figuras 4 A-D e 5-B). Foi possivel observar esporos em diversos

estagios de desenvolvimento (Figura 5-A).
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parasitando a gbnada de Salminus hilarii (Vallenciennes, 1829). C. Esporos maduros de
Myxobolus aureus encontrados parasitando o figado de Salminus hilarii.

Figura 2 (1-2). 1. Ovdcito infectado (seta) por Myxobolus aureus (Carriero et al., 2013), em
contato com vasos sanguineos presentes na membrana do ovario. 2. Ovdcito infectado (seta)
com Myxobolus aureus, levando a formagdo de um liquido branco e espesso que o preencheu.
Barra: 1 cm.
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Figura 3 (A-D). A. Comparagdo histoldgica entre o ovdcito maduro infectado por Myxobolus
aureus (Carriero et al., 2013) e ovécitos imaturos e saudaveis. (Coloragdo: hematoxilina-eosina)
B. Rompimento da parede do ovdcito e a eliminacdo de grande quantidade de esporos de
Myxobolus aureus (Coloragdo: hematoxilina-eosina). C. Ovdcito infectado pelos mixozoarios
com todo o tecido interno substituido pelo cisto do parasito. (Coloracdo: Giemsa). D. Analise
histoldgica do parasitismo de Myxobolus aureus no figado de Salminus hilarii (\Vallenciennes,
1829). O cisto deformou o tecido do hospedeiro somente no local onde estava instalado
(Coloracao: azul de toluidina).
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Figura 4 (A-D). A. Corte longitudinal de Myxobolus aureus (Carriero et al., 2013) evidenciando
as capsulas polares (cp) e a presenca dos filamentos polares. B. Corte longitudinal de esporo
maduro de Myxobolus aureus, evidenciando a presenca dos filamentos polares (fp), e o
esporoplasma (ep) com a presenga de seus componentes. C. Corte tranversal de Myxobolus

aureus com a presenca do nudcleo (n). D. Esporo de Myxobolus aureus com a presenca das
capsulas polares e do filamento polar (fp).
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Figura 5 (A-B). A. Esporo de Myxobolus aureus (Carriero et al., 2013) ainda em fase de
desenvolvimento. B. Imagem amplificada evidenciando as voltas (7-8) do filamento polar (fp).

Discusséo

As medidas morfolégicas encontradas para esporos maduros tanto para
0S mixozoarios encontrados no figado quanto os encontrados nas gbnadas,
juntamente com a aparéncia morfologica se assemelham quase que
completamente com as medidas descritas para M. aureus (Carriero et al,
2013), o que nos levou a assumir que se trata dessa espécie. Apesar disso, é a
primeira vez que se faz um estudo ultraestrutural de M. aureus, o que nos
impossibilita de fazer uma comparagéo da organizagéo celular do parasito.

De acordo com as ultimas sinopses sobre mixozoarios (Eiras et al., 2005,
2014), apesar da alta diversidade e da grande capacidade de infectar diversos
hospedeiros, os mixozoarios ndo tem sido descritos frequentemente infectando
gbnadas. Ainda assim, dados sugerem que espécimes pertencentes ao filo
Myxozoa podem emergir com um sério potencial patologico se encistar em
tecidos reprodutivos de peixes (Sitja-Bobadilla, 2009) tanto selvagens quanto

de cultivo (Moran et al. 1999; Palenzuela, 2006). A presenca de um mixozoario
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infectando tecido sexual de um Characiforme € uma situacao rara e portanto
nao ha ainda muitas informacdes sobre 0s prejuizos que esse parasitismo pode
causar para esses peixes. Em nosso estudo, foi possivel observar o cisto
tomando todas as regides do ovocito maduro do peixe e impossibilitando uma
fecundacdo nesses ovacitos, diferentemente de H. amazonica infectando H.
litoralle que infectava o foliculo ovariano e o estroma do ovario, mas permitia o
desenvolvimento normal desses ovdcitos (Torres et al., 1994). A morfologia dos
ovocitos infectados foi alterada e acreditamos que devido a isso e a massiva
infeccdo nesses ovdcitos, ndo ocorrera o desenvolvimento normal e este estara
impossibilitado de ser fecundado. Em uma revisdo sobre mixozoarios parasitos
de peixes e anfibios, Sitja-Bobadilla (2009) destacou a importancia do controle
de mixosporideos, sobretudo aquelas espécies que causam danos as gbnadas
dos hospedeiros, pois quando estes sdo os oOrgaos alvos da infeccdo, os
parasitos podem reduzir a capacidade reprodutiva, muitas vezes levando a
castracdo dos animais infectados. O autor relata que fémeas com uma carga
parasitaria de 340 pseudocistos por grama de massa corpOrea, possuem
apenas 10% da fecundidade de peixes néo infectados. Alguns fatores podem
ser apontados para se entender como a reproducao é indiretamente afetada
pela presenca do parasita, como por exemplo, que o parasito extrai energia e
nutrientes do hospedeiro, que ndo sdo entdo direcionados ao esforco
reprodutivo; outro fator seria o de que o parasito induz variacdes fisiologicas,
imunologicas ou comportamentais no hospedeiro, que afetam o acasalamento,
maturacdo das gbnadas ou sobrevivéncia das larvas (Sitja-Bobadilla, 2009;

Alderstein & Dorn, 1998). Sabemos ainda que a proliferacdo desses parasitos
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nas gonadas pode levar a castracdo através de desintegracdo da membrana
dos ovacitos infectados (Gbankoto et al., 2001).

O fato de os ovdcitos infectados com M. aureus estarem em contato
direto com vasos sanguineos da membrana do ovario, pode corroborar com a
ideia de que ocorre dispersdo de mixozoarios a outros 6rgdos dos peixes,
através da corrente sanguinea (Maciel et al., 2011). No entanto, tem sido
sugerido que a técnica de deteccdo de esporos em sangue fresco €
questionavel, visto que parasitose de baixa intensidade ou infeccbes
assintomaticas, aparentemente, podem passar despercebidas (Eiras et al.,
2006). Devido a isso, ha poucos relatos de mixozoarios encontrados no sangue
de peixes na literatura.

Nesse estudo, a anadlise histopatolégica mostrou as diferencas
estruturais entre os ovdécitos ndo parasitados e 0s ovocitos parasitados. Além
disso, juntamente com a analise ultraestrutural podemos ver a degradacao do
ovocito como consequéncia da presenca do parasito. Os ovocitos infectados
eram maduros, e puderam ser observadas cavidades no tecido. Normalmente,
0os estudos com mixozoarios parasitos de ovarios descrevem somente as
caracteristicas ultraestruturais (Chen & Hsieh, 1984; Okaeme et al., 1988;
Obiekezie & Okaeme, 1990) porém, a analise histopatologica também
apresenta grande importancia para elucidacéo das analises patologicas.

A prevaléncia de 50% encontrada € bem maior do que as outras
prevaléncias ja registradas para mixozoarios infectando a génada de peixes.
Para M. dahomeyensis (Siau, 1971) parasitando o ovario de Sarotherodon
melanotheron (Ruppell, 1852) a prevaléncia foi de 18,3 % (Gbankoto et al.,

2001), enquanto que a prevaléncia foi de 21% para M. gariepinus parasitando
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Clarias gariepinus (Reed et al., 2003). Gbankoto et al. (2001) também
registraram prevaléncia de 31,6% nos ovarios de Tilapia zilli (Gervais, 1848)
parasitada por M. dahomeyensis. Os dados estatisticos obtidos no presente
trabalho sugerem que a ocorréncia destes parasitos ndo sofre influéncia de
variacbes sazonais, porem ocorrem grandes diferencas nas infec¢cdes entre
machos e fémeas. Isso pode indicar que fatores fisiolégicos e comportamentais
relacionados ao sexo do hospedeiro podem estar envolvidos na infec¢cdo. O
fato de s6 fémeas estarem parasitadas e a alta prevaléncia encontrada para 0s
parasitos nas gonadas (50%) € preocupante quando ha a possibilidade de
castracdo parasitaria. Comparado a outras espécies de peixes coletadas para
estudos no rio Batalha, foram capturados poucas espécimes de S. hilarii, 0 que
mostra que esta ocorrendo uma diminuicdo de representantes dessa espécie
nesse rio. Isso poderia estar sendo provocado por uma diminuicdo na
reproducdo dessa espécie devido a alta presenca desses parasitos nos tecidos
reprodutivos das fémeas.

Recentemente foram descritos M. erythrophthalmi (Molnar et al., 2009)
infectando o figado de Scardinius erythrophthalmus (Linnaeus, 1758), M.
shaharomae (Molnar et al., 2009) infectando o figado de Alburnus alburnus
(Linnaeus, 1758), M. cuneus infectando o figado de Piaractus mesopotamicus
(Holmberg, 1887) e o préoprio M. aureus infectando o figado de Salminus
brasiliensis (Cuvier, 1816). Em nenhum dos casos 0 parasito trouxe prejuizos
visiveis e constatados histologicamente para os hospedeiros, ndo havendo
formacao de capsulas, assim como aconteceu também nesse estudo.

Concluimos que uma infecgdo massiva por M. aureus nas gonadas de S.

hilarii podera levar o peixe a castracao parasitaria. Essa é a primeira vez que &
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feito um estudo ultraestrutural de M. aureus, o primeiro registro de M. aureus

em S. hilarii e o primeiro registro de M. aureus infectando gonadas.
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