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MAGRO, N. M. Prevaléncia de hemogregarina em arraias de agua doce
(potamotrygonidae) da Regido Norte, com descricdo de uma nova espécie do género
Cyrilia. Botucatu, 2013. 61 p. Dissertacdo (Mestrado). Instituto de Biociéncias de Botucatu.
Universidade Estadual Paulista, “Julio Mesquita Filho”.

RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar a presenca de hemogregarinas em arraias de agua
doce da Bacia Amazonica. Foram examinadas arraias pertencentes as espécies Potamotrygon
sp., Potamotrygon motoro e Paratrygon aiereba, do Arquipélago de Mariua, Rio Negro,
Bacia Amazodnica, e do Lago Amap4, Bacia do Rio Acre, Brasil. Os animais foram capturados
com redes de mao e sedados com Eugenol (0,2 g/L) para a colheita de sangue, através da
puncéo do capilar branquial. Foram confeccionadas extensdes sanguineas, que foram fixadas
com metanol e coradas por May-Griinwald-Giemsa. Ao todo, foram capturados 93 animais
sendo 34 Potamotrygon sp., 44 P. motoro e 15 P. aiereba. A prevaléncia total de animais
positivos foi 49,46% e entre as espécies, P. aiereba foi de 23,91%, P. motoro de 26,08% e
Potamotrygon sp. de 50%. A parasitemia variou de 0,1% a 10%, porém, na regido do Lago
Amap4, os animais capturados pertenciam apenas a espécie P. motoro (n = 25) e todos eram
negativos para a presenca de formas parasitarias nos eritrocitos. Os estagios evolutivos
observados nas extensbGes sanguineas incluiam trofozoitos ou merozoitos, merontes ou
esquizontes, prégamontes ou gamontes imaturos e gamontes (microgamontes e
macrogamontes). As diversas fases do desenvolvimento foram encontradas, com maior
frequéncia, dentro dos eritrocitos, porém, formas extraeritrocitaria também foram observadas.
As formas intraeritrocitarias ndo causaram alteracdes significativas nos eritrdcitos, exceto as
fases consideradas merontes. As formas evolutivas observadas eram similares aquelas
descritas na literatura como pertencentes ao género Cyrilia. Baseando-se nos dados
morfolégicos e morfométricos descrevemos uma espécie nova pertencente ao género Cyrilia.
Este foi o primeiro estudo de prevaléncia e caracterizacdo de hemogregarina em arraias de

agua doce no Brasil.

Palavras chaves:1. Haemogregarina. 2. Arraias. 3. Potomotrygonidae. 4. hemoparasitas. 5.

Cyrilia.



MAGRO, N. M. Prevalence of hemogregarine in freshwater stingrays
(Potamotrygonidae) North Region, with description of a new species of genus Cyrilia.
Botucatu, 2013. 61 p. Dissertacdo (Mestrado). Instituto de Biociéncias de Botucatu.
Universidade Estadual Paulista, “Julio Mesquita Filho”.

ABSTRACT

This research aimed to evaluate the presence of hemogregarinas in freshwater stingrays of the
Amazon basin. Were examined stingrays belonging to the species Potamotrygon sp.,
Potamotrygon motoro e Paratrygon aiereba, from the Archipelago of Mariua, Negro River,
Middle Negro RiverBasin, and Lake Amapa, Acre River Basin, Brazil. The animals were
captured with dipnets and sedated with Eugenol (0, 2 g/L) for blood sample, through capillary
gill puncture. Blood smears were made and fixed with methanol and stained with May-
Griinwald-Giemsa.Altogether 93 animals were captured being 34 Potamotrygon sp., 44 P.
motoro and 15 P. aiereba. The Total prevalence of positive animals were 48.5% and between
the species, P. aiereba was about 23.9%, P. motoro was 26.1% and P. sp was about 50%. The
parasitaemia ranged from 0.1% to 10%, however, in the region of Amapa Lake, the animals
that was captured belongs only to the P.motoro species (n = 25) and all the blood samples
were negatives to parasitic forms. The evolutionary stages observed on the blood samples
includes trophozoites or merozoites, schizonts or meronts, pregamonts or immature gamonts
and gamonts (microgamonts and macrogamonts). The various evolutionary stages were
found, with more frequency, inside the erythrocyte, however, extraerythrocyte forms were
observerd. The intraerythrocytedid not cause significant changes in the erythrocyte, except
merontes stage. The evolutionary forms observed were similar to those descripts in the
literature as belonging to the Cyrilia genus. Relying on the morphological data and
morphometric we described a new species of genus Cyrilia. This is the first report of

prevalence and characterization of hemogregarine in freshwater stingrays in Brazil.

Keywords: 1. Haemogregarina. 2. Freshwater stingray. 3. Potomotrygonidae. 4.

Haemoparasites. 5. Cyrilia.



CAPITULO 1
Hemogregarinas em peixes
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1. Consideragdes iniciais

As arraias de agua doce pertencem a familia Potamotrygonidae Garman, 1877 e
distribuem-se restritamente ao continente sul americano. Os potamotrigonideos sédo
elasmobranquios que pertencem a ordem Myliobatiformes Compagno, 1973 (arraias com
ferrdo) e tém como caracteristica a vida exclusiva em adgua doce (COMPAGNO et al., 1995).

As espécies incluidas na Familia Potamotrygonidae apresentam dentro da
diversidade da ictiofauna amazoénica importancia ecoldgica e econémica, porém as arraias de
agua doce sdo animais ainda pouco estudados. As informacdes na literatura sobre esses
elasmobranquios limitam-se aos aspectos relacionados a ecologia, regulacdo de ions,
reproducdo, sistematica, citogenética, alimentacdo, descricdo de habitat de espécie,
parametros hematologicos, distribuicdo e abundancia (ARAUJO, 1998; LONARDONI et al.,
2006; RINCON, 2006; VALENTIM et al., 2006; OLIVEIRA, 2008; ALMEIDA et al., 2009;
ROSA et al., 2010; DUNCAN et al., 2010; DUNCAN et al., 2011; CARVALHO et al., 2011).

A parasitologia em peixes é uma area de pesquisa em expansao por ser de interesse
econémico na piscicultura (THATCHER, 2006). Ha4 uma grande concentracdo de pesquisas
relacionadas a parasitas pertencentes aos grupos zooldgicos: protozoa, mixozoa, monogenea,
digenea, cestoda, nematoda, acontocephala, branchiura, copepoda, isopoda e crustaceos,
porém, para peixes de vida livre (tanto Osteichthyes Huxley, 1880, quanto Chondrychthyes
Huxley, 1880) ainda sdo escassos o0s relatos de identificagbes de hemoparasitas,
principalmente aos pertencentes a familia Haemogregarinidae Léger, 1911. Existem algumas
espécies descritas de Haemogregarina Danilewsky 1885, porém, acredita-se haver alguns
equivocos taxonémicos (DAVIES e JOHNSTON, 2000).

Em arraias de adgua doce da espécie Potamotrygon sp. foi identificada a presenca de
um parasita intraeritrocitario semelhante a hemogregarina, porém, sua classificacdo limitou-se

apenas a caracterizacao da Familia. A prevaléncia do parasita, assim como o nimero total nos
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eritrocitos, parece ser influenciada pelas variages no nivel do Rio Negro (OLIVEIRA et al.,
dados nédo publicados).
Devido a escassez de informacGes sobre hemogregarinas em arraias de agua doce,

estudos tornaram-se necessarios para a identificacéo e descricdo de novas espécies.

2. Familia Potamotrygonidae

Durante muito tempo, a familia Potamotrygonidae foi descrita como tendo trés
géneros (Potamotrygon Garman, 1877, Paratrygon Dumério, 1865 e Plesiotrygon Rosa,
1987) e pelo menos 18 a 20 espécies (ROSA et al., 2010). Recentemente, Carvalho et al.
(2011) caracterizaram mais um género, denominado Heliotrygon Carvalho e Lovejoy, 2011,
no qual descreveram duas novas espécies Heliotrygon gomes e Heliotrygon rosai.
Potamotrygon e Heliotrygon sdo géneros poliespecificos, enquanto Paratrygon e Plesiotrygon
sdo monospecificos com apenas uma espécie em cada um.

Apesar da descricdo recente de novas espécies (ROSA et al., 2009) e também de um
novo género (CARVALHO et al, 2011), as informacdes sobre o niUmero de espécies em cada
género ainda sdo confusas e controversas, especialmente para Potamotrygon. Essa
problematica se sucedeu devido a descri¢cdes antigas e baseadas em poucos exemplares, bem
como a sobreposicdo de caracteres morfologicos e padrdes de cor (ROSA, 1985;
CARVALHO et al., 2003).

Na regido Amazonica encontra-se a maior diversidade de potamotrigonideos, alguns
com distribuicdo ampla como as arraias Paratrygon aiereba Muller & Henle, 1841,
Potamotrygon motoro Muller & Henle, 1841, e Potamotrygon orbignyi Castelnau, 1855, e
outras com distribuicdo restrita como Potamotrygon sp. (arraia cururu), Potamotrygon sp.

(arraia jabuti), Potamotrygon leopoldi Castex & Castello, 1970, e Potamotrygon henlei
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Castelnau, 1855, que sdo endémicas das bacias dos Rios Negro, Tapajos, Xingu e Tocantins,
respectivamente (ROSA, 1985; ARAUJO, 1998; CARVALHO et al., 2003; ARAUJO, 2004).

Em municipios das regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste do Brasil, localizados as
margens do Rio Parana e a montante das Sete-Quedas de Guaira/PR, os relatos da existéncia
de espécies de arraias pertencentes a familia Potamotrigonidae passou a ocorrer em meados da
década de 70. As alteracGes ambientais causadas pelas construcbes de hidroelétricas como,
por exemplo, a perda de barreiras geograficas e a existéncia de eclusas e escadas de peixes
tem favorecido a colonizagdo por diversas especies, incluindo arraias, do Alto Rio Parana
(GARRONE NETO et al, 2007).

As arraias de agua doce exploram diferentes habitats, que vdo desde praias,
pequenas enseadas de fundo rochoso ou barrento, folhicos, lagos até as florestas inundadas

(CARVALHO et al., 2003).

2.1. Principais aspectos biolégicos

Os potamotrigonideos possuem fecundacdo interna com o desenvolvimento de
trofonema, aspectos mais proximos aos observados em mamiferos do que ao proprio grupo
dos peixes. Além disso, apds 0 nascimento as fémeas exibem cuidado parental sobre a prole,
que pode durar até um més apds o parto (ARAUJO, 1998).

Contudo, as arraias de agua doce possuem algumas caracteristicas comuns a outros
elasmobranquios, como crescimento lento e grande longevidade, padrbes complexos de
reproducdo e maturacdo tardia, aspectos que determinam baixas taxas de renovacgédo
populacional e, consequentemente, maior vulnerabilidade aos impactos oriundos da
exploracdo pesqueira a médio e longo prazo (ARAUJO et al., 2004; CARRIER et al., 2004).

Nas arraias Potomotrygon falkneri Castex & Maciel, 1963e P. motoro da planicie

alagavel do alto rio Parand foram encontradas diferencas morfométricas relacionadas ao
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tamanho relativo dos olhos, boca e a cavidade oro-branquial, possivelmente associadas a
diferencas na obtencéo de alimentos (SILVA, 2006) e ao habitat, fatores que podem se refletir
nas propriedades sanguineas, principalmente na bioquimica plasmatica (OLIVEIRA et al.,
2010).

Lonardoni et al. (2006) observaram variacdo sazonal na quantidade e frequéncia de
ocorréncia dos recursos alimentares entre o periodo de seca e cheia no alto rio Parana para P.
falkneri e P. motoro, demonstrando que o ambiente também pode ser um fator determinante
nas distintas estratégias adotadas pelas arraias. De acordo com Almeida et al. (2009), as
arraias de agua doce apresentam preferéncias quanto a ocupacgéo e uso de habitat associados
as condicGes ambientais, assim como observados em outros elasmobranquios.

Akemiet al. (2010), analisando os contetudos estomacais entre as especies P. motoro,
P. orbignyi, P. aiereba e Potamotrygon. sp. (arraia cururu), verificaram que P. motoro, P.
orbignyi e P. aiereba possuem preferéncia alimentar por crustaceos, insetos e teledsteos,
respectivamente, enquanto a arraia cururu possui uma dieta mais generalista entre insetos,
crustaceos e teledsteos, sem demonstrar uma nitida preferéncia alimentar por quaisquer desses

itens.

2.2. Diversidade parasitologica

Assim como outros peixes ornamentais, as arraias de agua doce sdo capturadas na
natureza e possuem uma diversidade de parasitos prépria, ainda desconhecida. Estes parasitos
raramente sdo fatais, pois no ambiente natural ha um equilibrio na relacdo parasito,
hospedeiro e ambiente, evitando a manifestacdo de doencas (PAVANELLI et al., 2008).

A diversidade pode ser influenciada por fatores que interferem nesta relagcdo, como a
disponibilidade de hospedeiros, o estado fisioldgico e nutricional do peixe e as qualidades

fisico-quimicas da dgua (TAKEMOTO et al., 2004). Mudangas ambientais, como as sazonais,
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que causam alteracdes nos fatores abidticos do ecossistema, também podem interferir nesta
relacdo (KADLEC et al., 2003) e favorecer a multiplicagdo dos parasitos (PAVANELLI et al.,
1997), interferindo nos indices parasitarios (prevaléncia, intensidade e intensidade média).

A diversidade dos parasitos de peixes € bem ampla e abrange diferentes grupos
zoologicos (protozoarios, helmintos e crustaceos). A presenca desses parasitos nos peixes
ornamentais depende em grande parte das condi¢cdes de manejo e da procedéncia dos peixes.
As alteracdes que podem provocar variam de acordo com a intensidade da infestagéo, que
direta ou indiretamente pode reduzir o crescimento, diminui¢do da resisténcia a pressdo do
ambiente, facilitar o surgimento de infecgdes secundarias por fungos e bacterias, podendo até
causar a morte dos peixes (KABATA, 1985; PAVANELLI et al., 2008). Por isso, as infeccdes
parasitarias sdo um desafio para 0 mercado de peixes ornamentais (TAVARES-DIAS et al.,
2009), incluindo as arraias de agua doce.

A respeito dos parasitos intraeritrocitarios, eles, frequentemente, sdo encontrados em
peixes (DAVIES et al., 2001; CLEWLEY et al., 2002; ARAGORT et al., 2005; HAYES et
al., 2006; SMIT et al., 2006). Esses parasitas se aproveitam de flutuacbes de temperatura,
estratégias de reproducdo, padrdes genéticos populacionais, como também habitat e
comportamento migratério para reproduzir e se proliferar no sangue dos hospedeiros
(DAVIES et al., 2000). Dentre os principais hemoparasitos de peixes encontram-se espécies
do Filo Euglenozoa (Familia Trypanosomatidae) e do Filo Apicomplexa (Familia

Haemogregarinidae).

3. Classificacéo

3.1. Filo Apicomplexa Levine, 1970
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O filo Apicomplexa inclui mais de 5000 espécies catalogadas, sendo todas parasitas
obrigatorias, algumas sdo patogénicas, outras ndo causam nenhuma alteracdo clinica no seu
hospedeiro (LEVINE, 1988; BOWMAN e LYNN, 1995).

Os membros do Filo Apicomplexa apresentam complexo apical em algum estagio de
desenvolvimento, constituido de anéis polares, anel apical, roptrias, micronemas, e
microtubos subpeliculares, o que facilita a entrada na célula do hospedeiro (DAVIES, 1995).

O ciclo de vida apresenta trés estagios de desenvolvimento: merogonia, esporogonia e
gamontogonia (ROHDE, 2005). A merogonia, no vertebrado, dara origem aos merozoitos e,
posteriormente, aos gametas (gamontogonia) no hospedeiro vertebrado. Os gamontes
formardo os gametas, masculinos e femininos. Os parasitas tém ontogenia proliferativa ciclica
na qual os gamontes masculinos desenvolvem-se em um ou mais microgametas, em que cada
um fecundara um macrogameta produzindo o zigoto, que se dividird como oocisto em
multiplos esporozoitos (esporogonia) (SIDDALL, 1995).

Apicomplexa de peixes estdo divididos em dois grandes grupos: Coccidia (ROHDE,
2005) e Adeleorina (SIDDALL, 1995). O primeiro agrupa parasitas intestinais com producao
de oocistos resistentes, e 0 segundo, parasitas sanguineos com a merogonia e a gamontogonia

em peixes e a esporogonia ocorrendo nos hospedeiros invertebrados (ROHDE, 2005).

3.2. Haemogregarinidae Léger, 1911.

O termo hemogregarina € usado para descrever coletivamente parasitas sanguineos
pertencentes as subordens Adeleina Léger, 1911 e Eimeriina Léger, 1911 do Filo
Apicomplexa (Levine et al., 1980). As principais familias deste grupo sdo Hepatozoidae

Wenyon, 1926 e Hemogregarinidae Léger, 1911, um Unico género em Hepatozoidae (Smith,
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1996) e trés géneros em Haemogregarindae : Haemogregarina Danilewsky, 1885, Cyrilia
Lainson, 1981 e Desseria Siddal, 1995 (BARTA, 1989; SIDDALL, 1995; DAVIES, 1995).

As espécies de Haemogregarinidae podem ser encontradas nas células sanguineas da
circulacéo periférica, assim como, outros tecidos do corpo do hospedeiro vertebrado (peixes,
anfibios e répteis). No hospedeiro definitivo invertebrado eles s&o encontrados na hemocele,
no epitélio intestinal e no trato reprodutivo (DESSER, 1993).

Relatos indicam que os eritrocitos maduros do sangue periférico sdo as principais
células dos hospedeiros vertebrados parasitadas por trofozoitos, esquizontes e gamontes. Os
esquizontes sdo encontrados somente nas espécies em que hd merogonia eritrocitaria, e
gamontes naquelas que fazem merogonia tecidual e eritrocitaria (KHAN, 1978; DESSER,
1993; DAVIES, 1995).

Os trofozoitos ou merozoitos tém formato ovoide e deslocam o nucleo da célula
hospedeira para um dos pélos. Eles sdo as menores formas intracelulares observadas e séo
consideradas as formas precursoras dos esquizontes. A presenca dessa forma parasitaria em
monacitos, linfécitos e em células do bago e figado também foram detectadas em algumas
espécies de peixes (KIRMSE, 1979; DAVIES, 1995).

Os esquizontes ou merontes foram descritos causando poucas alteracdes nas hemacias,
deslocando o nucleo ou justaposto a ele. Assim como os trofozoitos, também ha descrigdes de
merontes em leucdcitos (LAIRD, 1953; KIRMSE, 1979; DAVIES 1995).

Os gamontes apresentam uma das extremidades recurvada e o comprimento
aproximadamente igual ao da célula hospedeira, o citoplasma é granuloso e foram observados
deslocando os nucleos celulares para a lateral (KHAN, 1978; DESSER, 1993).

Formas livres do parasita foram reportadas, e segundo Davies (2000) isso ocorre logo

apos a inoculacdo pelo hospedeiro invertebrado.
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A descricdo de algumas hemogregarinas € incerta devido a dificuldade na
diferenciacdo entre espécies e entre géneros baseando-se somente nos gamontes (DESSER,
1993).

As hemogregarinas geralmente sdo diferenciadas pela formagdo dos seus oocistos,
sendo eles pequenos, e a quantidade de esporozoitos varia entre 0s géneros Haemogregarina e
Cyrilia. Os oocistos sdo formados a partir de um Unico centro germinativo, sem formacéo de
esporocisto. Apesar das classificacdes a partir dos gamontes e dos oocistos, ha poucos relatos
incluindo ciclo de vida, vetores e formas de transmissdo (DESSER, 1993; DAVIES, 1995).

A sazonalidade tem sido apontada como um processo ecoldgico envolvido no
desenvolvimento de hemogregarinas em peixes. Fatores como temperatura, comprimento do
dia, migragdo entre outros estdo envolvidos nesse desenvolvimento, em ambos o0s hospedeiros
(DAVIES, 1995).

Ha relatos de maior prevaléncia e de picos de parasitemia em baixas temperaturas e na
presenca de hirudineos (sanguessugas), no entanto, algumas pesquisas apontam indices

parasitémicos constantes durante o ano todo (DAVIES, 1995).

3.2.1 Haemogregarina Danilewsky, 1885.

O género Haemogregarina incluia cerca de 400 especies parasitas de vertebrados e
com ciclo de vida heteroxeno (DESSER, 1993; SIDDAL, 1995).

Os parasitas desse género infectam vertebrados aquaticos além de répteis e anfibios.
Para esse ultimo grupo, a classificacdo é incerta, pois, ndo ha relato de ciclos de vida de
nenhuma espécie de Haemogregarina nesses animais (DESSER, 1993). Apenas quatro
espécies encontradas em peixes tém seu ciclo de vida descrito: Haemogregarina balli
Paterson e Desser, 1976, Haemogregarina bigemina Laveran e Mesnil, 1901,

Haemogregarina myoxocephali Fantham, Porter e Richardson, 1942, e Haemogregarina
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uncinata Khan, 1978 (KHAN, 1978; SIDDALL et al., 1993; DESSER, 1993; DAVIES, 1995;
DAVIES et al., 2001).

O ciclo de vida de espécies deste género é heteroxeno (Figura 1), sendo que o
desenvolvimento assexuado ocorre no hospedeiro vertebrado e o sexuado, no hospedeiro
invertebrado. Os oocistos sdo formados apos a fecundacdo dos gametas, na microvilosidade
da parede intestinal e sdo formados esporozoitos a partir de um Unico centro germinativo. As
espécies de Haemogregarina sdo caracterizadas por apresentarem esquizogonia eritrocitaria,
com 0s merontes possuindo forma vermicular e a transmisséo ocorrendo através do repasto
sanguineo (DESSER, 1993; DAVIES e SMIT, 2001; SIDDAL e DESSER, 2001).

Os vetores descritos sdo sanguessugas (hirudineos) e isopodos. Entre os hirudineos
encontram-se espécies como Oceanobdella blenni Knight-Jones, 1940, Placobdella ornata
Verrill, 1872 e Oxytonostoma typica Malm, 1863, sendo vetores de H. bigemina, H. balli e H.
myoxocephali respectivamente, e isopodos do género Gnathia Leach, 1814 foram descritos
transmitindo H. bigemina como demonstrado na Figura 1 (DESSER, 1993; DAVIES e
JOHNSTON, 2000; DAVIES e SMIT., 2001, SIDDAL e DESSER, 2001).

Para H. balli, na fase assexuada, 0s merozoitos inoculados pelos vetores formam os
merontes pré-eritrociticos e produzem cerca de 10 a 25 merozoitos, que se desenvolvem em
células de diversos oOrgdos como, por exemplo, rins, figado e pulmdes. Os merontes
eritrocitarios formam de seis a oito merozoitos, que infectam outros eritrocitos formando
gamontes ou outros merontes. Os merozoitos que formam os gamontes diferenciam-se em
macro e microgamonte dentro dos eritrécitos periféricos do hospedeiro (DESSER, 1993).

Durante o repasto sanguineo, 0s vetores ingerem eritrocitos infectados. Os gamontes
formam um complexo reprodutivo (sizigia) e através da gametogénese 0 microgamonte
produz quatro microgametas aflagelados e, apenas um, fecundard o macrogameta associado.

Essa fase € observada apds seis dias da infeccdo do hospedeiro invertebrado. Através da
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esporogonia, 0s oocistos sdo formados. Eles apresentam forma arredondada, citoplasma
vacuolizado e nucleo central e sdo encontrados livres no tecido intestinal do hospedeiro até 19
dias apos a infecgdo. Os oocistos maduros s@o ovais e com 0ito a 32 esporozoitos e migram
para 0 somito anterior do hospedeiro invertebrado. Os esporozoitos originam merontes
primarios contendo 0s merozoitos. Estes merozoitos movem-se para a proboscide do vetor até
serem inoculados no hospedeiro vertebrado (DESSER, 1993; DAVIES et al., 2001).

A formacao de oocisto, a quantidade de esporozoitos formados durante o ciclo de vida
e o local de formagéo de merontes varia entre algumas especies.

Os oocistos em H. uncinata, por exemplo, tem formacdo no epitélio intestinal dos
hospedeiros invertebrados. Em H. myoxocephali a esporogonia, logo apds a formacdo de
oocisto, ocorre de forma epicelular no intestino e em H. bigemina o oocisto é encontrado livre
no sangue do repasto sanguineo, na regido anterior do intestino (KHAN, 1978; DAVIES,
1982).

O nUmero de esporozoitos apresenta variagdes. Khan (1978) relatou a presenca de
oocisto com cerca de 100 esporozoitos em H. uncinata, porém essa espécie foi reclassificada
para um género diferente devido a grande diferenca no nimero de esporozoitos. Em H.
myoxocephali a esporogonia resulta em 16-32 esporozoitos conforme descrito por Siddal e
Desser (1991). Os mesmos autores (SIDDAL e DESSER, 2001), em estudos posteriores,
descreveram a producéo de 16 esporozoitos em Haemogregarina delageie Laveram e Mesnil,
1901 em Raja erinacea Mitchill, 1825. Para a H. balli, Desser (1993) descreveu a presenca de
0ito esporozoitos em oocistos maduros.

A merogonia em H. uncinata ocorre em celulas dos rins, do figado e dos pulmdes
(KHAN, 1978), enquanto que em H. balli ocorrem em células do epitélio intestinal (SIDDAL
e DESSER, 1991), assim os merontes podem ser formados tanto em eritrocitos quanto nos

tecidos.
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A maioria das espécies de hemogregarinas encontradas em peixes € classificada sendo
Haemogregarina, apesar de haver algumas sinonimias e equivocos quanto a classificacdo.
Davies (1995) afirma que algumas espécies descritas sdo realmente pertencentes a esse
género, porém, outras seriam classificadas, mais adequadamente, como Cyrilia.

No Brasil, Haemogregarina platessae Lebailly, 1904 foi descrita por Davies e
colaboradores (2008) parasitando Paralichthys orbignyanus Valenciennes, 1839 (linguado)
do Estuario da Lagoa dos Patos. Este parasita, anteriormente, era classificado como Desseria
platessae Lebailly, 1904 (SIDDALL, 1995), porém, a presenca da divisdo intraeritrocitaria o
exclui deste género (Figura 2).

No Brasil os relatos de Haemogregarina sp, séo raros. Aléem de H. platessae Eiras et
al. (2012) relatam, em sua revisdo, Haemogregarina lepidosirenis Jepps, 1927, em
Lepidosiren paradoxa Fitzinger, 1837, (piramboia) e Haemogregarina mugili Carini, 1932,

em Mugil liza Valenciennes, 1836 (tainha).
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Figura 1. 20-39 — Projecdo microscopica para ilustrar o ciclo de vida de Haemogregarina
bigemina. 18- Clinus superciliosus; 19- Larva de Gnathia africana; 20-26- Estagio no sangue
periférico de C. superciliosus;, 27-39 — Estadgio em G. africana. As setas indicam a
transferéncia do parasita de um hospedeiro para outro. 20 — Trofozoito intraeritrocitario; 21-
22. Merontes intraeritrocitarios; 23 - Fissdo binaria prégamontica; 24- Gamontes
intraeritrociticos imaturos e pareados; 25- Gamontes intraeritrociticos maduros e pareados; 26
— Gamontes maduros livres dos eritrocitos do hospedeiro; 27 — Gamontes livres como aqueles
vistos no hospedeiro vertebrado; 28 — Micro e macrogamontes associados com trés nucleos
microgaméticos; 29-30 — Oocistos imaturos em diferentes estagios do desenvolvimento; 31 —
Oocisto maduro; 32 — Esporogonia para a formacao de cinco esporozoitos; 33 — Esporozoitos
maduros e livres; 34 — Divisdo da primeira geracdo de merontes; 35 — Primeira geracdo de
merozoitos; 36 — Segunda geracdo de merontes produzindo imaturos merozoitos delgados; 37
— Segunda geracdo de merozoitos maduros; 38 — Divisdo da terceira geracao de merontes; 39
— Terceira geracdo de merozoitos (DAVIES et al., 2001).

3.2.2. Cyrilia, Lainson 1981

Lainson (1981) reportou a infeccdo de uma espécie de peixe de dgua doce no Brasil,
Synbranchus marmoratus Bloch, 1795, mucum, e analisando a morfologia das formas
evolutivas encontradas nos peixes e em sanguessugas descreveu o novo género Cyrilia, dando

0 nome a espécie de Cyrilia gomesi. Porém, essa espécie foi reclassificada por Lainson (1992)
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como Cyrilia lignieresi, devido aos estudos anteriores que descreviam a espécie
Haemogregarina lignieress em Anguilla vulgaris Shaw, 1803 (enguia do Velho Mundo) e
que, erroneamente, era incluida no género Haemogregarina.

Existem poucas especies descritas neste género, porém, assim como Haemogregarina,
tém ciclo heteroxeno como demonstrado na Figura 3 (DAVIES, 1995).

A fase assexuada inicia-se quando o hospedeiro invertebrado inocula 0s esporozoitos
no hospedeiro vertebrado por meio de repasto sanguineo. Os esporozoitos penetram nos
eritrocitos e por inUmeras divisdes transformam-se em esquizontes, sendo visto com maior
frequéncia em células nos capilares dos rins. Em contraste ao que ocorre em
Haemogregarina, 0s esquizontes de Cyrilia ndo sdo encontrados em figado, baco e intestino
(LAINSON, 1981).

Os esquizontes de Cyrilia tém o nucleo localizado em um dos pélos, ndo apresentam
nenhuma inclusdo citoplasmatica e uma das extremidades é fina e recurvada. Lainson (1981)
descreveu duas formas de esquizontes de C. lignieres presentes no hospedeiro, uma forma
menor produzindo seis merozoitos, e uma forma esquizog6nica maior, produzindo maior
quantidade de merozoitos de tamanho inferior aqueles encontrados nos esquizontes menores.

Os gamontes formados a partir dos merozoitos eritrocitarios sdo encontrados no
sangue periférico. Eles ocupam quase toda a extensdo dos eritrocitos e sdo envoltos por um
vacuolo. Os micro e macrogamontes apresentam dimorfismo sexual aparente (Figura 4),
sendo os microgamontes dobrados em forma de “U”, e os macrogamontes distinguem-se por
conterem varios granulos azurofilos e aumentarem de tamanho ao penetrarem nas células
epiteliais do ceco intestinal (LAINSON, 1981; DAVIES, 1995).

A fase sexuada inicia-se ap0s o hospedeiro invertebrado (sanguessuga) ingerir 0s
eritrocitos infectados pelo parasita. Os microgamontes e macrogamontes foram encontrados

livres apds quinze horas, no intestino das sanguessugas. Lainson (1981) descreveu a
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esporogonia sendo restrita ao ceco intestinal do hospedeiro vertebrado, que para C. lignieres
é Haementeria lutzi Pinto, 1920 (Lainson, 1981).

O microgamonte produz quatro microgametas, porém, nem todos 0s macrogamontes
parecem ser fertilizados. A divisdo do oocisto produz 20-30 esporozoitos e as migragcdes para
a proboscide ndo foram descritas (LAINSON, 1981; DAVIES, 1995).

Diniz et al. (2002), em estudos com S mamoratus e C. lignieres, observaram
parasitemia elevada em animais jovens, com gamontes, trofozoitos e merontes vistos em
extensdes sanguineas, 0 que o0s autores descrevem ser infeccao recente. Estes autores relatam,
através de microscopia eletrdnica, as caracteristicas dos trofozoitos. Na porcdo apical
intraeritrocitaria € possivel observar 0s conoides, as roptrias e Varios micronemas
preenchendo a regido anterior do parasita e um nacleo central.

Trés caracteristicas incomuns aos Apicomplexa foram descritas em Cyrilia por Diniz
et al. (2002), sendo elas, a presenca de um vacuolo parasitoforo (Figura 5) com corpos
esféricos e alongados e sem contato intimo com a membrana do parasita, e a presenca de
invaginacdo membranosa, vista dividindo o parasita em compartimentos, e que segundo 0s

autores devem atuar no aumento da absorcdo de alimentos.
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Figura 2. Diagrama representando o ciclo de vida de Cyrilia gomes (Neiva e Pinto, 1926)
descrito por Lainson (1981) em Synbranchus marmoratus e na sanguessuga Haementeria
lutzi. A. Trofozoito inoculado pela sanguessuga nos eritrécitos. B-H Sucessivas geracfes de
merontes ou esquizontes nos eritrocitos, principalmente nos capilares do rim, mas também
encontrados na circulacdo do sangue periférico. 1-J. Desenvolvimento de gamontes nos
eritrocitos. K. Microgamonte maduro no sangue periférico. L. Macrogamonte maduro no
sangue periférico. M. Macrogamonte e Microgamonte livres no ceco intestinal da
sanguessuga. N. Fixacdo e crescimento do macrogamonte na superficie do epitélio intestinal.
O. Associacdo do microgamonte e do macrogamonte. P. Divisdo do microgamonte dando
origem a 4 microgametas: fertilizacdo dos microgametas. Q. Macrogamonte fertilizado com
microgametas residuais ainda fixados. R-U. Divisdo do nucleo zigo6tico dando origem ao
oocisto com 20-30 esporozoitos. V. Esporozoitos passando através do epitélio intestinal e
migrando para a probdscide da sanguessuga, de onde serdo inoculados no proximo peixe
(LAINSON, 1981)
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Figura 3. Macrogamontes e microgamonte de Cyrilia lignieres observados no peixe
Synbranchus marmoratus. Coloracdo em GIEMSA (Fonte: DINIZ et al., 2002)

Figura 4. Trofozoito intraeritrocitario de Cyrilia lignieresi em Synbranchus marmoratus. PV:
vacuolo parasit6foro; Am: Granulos de amilopectinas; DB: corpos densos; Er: eritrocito; MN:
micronemas; N: Nucleo (Fonte: DINIZ et al., 2002).
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3.2.3. Desseria Siddal, 1995

O género Desseria foi descrito a partir de estudos de analise filogenética feitos por
Siddall (1995). Algumas caracteristicas de espécies descritas como pertencentes aos géneros
Hepatozoon e Haemogregarina, como Haemogregarina myoxocephali, eram diferentes
daquelas caracteristicas tipicas a estes géneros, portanto, a criacdo do género Desseria foi
necessaria (SIDDALL, 1995).

A gametogénese e a esporogonia em Desseria ocorrem dentro das células epiteliais
intestinais de hirudineos (Psicicolidae). A gametogénese produz quatro microgametas
aflagelados e a esporogonia (acistica) com um Unico centro germinativo origina dezesseis ou
mais esporozoitos intracelulares. A primeira merogonia ocorre, ainda, no hospedeiro
definitivo resultando em quatro merozoitos. Estes merozoitos séo transmitidos aos peixes
através do repasto sanguineo dos hirudineos. A segunda merogonia ocorre somente nos
Orgaos internos do hospedeiro intermediario e ndo nos eritrocitos, como descrito para
Haemogregarina e Cyrilia (SIDDALL, 1995; DAVIES e JOHNSTON, 2000).

Em estudos com Mugil cephalus Linnaeus, 1758, Smit et al. (2002) relataram a
presenca de Desseria sp. no Sul da Africa. Eles descreveram pequenas formas
intraeritrocitarias como trofozoitos, que apresentavam uma extremidade ligeiramente mais
larga que a outra, e 0 nucleo, geralmente, central. Os gamontes imaturos ou prégamontes eram
alongados com a extremidade anterior mais larga que a posterior e 0 nucleo central. No
entanto, os gamontes maduros eram monomorficos, largos e alongados, com uma das
extremidades curvada para o nucleo do eritrocito (Figura 6).

Ainda no Sul da Africa, Smit e Davies (2006) descreveram em Zeus capensis
Valenciennes, 1835, a infeccdo por Desseria zel Smit e Davies, 2006. Os estagios observados
foram gamontes, geralmente, monomorficos. O comprimento e a largura variavam o que 0s

autores sugeriram ser diferentes estagios de maturidade. Os gamontes eram observados
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sozinhos ou em pares nos eritrocitos maduros, apresentando formas recurvadas, situados ao
lado do nucleo dos eritrocitos, causando deformagdes celulares e deslocamento dos nucleos.

Davies et al. (2012) relataram a presenca de dois estagios evolutivos de Desseria
harriottae Davies et al., 2012, em eritrocitos de Harriotta raleighana Goode e Bean, 1895
(quimera) e denominaram como préegamontes as formas delgadas e gamontes as formas
largas. Em Halosauro psismacrochir Giinther, 1878 (holossauro abissal) eles observaram os
gamontes intraeritrocitarios de Desseria mashalllairdi (Khan, Threlfall & Whitty, 1992),
Smith, 1996, estreitos com o polo anterior amplo e alongado, aparentemente, sem fase de
divisdo intracelular.

No Brasil, a espécie, anteriormente, descrita como sendo Haemogregarina
lepidosirenis parasita de Lepidosiren paradoxa Fitzinger, 1837 (piramboia) foi reclassificada

para Desseria lepidosirenis (SIDDALL, 1995).

’ -
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Figura 5. Estagios de desenvolvimento de Desseria sp. em Mugil cephalus. A-B:
Trofozoitos; C: Gamonte imaturo; D-F: Gamonte maduros. (Fonte: SMIT et al., 2002).




33

3.3. Hepatozoidae, Wenyon, 1926

Os protozoarios da familia Hepatozoidae apresentam ciclo de vida heteroxeno,
porém o género Hepatozoon diferencia-se de outros géneros pela variacdo de hospedeiros, a
forma de transmissdo aos vertebrados e o nimero de esporozoitos formados nos oocistos,
além de nédo haver relatos de merogonia eritrocitica (DESSER, 1993; SMITH, 1996).

Para hospedeiros invertebrados, além de hirudineos, ha relatos de esporogonia
ocorrendo em mosquitos, em &caros incluindo carrapatos, em pulgas, dentre outros e para
hospedeiros vertebrados, os de maiores frequéncias sdo répteis, anfibios, mamiferos e
raramente, aves (BALL, et al., 1969; SMITH, 1996).

Somente 0 género Hepatozoon pertence a essa familia (BARTA, 1989; DESSER,

1993).

3.3.1. Género Hepatozoon, Miller 1908

Espécies de Hepatozoon, a exemplo das demais hemogregarinas, foram, a maioria,
descritas e nomeadas somente com base na descricdo de suas formas intraeritrocitarias
(DESSER, 1993).

A infeccdo por Hepatozoon spp. ocorre pela ingestdo do hospedeiro invertebrado
infectado e ndo mais durante o repasto sanguineo como o descrito nos demais géneros, além
da infeccdo atraves da ingestdo de hospedeiros facultativos, como por exemplo, anuros e
roedores (LOWICHIK et al., 1987; SMITH, 1996; JOHNSTON et al. 2008).

Os oocistos em Hepatozoon formam quatro, 16 ou mais esporozoitos, dentro de
centenas de esporocistos e ndo mais oito ou 20-30 esporozoitos livres como em

Haemogregarina e em Cyrilia (DAVIES, 1995).
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O ciclo de vida sexuado inicia-se apds os gamontes serem ingeridos pelo vetor
hematéfago através do repasto sanguineo. Nos vetores, 0s gamontes dardo origem aos
gametas, que apos a fusdo formardo os oocistos em diferentes localizagdes, de acordo com a
espécie. Para Hepatozoon catesbianae Stebbins, 1903, parasita de Rana catesbeiana Shaw,
1802 (ra-touro-americana) 0os gamontes encaminham-se as células do trato intestinal ou do
tubulo de Malpighi do vetor invertebrado e por gametogénese transformam-se em gametas
masculinos e femininos. Posteriormente, hd a fecundacdo com a formacdo de oocisto
poliesporocistico, contendo quatro esporozoitos por esporocistos. ApoOs ingerir um vetor
hematofago contaminado, os anuros apresentam a formacao de grandes merontes no figado.
Esses merontes liberam 0s merozoitos na corrente sanguinea, que infectam os eritrocitos e
transformam-se em gamontes (BALL et al., 1967; LOWICHIK et al., 1987; SMITH, 1996).

Apesar das diferencas no ciclo, todas as espécies de Hepatozoon compartilham a
mesma caracteristica de formagdo de grandes oocistos multiespocisticos, alem de néo
apresentarem merogonia intraeritrocitica, mas sim em células teciduais (DESSER, 1993).

Os gamontes de Hepatozoon spp., assim como os de Haemogregarina spp., Desseria
spp. e Cyrilia spp. podem ser encontrados em eritrocitos, quando infectam anfibios, répteis e,
possivelmente, peixes, e em leucdcitos, no caso de espécies que infectam mamiferos
(DESSER, 1993).

Os relatos de Hepatozoon spp. infectando peixes séo raros e controversos. Ha poucas
espécies mencionadas por Davies (1995), em revisdo sobre hemogregarinas de peixes.
Merontes de Hepatozoon esoci foram observados parasitando leucécitos de Esox sp., porém,
sdo inexistentes estudos sobre seu ciclo de vida (BYKHOVSKAYA-PAVLOVSKAYA et al.,
1962 apud DAVIES, 1995). Pode ser que esta espécie, com pesquisas aprofundadas, venha a
ser trocada de género, visto que, Hepatozoon spp. ndo possuem merogonia em leucocitos,

somente em células teciduais. E provavel que Hepatozoon spp. ndo seja parasita de peixes.
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4. Considerac0es finais

Os estudos relacionados as espécies da familia Haemogregarinidae parasitas de
peixes, tanto Osteichthyes, quanto Condrichtyes sdo escassos e, muitas vezes, apresentam
equivocos ou sdo imprecisos quanto a sua classificacdo. Evidencias de tal fato foram as
publicacbes de reclassificacdo e surgimento de novos géneros para melhor classificacdo de
alguns parasitas anteriormente descritos (LAINSON, 1981; SIDDALL, 1995).

Com excecdo do género Hepatozoon, cujas pesquisas incluem, além de
caracterizacdo morfoldgica, também, caracterizacdo molecular, principalmente para espécies
de mamiferos e répteis (RUBINI et al., 2005; O’Dwyer et al., 2013 ), e que provavelmente
ndo sdo parasitos de peixes, para as especies de Haemogregarinidae os estudos limitam-se a
caracterizacdo morfologica e morfométrica, das formas teciduais e sanguinea, com raras
descricdes de hospedeiros invertebrados.

No Brasil existem 4035 espécies de peixes de dgua doce, que representam cerca de
31% das espécies conhecidas no mundo (LEVEQUE et al., 2008), e somente trés espéces de
hemogregarinas foram descritas parasitando peixes dulciaquicolas. Desta forma, estudo de
hemoparasitos em peixes dulciaquicolas é de suma importancia, tanto para entendermos a

relacdo parasita-hospedeiro quanto pelos aspectos biologicos e ecologicos desta interacéo.
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CAPITULO 02

Descricao e prevaléncia de Cyrilia sp. (Apicomplexa.
Adeleorina: Haemogregarinidae) em trés espécies de
arraias de agua doce (Potamotrygonidae)

da Regiao Amazonica, Brasil
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1. Introducéo

Hemogregarinas sdo protozoarios sanguineos que parasitam um grande nimero de
vertebrados, incluindo peixes (DAVIES e JOHNSTON, 2000). Para a maioria das espécies
descritas em peixes marinhos e dulciaquicolas s@o descritos apenas estagios de
desenvolvimentos no sangue (DINIZ et al, 2002; SMIT e DAVIES, 2006) e a correta
classificagdo apresenta diversas controvérsias. No entanto, hemogregarinas de peixes séo
frequentemente classificadas pertencendo aos géneros Haemogregarina Danilewsky, 1885,
Cyrilia Lainson, 1981 ou Desseria Siddal, 1995. Os dois Ultimos géneros sdo 0s Unicos
descritos apenas em peixes, enquanto que Haemogregarina ocorre também em répteis. Os
membros destes trés géneros diferenciam-se tanto pelo desenvolvimento no hospedeiro
vertebrado, quanto no hospedeiro invertebrado (SIDDALL 1995; LEE et al, 2000).
Haemogregarina spp. e Cyrilia spp. sdo caracterizadas por apresentarem merogonia tecidual e
intraeritrocitaria no hospedeiro vertebrado, enquanto que em Desseria spp. nenhuma diviséo
intraeritrocitaria foi detectada no sangue dos hospedeiros (LAINSON, 1981; SIDDAL, 1995;
DAVIES 1995; DAVIES e SMIT, 2001).

O ciclo de vida de hemogregarinas de peixes € pouco conhecido, sendo que para
espécies dos trés géneros da familia Haemogregarinidae Leger, 1911, os hirudineos sao
considerados hospedeiros definitivos, porem, Haemogregarina spp. apresentam isopodos
como hospedeiro definitivo (LAINSON, 1981; SIDDALL, 1995; DAVIES e SMIT, 2001;
HAYES et al, 2006).

Arraias Sul americanas da ordem Myliobatiformes sdo elasmobranguios pertencentes
a familia Potamotrygonidae Garman, 1877 com quatro géneros descritos: Paratrygon
Walbaum 1792, Potamotrygon Walbaum 1877, Plesiotrygon Rosa, Castello e Thorson, 1987
e Heliotrygon Carvalho e Lovejoy, 2011, com pelo menos 23 espécies dentro destes géneros

(CARVALHO e LOVEJOY, 2011). Essas arraias sdo exclusivamente dulciaquicolas e
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distribuem-se pelas bacias hidrogréficas da regido Neotropical. Sdo adaptadas a diferentes
habitats, sendo a maioria encontrada na Bacia Amazonica (ROSA, 1985; CARVALHO et al.,
2003; ARAUJO et al., 2004).

Na Bacia do Médio Rio Negro, Barcelos — Amazonia h4 pelo menos cinco das 23
espécies relatadas de potamotrigonideos. Ha relatos de Potamotrygon sp., conhecida como
arraia cururu (segundo DUNCAN et al. 2012 estd espécie estd sendo reclassificada),
Potamotrygon motoro Miller e Henle, 1841, Potamotrygon orbignyi Castelnau, 1855,
Potamotrygon schroederi Fernandez-Yépez, 1958, e Paratrygon aiereba Walbaum, 1792.

Os potamotrigonideos tém sido explorados h& décadas nos rios das Bacias
Amazonica e Araguaia-Tocantins, tanto para 0 comercio quanto para ornamentacdo. No canal
principal do Rio Amazonas, o grande nimero de espécies, como Potamotrygon sp., P. aiereba
e P.motoro sdo, geralmente, usadas para o consumo humano (IBAMA, 2008; DUNCAN et
al., 2010). Entretanto, a Bacia do Meédio Rio Negro é considerada o maior centro de
exportagdo de peixes ornamentais do Brasil (CHAO et al., 2001) incluindo arraias. As arraias
de agua doce ndo sdo apenas capturadas para 0 consumo e para abastecer o mercado de peixes
ornamentais, mas sofrem com a chamada pesca preventiva, onde o0s animais sao abatidos para
prevenir acidentes em humanos no periodo de seca (ARAUJO, 2004). Pescadores e
ribeirinhos temem as arraias por terem ferrbes com toxinas que podem causar graves
acidentes (GARRONE-NETO et al., 2010).

Apesar da importancia ecologica e econbmica das arraias da familia
Potamotrygonidae, pouco se conhece sobre parasitas sanguineos e 0s possiveis impactos que
estes podem causar ao hospedeiro. Poucas hemogregarinas sdo descritas em peixes de agua
doce na América do Sul, sendo elas Cyrilia lignieres (Laveran, 1906) Lainson, 1981, em
Synbranchus marmoratus, e sanguessuga Haementeria lutz (Lainson, 1992) e Desseria

lepidosirensis (Jepps, 1927) Siddall, 1995 em Lepidosiren paradoxa (see Siddall, 1995).
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Além disso, Eiras et al. (2012) em sua revisdo sobre protozoarios parasitas de peixes do
Brasil, relataram um membro da familia Haemogregarinidae em Potamotrygon sp. o qual eles,
erroneamente, atribuiram a Lainson, 1986, mas foi citado em Oliveira et al. (2008)..

A observacéo de Oliveira et al. (2008) levou-nos a realizar este estudo. Descrevemos,
entdo, uma hemogregarina presente no sangue periférico de P. motoro, P. aiereba e
Potamotrygon sp.. Os estagios de desenvolvimento observados assemelham-se aqueles
relatados por Lainson (1981) no sangue de S marmoratus (Figura 1) e, portanto,

possivelmente trata-se de uma nova espécie de Cyrilia.

2. Material e Métodos

2.1. Areas de estudo

A maior parte do estudo foi conduzida no Rio Negro, Arquipélago de Mariua,
Barcelos no Estado do Amazonas, Brasil, de Outubro de 2011 a Dezembro de 2012 (Figura
2), em parceria com a Universidade Federal do Amazonas. Apenas uma coleta foi realizada
no Lago Amapa no municipio de Rio Branco, Estado do Acre em Agosto de 2011 (Figura 3),
em parceria com o Departamento de Morfologia, do Instituto de Biociéncias de Botucatu.

O Arquipélago de Mariua € considerado o maior conjunto de ilhas de agua doce com
aproximadamente 1600 ilhas catalogadas, situada na Bacia do médio Rio Negro, Amazonas,
suas aguas sdo negras e acidas (pH: 3,4 — 4,5) com elevada concentracdo de acido e carbono
organico dissolvidos (CHAO et al., 2001).

Este Arquipélago abriga uma consideravel diversidade de peixes ornamentais
incluindo varias espécies de arraias da Familia Potamotrygonidae, como Potamotrygon sp.
(arraia cururu), P. motoro e P. aiereba. As arraias foram capturadas nas principais areas de
pesca desse Arquipélago e as areas visitadas nas excursdes de campo variaram de acordo com

dindmica de flutuacdo do Rio Negro e da disponibilidade de animais.
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O Lago Amapa € um lago pertencente a Bacia do Rio Acre, localizado no municipio
de Rio Branco, Acre, na Amazonia Ocidental. Ele é caracterizado por suas aguas alcalinas,
formado ha 40 anos e permanentemente ligado ao Rio Acre. O Lago apresenta grande
quantidade de matéria organica, pois na eépoca das cheias, as florestas ao seu redor s&o

inundadas pelas dguas (KEPPELER et al., 1999; KEPPELER e HARDY, 2004).

Figura 1. Principais areas de capturas de arraias de agua doce dentro do Arquipélago de
Mariua, Amazonas, Brasil.
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Figura 2. Local de captura de arraias de agua doce no Lago Amapa, Rio Branco, Acre.

2.2. Captura das arraias

As arraias Potamotrygon sp., P. motoro e P. aiereba (Figura 4) foram capturadas no
periodo noturno nas margens dos lagos, igarapés, igapds e praias.

O deslocamento até as areas de coleta ocorreu em barcos com motor de rabeta e em
canoas. Apds chegada aos locais adequados, a locomocéo foi pela agua com profundidade de

até 1,5m. A busca pelos animais realizou-se de forma ativa com auxilio de lanternas e remo.
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-/
Figura 3. A. Potamotrygon motoro; B. Potamotrygon sp.; C. Paratrygon aiereba (Fonte:
Adriano T. Oliveira, 2008).

A captura das arraias foi realizada com puca de mao, também conhecido como
“rapiché” (Figura 5) na Amazonia central, malhadeiras, espinhel e arpéo, conhecido também
como zagaia. Apos serem capturados os animais foram transferidos para recipientes de caixa
plastica (tipo cacapa) com capacidade de até 30L de &gua. Em cada recipiente, 0s animais
foram mantidos e estocados com densidade maxima de dois animais por recipiente contendo

cerca de 2-3L de agua (OLIVEIRA et al., 2012).
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Figura 4. Métodos de captura das arraias com auxilio de rede de méo, lanterna de cabeca e
remo (foto: Adriano T. Oliveira, 2008).

As arraias pertencentes a familia Potamotrigonidae apresentam ferrGes com toxinas
em suas caudas, que podem causar ferimentos graves (GARRONE-NETO, et al. 2010). Desta
forma o manuseio para colheita de sangue destes animais exigem procedimentos adequados a
fim de se evitar quaisquer acidentes (OLIVEIRA, et al. 2012).

Para a contengdo mecanica dos animais, como medida preventiva de acidentes, usou-
se pinga Foster para prender o ferrdo, luva de couro e um pano umedecido. Para a contencéo
quimica das arraias utilizou-se Eugenol (0,2 g/L), sedando os animais imediatamente, apds
contencao mecanica.

Foram realizadas trés coletas: Outubro de 2010, Janeiro e Novembro de 2012,
totalizando 68 arraias capturadas na regido do Arquipélago de Mariua, e uma coleta em
Agosto de 2011, no lago Amapa, meandro do Rio Acre, totalizando 25 animais. Sendo 34
exemplares de Potamotrygon sp., 44 de Potamotrygon motoro e 15 de Paratrygon aiereba.

O monitoramento do nivel hidrolégico do Rio Negro foi acompanhado para auxiliar
o planejamento das coletas para que coincidissem com os periodos de vazante, seca e

enchentes, pois sdo os periodos em que hd maior facilidade de captura das arraias. Este
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monitoramento foi realizado junto a Companhia de Pesquisa de Recursos Minerais (CPRM)
em Manaus, 6rgdo responsavel pela verificacdo dos niveis hidrolégicos do Brasil.

Todas as coletas foram previamente autorizadas (n° 29676-1) pelo Instituto Chico
Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (ICMBIo).

2.3. Método de colheita, armazenamento do sangue, prepara e coloracdo das extensoes
sanguineas

Apos 0s animais serem anestesiados, o sangue foi coletado através da puncdo no
vaso branquial com auxilio de seringas descartaveis contendo EDTA a 10% (Figura 6). Em
seguida o sangue foi transferido para tubos de eppendorf e mantido em caixas de isopor com
gelo. As extensbes sanguineas foram confeccionadas logo ap0s o sangue ser coletado,
fixadas com metanol durante trés minutos e coradas com GIEMSA por periodo de 30

minutos.

Figura 5. Colheita de sangue em arraias por puncdo do vaso branquial. (Fonte: Adriano T. de
Oliveira, 2012)

As andlises das extensdes sanguineas foram feitas em microscépios Gpticos no
Departamento de Parasitologia do Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual Paulista

Julio de Mesquita Filho — Botucatu — S&o Paulo.
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2.4. ldentificacéo e quantificacdo dos parasitas

Os parasitas encontrados foram analisados quanto a sua localizagdo (intra ou
extracelular), ao formato do corpo, presenca de capsula e de pigmentos citoplasmaticos,
formato e posicao de seu nucleo e tipo de célula hospedeira.

A analise morfométrica foi realizada através de um sistema computadorizado de
analise de imagens, capturadas através de um sistema de video acoplado ao computador e
medidas através do software Qwin Lite 2.5 (Leica).

As variaveis estudadas foram area, comprimento e largura, tanto das formas
sanguineas quanto de seus nucleos. Para cada animal foram pesquisadas cerca de 100 formas
parasitarias de cada tipo ou, alternativamente, 0 nimero maximo de parasitas encontrados nas
laminas.

A parasitemia foi calculada observando o nimero de células parasitadas em 1000

células ndo parasitadas.

2.5. Analise Estatistica

Todos os dados registrados foram analisados utilizando-se o software “SigmaStat
3.1” (Jandel Scientific Corporation).

Como as formas parasitarias encontradas foram consideradas como pertencentes a
mesma espécie, foram determinadas as médias entre os tamanhos de cada fase de
desenvolvimento do parasita, bem como o desvio padréo.

A comparacdo entre eritrocitos normais e parasitados foi realizada empregando-se
Teste t ou Mann Whitney, de acordo com a distribuicdo dos dados. As variaveis

comprimento, largura e area do ndcleo e dos eritrocitos foram estudadas conjuntamente,



53

empregando-se 0 mesmo teste de analise multivariada (PCA), realizado pelo software
“PAST” (Paleontological Statistics Software Package for Education and Data Analysis). O
nivel de significancia adotado foi de 5 %.

Foram feitas analises estatisticas aplicando-se o Test z entre as prevaléncias dos trés
grupos amostrais (espécies de arraias) a fim de determinar se houve diferengas estatisticas
significativas quanto ao numero de animais positivos em relagdo as espécies capturadas. A
Analise de variancia (ANOVA) foi realizada entre a parasitemia dos animais de cada grupo

amostral a fim de se verificar se houve diferencas estatisticas significativas entre as espécies.

3. Resultados

Durante os periodos de coletas (Tabelal) foram capturadas 93 animais: 68 oriundos
da Bacia do Rio Negro, Amazonas e 25, do Lago Amapa, Acre. A prevaléncia foi de 49,46%,
sendo a Regido de Barcelos (regido 1) o tnico local de coleta com animais positivos (n = 46).
A prevaléncia obtida por espécies coletadas em ambos os locais, foi: P. aiereba 73,33%, P.
motoro de 27,27% e Potamotrygon sp. de 69,69%. Se considerarmos somente a regido 1,
onde foram encontrados animais positivos, a prevaléncia foi de 67,6%. A prevaléncia entre as
espécies analisadas da Regido 1 (Paratrygon sp. e Potamotrygon sp.; Paratrygon sp. e P.
motoro; Potamotrygon sp. e P. motoro) foram semelhantes (p>0,05).

A parasitemia variou de 0,1% a 10% dos eritrocitos, porém, ndo houve diferenca
significativa entre os valores da parasitemia das espécies analisadas (p> 0,05) na Regido 1. Os
exemplares de P. aiereba capturadas em Outubro de 2010 (n = 5) apresentaram parasitemia
entre 0,1% a 0,3%, enquanto que os exemplares capturados em Dezembro de 2012 (n = 10),
de 0,1% a 1,8%. Para os exemplares de Potamotrygon sp. capturados em Outubro de 2010 (n

= 11), a parasitemia foi entre 0,2% a 1,2%; em Janeiro de 2012 na regido 1 (n = 12) tiveram
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0s maiores indices de parasitemia, de 0,7% a 10%, enquanto que os exemplares capturados
em Dezembro de 2012 a parasitemia variou de 0,2% a 0,9% . A parasitemia dos exemplares
P. motoro capturados em Outubro de 2010 variou de 0,3% a 07% enquanto que 0s capturados
em Dezembro de 2012 variou de 0,6% a 2,0%. Todas as arraias P. motoro capturadas na
regido 2 (n = 25) eram negativas. Todos os eritrocitos parasitados eram aparentemente,
maduros e nenhum outro tipo de célula sanguinea foi observado infectado.

Uma variedade de estagios de desenvolvimento da hemogregarina foi encontrada e
estas, em sua maioria, eram intraeritrocitarios, com formas extraeritrocitarias observadas com
menor frequéncia.

A descricdo dos estagios segue abaixo.

Trofozoitos ou merozoitos. Este estagio foi relativamente pouco encontrado, era
pequeno, delgado, alguns apresentaram uma cauda curvilinea, com formas intraeritrociticas e
extraeritrociticas. Eles foram observados em 14 das 46 arraias positivas. O citoplasma foi
corado em azul escuro, sem a presenca de vacuolos, o nucleo foi corado em magenta e
localizado no centro ou proximo aos polos (Figura. 7). Os valores das variaveis estdo
indicados na Tabela 2. A presenca desta forma parasitaria ndo ocasionou nenhuma alteracéo
morfologica aparente e nenhuma alteracdo morfométrica estatisticamente significativa
(p>0,05) nos eritrocitos (Tabela 3). Ndo houve alteragdes que separassem o grupo normal de
parasitado, quando submetidos a analise multivariada dos principais componentes de

comparagéo entre tais grupos.



55

Figura 6. Trozoito ou merozoito de Cyrilia sp. infectando eritrocito de arraia Potamotrygon
sp. (Foto: Natalia M. Magro)

Tabela 1. Anélise morfométrica das diferentes fases do desenvolvimento de Cyrilia sp.
encontrados em eritrocitos de arraias das espécies Potamotrygon sp., Potamotrygon motoro e
Paratrygon aiereba

FASES CNP(um)  LNP@um)  ANP@um)  CP(um) LP (um) AP (um?)
PARASITARIAS Méd (DP) Méd (DP) Méd (DP) Méd (DP) Méd (DP) Méd (DP)
Max-min Max-min Max-min Max-min Max-min Max-min
TROFOZOITO 4,3 (0,84) 2,25 (0,56) 12,41 (2,17) 12,78 (1,67) 2,48 (0,74) 30,26 (4,02)
1,52 -6,05 1,57 -3,69 6,13 — 16,27 10,26 — 17,33 1,6-4,24 23,14 — 40,00
MERONTE 4,45 (1,06) 439(0,71)  17,62(3,08) 12,59 (2,24) 4,87 (0,71) 33,34 (4,29)
19-7,64 2,76 - 5,94 11,77 - 28,75 3,85-17,25 3,12 -6,31 26,69 — 44,88
PREGAMONTE 4,43 (1,01) 4,21 (0,76) 15,55 (2,02) 17,12 (2,18) 4,71 (0,61) 42,67 (3,17)

233-700 1,71-591 10,22-21,36 13,06-2344 255-6,66 35865045
MACROGAMONTE  4,33(0,89)  521(095)  17,79(3,20)  1589(1,71)  572(087) 42,91 (3,80)

246-784  283-770 1219-2871 1231-2065  3,13-800 34,11 46,79
MICROGAMONTE  4,09(0,65)  4,32(1,20)  16,51(348)  13,72(215)  502(1,32)  33,62(6,17)

281-58  207-605 10,03-2493 1004-1892 192-6,33  23,14-46,79

AP =area do parasita, CP = comprimento do parasita, LP = largura do parasita, ANP = ar-ea do nucleo do parasita, CNP = comprimento do nucleo do parasita, LNP = IarguTa do
nlcleo do parasita, N = hemécias normais, PA = hemacias parasitadas. Méd = Média. DP = Desvio Padrdo. Ma x= méaximo. Min = minimo.
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Tabela 2. Analise morfométrica dos eritrocitos normais e parasitados por Cyrilia sp. em arraias
das espécies Potamotrygon sp., Potamotrygon motoro e Paratrygon aiereba

ERITROCITOS

CNE (um) LNE (um) ANE(um?) CE(um) LE(um) AE (um?)
TROFOZOITO ENP 8,63 (0,95 5,40 (1,15)° 25,93 (3,12) 21,56 (2,03) 14,54 (1,47) 63,92 (4,70)2
EP 5,55 (0,92) 25,74 (2,89)2 19,67 (2,24) 13,85(1,35)? 60,71(5,78)?

8,69 (1,14) 5,5(5 ) 25,74 ( 19,67 33,83 %37(1 ) (6.78)
MERONTE ENP 8,79 (1,13)° 5,83 (0,80)° 26,68 (3,29)° 21,26 (2,09)° 14,05 (1,53)° 63.49 (5,22)°
EP 8,44 (1,23 556 (0,88)° 25,92 (3,00)° 19,78 (2,03)° 14,41 (1,45)° 62,20 (5,04)°
PREGAMONTE ENP 853 (1,27)* 5,66 (1,07)° 25,34 (3,32) 21,42 (1,81) 14,46 (1,21)2 63,36 (4,64)2
EP 858 (1,23)* 5,10 (0,90)* 25,24 (2,95)2 21,46 (1,81)2 14,22 (1,09)2 64,41 (3,63)2

MACROGAMONTE _ ENP 9,20 (1,07  6,38(0,77° 28,43 (2,40)° 22,47 (2,10)° 14,19 (1,73)2 66,00 (4,51)°

EP 911(1,16) 549 (0,78 27,05 (2,62) 21,64 (2,31)? 14,88 (1,80)? 66,69 (4,94)?

MICROGAMONTE ENP 8,60 (0,97 565 (0,927 26,38 (2,15) 21,53 (1,54)° 14,40 (1,68)° 64,61 (4,30)2

EP 858 (1,51 547 (0,90)F 24,87 (3,11) 21,57 (2,88)? 14,16 (3,00)? 64,04 (8,83)?

Letras 1guais = p > 0,05; Tetras distintas= p < 0,05. AE = area do eritrocito, CE = eritrocito do parasita, LE = Targura do eritrocito, ANE = area do
nlcleo do eritrocito, CNE = comprimento do ndcleo do eritrécito, LNE = largura do ndcleo do eritrécito ENP =eritrécitos ndo parasitados; EP =

eritrocitos parasitados; Estatistica analitica, dados correspondem as medianas e suas respectivas amplitudes semi —interquartilicas.

Meronte ou esquizonte: este estagio de desenvolvimento foi observado em 14 das 46
arraias parasitadas, sendo encontradas formas intraeritrociticas e extraeritrociticas. Possuia
tanto formato oval, quanto alongado e nenhum meronte maduro foi visto nas extensdes
sanguineas (Fugura. 8). A coloracdo do citoplasma foi azul claro, vacuolizado e
ocasionalmente, com granulos espalhados. O nucleo era Unico ou, as vezes, aparentando
dividir-se, e era normalmente roseo e granular. Os valores das variaveis deste estagio estdo
indicados na Tabela 2. Os merontes foram observados deslocando o nucleo eritrocitario ou
justapondo-se a ele, e alterando significativamente (p<0,05) a morfometria dos eritrocitos
parasitados (Tabela 3). Houve alteracdes que separaram o grupo normal de parasitado, quando
submetidos a andlise multivariada dos principais componentes de comparacdo entre tais

grupos.
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Figura 7. Meronte ou esquizonte de Cyrilia sp. infectando eritrcito Potamotrygon sp.
(Fonte: Natalia M. Magro)

Prégamontes. O estagio que consideramos como sendo pregamontes (gamontes
imaturos) foi relativamente abundante e intracelular, presente em 30 das 46 arraias positivas.
Eram alongados com a porc¢éo anterior arredondada, apresentavam uma cauda curvilinea, com
citoplasma corado em azul escuro e o ndcleo localizado centralmente ou anteriormente e
corado em magenta (Figura 9). Os valores obtidos das varidveis desta fase estdo indicados na
Tabela 2. Estas formas parasitarias foram observadas deslocando o nucleo dos eritrocitos para
a periferia da célula, porém ndo houve nenhuma alteracdo morfométrica significativa (p>0,05)
e ndo houve alteragdes que separassem o grupo normal de parasitado, quando submetidos a
analise multivariada dos principais componentes de comparacao entre tais grupos (Figura 12).
Os valores das variaveis obtidas para ambos 0s grupos de eritrocitos estdo indicados na

Tabela 3.
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Figura 8. Prégamonte ou gamonte imaturo de Cyrilia sp. infectando eritrocitos de
Potamotrygon sp. (Familia Potamotrygonidae). (Fonte: Natalia M. Magro)

Gamontes. Os gamontes encontrados eram maduros e grandes, quando comparados a
outras fases do desenvolvimento, possivelmente encapsulados ou dentro de estreitos vacuolos
parasitéforo e sem nenhuma cauda visivel. Foram encontrados dois tipos de gamontes, 0S
macrogamontes e 0s microgamontes. Os estagios interpretados como macrogamontes foram
0s estagios mais frequentes, com o citoplasma corado em azul escuro e um ou dois vacuolos
citoplasméticos. O nucleo corado em magenta, com cromatina condensada e localizado
centralmente (Figura 13 A). Os estagios interpretados como microgamontes foram menos
comuns, com o citoplasma corado em azul claro e com poucos vacuolos citoplasmaticos. O
nucleo foi corado em magenta, com cromatina condensada e localizado centralmente (Figura
13B.). Os valores obtidos para as variaveis destes estagios estdo indicados na Tabela 2.
Ambas as formas parasitarias foram observadas deslocando o nucleo dos eritrocitos para a
periferia da célula, porém, ndo ocasionaram nenhuma alteracdo morfometrica significativa
(p>0,05). Nao ocorreram alteracbes que separassem O grupo de eritrocitos normais de

parasitados, quando submetidos a analise multivariada dos principais componentes de
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comparagdo entre tais grupos, para ambas as fases. As variaveis obtidas para os grupos de

eritrécitos normais e parasitados estdo indicados na Tabela 3.

A

Figura 9. A- =—> Macrogamonte intraeritrocitario de Cyrilia sp. infectando eritrdcitos de
Potamotrygon motoro. B - =:» Microgamonte intraeritrocitario de Cyrilia lainsoni sp. nov.
infectando eritrdcito de Potamotrygon sp. (Fonte: Natalia M. Magro)

A morfologia dos parasitos encontrados, quando comparados com os dados da

literatura, indica que estamos lidando com uma nova espécie de Cyrilia.

4. Discussao

Durante as anélises dos materiais obtivemos na regido 1 (Bacia do Médio Rio Negro)
animais parasitados pertencentes as trés espécies estudadas (n = 46), enquanto que na regido 2
(Bacia do Rio Acre) foram coletados apenas animais pertencentes a espécie P. motoro e todos
foram negativos a infec¢do, enquanto que os animais da espécie P. motoro, capturada na
regido 1, representou 27,95% do total dos animais coletados nesta regido, com prevaléncia
igual a 63,15%.

Tais diferencas podem ter ocorrido devido a geografia dos locais de estudo. A regido
1, o Rio Negro no Arquipélago de Mariud € um dos maiores afluentes do Rio Amazonas e
considerado um dos maiores rios do mundo em volume de &gua. Enquanto a regido 2 é

considerada um meandro isolado do Rio Acre de aparente ligagdo com a drenagem principal.
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Além das marcantes diferencas fisicas entre os locais onde foram realizadas as coletas,
podemos destacar os periodos nos quais elas foram realizadas. Entre 0os meses de Junho a
Novembro é considerado o periodo das vazantes ou secas dos rios na regido Norte, e foi neste
periodo que a coleta da regido 2 foi realizada, enquanto que as coletas da regido 1 foram
realizadas no periodo de cheias (ZEIDEMANN, 2001).

Essas diferencas geograficas e os periodos nos quais as coletas foram realizadas
podem ter influenciado na quantidade de hospedeiros definitivos e na biologia dos animais, o
que, possivelmente, resultou na auséncia de parasitas nos animais da regido 2.

Os relatos de hemogregarinas em elasmobranquios concentram-se, em sua maioria,
em arraias marinhas, incluindo Haemogregarina delagel Laveram e Mesnil, 1901 em Raja
erinacea Mitchill, 1825; Desseria dasyatis Saunders, 1958 em Dasyatis americana
Hildebrand & Schoreder e Desseria torpedinis Neumann, 1909 em Torpedo spp. (DAVIES et
al., 2012). No entanto, ha apenas um relato de haemogregarina em arraias de agua doce
(OLIVEIRA et al., 2008) que nos levou a iniciar o atual estudo.

Para identificar o parasita descrito neste trabalho foi necessario examinar os registros
anteriores. Primeiramente, a hemogregarina parece produzir merontes no sangue, ao contrario
do descrito em Desseria spp. onde ha relatos de formacdo de merontes no hospedeiro
definitivo e em orgédos do hospedeiro intermediario. Segundo, as formas interpretadas como
gamontes sdo maiores que as descritas para H. delageill = 1 pm x 2 = 1 pum; (ARAGORT et
al, 2005) e sdo morfologicamente diferentes.

Aragort et al. (2005) descreveram os trofozoitos ou merozoitos como formas
semelhantes morfologicamente e morfometricamente aos gamontes maiores, descritos aqui
com macrogamontes, porém, em andlise estatistica essas formas tiveram diferencas

significantes (p<0,05) quanto a medida de suas &reas, sendo 0s trofozoitos o estdgio menor
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(Tabela 2). Assim, a espécie descrita neste trabalho ¢ diferente da especie de hemogregarina
conhecida em arraias marinhas.

As Unicas especies de hemogregarinas descritas em peixes de agua doce no Brasil
sdo D. lepidosirensis, C.lignieres e um membro da familia Haemogregarinidae em
Potamotrygon cf. histrix, na Amazonia, como mencionado anteriormente (EIRAS et al.,
2012). Essa espécie encontrada nas arraias € improvavel que seja alguma espécie de Desseria
devido a merogonia eritrocitica, podendo ser Cyrilia sp. ou Haemogregarina sp.

Lainson (1981, 1992) descreveu C. lignieres em muguns, S marmoratus, no Estado
do Para, Brasil, transmitida pelo hospedeiro definitivo, a sanguessuga H. lutz. No peixe
hospedeiro, o parasita foi observado produzindo estagios em divisdo no sangue periférico,
principalmente em capilares dos rins e apenas eritrocitos foram infectados por estes estagios,
e gamontes de dois tipos (macro e microgamontes) encontrados nos esfregacos sanguineos;
estagios esporogbnicos foram descritos no intestino das sanguessugas, com 0S esporozoitos
migrando para a glandula salivar.

Examinando as formas parasitarias encontradas nos esfregacos sanguineos das trés
espécies de arraias de agua doce, material de estudo desta pesquisa, nés notamos semelhancas
a estagios descritos para C. lignieresi, nomeados de merontes no sangue periférico e gamontes
de dois tipos — microgamonte e macrogamonte. No entanto, ndo encontramos merontes
maduros nas extensdes sanguineas. Além disso, cortes histologicos ndo foram avaliados neste
estudo, portanto ndo podemos afirmar se as fases de divisdo deste parasita ocorrem nos 6rgaos
desses animais.

As formas observadas e interpretadas como merontes ou esquizontes eram
semelhantes aquelas descritas por Lainson (1981) como sendo 0s merontes maiores. Engquanto
a forma descrita em C. lignieres mediu 12,4 x 6,6 um, a forma similar encontrada neste

estudo mediu 12,59 x 4,87 um, valores relativamente, parecidos.
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Os estagios interpretados como gamontes maduros eram maiores que 0s descritos por
Lainson (1981). Os macrogamontes de C. lignieres mediam, aproximadamente, 11,00 x 5,00
pm variando 8,70 x 5,00 — 12,50 x 5,6 um (comprimento x largura), e 0s microgamontes 8,80
x 4,70 um variando 7,50 x 4,40 — 10.00 x 4.40 um, enquanto que as formas interpretadas
como macrogamontes mediram 15,90 x 5,72 um variando de 12,30 x 3,13 — 20,65 x 8,00 pum
e microgamontes 13,70 x 5,02 um variando 10,04 x 1,90 — 18,90 x 6,33 pum.

Embora os gamontes imaturos das arraias apresentassem uma das extremidades
semelhantes a caudas curvilineas e citoplasmas vacuolizado, ndo foram observados 0s
granulos azurofilos descritos por Lainson, (1981). Além disso, nenhum ectoparasita
hematofago (sanguessugas ou isopodos) foi registrado ou capturado parasitando as arraias
durante as coletas, assim, o hospedeiro definitivo dessa hemogregarina mantem-se
desconhecido.

As anéalises morfolégicas e morfométricas dos eritrécitos normais e parasitados
foram realizadas pela primeira vez em casos de infeccdo por hemogregarina em peixes de
agua doce. Os estagios descritos como trofozoitos foram os Unicos que ndo causaram
nenhuma alteracao significativa, tanto morfolégica quanto morfométrica nos eritrocitos. Os
demais estagios foram observados deslocando o ndcleo dos eritrécitos para um dos polos ou
para lateral, bem como se justapondo a ele, porém, nenhuma alteracdo morfométrica
significativa foi observada, exceto para 0 estdgio denominado meronte, que apresentou
variacao estatistica entre as medidas dos eritrocitos normais e parasitados.

Anélises comparativas semelhantes foram realizadas por O’Dwyer et al. ( 2013) ,
porém, para uma espécie de Hepatozoon em Crotalus durissus terrificus, Linnaeus, 1758,
serpente cascavel. Ao contrario do observado em nosso estudo, a presenca de gamontes de
Hepatozoon nos eritrocito de C. durissus ocasionou alteragdes significativas entre 0s

eritrocitos normais e parasitados na maior parte das suas amostras.
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Apesar da presenca do parasita e as possiveis alteracbes morfologicas e
morfométricas observados neste trabalho e em pesquisas como as de O’Dwyer e
calaboradores (2013) ndo sabemos ao certo quais as consequéncias desta infeccdo para
animais positivos. Estes parasitas raramente sdo fatais, pois no ambiente natural hd um
equilibrio na relacdo parasito, hospedeiro e ambiente, evitando manifestacdo de doencas ou
aumento do consumo energetico (BROWN et al., 2006; PAVANELLI et al., 2008;). Porém, é
prematuro afirmar que a presenca destes hemoparasitas ndo causa nenhum tipo de alteracdes

nos hospedeiros.
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5. Conclusdo

v Todas as arraias positivas estavam parasitadas por uma mesma espécie de hemogregarina,
que ¢ provavelmente uma nova espécie de Cyrilia.

v" O parasitismo variou de acordo com as Regides estudadas durante o periodo da pesquisa.

v Na regido 1 onde foram encontrados animais infectados a prevaléncia da infeccdo foi alta,

nas trés espécies de arraias estudadas.
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