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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



17

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.

-
3
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Figura 1. Trecho do ri Batalha na cidae Reginéolis.
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