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RESUMO

Com a finalidade de contribuir com o conhecimento de parasitos do filo Myxozoa em
peixes de dgua doce, acrescentando possiveis novas espécies as ja desctritas, foram examinados de
Janeiro a Dezembro de 2001, 120 exemplares de Astyanax altiparanae ¢ 18 exemplares de
Serrasalmus spilopleura, coletados em um lago da Fazenda Rio das Pedras, localizada no
municipio de Campinas, SP. Verificou-se também a prevaléncia e os aspectos histopatolégicos
provocados no hospedeiro.

Os peixes coletados com o auxilio de vara comum de pesca, foram transportados vivos
para o laboratério, onde todos os seus érgdos foram exarninados. A determinagdo do parasito foi
realizada mediante comparagdes morfométricas com as espécies ja descritas na literatura.

Em A. altiparanae foi observado a ocorréncia de duas novas espécies de mixosporidios
pertencentes ao género Henneguya: Henneguya chydadea, parasitando as bringuias, com
prevaléncia de 88,3% e Henneguya sp. 1 parasitando as nadadeiras, com prevaléncia de 44,3%. O
desenvolvimento dos cistos de H. chydadea no epitélio lamelar resultou em deformagio da
lamela e compressio dos capilares. Em estagios mais avangados observou-se retragio das
lamelas vizinhas, com reduciic da superficie para as trocas gasosas. Similar estudo histologico
revelou que os cistos de Henneguya sp. 1, desenvolvem-se no tecido conjuntivo da base dos raios
das nadadeiras. A presenca desses cistos ndo provocou nenhuma resposta inflamatéria no
hospedeiro.

Nas brinquias de S. spilopleura foi verificado, a ocorréncia de uma nova espécie de
mixosporidio, Henneguya curvata, com prevaléncia de 100%. O parasito produziu deformagio
das estruturas lamelares, incluindo compressio dos capilares, o qual levou a um discreto edema.

Em estagios mais avangados os cistos produziram fusio entre as lamelas vizinhas.



ABSTRACT

Aiming to contribute to the knowledge of parasites of the filo Myxozoa in freshwater fish,
adding possible new species to the ones already described, 120 samples of Astyanas altiparanae
and 18 samples of Serrasalmus spilopleura were examined between January and December 2001,
collected from a lake located on Rio das Pedras farm, close to the city of Campinas, state of Séo
Paulo, Brazil. Prevalence was also verified and the histopathological aspects provoked in the
host.

The fish collected with the aid of an ordinary fishing rod, were transported alive to the
laboratory, where all their organs were examined. The determination of the parasite was
perceived upon morphometrical comparisons with the species already described in the literature.

In 4. altiparanae was observed the occurrence of two new species of myxosporeans
belonging to the genera Henneguya: Henneguya chydadea, parasitising the gill, with prevalence
of 88.3 % and Henneguya sp. 1 parasitising the fins, with prevalence of 44.3 %. The development
of the cysts of H. chydadea in the lamellar epithelium resulted in deformation of the lamellae and
compression of the capillaries. In more advanced stages, retraction of the neighboring lamellae
was observed, with reduction of the surface for the gas exchanges. Similar histological study
revealed that the cysts of Henneguya sp. 1 developed in the conjunctive tissue of the basis of the
radii of the fins. The presence of these cysts did not provoke any inflammatory response in the
host.

In the gill of S. spilopleura was observed the occurrence of a new species of
myxosporeans, Henneguya curvata, with prevalence of 100%. The parasite produced deformation
of the lamellar structures, including compression of the capillaries, which lead to slight edema. In

more advanced stages the cysts produced fusion among the neighboring lamellae.
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1. INTRODUCAO

A ictiofauna da regifio neotropical € a mais diversificada, quando comparada com outras
regides do mundo. Estima-se que existam cerca de aproximadamente 8.000 espécies de peixes de
Agua doce, ocorrendo em menos de 0,003% de dgua doce disponivel no mundo. Esta estimativa
representa 24% de toda a fauna de peixes do mundo e 1/8 de toda a biediversidade de vertebrados
{Schaefer, 1998).

Bohlke et al.(1978), na década de 70, ja calculavam que existiam 2.500 a 3.000 espécies
de peixeé descritas na América do Sul, podendo esta estimativa chegar a 5.000 espécies, sem
levar em consideragio o niimero de espécies de peixes descritas da América Central.

O Brasil é um dos paises que apresenta o maior potencial do mundo para a produgdo de
peixes, tendo em vista a vastidio de seu territério, com mais de 2/3 ocupando a regifo tropical,
privilegiadas e ricas bacias hidrogrificas, onde se destaca a Bacia Amazdnica responsivel por
aproximadamente 20% da agua doce do mundo. Além disso, devemos ressaltar os 5 milhSes de
hectares de 4gua represadas em agudes (Nordeste) e reservatorios, construidos para a geragio de
energia hidroelétrica ou para o abastecimento urbano e, aproximadamente 8 milhdes de
quildmetros de costa que possibilita uma enorme e variada atividade de aquicuitura de espécies
marinhas.

A ordem Characiformes apresenta aproximadamente 1.343 espécies de peixes descritas,
sendo um dos maiores grupos de peixes de 4gua doce do mundo (Nelson, 1994). Este
agrupamento de orgamismos possue ampla distribuigiio geogrifica, sendo encontrados
representantes vivendo na Africa do Sul e Central ¢ América do Norte e Sul. Contudo a maior
diversidade é verificada na regido Neotropical (Buckup, 1998). A ordem Characiformes incluia

familia Characidae, com aproximadamente 166 géneros e 685 espécies de peixes descritas
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{(Nelson, 1984), sendo a subfamilia Tetragonopterinae a que apresenia o0 maior nimero de
espécies (Nomura, 1975). Dentre os géneros desta subfamilia, Astvanax ¢ o género mais comum
(Esteves, 1996), apresentando cerca de uma centena de espécies e subespécies, amplamente
distribuidas por toda a América do Sul e Central (Garutti & Britski, 1997). As espécies do género
Astyanax sio relativamente pequenas (10 — 12cm de comprimento) e popularmente conhecidas
por “lambari” no Brasil. Em geral, apresentam um grande potencial adaptativo e séo
denominadas euntdpicas ou ainda de espécies com elevada valéncia ecologica (Garutti &
Figueiredo-Garutti, 1992). Os “lambaris” desempenham um papel fundamental na cadeia
alimentar dos ecossistemas aquaticos, servindo de alimento para varios peixes carnivoros de
niveis tréficos superiores {Esteves, 1996) ¢, além disso, s&o muito apreciados na pesca esportiva
(Barbieri et al., 1982; Barbieri & Barbieri, 1988; Barbieri & Marins, 1995). Apesar de seu
pequeno porte, a sua came saborosa, os tomam potencialmente Gteis a piscicultura intensiva
(Andrade et al., 1985).

Astyanax altiparange Garutti & Brtski, 2000, também conhecido por “tambin” ou
“lambari do-rabo-amarelo”, apresenta distribuicio ampla no alto do no Parana, tendo sido
identificado incorretamente por murto tempo (Garutti & Britski, 2000) com o nome de Astyanax
bimaculatus, Linnaeus, 1758, Segundo Garutti & Britski (2000) o nome A. bimaculatus tem sido
atribuido a um grupo de espécies do género Astvanax que apresentam uma mancha umeral negra
horizontalmente ovalada, duas barras verticals marrons situadas na regifio umeral e uma mancha
negra no pedinculo caudal estendida até a extremidade dos raios medianos. Entretanto, segundo
o5 mesmos autores, o0 nome A. bimaculatus deve ser atribuido apenas aos exemplares do

Suriname.
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Na bacia hidrografica do alto do Parana, A. altiparanae é a Gnica espécie do género a
apresentar os caracteres descritos para o grupo bimaculatus. Estes peixes s@o onivoros,
alimentando-se predominantemente de larvas de insetos agquiticos (Esteves, 1996} e apresentam
um periodo reprodutivo longo e anual, compreendido entre os meses de agosto e novembro,
sendo a desova do tipo parcelada (Barbien1 & Marins, 1995).

Dos peixes teledsteos da familia Characidae, reconhecidamente predadores, as piranhas,
pertencentes ao género Serrasalmus Lacépéde, 1803, estio entre os principais € mais vorazes
(Braga, 1975). Apresentam ampla distribui¢io na América do Sul, tendo como habitat rios,
acudes, lagos e lagoas. Segundo Oliveira & Nogueira (2000), Serrasalmus spilopleura Kner,
1860, é uma das espécies de piranha mais utilizadas para consumo na regiio do pantanal mato-
grossense. O consumo destes peixes pela populacio local varia de trés a quatro vezes por dia,
sendo um dos unicos meios de obten¢io de proteina animal pela populago carente e populagio
tradicional (indigena). Estes peixes medem aproximadamente 12-18cm de comprimento e
geralmente sio encontrados em pequenos grupos de vinte individuos. Apresentam uma atividade
de forrageamento principalmente durante o dia, sendo encontrados no periodo noturno entre as
vegetacOes (Sazima & Machado, 1990). Alimentam-se predominantemente de outros peixes,
entretanto predam também alguns invertebrados e ocasionalmente vegetais (Braga, 1975).

A ictiofauna constitui-se num recurso alimentar importante sendo uma fonte primaria de
proteinas para humanos, acessivel por exploracdo direta das populagdes naturais. Embora essas
populagdes de peixes parecam inesgotaveis, a agio predatéria e a poluigdo ambiental tém
contribuido para a sua redugio.

Entre os principais fatores causadores de morte e patogenia em peixes destacam-se a

poluigio ambiental, a putrefacio da matéria orginica e a invasdo dos peixes por agentes
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patogénicos, sendo isto facilitado pelo ambiente aquatico, tornando estes animais os organismos
vertebrados mais parasitados. Em ambiente natural, as indicagbes patogénicas em peixes
capturados sio menos evidentes, quando comparadas com peixes que vivem em sistema de
cultivo, pois raramente um organismo debilitado sobrevive, devido a selegiio natural {Thatcher,
1981).

Com o crescimento da aqiiicultura, observado principalmente a partir da década de 90 em
diversas regides do mundo, o estudo das patologias de peixes torna-se cada vez mais importante
(Kent et al, 2001). Entre as parasitoses de peixes que causam patologias temporarias, ou
dependendo do sitio de infecgiio, responsaveis por danos aos seus hospedeiros, podendo leva-los
a morte, devemos ressaltar aquelas causadas por mixosporidios. Este grupo de organismos
parasitos, pertencentes ao filo Myxozoa Grassé, 1960, apresenta grande importincia por
infectarem peixes economicamente importantes.

O estudo de mixosporidios em peixes da familia Characidae vem sendo realizado por
varios pesquisadores (Azevedo et al., 1997, Casal et al., 1997; Martins & Souza, 1997; Molnar et
al,, 1998; Casal et al., 2002) . A maioria dos estudos, entretanto, apresenta apenas carater
taxondmico, fornecendo poucas informagdes a respeito da patogenia provocada por estes
parasitos em seus hospedeiros.

Na literatura existem até o momento 11 espécies descritas de mixosporidios ocorrendo
em “lambaris” sendo que nenhuma em Astyanax altiparanae, enquanto que em piranha ha apenas
7 espécies descritas, trés ocorrendo em Serrasalmus spilopleura.

Das espécies de mixosporidios descritas em “lambaris”, apenas 1 pertence ao género
Myxidium Biatschli, 1882: Myxidium cholecysticum Cordeiro & Gioia, 1990 parasito da vesicula

biliar de 4. scabripinnis e 10 ao género Henneguya Thélohan, 1892: Henneguya wenyoni Pinto,
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1928 parasito das brinquias de Tetragonopterus sp, Henneguya cesarpintoi Guimaries, 1931
parasito da cavidade branquial de Astyanax fasciatus, Henneguya bergamini Guimaries, 1931
parasito da cavidade do corpo de A. fasciatus, Henneguya travassoni Guimardes & Bergamini,
1933 parasito dos musculos de 4. fasciatus; Henneguya santae Guimaries & Bergamini, 1934
parasito das brinquias de Tetragonopterus santae; Henneguya pisciforme Cordeiro et al. 1983
parasito das brinquias de Hyphessobrycon anisitsi; Henneguya intracornea Gioia et al. 1986
parasito do olho de Astyanax scabripinnis, Henneguya hoimba Cordeiro & Gioia, 1987 parasito
das brinquias de A fasciatus, Henneguya artigasi Gioia & Cordeiro, 1987 parasito das brinquias
de A. scabripinnis, Henneguya astyanax Vital et al., 2003 parasito das brinquias de Astyanax
keithi

Em piranha, das 7 espécies descritas de mixosporidios, 3 pertencem ao género
Henneguya: Henneguya ihering Pinto, 1928 parasito das brinquias de Serrasalmus spilopleura,
Henneguya striolata Casal et al, 1997 parasito das brinquias de Serrasalmus striolatus e
Henneguya pilosa Azevedo & Matos, 2003 parasito dos filamentos branquiais de Serrasalmus
altuvei e 4 ao género Myxobolus Biitschli, 1882: Myxobolus pygocentris Penido, 1927 parasito do
conteado intestinal de Pygoceniris piraya, Myxobolus noguchii Pinto, 1928 parasito das
brinquias de Serrasalmus spilopleura, Myxobolus serrasalmi Walliker, 1969 parasito do bago,
rim figado de Serrasalmus rhombeus e Myxobolus sp. Walliker, 1969 parasito dos rins de

Serrasalmus sp.;
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2. COMENTARIOS SOBRE MYXO0ZOA

Os Myxosporea, $80 organismos parasitos obrigatérios de peixes, raramente sdo
enconirados infectando répteis, anfibios e platelmintes (Lom & Dykova, 1995). Existem
aproximadamente 1350 espécies descritas, distribuidas em 52 géneros, sendo a maioria
encontrada parasitando peixes de &gua doce (Kent et al., 2001). Organismos pertencentes ao
género Myxobolus sdo os mais comuns, com 450 espécies conhecidas (Salim & Desser, 2000). O
género Henneguya apresenta 146 espécies (Eiras, 2002), sendo o mais comumente encontrado na
América do Sul, com 32 parasitos descritos nesta regido.

Os mixosporidios até a década de 90 foram agrupados ao Reino Protozoa, sendo o filo
Myxozoa composto por duas classes. Os parasitos de peixes e raramente de platelmintes, répteis e
anfibios foram incluidos na classe Myxosporea, enquanto que a classe Actinosporea acomodava
os parasitos de anelidios. Desde 1899, os mixosporidios eram considerados por alguns autores
como metazoarios, entretanto os estudos realizados naquela época nfio tiveram grande
repercursio ou simplesmente foram ignorados (Kent et al., 2001). Segundo o estudo realizado por
Kent et al. (2001), o filo Myxozoa apresenta apenas a classe Myxosporea, sendo 0s organismos
pertencentes 4 classe Actinosporea um estigio de desenvolvimento. A presen¢a de esporos
multicelulares e resultados moleculares, segundo estes autores, indicam que os mixosporidios sio
metazoarios.

A classe Myxosporea, até o momento, é dividida em duas ordens, a Bivalvulida
Schulman, 1959 (esporos com duas valvas e uma a quatro cipsulas polares) e 2 Multivalvulida
Schulman, 1959 (esporos com trés a sete valvas e duas a sete capsulas polares) (Lom & Dykova,

1995). Canning et al. (2000) propuseram uma terceira classe Malacosporea e a ordem
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Malacovalvulida para acomodar as espécies de mixosporidios pertencentes ao género
Tetracapsula, parasitos que infectam briozoarios.

A localizagiio dos mixosporidios nos hospedeiros € bastante variada, sendo encontrados
em todos os tecidos e o6rgdos. Podendo ser histozdicos (encontrados intracelularmente,
intercelularmente ou no limem dos vasos sangiiineos), ou ainda celozodicos {encontrados nas
cavidades dos orgios, principalmente vesicula biliar e bexiga natatoria) (l.om, 1987).

Segundo Salim & Desser (2000) as espécies de mixosporidios apresentam um alto grau de
especificidade, tanto para o hospedeiro como para os tecidos infectados. Entretanto na
identificacdo de novas espécies, esse critério deve ter um papel secundario na taxonomia desses
parasitos.

Apesar do grande naimero de espécies descritas de mixosporidios, poucas sdo conhecidas
por causarem infecgdes sérias ou fatais em seus hospedeiros. Existem aproximadamente 15
géneros que incluem espécies patogénicas (Lom & Dykova, 1995).

Entre as patologias de maior importincia, provocadas por mixosporidios, podemos
ressaltar aquelas causadas por Myxobolus cerebralis Hofer, 1903, que provoca a “Doenca do
Rodopio” em salmonidios. O parasito destroi a cartilagem da cabega e da coluna vertebral de
peixes, promovendo elevadas taxas de mortalidade, principalmente em individuos jovens.
Myxidium truttae Léger, 1930 responsavel por infecgGes nos ductos biliares de salmonidios em
toda a Eurasia. Cerafomyxa shasta Noble, 1950 parasito de salmonidios, € considerado
economicamente importante, pois causa elevada perda de individuos jovens criados em sistema
de cultivo € em ambiente natural (Eiras, 1994). Shaerospora moinari Lom, Dykova, Paviaskova
& Grupcheva, 1983 infecta as brinquias de carpa. Myxobolus muelleri Butschli, 1882 parasito

das branquias de varias espécies de peixes, especialmente de ciprinideos, causando elevada taxa
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de mortalidade. Viarnas espécies do género Kudoa, Unicapsula e Hexacapsula tem sido
encontradas causando lesdes sérias na musculatura de peixes, comprometendo desta forma a
aceitagdo do pescado pelo consumidor (Lom & Dykova, 1995). Espécies pertencentes ao género
Henneguya vém sendo descritas como importantes agentes patogénicos de peixes de 4gua doce.
Estes organismos tém sido encontrados produzindo severa reagio inflamatoria, hemorragia,
hiperplasia e reagio granulomatosa em seus hospedeiros (Dykova & Lom, 1978; Kalavati &
Narasimhamurti 1985; Ferraz de Lima et al. 1995; Lom & Dykova 1995; Martins & Souza 1997,
Martins et al. 1999b).

A patogenicidade causada por estes organismos ndo consiste apenas em seu carater letal,
mas também nos danos causados em alguns tecidos, portanto devemos considerar a importincia
desses parasitos, pois o seu principal hospedeiro sio os peixes, e estes apresentam grande valor
comercial para ¢ homem.

Existem consideraveis informacdes sobre Myxosporea de peixes nos EUA, Europa e Asia
(Casal et al., 1996), entretanto pouco se conhece sobre a fauna desses organismos na América do
Sul, particularmente da Bacia Amazdnica, onde ocorre a maior diversidade de peixes (Azevedo &
Matos, 2002).

A presenca de mixosporidios em peixes da regifio Neotropical, vem sendo desde 1910
assinalada por vérios pesquisadores. Desde entio, diversas espécies de mixosporidios foram
descritas parasitando peixes de diversas areas geograficas. Em 1996 Gidia & Cordetro
publicaram uma lista com 52 espécies distribuidas em 11 géneros de mixosporidios parasitando
peixes no Brasil. As espécies do género Henneguya e Myxobolus foram as mais freqiientemente
encontradas, sendo 21 do género Henneguya e 13 do género Myxobolus. Os o6rgios mais

infectados por estes parasitos, segundo os autores, foram brinquias, vesicula biliar, nm e figado.
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Azevedo & Matos (1995, 1996) utilizaram caracteristicas ultraestruturais na descrigio de duas
novas espécies de mixosporidios. Henneguya adherens, parasitando as brinquias de
Acestrorhynchus falcatus e Henneguya malabarica infectando as brinquias de Hoplias
malabaricus, peixes de agua doce da Bacia Amazdnica. A ultraestrutura dos esporos de H.
adherens ¢ H. malabarica revelou a presenga de uma bainha, composta por uma substincia
hialina, circundado os esporos. Casal et al. (1996, 1997) decreveram Myxobolus brasiliensis,
parasitando as brinquias de Bunocephalus coracoideus ¢ Henneguya striolata, parasitando as
brinquias de Serrasalmus spilopleura, peixes também provenientes da Bacia Amazdnica. O
estudo ultraestrutural revelou que os cistos de M. brasiliensis, apresentam uma parede de
contormno sinuoso, com projecdes na forma de vilosidades. Em H. striolata verificou-se a presenca
de microfilamentos ocupando completamente o espago da célula pericita. Martins & Souza
(1997) descreveram Henneguya piaractus, parasitando os filamentos brinquiais de Piaractus
mesopotamicus, criados em sistema de cultivo no Centro de Agiiicultura da UNESP, Jaboticabal,
SP, Brasil. Azevedo et al. (1997) utilizando dados ultraestruturais descreveram Hemneguya
testicularis, infectando os testiculos de Moenkhausa oligolepis da Bacia Amazdnica. Os autores
observaram a presenga de uma bainha circundando os esporos, caracteristica ja descrita para
outras espécies. Molnir et al. (1998) descreveram Myxobolus macroplasmodialis, parasitando a
cavidade abdominal de Salminus maxillosus, um peixe de dgua doce do rio Mogi-Guagu, proximo
a Cachoeira das Emas no municipio de Pirassununga. Martins et al. (1999a) descreveram
Henneguya leporinocola infectando as brinquias de Leporinus macrocephalus, criados em
sistema de cultivo. A anilise histolégica das brinquias de Leporinus macrocephalus, revelou que
o parasito provoca intensa reagdo inflamatoria e hemorragia. Ainda neste estudo foi observada

diminuicio da area respiratéria e hiperplasia. Cellere et al. (2002) descreveram Myxobolus
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absonus parasitando a cavidade opercular de Pimelodus maculatus, um peixe de agua doce
coletado do rio Piracicaba. Adrano et al. (2002) descreveram Myxobolus porofilus parasitando a
cavidade visceral de Prochilodus lineatus, criados em sistema de cultivo no Centro Nacional de
Pesquisa de Peixes Tropicais (CEPTA) em Pirassununga, SP, Brasil. O estudo histopatologico
revelou a formagdo de uma fina camada de tecido conjuntivo ao redor dos cistos. Azevedo &
Matos (2002) descreveram Henneguya curimata, parasitando os rins de Curimata inormata, um
peixe coletado do rio Amazonas, perto de Belém (Pard). Casal et al. (2002) descreveram
Myxobolus maculatus, parasitando os rins de Metynnis maculatus, peixe coletado também da
bacia Amazédnica. O parasito produziu danos ao tecido renal, como degeneragio e vacuolizagio
das células espiteliais. Azevedo et al. (2002) descreveram Myxobolus desaequalis, parasitando as
branquias de Apteronotus albifrons, peixe de agua doce coletado do no Amazonas, perto da
cidade de Salvaterra. Casal et al. (2003) descreveram Henneguya fiideria, infectando os
filamentos branquials, intestino, rim e figado de Leporinus frideria, peixe de dgua doce coletado
na regiio Amazénica, perto de Belém (Para). Azevedo & Matos (2003) descreveram Henneguya
pilosa parasitando os filamentos branquiais de Serrasalmus altuvei, coletados no Jardim
Zoolégico da cidade de Teresina (Piaui). A ultraestrutura dos esporos A. pilosa revelou a
presenga de uma massa granulo-fribrilar recobrindo toda a superficie do esporo. Vital et al.
(2003) descreveram Henneguya astyanax infectando as brinquias de Astyanax keithi, coletados
na regiio Amazénica, perto de Belém (Para). Barassa et al. (no prelo) descreveram Henneguya
curvata, um parasito das brinquias de Serrasalmus spilopleura, coletados do lago da fazenda Rio
das Pedras, Campinas (SZo Paulo), cujos cistos produziram deformaggo das estruturas lamelares

e compressdo dos capilares, com desenvolvimento de edema em alguns casos.
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3. OBJETIVOS

1~

Contribuir com o conhecimento da fauna de parasitos do filo Myxozoa em Astyanax
altiparanae e Serrasalmus spilopleura.

Determinar a prevaléncia da infecgdo nos organismos infectados.

Verificar a variagio sazonal desses organismos durante o periodo de um ano.

Verificar os efeitos do parasitismo sobre os tecidos e orgios infectados.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Local da Coleta

O trabatho de campo foi realizado em um dos lagos localizado na Fazenda Rio das Pedras
(Figs. 1 e 2), no municipio de Campinas, regido Sudeste do Estado de Sio Paulo (22°.31'08,5"S,
22° 48 273" W). A fazenda possui dois lagos formados pelo represamento de um pequeno
riacho, que nasce na propria fazenda. O lago de maior extenséo comunica-se com o lago de
menor extensio, sendo que este desagua no Ribeirdo das Pedras, que € contribuinte do Ribeirdo
Anhumas, que por sua vez desigua no Rio Atibaia. Astyanax alfiparanae e Serrasalmus
spilopleura coabitam com outras espécies de peixes no lago, entretanto durante o periodo de

coleta nio foram introduzidas artificialmente novas especies.
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Figura 1: Mapa do Lago da Fazenda Rio das Pedras, situando as coordenadas do ponto de coleta.
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Figura 2: Lago da Fazenda Rio das Pedras — Local de coleta dos peixes
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4.2, Coleta dos Peixes

Durante um periodo compreendido de Janeiro a Dezembro de 2001, dez exemplares de
Astyanax alfiparanae foram coletados mensalmente, sendo as espécimes de Serrasalmus
spilopleura coletadas de Janeiro a Junho do mesmo ano. As coletas sempre diurnas, foram
realizadas com o auxilio de vara comum de pesca, utilizando-se como isca larva do coledptero
Tenebrio sp. Para facilitar a aproximagio e a captura dos peixes foi realizada ceva com ragdo
granulada de peixe. Todos peixes capturados foram recolhidos e transportados vivos ao
laboratério, onde foram mantidos em aquarios de 1.000L de capacidade, com agua declorada e
sob aeracio constante, até que tivessem sido examinados todos os exemplares de cada coleta. As

analises foram realizadas no mesmo dia, € quando no possiveis foram realizadas no dia seguinte.

4.3. Exame Macreoscépico

Os peixes depois de sacrificados pela transecciio do cordio espinhal, foram medidos em
seu comprimento total, pesados e os resultados anotados em fichas apropriadas (Anexo I).

Apos a analise macroscopica externa dos peixes, foi realizado a necropsia para fins
parasitologicos e em seguida foi determinado o sexo do animal.

Exames cuidadosos dos érgdos internos foram realizados para a detecgio de cistos, sendo

estes determinados por pontos esbranquicados no tecido.
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4.4, Exame Microscopico

Depois de realizado o estudo macroscopico de todos os 6rgdos, raspados ou pequenos
fragmentos de 6rgios que apresentaram pontos esbranquigados, caracteristico de infecciio
parasitiria, foram comprimidos entre 1dmina e laminula, com a finalidade de verificar a presenga
do parasito e estudar as formas de desenvolvimento.

Os cistos de mixosporidios quando presentes, foram retirados cuidadosamente do tecido,
colocados sobre ldmina em uma gota de solugdo salina e com o auxilio de estilete, rompidos para
observagdes das formas de desenvolvimento do parasito (Rajendran et al., 1998).

As preparagdes foram examinadas com o auxilio de microscépio éptico Zeiss (modelo
Standar), inicialmente sob o aumento de 100x e posteriormente com os aumentos de 250x, 400x e

1000x.

4.5. Estudo Histopatoléagico

Para o estudo histopatoldgico, fragmentos de aproximadamente lcm® de tecidos dos
érgdos parasitados, foram fixados em formalina 10% tamponada, por 24h para conservagio.
Posteriormente as amostras foram desidratadas em solugbes crescentes de alcool etilico,
clarificadas pelo xilol e incluidas em parafina. Os cortes de aproximadamente 4um de espessura
foram posteriormente corados por hematoxilina—eosina e em seguida observados ao

MICrOSCOPIo.
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4.6. Microscopia Eletronica de Varredura

Esporos livres foram depositados em laminula impregnada com poli-L-lisina, fixados em
glutaraldeido, lavados em solugo tampéo de cacodilato de sodio a 1M, desidratados em solugdes
crescentes de alcool, secos com ponto critico, coberios com ouro e examinados a0 microscopio
JEOL JMS - 5900 Lv, operado com 15 Kv, do Laboratério de Microscopia Eletronica/

Laboratério Nacional de Luz Sincrotron em Campinas, Sio Paulo, Brasil.

4.7. Determinacao do Parasito

Todas as observagdes foram realizadas a partir de preparag@es a fresco. Para confecgiio de
material permanente, esfregacos contendo esporos livres foram secos 4 temperatura ambiente,
fixados em &lcool metilico, corados por solugdo de Giemsa (pH 7.2) e montados em Cytoseal ™,
Os esporos foram também tratados em solugio de Lugol para a visualizagio do vactolo
iodofilico no esporoplasma (Cordeiro et al., 83/84). Para verificar a presencga de envelope mucoso
nos esporos foi empregado o método de tinta da India (Nanquim), segundo Lom & Vévra, 1963.

A identificagdo das espécies de mixosporidios foi feita de acordo com os critérios

propostos por Lom & Arthur em 1989, como demonstrado a seguir:

UNICAMP
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4.7.1. Hospedeiros
A identificagfio da espécie de hospedeiro, bem como o seu estigio de vida, sitio de
infecgdo dos parasitos e respectivas prevaléncias, s3o fatores que devem ser relacionados para a

identifica¢io dos mixosporidios.

4.7.2. Estigio Vegetativo

Os estagios vegetativos do parasito, foram caracterizados quanto ao  sitio de infecgdo,
bem como se € histozéico (intracelular, intercelular ou no limem dos vasos sangiiineos) ou
celozéico (cavidades dos érgdos). Ainda foram observados quanto a forma (oval, alongado ou
irregular) e quanto ao tamanho e se houve ou nio diferencia¢iio em ecto ou endoplasma, presenca

de movimentos, formagio de pseudépodos e quanto ao nimero de esporos produzidos.

4.7.3. Esporos

As caracteristicas dos esporos s3o as mais importantes na identificagio dos mixosporidios.
Estes foram caracterizados quanto a sua forma ¢ estrutura; estrutura e orientagfio da linha de
sutura; forma das cépsulas polares (redonda, piriforme ou elipséide); namero ¢ disposigio de
voltas dos filamentos polares; presenca de projegdes ou apéndices caudais; existéncia de estrias
ou outras caracteristicas na superficie do esporo; relagio de tamanho entre as capsulas polares;
tamanho da cipsula polar em relagio ao esporo; posigio da extremidade anterior da capsula
polar; posigio do esporoplasma na cavidade do esporo; presenga de muco envolvendo a
superficie do esporo; presenga e forma do vaciolo iodofilico; tamanho dos esporos e

variabilidade da forma e tamanho dos esporos.
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As medidas dos esporos, todas em micrémetros, foram realizadas com o auxilio do
microscopio 6ptico, equipado com ocular tracejada de aumento 10X e objetiva de imersdo
(100X), calibrado com uma ldmina micrométrica. A média seguida pelo desvio padrio, e o
namero das estruturas medidas estfio apresentados entre parénteses.

Os desenhos foram executados em microscdpio binocular de luz transmitida, em cimera

clara, utilizando-se ocular de 10x e objetiva de imersdo (100X).

4.8. Anilise da Agua

As varidveis quimicas e fisicas da dgua como temperatura, pH, condutividade elétrica,
solidos dissolvidos & oxigénio dissolvido, foram medidas mensalmente durante as coletas. Estes
procedimentos foram realizados com o auxilio de equipamento de multianilise de agua Coming

Check Mate modelo 90.

4.9. Analise dos Dados

A analise da prevaléncia do parasitismo por mixosporidio nos peixes, foi realizada de
acordo com Bush et al, (1997).

A existéncia da possivel correlagiio entre a prevaléncia do parasitismo e os parimetros
fisicos e quimicos da dgua foi verificada usando-se o coeficiente de comrelagio de Pearson,
utilizando-se o programa BioEstat 2 for Windows. O teste do Chi-square foi utilizado para
comparar a prevaléncia do parasita durante as estagdes, utilizando-se o mesmo programa citado

anteriormente.
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5. RESULTADOS
Estruturamos a tese em trés capitulos, onde cada um aborda a descricio de uma nova
espécie de parasito pertencente ao filo Myxozoa, bem como a prevaléncia e as alterages

histopalégicas provocadas no hospedeiro.
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Capitulo 1
A new species of Henneguya, a gill parasite of Astyanax altiparanae (Pisces:

Characidae) from Brazil, with comments on histopathology and seasonality”

Bianca Barassa, Nelson S Cordeiro, Sarah Arana*

Departamento de Parasitologia e *Departamento de Histologia e Embriologia, Instituto de
Biologia, Universidade Estadual de Campinas-Unicamp, Caixa Postal 6109, 13083-970

Campinas, SP, Brasil

Abstract. A new species of Myxosporea, Henneguya chydadea, is described parasitizing the gills of
Astyanax altiparanae collected from a lake on Rio das Pedras farm near Campinas, State of Séo Paulo,
Brazil. Of the fish examined, 88,3 % had gills parasitized by myxosporeans. The prevalence of the
parasite ranged from 80% in the springer and fall, 93% in the summer and 100% in the winter. The
parasite induced the formation of white, oval-shaped cysts measuring 50 pm x 70 wm which deformed the
gill lamellae, compressed of the capillaries, and caused retraction of the neighboring lamellac. The mature
spores were elongated and had two identical, parallel elongate polar capsules. Each capsule contained a
polar filament with 9-10 turns. There was no mucous envelope or iodinophilous vacuole. Morphometric
differences between this parasite and other species of the genus Henneguya indicated, that the parasite
observed in 4. alfiparanae was a new species. This is the first report of a myxosporean parasitizing 4.

altiparanae.

Key Words: Astyanax sp.; Astyanax altiparanae; Brazil; Henneguya chydadea sp. n.,

Histopathology; Lambari; Myxosporea; South America.

" Trabalho enviado para publicacdo nas Memérias do Instituto Oswaldo Cruz.
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Introduction

The fish fauna of the neotropical is the most diversified of the world, and represent about
24% of the global marine and freshwater fish species (Schaefer 1998). With the growth of
aquiculture in several regions of the world since 1990 (Kent et al. 2001), the study of fish
pathologies has become mcreasingly important. Among agents responsible for diseases in fish are
the myxosporeans, which cause serious damage to economically important fish species. There are
approximately 1.350 species of myxosporeans distributed in 52 genera, most of which parasitize
freshwater fish (Kent et al. 2001).

Among myxosporeans, the genus Henneguya Thélohan, 1892 is the most abundant in
South America, with 32 known species. The importance of this genus as a pathogen of freshwater
fish has been described by several authors (Dykova & Lom 1978, Kalavati & Narasimhamurti
1985, Lom & Dykova 1995, Martins & Souza 1997, Martins et al. 1999b). Among freshwater
fish, the genus Astyanax Baird & Girard, 1854 contains approximately 100 species and
subspecies that are widely distributed through out South and Central America (Garutti & Britski
1997). These small size fish, popularly known as “ lambari ” in Brazil, occupy a fundamental
position in the food chain of aquatic ecosystems, were they serve as food for several predators
(Esteves 1996). In addition to their commercial value as a source of food in several regions,
“lambari” are also much appreciated for sport fishing (Barbieri & Marins 1995).

The presence of myxosporeans in “lambari” has been reported, with ten species of
Henneguya having been described so far (Cordeiro et al. 1983/84, Gioia et al. 1986, Gioia &
Cordeiro 1987), although none in 4. aftiparanae.

During a study of the myxosporean fauna in 4. altiparanae Garutti & Britski, 2000

collected near the city of Campinas, in the State of S3o Paulo, Brazil, we observed a new species
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of Henneguya parasitizing the gills of this species. In this paper, we describe this new species,

and report the prevalence and histopathological modifications caused by this parasite.

Material and Methods

Ten juvenile and adult specimens of A. altiparanae were collected monthly from January
to December, 2001 from a lake located on Rio das Pedras farm, close to the city of Campinas and
examined for the presence of myxosporeans. The fish were transported alive to the laboratory
where they were killed, by transection of the spinal cord, then measured and necropsied. Twenty
spores from freshly prepared material obtained from different fish specimens were measured
immediately (Lom & Arthur 1989) using a micrometer incorporated into a microscope. The
dimensions were expressed as the mean + standard deviation {(SD). The spores were treated with
Lugol solution to determine the presence of iodinophilous vacuoles in the sporoplasma, and with
India ink to detect the presence of a mucous envelope (Lom & Vavra 1963). Smears containing
free spores were fixed in methanol, stained with Giemsa solution (pH 7.2) and mounted in
Cytoseal™. For histopathological analysis, fragments of gill containing cysts obtained from the
same specimens of A. altiparanae, were fixed in buffered 10% formalin for 24 h and included in
paraffin. Sections 4 um thick were stained with hematoxylin—eosin. For scanning electron
microscopy {SEM), free spores were placed on a slide coated with poly-L-lysine then fixed in
glutaraldehyde, and washed with 1 M sodium cacodylate buffer before dehydration in an alcohol
series. After critical point dryving, the samples were coated with gold and examined with a JEOL

IMS-5900LYV electron microscope operated at 15 kV.
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Results

Of'the 120 (117 adult and 3 juvenile) specimens of A. altiparanae examined, 106 (88.3%)
had gills parasitized by myxosporeans. Of the fish parasitized, 97,2% were adult and 2,8% were
juveniles. The overall prevalence of the parasite in males and females was 77.8% and 90.2%,
respectively. The prevalence of the parasites ranged from 80% in the springer and fall, 93% in the
summer and 100% in the winter. The ranged between the prevaience was not significant
(% 3= 1,01; p = 0,05). In the spring, the prevalence of infected adult and juveniles was 79.3%
(23/29) and 100% (1/1) respectively, whereas in the summer, the corresponding values were
92.8% (26/28) and 100% (2/2). In the fall and winter, the prevalence of mnfected adult was 80%
(24/30) and 100% (30/30) respectively. No juveniles were collected in these two seasons. There
was no significant correlation between the prevalence of parasites and the chemical and physical
properties of the water, including pH (r = 0.25; p = 0.42), conductivity (r = 0.39; p = 0.19),
dissolved oxygen (r = -0.11; p = 0.73), dissolved solids (r = 0.29; p = 0.34) and temperature
(r=-0.35; p=0.26). Based on the shape and dimensions of the spores, the myxosporean studied

was identified as a new species of Henneguya.

Description

Henneguya chydadea sp. n. Figs. 1-3
Vegetative stage, White and oval-shaped cysts measuring 50 pm x 70 um were

encountered in the gill lamellae of A. alfiparanae. When opened, spores in all stages of

development were observed (Fig. 3A).
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Spores (n = 20). The mature spores are elongated (total length 18.7 £ 0.6 um; spore
length 9.7 + 0.7um; spore width 4.5 £ 0.6 um; length of tail appendix 9.0 + 0.6 um). The
sporeplasma has two nuclei in fresh preparations. The two polar capsules are elongated and of
equal size (length 3.8 + 0.3 pm, width 1.4 £ 0.2 um). Each polar capsule has a polar filament
with 9-10 turns, arranged perpendicular to the axis of the capsule. The wall of the spore is smooth
and has two symmetrical valves with a visible line of suture (Figs. 1 and 2). Scanning electron
microscopy revealed two pores for the discharge of polar filaments situated at the anterior
extremity of the spore on are side of the line of suture (Fig. 2B). There was no mucous envelope
or iodinophilous vacuole.

Type host: Astyanax altiparanae Garutti & Britski, 2000 (Characidae: Tetragonopterinae)

Site of infection: Gill lamelia epithelium

Prevalence: 88.3% (106/120)

Locality: Rio das Pedras farm, municipality of Campinas, Sdo Paulo state, Brazil.

Type of material: Stides with stained spores of H. chydadea sp. n. (Syntipe) were deposited in the
collection of the Museum of Natural History in the Institute of Biology, State University of
Campinas (UNICAMP) (accession numbers ZUEC 10 and 11).

Etymology: The specific name of the parasite is derived of the latin word chydadeus (= commom)
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Fig. 1: Schematic representation of mature spores of Henneguya chydadea sp. n. A: frontal view,

B: lateral view. Bar = 10um.
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Fig. 2: Scanning electron micrograph of Henneguya chydadea sp. n. from Astyanax altiparanae.
A: frontal view. Bar = Sum; B: lateral view: note the presence of two pores for discharge of polar

filaments situated at the anterior extremity of the spore on side of the line of suture. Bar =1pm.

Histolegy. Histological analysis of the gill of 4. altiparanae revealed that the H. chydadea cysts
were of the intralamellar-type located in the gill lamella epithelium. The initial development of
the cysts occurred in several regions (basal, median and distal) of the gill lamella without
compromising the gill structure (Figs. 3B-C). In more advanced stages, thé cysts occupied all of
the lamella, resulting in malformation, compression of the capillaries and withdrawal of the
neighboring lamellae (Fig. 3D). Throughout the development of the cysts, no inflammatory

reaction or hyperplasia was observed, although there was occasionally discrete edema.

26



Resultados

Fig 3: Henneguya chydadea sp. n. from Astyanax altiparanae. A: spores in a fresh preparation.
Bar = Sum. B-D: histological sections of the gill. B: immature cyst located in region basal and
median of the gill lamella. Bar = 30pm; C: immature cyst situated in region distal of the gill

lamella. Bar = 30pum; D: mature cyst occupying the entire length of the lamella. Bar = 30um.
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Discussion

The shape and dimensions of the cysts and spores of H. chydadea were compared with
those of other species of Henneguya reported for freshwater fish of South America and other
parts of the world. Of the species described, only H. wenyoni Pinto, 1928, which parasitizes the
gills of Tetragonopterus sp., and H. santae Guimardes & Bergamini, 1934, which parasitizes the
gills of Tetragonopterus santae, shared some features with H. chydadea. The spores of H.
wenyoni resembled those of H. chydadea in body length and in the length and width of the polar
capsules. However, the spores of H. wenyoni had a longer tail process and the body was wider.
The morphology and body width of the spores of H. santae were similar to those of H. chydadea,
but the tail process of H. santae was longer and the body and polar capsule lengths were shorter
than in H. chydadea. In addition, the spores of H wenyoni and H. santae had an iodinophilous
vacuole and the polar capsules were of variable size, whereas in H. chydadea the iodinophilous
vacuole was absent and the polar capsule dimensions were constant. The dimensions of'the cysts
m H. wenyoni (2 mm x 1 mm}) and H. santae (1 mm x 0.70 mm) were greater than those of H.
chydadea cysts (50 um x 70 um). Based on the morphometric differences, the parasite observed
in A. altiparanae was considered to be a new species of Henneguya, and the first to be recorded
in A. altiparanae.

The number of mature H. chydadea cysts and spores in the gills of 4. altiparanae was
greatest during the winter, and gradually decreased thereafier, probably through rupture. These
observations suggest that H. chydadea has a seasonal cycle of development in A. altiparanae,
although further studies are needed to confirm this. The properties of the lake water had no

effection the prevalence of the parasite throughout the year.
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A seasonal reproductive cycle has also been reported for other species of Henneguya.
Molnar (1998) observed seasonality and synchronicity in the development of the cysts and
spores of H. creplini, a parasite of the gills of Stizostendion lucioperca. The young cysts of H.
creplini appeared 1n the gills of S. lucioperca in April and gradually grew to form spores in the
winter. Rupture of the cysts to release the spores occurred in March of the following year. Cone
(1994) reported that for H. doori, a parasite of Perca flavescens, cyst development and spore
release occurred between September of one year and March of the following year. This author
also observed that rupture of the cysts and the release of spores occurred following an increase in
temperature.

The development of H. chydadea cysts in the epithelium of the gill lamellae of A.
altiparanae resulted in deformation of the lamellae and compression of the capillaries. In more
advanced stages, when the cysts occupied the entire length of a lamella, retraction of the
neighboring lamellae was observed, with a reduction in the surface available for gas exchange. In
the initial stages, cysts development occurred on one side of the gill lamella, with marked
dilatation of the side infected. According to Molnar (2002), such cysts are classified as
asymmetric.

In a similar histopathological study of the gills of S. lucioperca parasitized by H. creplini,
which produce the same kind of cysts, as those described here, Molnar (1998) also reported
hyperplasia and the formation of a thick layer of granular tissue.

In other work, Kalavati & Narasimhamurti (1985), who studied Channa punctatus
infected by H. waltairensis, Martins & Souza (1997), who studied the gills of Pigractus

mesopotamicus parasitized by Henneguya sp., and Martins et al. (19993), who studied the gills of
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Leporinus macrocephalus infected by Henneguya leporinocola, observed hemonhage and/or
inflammatory foci, neither of which was seen here.

Although massive infection by H. chydadea was not observed, the histopathological
alterations (deformaton of the structures, compression of the capillaries and retraction of the
neighboring lamellae) indicated that this parasite is potentially pathogenic, and that a high

parasite load could compromise gill functions.
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Capitulo 2
Henneguya sp. 1 (Myxosporea: Myxobolidae) infectando as nadadeiras de Astyanax

altiparanae (Pisces: Characidae), peixe da América do Sul’

Bianca Barassa, Nelson S Cordeiro & Sarah Arana’

Departamento de Parasitologia e *Departamento de Histologia e Embriologia, Instituto de
Biologia, Universidade Estadual de Campinas - Unicamp, Caixa Postal 6109, 13083-970
Campinas, SP, Brasil
Resumeo. Uma nova espécie de mixosporidio, Henneguya sp. 1, é descrita parasitando as nadadeiras de
Astyanax altiparanae com prevaléncia de 44,2%. Os exemplares jovens ¢ adultos foram coletados do lago
da Fazenda Rio das Pedras, no municipio de Campinas, SP, Brasil. O parasito forma cistos brancos ¢ de
forma esférica, medindo aproximadamente 120um de didmetro. Os cistos nfo provocaram resposta
inflamatoria no hospedeiro. Os esporos maduros sdo alongados (comprimento total 34.0 £ 0.9 um;
comprimento do esporo 14.6 + 0.6 um; largura do esporo 6.0 + 0.4 pm; comprimento do processo caudal
19.2 + 1.0 um). As capsulas polares so de igual tamanho (comprimento 6.8 % 0.4 um; largura 6.0+ 0.4
um) ¢ apresentam um filamento polar com 12 — 13 voltas, arranjado perpendicularmente ao eixo da
capsula. As valvas de parede lisa sio simétricas ¢ apresentam uma linha de sutura visivel. A microscopia
eletrénica de vamredura revelou a presenca de um sulco, na superficie das valvas do esporo. Ndo foi

observado a presenca de vaciolo iodofilico e de envelope mucoso ao redor dos esporos.

Palavras Chaves: Astyanax; Astyanax altiparanae; América do Sul; Brasil; Henneguya, Lambari;

Myxosporea; Nadadeiras;

* Trabalho apresentado de acordo com as nommas das Memorias do Instituto Oswaldo Cruz.
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Introducio

A fauna de peixes constitui-se num recurso alimentar importante, sendo utilizada como
fonte primaria de proteinas para humanos em vérias regides do mundo. Peixes provenientes tanto
de ambiente natural como de sistema de cultivo, de diversas 4reas geograficas, sdo infectados por
vérias espécies de mixosporidios pertencentes ao género Henneguya (Gidia & Cordeiro, 1996;
Casal et al., 1997, Martins & Souza, 1997; Kostoingue et al,, 2001; Azevedo & Matos, 2002;
Barassa et al,, no prelo).

Aproximadamente 146 espécies pertencentes ao género Henneguya foram descritas
(Eiras, 2002), sendo 32 parasitando peixes da América do Sul.

Apesar da maioria dos estudos, na América do Sul, basear-se apenas em dados
morfométricos dos esporos, varios autores vem realizando estudos histologicos e ultraestrusturais
dos mixosporidios, bem como de aspectos histopatologicos {Casal et al,, 1997; Azevedo et al,
1997, Martins et al., 1999; Adriano etal.,, 2002; Azevedo & Matos, 2002; Barassa et al,, no prelo}

Neste trabalho é descrito uma nova espécie de mixosporidio parasitando as nadadeiras de
Astyanax altiparanae Garutti & Britski, 2000, conhecido popularmente por “tambii” ou “lambart
do rabo amarelo”. Estes peixes apresentam distribui¢io ampla no alto do rio Parana, sendo muito
apreciado na pesca esportiva (Barbieri et al,, 1982; Barbieri & Marins, 1995) e na piscicultura

intensiva (Andrade etal., 1985).
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Material e Métodos

Dez exemplares jovens e adultos de Astyanax altiparanae foram coletados mensalmente
de um lago localizado na Fazenda Rio das Pedras, no municipio de Campinas, Estado de Sio
Paulo, Brasil, entre Janeiro a Dezembro de 2001. Depois de coletados, os peixes foram
transportados vivos para o laboratorio onde foram sacrificados, pela transecgiio do corddo
espinal, medidos e necropsiados. As medidas dos esporos maduros foram feitas diretamente do
material preparado a fresco (Lom & Arthur, 1989), com o auxilio de uma ocular micrométrica, e
as dimensdes expressas como médias + D.P. Os esporos foram tratados com solugio de Lugol,
para verificar a presenga de vacuolo iodofilico no esporoplasma, e com tinta da India para
evidenciar a presen¢a de envelope mucoso (Lom & Vévra, 1963). Preparagbes permanentes
foram fixadas em metanol, coradas por solugio de Giemsa (pH 7.2) e montadas em Cytoseal™.
Para a analise histologica, fragmentos de nadadeiras, contendo cistos de mixosporidios, foram
fixados em formalina 10% tamponada, descalcificados em EDTA 10%, incluidos em parafina,
cortados a 4 pm de espessura e corados por hematoxilina-eosina. Para a microscopia eletrdnica
de varredura, esporos livres foram depositados em uma laminula impregnada com poli-L-lisina,
fixados em glutaraldeido, lavados em solugio tampdo de cacodilato de sodio a 1M, desidratados
em solucdes crescentes de alcool, secos com ponto critico, cobertos com ouro ¢ examinados ao
microscépio JEOL JMS ~ 5900LV operado com 15Kv do Laboratério de Microscopia Eletrbnica

/ Laboratério Nacional de Luz Sincrotron em Campinas, SP, Brasil.
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Dos 120 (117 adultos e 3 jovens) exemplares de Astyanax altiparanae, examinados
durante o periodo de um ano, 53 (44,2%) apresentaram pelo mencs uma das nadadeiras (dorsal,
caudal e anal) parasitadas por uma espécie de mixosporidio do género Henneguya. Dos peixes
parasitados 96,2% foram adultos e 3,8% foram jovéns. A prevaléncia total do parasito nos
machos e nas fémeas foi 44,4% (8/18) e 44,1% (45/102) respectivamente, Durante as estagSes do
ano a prevaléncia do parasito variou de 50% na primavera, 90% no verdo, 3.3% no outono
33.3% no inverno, sendo esta diferenga significativa (% 3 = 26,6, p = 0,05). Na primavera a
prevaléncia de adultos e jovens infectados foi 51,7% (15/29) e 0% (0/1) respectivamente,
enquanto que no verdio as prevaléncias variaram de 89,3% (25/28) e 100% (2/2). No outono e no
inverno a prevaléncia de adultos infectados foi de 3,33% (1/30) e 33,3% (10/30) respectivamente.
Durante estas esta¢des nio foram coletados exemplares jovens.

A anilise dos parimetros quimicos e da temperatura da agua, revelou que ndo houve
correlagio com a prevaléncia do parasitismo (pH: r =-0,44, p = 0,14; condutividade: r = 0,61,
p = 0,03; oxigénio dissolvido r = 0,31, p = 0,31; solidos dissolvidos: r = 0,3, p =033 ¢
temperatura r = 0,62, p = G,03).

A comparagio das caracteristicas morfométricas dos esporos, com as espécies do género
Henneguya j4 conhecidas (Tabela I), sugerem que o material em estudo representa uma nova

espécie de mixosporidio pertencente ao género Henneguya.
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Descrigio

Henneguya sp. 1. Figs 1-2
Estigio vegetativo. Cistos brancos e de forma esférica, medindo aproximadamente

120um de didmetro, foram encontrados desenvolvendo-se nas nadadeiras dorsal, anal e caudal

de A. altiparanae. Os cistos quando rompidos continham apenas esporos maduros. (Fig. 2A)

Esporos (n = 20). Os esporos maduros sio alongados (comprimento total 34.0 £ 0.9 um;
comprimento do esporo 14.6 £ 0.6 um; largura do esporo 6.0 * 0.4 pm; comprimento do
processo caudal 19.2 + 1.0 um). As duas cépsulas polares de igual tamanho {comprimento 6.8 +
0.4 um; largura 6.0 + 0.4 um) apresentam um filamento polar com 12 — 13 voltas, arranjado
perpendicularmente ao eixo da capsula. As valvas de parede lisa s80 simétricas e apresentam uma
linha de sutura visivel (Figs. 1, 2C e 2D). A microscopia eletrénica de varredura revelou a
presenca de um sulco, na superficie das valvas do esporo (Fig. 2D). Néo foi observada a presenca
de vacuolo iodofilico e de envelope mucoso ao redor dos esporos.

Hospedeiro tipo: Astyanax altiparanae Garutti & Britski, 2000 (Characidae: Tetragonopterinae)
Sitio de infecgdo: Tecido conjuntivo da base das nadadeiras dorsal, anal e caudal

Prevaléncia: 44,2% (53 7 120)

Localidade: Fazenda Rio das Pedras, Campinas, S3o Paulo, Brasil.

Material tipo: Laminas coradas contendo esporos de Henneguya sp. 1 (Sintipo) serfo depositadas
no Museu de Historia Natural no Instituto de Biologia, Universidade Estadual de Campinas/

UNICAMP (N™-)
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Histologia. A analise histologica das nadadeiras de 4. altiparanae revelou que os cistos de
Henneguya sp. 1 desenvolvem-se no tecido conjuntivo da base dos raitos das nadadeiras dorsal,
anal e caudal (Fig. 2B). A presenga desses cistos ndo produziu resposta inflamatoria no

hospedeiro.

Tabela I. Comparacie das medidas (um) dos esporos de Henneguya sp. 1 com outras

espécies do género Henneguya descritas na América do Sul.

Espécie CT CCE LCE CpPC CCP LCP FP TV
Henneguya sp. 1 34.0 14.6 6.0 193 6.8 17 12-13 igual

Henneguya adherens 323 124 5.8 20.5 3.1 1.2 3-4 desigual
Henneguya testicularis 275 14.0 6.5 13.5 9.0 20 12-13 desigual

Henneguya curimata 354 16.6 6.2 19.1 6.5 1.2 10-11 1gual

CT: comprimento total; CCE: comprimento do corpo do esporo; LCE: largura do corpo do esporo; CPC:
comprimento do processo caudal; CCP: comprimento da capsula polar; LCP: largura da capsula polar; FP:

filamento polar; TV tipo de valva
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Fig. 1: Representagio esquematica de um esporo maduro de Henneguya sp. 1. A visdo frontal;

B: visdo lateral. Bar = [Oum
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Fig. 2: Heneguya sp. 1 em Astyanax altiparanae. A: esporos em preparagéo a fresco. Bar = 10pum

B: Corte histolégico da nadadeira caudal: cisto localizado no tecido conjuntivo da base dos raios
da nadadeira. Bar = 30um.C-D: Microscopia eletronica de varredura. C: visdo frontal.
Bar = Sum; D: corpo do esporo: note a presenca da linha de sutura (seta longa) e de um sulco na

superficie das valvas do esporo (seta curta). Bar = 2um
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Discussio

A forma e as dimensdes dos esporos de Henneguya sp. 1 assemelham-se a outras 3
especies do género Henneguya descritas em peixes de agua doce da América do Sul (Tabela I);
Henneguya adherens, descrita parasitando os filamentos branquiais de Acestrorhynchus falcatus,
um peixe da bacia Amazénica (Azevedo & Matos, 1995), Henneguya testicularis, descrita
parasitando os testiculos de Moenkhausia oligolepis do ric Amazonas (Azevedo et al, 1997) e
Henneguya curimata, descrita parasitando os rins de Curimata inormata, peixe também coletado
da bacia Amazbnica (Azevedo & Matos, 2002).

Entretanto os esporos de Hemneguya sp. 1 diferem principalmente daqueles de H.
curimata no comprimento do corpo do esporo, na largura e no comprimento das capsulas polares
e no niimero de voltas do filamento polar. Os esporos de H. adherens assemelham-se aqueles de
Henneguya sp. 1 na largura do corpo do esporo e das capsulas polares e no comprimento do
processo caudal, mas as outras dimens&es diferem. Fm adigdo, as capsulas polares dos esporos de
H. adherens ndo apresentam as mesmas dimensdes, enquantc que as capsulas polares de
Henneguya sp. 1 apresentam o mesmo tamanho. Finalmente, H. testicularis é a tnica espécie que
possut morfologia semelhante a espécie aqui em estudo, além de apresentar o comprimento do
cotpo do esporo similar e 0 mesmo nimero de voltas para o filamento polar. Contudo diferem nas
outras dimensdes.

Considerando estes dados, acreditamos que o presente material, constitui uma nova
espécie do género Henneguya.

A prevaléncia de Henneguya sp. 1 nas nadadeiras de A. altiparanae (44,2%) foi similar a

aquela apresentada por Henneguya adherens nas brinquias de Acestrorhynchus falcatus (55%).
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Tanto Henneguya curimata como Henneguya testicularis apresentaram prevaléncias inferiores,
28.5% e 28% respectivamente.

Durante o verio foi observada a maior prevaléncia de infecgiio nas nadadeiras de 4.
altiparanae. No outono os cistos desapareceram quase que totalmente, provavelmente devido a
ruptura dos mesmos. A influéncia do aumento da temperatura da 4gua na ruptura dos cistos de
mixosporidios, ja foi assinalada por Cone (1994), em um estudo realizado do ciclo anual de
Henneguya doori, parasito de Perca flavescens.

Nas estages seguintes, o nimero de peixes infectados por cistos ou esporos de
Henneguya sp. 1 foi aumentando gradativamente. Desta forma podemos sugerir que Henneguya
sp. 1, provavelmente apresenta ciclo sazonal de desenvolvimento. Entretanto, novas pesquisas
devem ser realizadas, com o objetivo de determinar o periodo de desenvolvimento dos cistos.

A analise histolégica demonstrou que os de cistos de Henneguya sp. 1 no tecido
conjuntivo da base das nadadeiras de 4. alfiparanae niio produziu resposta inflamatéria no

hospedeiro. Entretanto n&io podemos inferir que o parasito nfo apresenta importincia patolégica.
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Capitulo 3
Henneguya curvata sp. n. (Myxosporea: Myxobolidae) parasiting the gills of Serrasalmus

spilopleura (Characidae: Serrasalminae), a South American freshwater fish

Bianca Barassal, Edson A, Adrianol, Sarah Aranaz, and Nelson S. Cordeiro'

"Department of Parasitology and “Department of Histology and Embryology, Institute of

Biology, State University of Campinas (UNICAMP}, Campinas, SP, Brazil.”

Abstract. Henneguya curvata sp. n. was found parasitising the gills of Serrasalmus spilopleura coliected
in the municipality of Campinas, Sdo Paulo State, Brazil. All specimens examined had cysts of the
parasite in the gill. Mature spores were elongated (total length 41.7 2.7 pm, width 4.7 £ 0.2 um; mean +
SD). Spores body (length 16.4 + 0.8 pm), caudal process (length 25.3 + 2.3 pm) and valve surfaces were
smooth. In lateral view, spore bodies were thin and curved, with a thin sutural line. Polar capsules were
elongate (length 7.8 & 0.3 um, width 1.4 + 0.2 ym) and the polar filament coiled in 10-11 tums arranged
obliquely to the long axis. An iodophilous vacuole was present but there was no mucus envelope. The
parasite formed small plasmodia, which deformed the gill structures and compressed the capillaries of the
secondary lamellac. This in turn lead to fusion of the neighbouring secondary lamellac and thickening of

the superficial portion of the epithelium through hyperplasia.

Key Words: Brazil; Fish; Henneguya curvata sp. n.; Histopathology; Myxosporea; Serrasalmus;

Serrasalmus spilopleura; Piranha

* Trabalho enviado para publicacdo na Folia Parasitologica
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Introduction

The class Myxosporea of the phylum Myxozoa contains 52 genera (Kent et al. 2001), most of
wich parasite fishes. Henneguya Thélohan, 1892 is the second most common of these genera and
contains more than 150 species, some of which are important pathological agents (Dykova and
Lom, 1978, Kalavati and Narasimhamurti 1985, Lom and Dykova 1995, Martins et al. 1999). In
South America, Henneguya is the most abundant genus, with 31 species. To date, three species
of Henneguya have been reported in Serrasalmus spp.. Henneguya iheringi Pinto, 1928
parasiting S. spilopleura caught in the state of S8o Paulo, and Henneguya striolata Casal, Matos
et Azevedo, 1997 pamasitising S. striolatus collected in the Amazon river estuary near Belém in
the state of Para, Brazil e Henneguya pilosa Azevedo & Matos, 2003 parasitising S. altuvei a
freshwater teleost collected in the Zoological Garden of the city of Teresina (Piaui) Brazil. Fish
of the genus Serrasalmus are voracious camivorous fish popularly known as “piranha” in Brazil
and are widely distributed throughout South American rivers. In this study, we describe a new

species of Henneguya parasitising S. spilopleura

Materials and Methods

Eighteen adult and juvenile specimens of 8. spilopleura were collected locally from a lake on
a farm in the municipality of Campinas, state of Sio Paulo, Brazil, and examined for the presence
of myxosporeans. The fish were captured between January and June 2001, and transported alive
to the laboratory where they were killed by transection of the spinal cord then measured and
necropsied. The measurements of 30 fresh mature spores (Lom and Arthur 1989) were obtained
using a micrometer incorporated into a microscope eyepiece. The dimensions were expressed as

the mean + standard deviation (SD). India ink staining was used to detect the mucus envelope.
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The spores were checked for the presence of an iodophilous vacuole after adding a drop of Lugol
solution. Smears containing free spores were stained with Giemsa solution and mounted in low
viscosity medium as permanent mounts {Adriano et al., 2002).

For histological analysis, portions of the gills containing plasmodia were fixed in 10%
buffered formalin for 24 h, embedded in paraffin, cut into sections 4 um thick and stained with
sirius red (Adriano et al, 2002), haematoxylin and eosin and PAS. For scanning electron
microscopy, free spores were deposited on a coverslip coated with poly-L-lysine and fixed for2 h
at room temperature with glutaraldehyde in 0.1 M sodium cacodylate buffer (pH 7.2). After
washing in the same buffer, the preparations were dehydrated in ethanol, dried by CO; critical
point drying, covered with metallic gold and examined in a JEOL JSM-5900LV microscope

operated at 10 kV.

Results
Description
Henneguya curvata sp. n. Figs 1-2
Vegetative stage. Small, white plasmodia, round or ellipsoidal measuring 0.1-0.5 mm were
found in the gills of S. spilopleura. The plasmodia occurred in the interlamellar epithelium or the
epithelium of the secondary lamellae. Plasmodia in advanced stages contained only mature spores
(Fig. 1A).
Spores. Mature spores elongate {(41.7 = 2.7 um long, 4.7 + 0.2 um wide}. In frontal view,
spore body fusiform (length 16.4 £ 0.8 pm), in lateral view, thin and curved, with thin suture line
(Fig. 1A). Valves thin, smooth and prolonged by long caudal process (length 25.3 + 2.3 pm)

(Figs. 1B and 2). Polar capsules elongate (7.8 + 0.3 pum long, 1.4+ 0.2 pm wide). Polar filaments
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coiled in 10-11 turns aligned perpendicularly to longitudinal axis of capsule. An iodophilous
vacuole present no mucus envelope. Two nuclei discernible in Giemsa stained preparation.

Type host: Serrasalmus spilopleura Kner, 1858 (Pisces: Characidae: Serrasalminae).

Site of infection: Gulls,

Prevalence: 100% (18/18) of 8. spilopleura were infected.

Type locality: Rio das Pedras farm, municipality of Campinas, Sio Paulo state, Brazil.

Type material: Slides with stained spores (syntypes) were deposited in the collection of the
Museum of Natural History in the Institute of Biology, State University of Campinas
{(UNICAMP) (Acc. N*. ZUEC 06 and 07).

Etymology: The specific name refers to the curved spore body, when seen in lateral view.

Histopathology. The plasmodia occupied the interlamellar epithelium or the epithelium of the
secondary lamellae and were surrounded by a thin collagen capsule (Fig. 1C). Development of
the plasmodia caused deformation of the lamellar structures, including compression of the
capillaries, which lead to slight edema. In advanced stages, the neighbouring secondary lamellae
were pushed aside to produce fusion of the lamellae (Fig. 1D). Epithelial cells proliferated around
of the plasmodia and there was thickening of the epithelial surface (Fig. 1D). The parasite did not

cause cellular hypertrophy or hemorthage.
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Fig. 1. Henneguya curvata sp. n. from piranha. A: Light photomicrograph of spores in a fresh
preparation: note the thin and curved body spores seen in lateral view. Bar = 10 um. B: Scanning
electron micrograph. Bar = 10 um. C-D: Histological sections of the gills. C: mature plasmodium
surrounded by a thin collagen capsule (arrow). Bar = 10 um. D: proliferation of epithelial cells

around of an immature plasmodium. Bar = 20 um. Sirius red stain.
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Fig. 2. Schematic representation of mature spores of Henneguya curvata sp. n. A: frontal view;

B: lateral view. Bar =10 um.
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Discussion

The morphometrics of Henneguya curvata spore were compared with 31 other Henneguya
species reported to date in South American fishes. Of this, only H. visceralis Jakowska and
Nigrelli, 1953 found in Electrophorus electricus and H. striolata described in S. striolatus have
characteristics similar to those of H. curvata. In lateral view, H. curvata spores resemble those of
H. viceralis because of the curved body, but the spore dimensions are different. H. striclatus
spores are similar in size and shape to those of H. curvata, but the spores of the latter have a
curved body, larger polar capsules and the polar filaments have 10-11 tums compared to the 13-
14 turns in H. striolatus.

The prevalence of the parasite was high (100%) when compared with other Henneguya
species parasite of fish from natural environment from South America. In 8. striolatus from the
Amazon river, the prevalence of infection by H. striolata was 62.5% (Casal et al, 1997).
Azevedo and Matos (1996} described Henneguya malabarica parasitising Hoplias malabaricus
with a prevalence of 6,7% in the Amazon river. Henneguya pisciforme was described infecting
Hyphessobrycon anisitsi with a prevalence of 20% in nivers around Campinas, S3o Paulo state
(Cordeiro et al.,1983/84). In same region, Henneguya intracornea infected Astyanax scabripinnis
with a prevalence varying from 2% to 11,5% in fishes caught at different sites (Gioia et al,,
1986).

Histopathological analysis showed that development of the plasmodia produced deformation
of the gill structures, with compression of the capillaries, which in some cases, lead to the
development of a slight edema. In advanced stages, enlargement of the plasmodia resulted in the
fusion of neighboring secondary lamellae, and the proliferation of epithelial cells with thickening

of the epithelium and a consequent reduction in the respiratory area. Similar observations were
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reported by Molnar (1998) for pikeperch parasitised by Henneguya creplini, but there was also
the formation of a thick layer of granular tissue.

According to Dykova and Lom (1978), the response of fish soft tissues to myxosporidian
infections involves displacement, atrophy or hyperplasia of the tissue surrounding the
plasmodium during growth and maturation. In more advanced stages, when the cysts are full of
mature spores, an inflammatory reaction occurs, resulting in the rapid replacement of the cysts by
granulomatous tissue. In addition to the displacement of secondary lamellae and epithelial
hyperplasia, Martins et al. (1999} also described epithelial displacement, hemorrhage and an
intense inflammatory mononuclear infiltrate in the secondary lamellae of Leporinus
macrocephalus infected with Henneguya leporinicola Martins, Souza, Moraes et Moraes, 1999,
No hemorrhagic or inflammatory foci were observed in the present study, but the
histopathological alterations indicated that this parasite was pathogenic since there was fusion of
the neighbouring secondary lamellae with subsequent lamellar deformation, as well as
proliferation of the epithelium and a loss of respiratory area. Although the low intensity of
parasitaemia meant that, the alterations observed did not compromise the gill functions, a massive
parasitaemia could compromise this organ by reducing the respiratory area and by compressing
the blood capillaries. These changes could adversely affect the excretion of the fish since the gills

are also involved in other physiological functions.
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6. CONCLUSOES
Os resultados deste trabatho possibilitaram as seguintes conclusdes:
1) A analise dos tecidos e 6rgios de Astyanax altiparanae revelou a presenga de duas novas
espécies de mixosporidios pertencente ac género Henneguya: Henneguya chydadea
parasitando as brinquias, com prevaléncia de 88,3% e Hemnegupa sp. 1 parasitando as
nadadeiras, com prevaléncia de 44,2%;
2) Dos exemplares de 4. altiparanae examinados, 46,6% apresentaram infec¢fio concomiuante
para H. chydadea e Henneguya sp. 1;
3) O estudo dos tecido e 6rgios de Serrasalmus spilopleura demonstrou a presenca de apenas
uma nova espécie de mixosporidio, Henneguya curvata parasitando as brinquias, com 100%
de prevaléncia;
4) A prevaléncia de H. chydadea e Henneguya sp. 1, em A. alaiparanae, variou durante as
estagdes do ano. H. chydadea foi mais prevalente no inverno (100%), enquanto que
Henneguya sp. 1 fol mais prevalente no verio (90%), apresentando desta forma,
possivelmente, ciclo sazonal de desenvolvimento;
5- A histopatologia revelou que os cistos de H. chydadea, localizados no epitélio da lamela
secundaria de A. altiparanae, produziram deformacgdo das lamelas, compresséo dos capilares
e o afastamento das lamelas vizinhas, enquanto que os cistos de Herneguya sp. 1, localizados
entre os raios das nadadeiras, ndo produziram resposta inflamatéria no hospedeiro;
6- Os cistos de Henneguya curvata, localizados no epitélio interlamelar ou no epitélio das
lamelas secundarnias, de S. spilopleura, provocaram deformagdo das estruturas lamelares,
compressdo dos capilares ¢ um leve edema. Além disso, também foi observado afastamento

das lamelas vizinhas e hiperplasia.
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Anexo

8. ANEXO

FICHA DE COLETA
DATADACOLETA: __ / [ PEIXEN":
Nome genérico: Nome cientifico:
Compnmento: Peso:
Sexo:
Orgios Parasitados:
Forma parasitaria: () Cisto ( )Esporo
Género: Espécie:
Observagdes:
Orgios Parasitados:
Forma parasitaria: () Cisto ( )Esporo
Género: Espécie:

Observagdes:

Late ]



