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RESUMO

A susceptibilidade a infec¢@o natural por parasitos do filo Myxozoa foi avaliada em Salminus
brasiliensis (dourado) e Leporinus obtusidens (piapara), oriundos de ambiente natural. Durante o
periodo de 2005 a 2007, 60 dourados e 60 piaparas, foram colhidos no rio Mogi-Guagu, em
trechos a jusante da barragem da Cachoeira de Emas, localizada no municipio de Pirassununga,
SP, Brasil. Os peixes foram capturados com o auxilio de tarrafas, transportados vivos para o
laboratdrio, para andlise. Fragmentos de tecidos de 6rgdos infectados foram fixados para estudo
histopatolégico e ultraestrutural. No dourado foi observada uma nova espécie de mixosporidio
pertencente ao gé€nero Myxobolus: Myxobolus sp. 1, parasitando o figado com 90% de
prevaléncia. A andlise histopatolégica e ultraestrutural revelou que o parasito forma plasmdédios
brancos e de forma esférica que estdo em contato direto com as células do hospedeiro. Expansdes
da parede do plasmddio foram observadas, o que permite ao parasito infiltrar-se entre 0s espagos
intercelulares dos hepatdcitos circunvizinhos. O desenvolvimento dos plasmdédios no parénquima
hepético ndo resultou em reagdo inflamatdria por parte do hospedeiro. Na piapara foi observada
uma nova espécie de mixosporidio pertencente ao género Henneguya: Henneguya sp. 1,
parasitando as branquias com 70% de prevaléncia. A andlise histopatolgica revelou que os
plasmddios brancos e de forma arredondada foram do tipo intralamelar desenvolvendo-se em
vérias regides do epitélio branquial, resultando no espessamento do epitélio do filamento e
dilatagdo dos vasos sanguineos. A andlise ultraestrutural mostrou que a parede do plasmédio de
Henneguya sp. 1 consiste de uma dnica membrana, a qual estd em contato direto com as células

do hospedeiro e possuem canais de pinocitose, que se estendem para o interior do plasmédio.

Palavras chave: Myxosporea, Leporinus obtusidens, Salminus brasiliensis, Histopatologia.

VI



ABSTRACT

The susceptibility to natural infection by Myxozoan parasites was evaluated in Salminus
brasiliensis (dourado) and Leporinus obtusidens (piapara), from the natural environment. During
the period of 2005 to 2007, 60 dourado and 60 piapara were collected in the river Mogi-Guagu,
near Cachoeira de Emas, located in the municipality of Pirassununga, State of Sao Paulo, Brazil.
Fish were captured with “net”, transported alive to the laboratory, for analysis. Tissue fragments
of infected organs were fixed for histopathological and ultrastructural analysis. One myxosporean
species were found in dourado: Myxobolus sp. 1, infected the liver with 90% of prevalence.
Histopathological and ultrastructural analysis revealed that the parasite produced white and
spherical plasmodia diretly attached to the host cells. Enlarged plasmodium wall allowed the
infiltration of parasite amongst intercellular spaces of the neighbour hepatocytes. The
development of the plasmodia in the hepatic tissue did not result in inflammatory reaction of the
host. One myxosporean species were found in piapara: Henneguya sp. 1, parasitizing the gills
with 70% of prevalence. Histopathological analysis revealed white and round intralamellar
plasmodia located in several regions of the gill. Consequently, thickening of the gill filament and
enlarged of the blood vessels were observed Ultrastructural analysis showed that the wall of the
plasmodia of Henneguya sp. 1 was provided by a single membrane in direct contact with the host

cells. It contained pinocytosed canals that extensed into plasmodia.

Key words: Myxosporea, Leporinus obtusidens, Salminus brasiliensis, Histopathology.
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1. INTRODUCAO

Os peixes representam aproximadamente 50% dos vertebrados, englobando cerca de
24.000 espécies. Entre essas, 96% sdo teledsteos, das quais 41% sdo encontradas em ambientes
de dgua doce (VAZZOLER, 1996). Das 482 familias de peixes, as oito maiores (Cyprinidae,
Gobiidae, Cichlidae, Characidae, Loricariidae, Labridae, Balitaridae e Serranidae) abrangem
aproximadamente 33% do nimero de espécies que, em sua maioria, representam grupos de dgua
doce, e perfazem 40% de todos os peixes do planeta, distribuidos em 1% da superficie e em
0,01% da dgua (NELSON, 1994).

A ictiofauna Neotropical é a mais diversificada quando comparada com a de outras
regides do mundo, onde se estima que existam cerca de 8.000 espécies de peixes de dgua doce,
taxonomicamente reconhecidas (SCHAEFER, 1998).

A ordem Characiformes apresenta 10 familias, 237 géneros e, pelo menos, 1343 espécies
de peixes descritas, sendo um dos maiores grupos de peixes de dgua doce do mundo (NELSON,
1994). Estes organismos possuem ampla distribuicdo geografica, sendo encontrados
representantes na Africa do Sul e Central e América do Norte e Sul. Contudo, a maior
diversidade € verificada na regido Neotropical (BUCKUP, 1998). Faz parte desta ordem a familia
Characidae, considerada a maior e mais complexa em relacdo as demais, com aproximadamente
166 géneros e 685 espécies de peixes e a familia Anostomidae com 11 géneros e 110 espécies
(NELSON, 1984).

A familia Characidae é composta de peixes de habitos alimentares diversificados
(herbivoros, carnivoros e onivoros) que exploram grande variedade de habitats. Entre os peixes
mais conhecidos desta familia, destaca-se Salminus brasiliensis Cuvier, 1816 (= S. maxilosus
Valenciennes, 1849), conhecido popularmente por dourado, sendo uma espécie reofilica,
piscivora, que ocorre na bacia do Prata (Argentina, Bolivia, Brasil, Paraguai e Uruguai). O
dourado € um peixe nobre, pois apresenta carne de excelente qualidade, além de ser muito
procurado por pescadores esportivos no ambiente natural e em pesque-pagues. E uma espécie de
grande porte e com grande potencial para producdo (FRACALOSSI et al., 2004; MAI &
ZANIBONI-FILHO, 2005), sendo considerada espécie de grande importidncia comercial no
Brasil.

A familia Anostomidae € restrita 2 América do Sul e com representantes em todas as
bacias hidrograficas do Brasil (NELSON, 1994). Leporinus obtusidens Valenciennes, 1837,
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conhecido popularmente por piapara, ¢ uma espécie reofilica de porte médio, chegando a medir
até 40 cm de comprimento, que ocorre na bacia do Prata. Como as demais espécies do género
Leporinus, a piapara possui hdbito alimentar onivoro, alimentando-se de insetos, restos de peixes
e vegetais (SANTOS, 2000) e tem valor comercial significativo.

Historicamente os peixes sdo recurso alimentar importante, sendo fonte protéica acessivel
até os dias de hoje, tanto pela exploragdo direta das popula¢des naturais, como também de peixes
provenientes de sistema de cultivo. Embora essas populacOes naturais de peixes parecam ser
inesgotdveis, a pesca predatéria e/ou o comprometimento do ambiente natural t€m contribuido
para a sua reducdo, tornando-se inevitdvel que populacdes mundiais tornem-se cada vez mais
dependentes de peixes obtidos e mantidos em sistema de cultivo.

A piscicultura, diferentemente da pesca, fundamenta-se na criagdo de peixes em ambiente
artificial. No Brasil, destaca-se a piscicultura com €nfase para a intensificacdo dos sistemas de
cultivo e domesticacdo de espécies nativas com potencial para a criagdio (MARTINS &
ROMERO, 1996).

A piscicultura, entendida como producdo de peixes em quaisquer de suas fases de
desenvolvimento, ¢ uma atividade importante e vidvel economicamente. O Brasil tem um dos
maiores potencias do mundo para o desenvolvimento da piscicultura, particularmente devido ao
seu clima, diversidade de espécies, quantidade de dgua, tipo de solo e facilidade de acesso aos
locais de producdo. Essas condi¢bes e a caréncia alimentar observada em diversas regides do
mundo tornam a exploracio desse potencial praticamente uma exigéncia social (CECCARELLI
et al., 2000).

Segundo a FAO (2007), no Brasil, a producéo aqiiicola total no ano de 2004 foi estimada
em mais de 260.000 toneladas, o que representa receita de mais de R$ 2 bilhdes, havendo
predominio do cultivo de peixes de 4gua doce com cerca de 65,8% de toda a produ¢do. Com base
nestas informacdes, existe uma previsdo de que em 2030 o Brasil produza 21,347 milhdes de
toneladas de pescado por ano (FAO, 2007).

A piscicultura apresenta grande importincia econdmica, principalmente, para as regides
onde as propriedades rurais sdo de pequeno porte, apresentando-se, portanto, como uma op¢ao de
renda para o pequeno agricultor. Além da importancia s6cio-econdmica desta atividade, o cultivo

de pescado, quando bem estabelecidas as condi¢cdes de manejo, produz alimento de qualidade e



ajuda a minimizar o impacto ambiental da pesca extrativista sobre as espécies de maior aceitagcdo
comercial (ADRIANO, 2004).

A mortalidade de peixes em geral é condicionada por uma associa¢io de varios fatores,
tais como altera¢Oes nos pardmetros fisicos, quimicos e biolégicos. Desta forma, o estudo dos
fatores bioldgicos causadores de morte e patogenia em peixes é de fundamental importancia para
subsidiar informacGes adequadas ao manejo, mediante a identificacdo da etiologia ou ainda para
evitar a sua ocorréncia.

Segundo Thatcher (1981), na natureza quase todos os peixes estdo infectados com alguma
espécie de parasito. Entretanto em ambiente natural as indicagdes patogénicas em peixes
capturados sdo menos freqiientes do que em peixes provenientes de sistema de criagdo, pois
existe um equilibrio na relacdo parasito-hospedeiro. Em piscicultura este equilibrio pode ser
rompido devido a vérios fatores, tais como, baixa qualidade da dgua, alimentacdo inadequada,
alta densidade populacional, dentre outros.

A importancia econdmica dos parasitos ndo consiste apenas em seu carater letal, muitas
vezes, as parasitoses t€m conseqii€ncias importantes, mas ndo tdo evidentes como a diminui¢o
da eficiéncia de assimilagdo de alimento e da taxa de crescimento e diminui¢do do valor do
produto final para comercializagdo (EIRAS, 1994). Sendo assim, a falta de conhecimento sobre
as enfermidades que acometem os peixes, juntamente com a falta de condi¢des adequadas para o
seu cultivo, como o descuido no manejo sanitdrio € o intercimbio de animais vivos entre 0s
criadores contribuem para a sua mortalidade.

Dentre os patégenos que podem acarretar danos aos peixes, parasitos do filo Myxozoa
Grasse, 1960, estdo entre os que apresentam grande importincia, por infectarem peixes
economicamente importantes, podendo gerar lesdes que comprometem o bom desempenho dos
plantéis.

O estudo de mixosporidios em peixes da familia Characidae (AZEVEDO et al., 1997;
CASAL et al., 1997; MARTINS et al., 1997; MOLNAR et al., 1998; CASAL et al., 2002;
AZEVEDO & MATOS, 2003; BARASSA et al., 2003a,b; VITA et al., 2003; ADRIANO et al.,
2005a,c; ADRIANO et al., 2006; CASAL et al., 2006), e da familia Anostomidae (MARTINS et
al., 1999; EIRAS et al., 2004a) vem sendo realizado por vdrios pesquisadores. No entanto, na
literatura existe até o momento apenas uma descricio de mixosporideos ocorrendo em S.

braziliensis e nenhuma em L. obtusidens.



2. FILO MYXOZOA Grasse, 1960

Os mixosporideos sdo parasitos obrigatdrios de peixes e raramente tem sido reportados
infectando invertebrados, répteis e anfibios (LOM & DYKOVA, 1995; KENT et al., 2001).
Recentemente uma nova espécie foi assinalada infectando mamiferos terrestres (PRUNESCU et
al., 2007). Atualmente sdo reconhecidas na literatura 2.180 espécies de mixosporideos
distribuidas em 60 géneros, que parasitam principalmente peixes de dgua doce, tanto de ambiente
natural como de sistema de criacio (LOM & DYKOVA, 2006; SITJA-BOBADILLA, 2008). O
género Myxobolus é o mais comum, com 792 espécies, incluindo 7 em anfibios, seguido pelo
género Henneguya com aproximadamente 204 espécies (LOM & DYKOVA, 2006).
Considerando estes dois gé€neros, apenas 24 espécies pertencentes ao género Myxobolus e 36 ao

género Henneguya foram reportadas infectando peixes da fauna brasileira até a presente data.

A classificagdo dos mixosporideos, ao longo da histéria, tem sofrido varias mudangas.
Este grupo foi usualmente referido como sendo protozoarios até o final da década de 90 do século
passado. Desde entdo, estudos baseados na morfologia dos esporos e dados moleculares (18S
rDNA) claramente indicam que sdo metazodrios (KENT et al., 2001; ZRZAVY, 2001; LOM &
DYKOVA, 2006). Informagdes provenientes de estudos moleculares, aliado 2 presenca de
esporos multicelulares, com cépsulas polares distintas, as quais possuem organelas similares aos
nematocistos de cnidérios, indicam que, provavelmente, os mixosporideos sdo um grupo irmdo de
cniddrios (KENT et al., 2001; ZRZAVY, 2001; MORRIS & ADAMS, 2006). Contudo, a
classificacdo exata dos mixosporideos dentro do grupo dos metazoarios, ainda estd em transi¢ao.
Alguns estudos moleculares, realizados por diversos pesquisadores, designam estes parasitos
como Bilateria ou seu grupo irmdo (CANNING & OKAMURA, 2004).

Atualmente, o filo Myxozoa abriga duas classes, a classe Myxosporea Biitschli, 1881, que
inclui os parasitos principalmente de peixes e a classe Malacosporea Canning, Curry, Feist,
Longshaw, Okamura, 2000, que agrupa os parasitos que infectam os briozodrios (KENT et al.,
2001; LOM & DYKOVA, 2006). A classe Myxosporea estd dividida em duas ordens,
Bivalvulida Schulman, 1959 (esporos com duas valvas e uma a quatro cdpsulas polares) e
Multivalvulida Schulman, 1959 (esporos com trés a sete valvas e duas a sete cdpsulas polares),
enquanto que a classe Malacosporea possui apenas a ordem Malacovalvulida, que agrupa as

espécies de mixosporideos pertencentes ao género Tetracapsula.



Wolf & Markiw (1984) foram os primeiros pesquisadores a descreverem alternincia no
ciclo de vida dos mixosporideos, no qual os peixes sdo o0s hospedeiros intermediarios e anelideos
aquaticos os hospedeiros definitivos. A partir desta descoberta, o ciclo de vida de 25 espécies de
mixosporideos foi elucidado com a mesma alternincia de hospedeiros (KENT et al., 2001).
Embora a transmissdo direta entre peixes tenha sido verificada em trés espécies de mixosporideos
parasitos de peixes de dgua salgada, a transmissdo heteroxénica, a qual inclui peixes e anelideos,
¢ a mais prevalente (CANNING & OKAMURA, 2004).

A localizacdo dos mixosporideos nos hospedeiros € bastante variada, podendo ser
encontrados em todos os tecidos e 6rgdos. Podem ser histozdicos (encontrados intracelularmente
e intercelularmente), ou ainda celozdicos (encontrados nas cavidades dos érgdos, principalmente
vesicula biliar e bexiga natatéria) (LOM, 1987). Contudo, segundo Salim & Desser (2000) as
espécies de mixosporidios apresentam alto grau de tropismo, tanto para o hospedeiro como para
os tecidos infectados. Recentemente, o papel da afinidade do parasito pelo tecido e/ou
hospedeiro, na diferenciacdo de espécies de mixosporideos préximas, tem sido avaliada (LOM &
DYKOVA, 2006; ESZTERBAUER, 2004, ADRIANO et al., 2009).

Alguns dos transtornos ocasionados por estes organismos sdo notoriamente conhecidos.
Na “Doenca do Rodopio”, que ocorre em salmonideos e tem como agente etiolégico Myxobolus
cerebralis Hofer, 1903, o parasito destréi a cartilagem da cabeca e da coluna vertebral de peixes,
promovendo elevadas taxas de mortalidades, principalmente em individuos jovens (EIRAS,
1994). Varias espécies dos gé€neros Kudoa, Unicapsula e Hexacapsula t€m sido reportadas
parasitando o tecido muscular estriado esquelético de peixes, provocando sérias lesdes neste
tecido, comprometendo desta forma a aceitacio do pescado pelo consumidor (LOM &
DYKOVA, 1995). Espécies pertencentes ao género Henneguya vém sendo descritas produzindo
severa reacdo inflamatéria, hemorragia e hiperplasia nas branquias de peixes de dgua doce,
diminuindo a superficie branquial para as trocas gasosas e outras fun¢des (KALAVATI &
NARASIMHAMURTI, 1985; LOM & DYKOVA, 1995). Ceratomyxa shasta Noble, 1950,
infecta o trato digestério de salmonideos de 4dgua doce e marinha, sendo considerado
economicamente importante, pois causa elevada taxa de mortalidade em individuos jovens
mantidos em sistema de criacfio e em ambiente natural (LOM & DYKOVA, 1995).

Nos ultimos anos, tanto na regido Neotropical como em outras partes do mundo, a maioria

das espécies de mixosporidios foi descrita com o emprego de métodos tradicionais, isto é, as



descricdes foram feitas com base nas caracteristicas morfoldgicas e morfométricas dos esporos,
especificidade do hospedeiro e tropismo no tecido. Recentemente alguns pesquisadores estdo
empregando métodos de biologia molecular, tanto para identificar e diferenciar espécies de
mixosporidios morfologicamente similares (ESZTERBARRER et al., 2001; MOLNAR et al.,
2002; ESZTERBARRER, 2002; BAHRI et al., 2003; FERGUSON et al., 2008; IWANOWICZ et
al., 2008; ZHAO et al., 2008), como para elucidar aspectos do ciclo de vida (XIAO & DESSER,
2000) e no estudo filogenético (ANDREE et al., 1999; KENT et al., 2001; BAHRI et al., 2003;
FIALA, 2006). Entretanto, sdo ainda escassos os trabalhos feitos no Brasil utilizando estas
técnicas para o estudo de Myxozoa (ADRIANO et al., 2009). Até o momento, os resultados
provenientes de estudos moleculares, corroboram os obtidos pelos métodos zoolégicos classicos,
assim sendo, as andlises moleculares devem ser utilizadas, particularmente, em casos onde o0s
dados fenotipicos s@o escassos ou ausentes.

Splendore (1910) e Migone (1916) foram os primeiros pesquisadores a registrarem a
presenca de mixosporideos em peixes no Brasil. Atualmente varios autores tém se dedicado ao
estudo de parasitos da classe Myxosporea da nossa fauna (ADRIANO et al., 2002, 2005a,b,c,
2006, 2009; AZEVEDO & MATOS, 2002, 2003; AZEVEDO et al., 2002, 2008; EIRAS et al.,
2005, 2007; FEIJO et al., 2008; MARTINS & ONAKA, 2006) sendo que em muitos destes
trabalhos sdo utilizadas caracteristicas ultraestruturais na descri¢do.

Azevedo & Matos (1995, 1996, 2002 e 2003) descreveram Henneguya adherens,
parasitando as branquias de Acestrorhynchus falcatus; Henneguya malabarica, infectando as
branquias de Hoplias malabaricus; Henneguya curimata, parasitando os rins de Curimata
inormata e Henneguya pilosa, infectando os filamentos branquiais de Serrasalmus altuvei, todos
da bacia amazdnica. A andlise ultraestrutural dos esporos de H. adherens ¢ H. malabarica
revelou a presenca de uma bainha, composta por uma substancia hialina, circundado os esporos,
enquanto que nos esporos de H. pilosa evidenciou-se a presenca de uma massa granulo-fibrilar.

Com base em estudos morfométricos e ultraestruturais Azevedo et al. (1997, 2002, 2008)
descreveram Henneguya testicularis, infectando os testiculos de Moenkhausa oligolepis;
Myxobolus desaequalis, parasitando as branquias de Apteronotus albifrons e Henneguya rondoni
infectando o sistema nervoso periférico de Gymnorhamphichthys rondon.

Ao utilizarem dados morfométricos e ultraestruturais Casal et al. (1996, 1997, 2002 e

2003) reportaram quatro novas espécies de mixosporideos de peixes também oriundos da regido



Amazoénica. Myxobolus brasiliensis, parasitando as branquias de Bunocephalus coracoideus;
Henneguya striolata, parasitando as branquias de Serrasalmus spilopleura; Myxobolus
maculatus, parasitando os rins de Metynnis maculatus e Henneguya friderici, infectando os
filamentos branquiais de Leporinus friderici.

Utilizando apenas caracteristicas morfoldgicas e morfométricas, Martins & Souza (1997),
Molnér et al. (1998) e Cellere et al. (2002) descreveram trés novas espécies de mixosporideos.
Henneguya piaractus, parasitando os filamentos branquiais de Piaractus mesopotamicus,
Myxobolus macroplasmodialis, parasitando a cavidade abdominal de Salminus maxillosus e
Myxobolus absonus, parasitando a cavidade opercular de Pimelodus maculatus, respectivamente.

O estudo histopatolégico das branquias de Leporinus macrocephalus, realizado por
Martins et al. (1999), mostraram que Henneguya leporinicola provoca intensa reacdo
inflamatdria, hemorragia, hiperplasia e diminui¢do da superficie para as trocas gasosas.

Os estudos de Adriano et al. (2002) mostraram a formag@o de uma fina camada de tecido
conjuntivo ao redor dos cistos de Myxobolus porofilus, parasito da cavidade visceral de
Prochilodus lineatus, criados em sistema de cultivo no Centro Nacional de Pesquisa e
Conservacdo de Peixes Continentais em Pirassununga, SP, Brasil.

Duas novas espécies de mixosporideos foram descritas por Barassa et al. (2003a,b) em
branquias de Serrasalmus spilopleura e Astyanax altiparanae. Henneguya curvata e Henneguya
chydadae, provocaram deformacdo das estruturas lamelares e compressdo dos capilares
branquiais, comprometendo desta forma a superficie branquial para as trocas gasosas e
metabdlicas.

Os estudos de Vita et al. (2003) revelaram Henneguya astyanax, infectando as branquias
de Astyanax keithi, coletados na regido Amazdnica, perto de Belém, Para.

Mais recentemente FEiras et. al. (2004a,b, 2005, 2007), utilizando apenas dados
morfolégicos e morfométricos, descreveram quatro novas espécies de mixosporideos em peixes
coletados de ambiente natural. Henneguya schizodon, infectando os rins de Schizodon fasciatus,
proveniente do rio Amazonas; Henneguya paranaensis, parasitando as branquias de Prochilodus
lineatus, coletados do rio Parand; Myxobolus insignis, infectando as branquias de
Semaprochilodus insignis, também proveniente do rio Amazonas; Myxobolus platanus,
infectando o baco de Mugil platanus, coletados da lagoa dos Patos, RS e Henneguya corruscans,

parasitando as branquias de Pseudoplatystoma corruscans, oriundos também do rio Parana.



Adriano et. al. (2005b,c) descreveram Henneguya caudalongula e Henneguya pellucida,
infectando as branquias de Prochilodus lineatus e a bexiga de Piaractus mesopotamicus, peixes
provenientes de sistema de cultivo, respectivamente. A andlise histopatolégica de P. lineatus
revelou que H. caudalongula, causa deformacdo das estruturas lamelares, fusdo lamelar,
deslocamento das lamelas vizinhas e hiperplasia das células epiteliais. Segundo os autores, nestes
casos, infeccdes macicas podem comprometer as fungdes branquiais, pela redu¢do na superficie
das trocas gasosas. J& em P. mesopotamicus, o estudo revelou que H. pellucida produz reagio
granulomatosa e o espessamento da tinica na bexiga natatéria.

Duas novas espécies de mixosporideos foram descritas por Matos et. al. (2005) e Tajdari
et. al. (2005). Henneguya rhamdia, parasitando os filamentos branquiais de Rhamdia quelen e
Myxobolus testicularis, parasitando os testiculos de Hemiodopsis microlepis, peixes provenientes
de ambiente natural.

Adriano et. al. (2006) reportaram a presenga de Myxobolus cuneus, infectando diversos
6rgios de pacus, oriundos de sistema de cultivo. Os maiores danos foram registrados,
particularmente, nas branquias, devido a obstrucéo parcial e/ou total das arteriolas dos filamentos
branquiais.

Martins e Onaka (2006) descreveram duas novas espécies de mixosporideos, com base em
dados morfolégicos e morfométricos. Myxobolus peculiaris e Henneguya garavelli foram
observadas parasitando as branquias de Cyphocharax nagelli, coletados no rio do Peixe, Sao José
do Rio Pardo, estado de Sdo Paulo.

Os estudos de Feij6 et. al. (2008) revelaram Henneguya arapaima infectando o arco
branquial e a vesicula biliar de pirarucu (Arapaima gigas). Segundo os autores, embora nao
tenham sido observadas altera¢des histopatoldgicas importantes nos peixes analisados, H.
arapaima pode ocasionar prejuizos ao hospedeiro em sistema de cultivo.

A andlise morfolégica, ultraestrutural, histopatoldgica e molecular realizada por Adriano
et. al (2009) revelou a presenca de Myxobolus cordeiroi no arco branquial, pele, serosa da
cavidade abdominal, bexiga urindria e olho de Zungaro jahu do Pantanal Mato-Grossense. A
andlise histolégica mostrou que os plasmdédios ocorrem no tecido conjuntivo dos 6rgios
infectados e que estes estavam envoltos por uma cdpsula de coldgeno.

Apesar de nos ultimos anos, como descrito acima, varios pesquisadores realizarem

estudos histopatoldgicos e ultraestruturais dos mixosporideos, ainda se faz necessdrio mais



pesquisas nesta drea, em virtude, por exemplo, da variada relagcdo parasito-hospedeiro entre as
espécies o que influi diretamente na suscetibilidade a infecclo parasitaria. Assim, utilizando-se a
andlise ultraestrutural de tecidos contendo cistos de mixosporideos pode-se fornecer
conhecimento sobre a interface entre o parasito e o hospedeiro, além disso, pode-se obter um
melhor entendimento da taxonomia e dos fatores que levam a patogenicidade. Estas pesquisas sdo
reconhecidamente necessdrias, ainda, para adequacdo do manejo sanitdrio em sistemas de criagdo

e em Udltima instancia prover bases para a pesquisa de farmacos contra esses parasitos.



3. OBJETIVOS

3.1 - Objetivo Geral:

Determinar a susceptibilidade de dourado (Salminus brasiliensis) e da piapara (Leporinus
obtusidens), provenientes de ambiente natural, a infec¢do por parasitos do filo Myxozoa, classe

Myxosporea.

3.2 — Objetivos Especificos:

a- Descrever as espécies de mixosporideos parasitos de dourado e piapara baseando-se em dados
morfolégicos, utilizando-se de microscopia de luz, microscopia eletronica de transmissdo e de
varredura;

b- Verificar a prevaléncia de mixosporideos nas espécies de peixes investigadas;

c- Avaliar e comparar os efeitos do parasitismo sobre os tecidos e 6rgaos infectados;

d- Investigar a relacdo parasito hospedeiro utilizando-se da andlise histopatolégica e da

microscopia eletronica de transmissdo;
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Colheita dos Peixes

O trabalho de campo foi realizado em parceria com o Centro Nacional de Pesquisa e

Conservagdo de Peixes Continentais (ICMBIO-MMA) em Pirassununga, Sdo Paulo, Brasil.

Durante o periodo compreendido entre 2005 e 2007, sessenta espécimes de Salminus
brasiliensis (dourado) e sessenta Leporinus obtusidens (piapara) foram colhidos no rio Mogi-
Guacgu, em trechos a jusante da barragem da Cachoeira de Emas, localizada no municipio de
Pirassununga, SP, Brasil. (Autorizacdo SISBIO / ICMBIO n° 15507-1) (Anexo I)

Os peixes foram capturados com o auxilio de tarrafas, recolhidos e transportados vivos ao
laboratério. (Figs. 1 e 2). A principio, os peixes foram examinados em seguida a colheita, e
quando nd@o possivel foram mantidos em aquérios, previamente higienizados, sob aeragdo

constante até a analise.
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Figura 2: Colheita dos peixes com utilizac@o de tarrafas.
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4.2 Analise Macroscopica

Os peixes, depois de sacrificados por transeccdo do corddo espinhal, foram medidos em
seu comprimento total, pesados e os resultados anotados em fichas apropriadas (Anexo II). Apds
a andlise macroscopica externa, a olho desarmado e com o auxilio de lupa, foi realizada a

necropsia, tanto para fins parasitolégicos como para a sexagem.

4.3 Analise Microscopica

Os 6rgos foram retirados através da incisdo ventro-longitudinal da parede do corpo do
peixe, apds andlise in locu dos mesmos. Raspados ou pequenos fragmentos de orgios que
apresentaram pontos esbranquicados, suspeitos de infec¢@o parasitdria, foram comprimidos entre
lamina e laminula, com a finalidade de se confirmar a presenga do parasito e estudar as formas de

desenvolvimento. As andlises foram realizadas com o auxilio de microscépio fotdnico.

4.4 Estudo Taxonomico

4.4.1 Andlise Morfolégica

Todas as observacdes foram realizadas a partir de preparacdes a fresco. Esfregacos
contendo esporos livres foram secos a temperatura ambiente, fixados em alcool metilico, corados
por solucio de Giemsa (pH 7.2) e montados em Cytoseal "™ para confeccdo de material

permanente.

As espécies de mixosporideos foram identificadas e descritas conforme os critérios
estabelecidos por Lom & Arthur (1989).

Os estdgios vegetativos do parasito foram caracterizados quanto ao sitio de infec¢do, se
histozdico ou celozdico, quanto a forma (oval, alongado ou irregular), tamanho e nimero de
esporos produzidos.

Os esporos, 0s mais importantes na identificagdo dos mixosporidios foram caracterizados
quanto a estrutura e orientacdo da linha de sutura, forma das cdpsulas polares (redonda, piriforme
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ou elipséide), nimero e disposi¢do de voltas dos filamentos polares, presenca de projecdes ou
apéndices caudais, existéncia de estrias ou outras caracteristicas na superficie do esporo, relagdo
de tamanho entre as capsulas polares, tamanho da cdpsula polar em relacdo ao esporo, posicdo da
extremidade anterior da cdpsula polar, posi¢do do esporoplasma na cavidade do esporo, tamanho
dos esporos e variabilidade da forma e tamanho dos esporos.

As ilustracdes e os detalhes de interesse sistemdtico foram realizados com o auxilio de
camera clara e as medidas, referidas em micrometros, foram obtidas a partir de ocular

micrométrica.

4.4.2 Microscopia Eletronica de Varredura

Esporos livres foram depositados em laminula impregnada com poli-L-lisina, fixados em
glutaraldeido, lavados em solugdo tampdo de cacodilato de sédio (pH 7.2) a 0,1 M, desidratados
em solugdes crescentes de 4lcool, secos com ponto critico, cobertos com ouro e examinados ao
microscépio eletrdnico de varredura (Joel JIMS 35 operado a 15 kV) do Instituto de Biologia da

UNICAMP.

4.5 Microscopia Eletronica de Transmissao

Para o exame ao microscopio eletrdnico de transmissdo, cistos isolados e fragmentos de
tecidos contendo cistos foram fixados em 2,5% de glutaraldeido diluido em solucio tampdo de
cacodilato de sédio a 0,1M (pH 7.2) por 2 horas a 4°C, lavados no mesmo tampao por 2-4 horas a
4°C, posteriormente fixados em 1% de tetréxido de 6smio diluido em solu¢do tampdo de
cacodilato de s6dio por 2 horas na mesma temperatura. Em seguida, as amostras foram
desidratadas em séries de acetona e incluidas em Epon-Araldite. Cortes semi-finos (1 wm), foram
corados pelo solucdo de Azul de Toluidina para exame prévio em microscépio fotdnico. Sec¢des
ultra-finas foram contrastadas com acetato de uranila e citrato de chumbo, observadas e
fotografadas ao microscépio eletrdnico de transmissdo LEO 906 operado com 60 kV (ADRIANO
et al., 2005a,b, 2006).
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4.6 Estudo Histopatolégico

Fragmentos de aproximadamente lem® de tecidos dos 6rglos parasitados foram fixados
em formalina 10% tamponada, por 24h. Posteriormente, as amostras foram desidratadas em
solucdes crescentes de dlcool etilico, diafanizadas pelo xilol e incluidas em parafina. Cortes de
aproximadamente 4um de espessura foram corados pela hematoxilina—eosina, com o objetivo de
estudar a morfologia geral do érgdo parasitado. Coloracdo por Sirius Red foi realizada para
andlise de possiveis alteracdes no estroma conjuntivo do érgdo e avaliagdo, se ocorrer do
encapsulamento do cisto. A coloragio com o Acido Periédico de Schiff (PAS) foi utilizada para
observar possiveis alteracdes em células mucosas em 6rgdos onde estas células ocorrem como
hipertrofia, hiperplasia e distribuicdo ectdpica, por exemplo. Cortes histolégicos corados foram

observados ao microscépio fotdonico.

4.7 Analise Estatistica

A taxa da prevaléncia dos mixosporideos nos peixes foi calculada de acordo com Bush et
al. (1997) e o teste x* foi utilizado para avaliar se a prevaléncia dos mixosporideos foi

significativamente diferente entre os sexos dos hospedeiros.
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5- RESULTADOS

A tese foi estruturada em dois capitulos, sendo que cada um aborda a descricdo de uma
nova espécie de parasito pertencente ao filo Myxozoa, a prevaléncia das espécies em cada uma
das espécies de peixes investigados, os efeitos do parasitismo sobre os tecidos e os 6rgaos
infectados e a relacio parasito hospedeiro, utilizando-se de andlise histopatolégica e microscopia

eletrOnica de transmissao.
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Capitulo 1

Estudo morfoldgico e da interacio parasito-hospedeiro de Myxobolus sp. 1 (Myxozoa:
Myxobolidae) parasito de Salminus brasiliensis (Osteichthyes: Characidae) colhido no rio

Mogi-Guacu, Brasil

Barassa B.? Arana S.”, Adriano E.°, Ceccarelli P. S.%, Cordeiro N. S.?

* Departamento de Biologia Animal, Instituto de Biologia, Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP), Campinas, SP, Brasil.
® Departamento de Histologia e Embriologia, Instituto de Biologia, Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP), Campinas, SP, Brasil.
¢ Departamento de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP),
Diadema, SP, Brasil.
4 Centro Nacional de Pesquisa e Conservacio de Peixes Continentais (ICMBIO-MMA),

Pirassununga, SP, Brasil.

Resumo. Uma nova espécie de Myxobolus € descrita infectando dourado (Salminus brasiliensis).
Durante o periodo de 2005 a 2007, 60 peixes adultos, foram colhidos no rio Mogi-Guagu,
préximo da Cachoeira de Emas, Pirassununga, SP, Brasil ¢ 90% apresentaram plasmodium do
parasito. A andlise histopatolégica e ultraestrutural revelou que o parasito forma plasmédios
brancos e de forma esférica que estdo em contato direto com as células do hospedeiro. Expansdes
da parede do plasmédio foram observadas, o que permite ao parasito infiltrar-se entre 0s espagos
intercelulares dos hepatdcitos circunvizinhos. O desenvolvimento dos plasmédios no par€nquima
hepético ndo resultou em reagdo inflamatéria por parte do hospedeiro. A esporogénese foi
assincronica, com estagios jovens presentes na periferia e esporos maduros na regifo central. Os
esporos maduros apresentaram formato oval, com a extremidade anterior mais afilada do que a
posterior (comprimento do esporo = 14.7 + 0.5um; largura do esporo = 10.0 + 0.2 um). As
capsulas polares foram alongadas e de igual tamanho (comprimento = 8.0 + 0.3um; largura = 4.0

+ 0.0um). No interior das cdpsulas polares os filamentos polares apresentaram 7 a 8§ voltas,
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arranjados perpendicularmente ao eixo da cdpsula. A microscopia eletronica de varredura
demonstrou que as valvas eram lisas, com uma linha de sutura visivel, e a presenca de um poro
de descarga do filamento polar na extremidade anterior do esporo. Baseado em diferencas
morfométricas e ultraestruturais, o parasito observado em S. brasiliensis foi considerado uma

nova espécie de Myxobolus.

Palavras-Chave: Myxosporea; Myxobolus; Characidae; Salminus brasiliensis; Brasil.

Abstract. A new species of Myxobolus is described infecting dourado (Salminus brasiliensis).
During the period of 2005 to 2007, 60 adult fish were collected in the river Mogi-Guagu, near
Cachoeira de Emas, located in the municipality of Pirassununga, State of Sdo Paulo, Brazil and
90% presented plasmodium of the parasite. Histopathological and ultrastructural analysis
revealed that the parasite produced white and spherical plasmodia diretly attached to the host
cells. Enlarged plasmodium wall allowed the infiltration of parasite amongst intercellular spaces
of the neighbour hepatocytes. The development of the plasmodia in the hepatic tissue did not
result in inflammatory reaction of the host. The development of the parasite was asynchronous,
with earliest stages occurred at the periphery and mature spores in the central region. Mature
spores had an oval bod in the view frontal, with the anterior extremity slender than the posterior
extremity (length of the spore = 14.7 £ 0.5 u m; width of the spore = 10.0 £ 0.2 um). The polar
capsules were alongated and equal in size (Iength = 8.0 + 0.3um; width = 4.0 £ 0.0um). The polar
filaments were coiled in 7-8 turns perpendicular to the axis of the capsule. Scanning electron
microscopy showed the presence of smooth valves, with a visible line of suture, and one pore for
the discharge of polar filaments situated at the anterior extremity of the spore. Based on the
morphometric and ultrastructural differences, o parasite observed in S. brasiliensis was

considered to be a new species of Myxobolus.

Key words: Myxosporea; Myxobolus; Characidae; Salminus brasiliensis; Brazil.
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1. Introducao

Salminus brasiliensis Cuvier, 1816 (Sin. S. maxilosus Valenciennes, 1849), é uma espécie
de peixe reofilica, conhecida popularmente por dourado, que ocorre na bacia do Prata (Argentina,
Bolivia, Brasil, Paraguai e Uruguai). E um peixe nobre, pois apresenta carne de excelente
qualidade, muito requisitado em pesque-pague, de grande porte, com um bom potencial de
producdo (Fracalossi et al., 2004; Mai e Zaniboni-Filho, 2005) e considerada uma das espécies

comerciais mais importantes no Brasil.

Os mixosporideos estdo entre os mais importantes parasitos de peixes. Atualmente sdo
conhecidas 2.180 espécies distribuidas em 60 géneros, que parasitam principalmente peixes, tanto
de ambiente natural como de sistema de criacdo (Lom e Dykova, 2006; Sitjd-Bobadilla, 2008).
Espécies do género Myxobolus Butschli, 1882, tem sido assinaladas como importantes agentes
patogénicos para seus hospedeiros (Kent et al., 2001), e este € o género com maior nimero de
espécies dentro da classe Myxoporea, com 792 espécies descritas, incluindo 7 em anfibios (Lom
e Dykova, 2006). Em peixes da América do Sul, 27 espécies de Myxobolus foram assinaladas
(Eiras et al., 2005a,b; Adriano et al., 2006, 2009; Martins e Onaka, 2006; Flores e Viozzi, 2007)
sendo que até o presente, Myxobolus macroplasmodialis, foi a tnica espécie reportada
parasitando S. brasiliensis (Molnér et al., 1998).

Durante um estudo da fauna de mixosporideos em S. brasiliensis, provenientes de
ambiente natural, observou-se a ocorréncia de uma nova espécie do género Myxobolus infectando
o figado. A descri¢do da espécie, bem como a interface entre o parasito e o hospedeiro, foi feita

empregando microscopia fotonica e microscopia eletronica de transmisséo e de varredura.
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2. Material e Métodos

Sessenta espécimes adultos de dourado (S. brasiliensis) foram colhidos no rio Mogi-
Guacu no periodo de 2005 a 2007. As colheitas foram realizadas em trechos a jusante da
barragem da Cachoeira de Emas, localizada no municipio de Pirassununga, SP, Brasil.
Imediatamente depois de capturados, os peixes foram transportados vivos para o laboratdrio,
sacrificados, medidos e necropsiados. A caracteriza¢cdo morfolégica dos esporos foi baseada nos
critérios de Lom e Arthur (1989) e as dimensdes foram obtidas usando uma ocular micrométrica,
sendo realizadas a partir de esporos maduros em preparagdes a fresco, obtidos de diferentes
espécimes de peixes (N = 30). As dimensdes sdo expressas como médias + desvio padrdo (M £
DP). Esfregacos contendo esporos livres foram corados com solucdo de Giemsa (pH 7.2) e
montados em Cytoseal ™, para obtengdio de material permanente. Para a andlise histolégica,
fragmentos de figado contendo cistos foram fixados em formalina 10% tamponada, incluidos em
parafina, cortados a 4um de espessura e corados com hematoxilina-eosina e Sirius Red (Adriano
et al., 2002). Para a microscopia eletrdnica de varredura, esporos livres foram depositados em
laminula impregnada com poli-L-lisina, fixados em glutaraldeido 0,1 M por 2h em temperatura
ambiente, lavados em solu¢do tampdo de cacodilato de sédio 0,1 M (pH 7.2), desidratados em
solugdes crescentes de dlcool, secos com ponto critico, cobertos com ouro e examinados ao
microscopio eletrdnico de varredura (Joel JMS 35 operado a 15 kV). Para a microscopia
eletronica de transmissdo, fragmentos de figado contendo cistos foram fixados em 2,5% de
glutaraldeido diluido em solu¢do tampdo de cacodilato de s6dio a 0,1M (pH 7.2) por 2 horas a
4°C, lavados no mesmo tampdo por 2-4 horas a 4°C, posteriormente fixados em 1% de tetréxido
de 6smio diluido em solugdo tampao de cacodilato de sédio por 2 horas na mesma temperatura.
Em seguida, as amostras foram desidratadas em séries de acetona e incluidas em Epon-Araldite.
Sec¢des ultra-finas foram contrastadas com acetato de uranila e citrato de chumbo, observadas e
fotografadas ao microscépio eletrdnico de transmissdo LEO 906 operado com 60 kV. O teste x2
foi utilizado para avaliar se as prevaléncias, calculadas segundo Bush et al. (1997), variaram

significativamente entre machos e fémeas.

20



3. Resultados

Dos 60 espécimes de S. brasiliensis examinados neste estudo 54 (90%) apresentaram o
figado infectado por plasmdédios de uma espécie do género Myxobolus ainda ndo descrita (Tabela
I). Todos os peixes examinados tinham mais de 55 c¢cm de comprimento. A prevaléncia do
parasito nos machos foi de 88,2% (30/34) e nas fémeas 92,3% (24/26), ndo apresentando
diferenca significativa (X21 =0,27, P> 0,60).

Descricao de Myxobolus sp. 1 (Figs.1-10)

Plasmodium poliespérico, branco e de forma esférica, medindo aproximadamente 100um
de didmetro, foram encontrados no tecido hepatico de S. brasiliensis.

Esporos maduros apresentaram formato oval em visdo frontal, com a extremidade anterior
mais afilada do que a posterior (comprimento do esporo = 14.7 £ 0.5um; largura do esporo = 10.0
+ 0.2 um). As cépsulas polares sdo alongadas, de igual tamanho (comprimento = 7.9 + 0.3um;
largura = 4.0 £ 0.0um) e ocuparam cerca de 2/3 do comprimento do esporo. Cada cépsula polar
continha um filamento polar com 7 a 8 voltas, arranjado perpendicularmente ao eixo da cipsula
(Figs. 1 e 3). A microscopia eletronica de varredura demonstrou que as valvas dos esporos eram
simétricas e lisas e um poro de descarga do filamento polar foi observado na extremidade anterior
do esporo (Fig 2.).
Hospedeiro tipo: Salminus brasiliensis (Curvier, 1816) (Pisces: Characidae)
Sitio de infec¢do: Figado
Prevaléncia: 54/60 (90%) S. brasiliensis examinados estavam infectados.
Localidade: Rio Mogi-Guagu, nas proximidades da Cachoeira de Emas, Pirassununga, SP, Brasil.
Material tipo: laminas coradas contendo esporos de Myxobolus sp. 1 (Sintipo) serdo depositadas
no Museu de Histéria Natural, Instituto de Biologia, Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP), Sdo Paulo, Brazil (ZUEC .....).

A anélise histoldgica do figado do dourado infectado por Myxobolus sp. 1 demonstrou que
o parasito se desenvolve no parénquima hepatico, contudo ndo houve reacfo inflamatéria por

parte do hospedeiro (Fig. 4).
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A andlise ultraestrutural revelou que a parede do plasmdédio consiste de uma tnica
membrana e que ela estd em contato direto com as células do hospedeiro (Figs. 5 e 6). Expansdes
da parede do plasmédio sfo observadas, o que permite ao parasito infiltrar-se entre 0s espacos
intercelulares entre os hepatdcitos circunvizinhos (Fig. 5). Os plasmddios apresentaram
desenvolvimento assincronico, com estdgios jovens presentes na periferia e esporos maduros na
regido central (Figs. 4, 5, 7 e 9). O esporoplasma binucleado contém numerosos
esporoplasmossomos e no espago entre as cdpsulas polares e as valvas foi observada a presenca
de material formador de valvas (Fig. 3, 7 e 8). Numerosas gotas de lipideos foram observadas

imersas no interior dos plasmédios e em menor quantidade no interior dos esporos (Fig. 3 e 7).

Tabela I. Comparagio das medidas (Wwm) dos esporos de Myxobolus sp. 1 com outras espécies do

género descritas em peixes da América do Sul.

Espécie CE LE CPC LCP FP FV Orgao Referéncias
Myxobolus associatus 15,0 10,0 7,0 - - --- Rins Nemeczek, 1926
Myxobolus serrasalmi 14,8 8,6 7,7 3,1 - - Figadoe  Walliker, 1969

rim
Myxobolus 11,0 8,5 4,5 2,8 6 Simétricas Serosada  Molnar et al.,
macroplasmodialis cavidade 1998
abdominal
Myxobolus absonus 15,7 10,2 6,4 3,6 5  Assimétrica Cavidade  Cellere et al.,
opercular 2002
Myxobolus insignis 14,5 11,3 7,6 4,2 6 Simétrica  Branquias Eiras et al.,
2005b
Myxobolus peculiaris 23,1 14,8 10,7 4.4 4-5 Simétrica  Branquias Martins e
Onaka, 2006
Myxobolus sp. 1 14,7 10,0 7,9 40 7-8 Simétrica Figado Este Trabalho

CE: comprimento do esporo; LE: largura do esporo; CPC: comprimento da cépsula polar; LCP: largura da
capsula polar; FP: filamento polar; FV: forma das valvas.
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Fig. 1-4: Myxobolus sp. 1 em Salminus brasiliensis. Fig. 1: Esporos em prepara¢do a
fresco. Barra = 10pum. Fig. 2: Microscopia eletronica de varredura: esporo maduro em visdo
frontal. Note a presenca de um poro para a descarga do filamento polar situado na
extremidade anterior do esporo (seta preta) Barra = 1 um. Fig. 3: Microscopia Eletronica de
Transmissao: corte longitudinal de um esporo maduro demonstrando a céapsula polar (cp),
filamentos polares (fp), esporoplasma (esp) com esporoplasmossomos (seta branca) e
material formador de valvas (mfv). Note a presenca de numerosas gotas de lipideos (1) no
plasmédio e no interior do esporo. Barra = Sum. Fig. 4: Corte histolégico demonstrando
um plasmodium se desenvolvendo no parénquima hepdtico do peixe. Barra = 20 pm.
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Fig. 5-9: Microscopia eletronica de Myxobolus sp. 1 em Salminus brasiliensis. Fig. 5:
Plasmédio de Myxobolus sp. 1 (p) em contato direto com os hepatdcitos (h) do hospedeiro
(Seta branca). Note a presenca de expansdes ocupando o espago intercelular dentre os
hepatdcitos (setas pretas). Barra = Sum. Fig. 6: Ampliacdo da interface parasito-hospedeiro
mostrando a parede do plasmdédio formada por uma tinica membrana (seta). Barra = 0,2um.
Fig 7: Periferia do plasmddio mostrando esporos imaturos (ei), com esporoplasma (esp) e
material formador de valvas (mfv) e uma grande quantidade de gotas de lipideos imersas no
interior do plasmédio (1). Barra = Sum. Fig. 8: Plasmddio com um pansporoblasto jovem
contendo células indiferenciadas (*) e outro (psp) em estdgio avangado de desenvolvimento
mostrando esporoplasma (esp), cdpsulas polares (cp), material formador de valvas (mfv) e
nicleos das células capsulogénicas (n). Barra = Sum. Fig. 9: Plasmédio mostrando
esporoblastos em diferentes estdgios de desenvolvimento: estdgios esporogé€nicos jovens
(seta) e esporos imaturos (ei) com esporoplasma (esp) e capsulas polares (cp). Barra = Spum.
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Fig. 10: Representacdo esquematica de um esporo maduro de Myxobolus sp. 1. Barra = 10um
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4. Discussao

A morfologia e as dimensdes dos esporos de Myxobolus sp. 1. foram comparadas com as
espécies de Myxobolus descritas, até o momento, em peixes da América do Sul (Eiras et al.,
2005a,b; Adriano et al., 2006, 2009; Martins e Onaka, 2006; Flores e Viozzi, 2007). Das 27
espécies de Myxobolus assinaladas, apenas M. macroplasmodialis (Molndr et al., 1998), foi
registrada infectando dourado, entretanto a morfologia e as dimensdes dos esporos diferem da
espécie aqui em estudo. (Tabela I). Além disso, Myxobolus sp 1 foi assinalado infectando o
parénquima hepético, enquanto que M. macroplasmodialis foi registrado na membrana serosa da
cavidade visceral. Com relacfo as demais espécies descritas em peixes da América do Sul, M.
absonus foi descrito parasitando a cavidade opercular de Pimelodus maculatus (Cellere et al.,
2002), M. insignis, infectando branquias de Semaprochilodus insignis (Eiras et al., 2005b), M.
associatus, parasitando rins de Leporinus mormyrops (Nemeczek, 1926), M. serrasalmi,
parasitando o figado e rins de Serrasalmus rhombeus (Walliker, 1969) e M. peculiaris,
parasitando brinquias de Cyphocharax nagelli, possuem dimensdes similares a Myxobolus sp. 1
(Tabela 1). Os esporos M. absonus, assemelham-se aqueles de Myxoblus sp. 1 na largura do
corpo do esporo, entretanto em relacio as outras dimensdes sdo diferentes. Uma das diferencas
mais marcantes sdo capsulas polares de tamanhos desiguais e valvas assimétricas. J4 os esporos
de M. insignis assemelham-se aos esporos da espécie aqui em questdo, em relagdo ao
comprimento do corpo do esporo e ao comprimento e largura das cdpsulas polares, mas
apresentam esporos largos (11,3 um), menor nimero de voltas do filamento polar (6) e
extremidades dos esporos arredondadas, enquanto os esporos de Myxobolus sp. 1 sdo ovais, com
a extremidade anterior mais afilada do que a posterior. M. associatus apresenta semelhangas em
relacfio ao comprimento e a largura dos esporos de Myxobolus sp. 1, entretanto o comprimento
da cépsula polar € menor. Além disso, o sitio de infeccdo de M. associatus é o rim, enquanto
para Myxobolus sp. 1 € o figado. Os esporos de M. serrasalmi assemelham-se aos de Myxobolus
sp. 1 no comprimento do corpo do esporo e no comprimento das cdpsulas polares, no entanto, a
largura do corpo do esporo, a largura das capsulas polares sdo menores e 0 sitio de infeccdo é o
rim e o figado. Os esporos de M. peculiaris apresentam apenas a largura das capsulas polares
semelhante a espécie aqui em estudo, pois as demais dimensdes sdo superiores. Desta forma,
com base nas diferengas acima citadas, conclui-se que Myxobolus sp. 1 é uma espécie ainda ndo

descrita na literatura.
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A andlise ultraestrutural demonstrou que o desenvolvimento de Myxobolus sp. 1 difere
das outras espécies de Myxobolus previamente descritas (Casal et al., 1996; Azevedo et al., 2002;
Casal et al., 2002; Tajdari et al., 2005; Adriano et al., 2006; Casal et al., 2006) pela abundante
presenca de gotas de lipideos imersas no interior dos plasmddios e nos esporos. Similar inclusio
de lipideos tem sido observada em mixosporideos do género Myxidium (Feist, 1995),
Enteromyxum (Palenzuela et al., 2002; Redondo et al., 2003) e Henneguya (Adriano et al.,
2005a), mas ainda nfo tinha sido assinalada para o género Myxobolus. Apesar destas inclusdes
estarem relacionadas com a estocagem de energia, a sua fung@o e papel no metabolismo desses
parasitos ainda precisa ser melhor estabelecido (Redondo et al., 2003). Os esporoplasmossomos,
verificados em grande quantidade no esporoplasma dos esporos de Myxobolus sp. 1, também tem
sido assinalados em diversas espécies de parasitos do filo Myxozoa (Azevedo e Matos, 2002;
Vita et al., 2003; Adriano et al., 2005a,b; Casal et al., 2006; Azevedo et al., 2008). Segundo
Current (1979) a presenca destas estruturas em esporos que estdo se aproximando da maturidade
pode estar relacionada com a estocagem de reservas metabdlicas para posterior uso. Em adicéo,
Casal et al. (2003), sugerem que a variedade de formas e dimensdes dos esporoplasmossomos,
nos diferentes géneros de mixosporideos, possibilita a sua utilizagdo como um pardmetro
ultraestrutural na diferenciacdo dos gé€neros destes parasitos. Nos esporos maduros da espécie
aqui em estudo foi verificada a presenca de material formador de valvas no citoplasma das
células valvogénicas. Vérios autores reportaram semelhantes observagdes (Current, 1979; Ali et
al., 2007; Abdel-Ghaffar, 2008).

A prevaléncia de Myxobolus sp. 1 foi elevada, com 90% dos dourados infectados. Outros
trabalhos também té€m assinalado uma alta prevaléncia de mixosporideos em diversas espécies de
hospedeiros. Martins ¢ Souza (1997) reportaram uma prevaléncia de 97,3% de Piaractus
mesopotamicus, provenientes de sistema de cria¢do, infectados por Henneguya piaractus.
Adriano et al. (2009) encontraram plasmédios de Myxobolus cordeiroi em 78% dos espécimes
de Zungaro jahu, colhidos em rios do Pantanal Mato-grossense, examinados.

Neste trabalho ndo foram observadas alteragfes histopatoldgicas nos espécimes de
dourados analisados, mas em sistema de cultivo, devido ao estresse e o descuido no manejo
sanitario, a alta parasitemia por Myxobolus sp. 1, pode desencadear resposta do hospedeiro ou

fornecer porta de entrada para infecgdes secunddrias.
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Capitulo 2

Henneguya sp. 1 (Myxozoa: Myxosporea) parasito de branquias de Leporinus obtusidens

(Osteichthyes: Anostomidae) do rio Mogi-Guacu, Brasil: histopatologia e ultraestrutura
Barassa B. %, Arana S.”, Adriano E.¢, Ceccarelli P. S., Cordeiro N. S.?
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Pirassununga, SP, Brasil.

Resumo. Uma nova espécie de Henneguya é descrita infectando piapara (Leporinus obtusidens).
Durante o periodo de 2005 a 2007, 60 peixes foram colhidos no rio Mogi-Guagu, nas
proximidades de Cachoeira de Emas, Pirassununga, SP, Brasil e 70% apresentaram plasmoédio do
parasito. A andlise histopatoldgica e ultraestrutural revelou que o parasito produz plasmédios
brancos e de forma esférica medindo aproximadamente 100um. A anélise histopatoldgica revelou
que os plasmddios brancos e de forma arredondada foram do tipo intralamelar desenvolvendo-se
em vdrias regides do epitélio branquial, resultando no espessamento do epitélio do filamento e
dilatagdo dos vasos sanguineos. A andlise ultraestrutural mostrou que a parede do plasmédio de
Henneguya sp. 1 consiste de uma inica membrana, a qual estd em contato direto com as células
do hospedeiro e possuem canais de pinocitose, que se estendem para o interior do plasmédio. A
esporogénese foi assincronica, com estigios jovens presentes na periferia e esporos maduros na
regido central. Os esporos maduros, em visdo frontal, foram alongados (comprimento total = 45,2
+ 0,6um; comprimento do corpo do esporo = 10 + 0,0um; largura do corpo do esporo = 4,4 + 0,4
um). As cédpsulas polares foram alongadas e de igual tamanho (comprimento = 3,8 + 0,3um;

largura = 1,0 + 0,0um). Cada cdpsula polar contém um filamento polar com 6 a 7 voltas,
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arranjados perpendicularmente ao eixo da cdpsula. A microscopia eletronica de varredura
demonstrou que as valvas sdo lisas, com uma linha de sutura visivel, e a presenca de um poro de
descarga do filamento polar, na extremidade anterior do esporo. Diferengas morfométricas e
ultraestrututais entre esta espécie e outras ja descritas do género Henneguya indicam que o
parasito observado em L. obtusidens é uma nova espécie. Esta é a primeira vez que um

mixosporideo é reportado em L. obtusidens.

Palavras-Chave: Myxosporea; Henneguya; Anostomidae, Leporinus obtusidens, Brasil.

Abstract. A new species of Henneguya is described infecting piapara (Leporinus obtusidens).
During the period of 2005 to 2007, 60 fish were collected in the river Mogi-Guagu, near
Cachoeira de Emas, located in the municipality of Pirassununga, State of Sdo Paulo, Brazil and
70% presented plasmodium of the parasite. Histopathological and ultrastructural analysis
revealed that the parasite produced white and spherical plasmodia and measured 100um in
diameter. Histopathological analysis revealed white and round intralamellar plasmodia located in
several regions of the gill. Consequently, thickening of the gill filament and enlarged of the blood
vessels were observed Ultrastructural analysis showed that the wall of the plasmodia of
Henneguya sp. 1 was provided by a single membrane in direct contact with the host cells. It
contained pinocytosed canals that extensed into plasmodia The development of the parasite was
asynchronous, with earliest stages occurred at the periphery and mature spores in the central
region. Mature spores were elongated in the view frontal (total length = 45,2 £ 0,6um; body
length = 10 £+ 0,0um; body width = 4,4 + 0,4 um). The polar capsules were alongated and equal
in size (length = 3,8 + 0,3um; width = 1,0 £ 0,0um). The polar filaments were coiled in 6-7 turns
perpendicular to the axis of the capsule. Scanning electron microscopy showed the presence of
smooth valves, with a visible line of suture, and one pore for the discharge of polar filaments
situated at the anterior extremity of the spore. Based on the morphometric and ultrastructural
differences, o parasite observed in L. obtusidens was considered to be a new species of

Henneguya. This is the first time that a mixosporideo is reported in L. obtusidens.

Key words: Myxosporea; Henneguya; Anostomidae, Leporinus obtusidens, Brazil.
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1. Introducao

Numerosas espécies de parasitos da classe Myxosporea tem sido descritas em peixes de
agua doce, tanto de ambiente natural como de sistema de criagdo, de diversas areas geograficas
do mundo (Adriano et al., 2002, 2005a,b, 2006, 2009; Barassa et al., 2003a,b; Martins e Onaka,
2006; Ali et al., 2007; Flores e Viozzi, 2007; Azevedo et al., 2008; Eiras et al., 2009; Feijé et al.,
2008; Molnér et al., 2009). Henneguya Thelohan, 1892, é o segundo género mais comum, com
aproximadamente 204 espécies descritas (Lom e Dykova, 2006), algumas das quais sdo
importantes agentes patogénicos (Kalavati e Narasimhamurti, 1985; Molnér, 1998; Barassa et al.,
2003a,b; Adriano et al., 2005a; Azevedo et al., 2008). Espécies pertencentes ao género
Henneguya vém sendo descritas produzindo severa reacdo inflamatdria, hemorragia e hiperplasia
nas branquias de peixes de dgua doce, diminuindo a superficie branquial para as trocas gasosas e

outras funcdes (Kalavati & Narasimhamurti, 1985; Lom & Dykova, 1995).

Em peixes da fauna brasileira, espécies do género Henneguya, sdo as mais comuns, com
36 espécies descritas até o presente (Eiras, 2002; Azevedo e Matos, 2002, 2003; Barassa et al.,
2003a,b; Casal et al., 2003; Vita et al., 2003; Eiras et al., 2004a,b; Adriano et al, 2005b,c; Matos
et al., 2005; Martins e Onaka, 2006; Abdallah et al., 2007; Feijé et al., 2008; Azevedo et al.,
2008; Eiras et al., 2009), sendo que em peixes da familia Anastomidae sdo conhecidas apenas 2
espécies (Martins et al., 1999; Eiras et al., 2004a), contudo, nenhuma infectando Leporinus

obtusidens.

Leporinus obtusidens Valenciennes, 1837, conhecido popularmente por piapara, € uma
espécie reofilica de porte médio, chegando a medir até 40 cm de comprimento, que ocorre na
bacia do Prata. Como as demais espécies do gé€nero Leporinus, a piapara possui hdbito alimentar
onivoro, alimentando-se de insetos, restos de peixes e vegetais (Santos, 2000) e apresenta valor
comercial significativo.

Durante um estudo da fauna de mixosporideos em L. obtusidens oriundos de ambiente
natural, observou-se uma nova espécie do género Henneguya infectando as branquias. A
descricdo da espécie, bem como a andlise da interface parasito-hospedeiro foram feitas

empregando microscopia fotonica e microscopia eletronica de transmisséo e de varredura.
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2. Material e Métodos

Sessenta espécimes de piapara (L. obtusidens) foram colhidos no rio Mogi-Guagu no
periodo de 2005 a 2007, em trechos a jusante da barragem da Cachoeira de Emas, localizada no
municipio de Pirassununga, SP, Brasil. Imediatamente depois de capturados, os peixes foram
transportados vivos para o laboratério, onde foram sacrificados, medidos e necropsiados. A
caracteriza¢do morfolégica dos esporos foi baseada nos critérios estabelecidos por Lom e Arthur
(1989) e as dimensdes foram obtidas usando uma ocular micrométrica, sendo realizadas a partir
de esporos maduros em preparacdes a fresco (N = 30), obtidos de diferentes espécimes de peixes.
As dimensdes s3o expressas como médias + desvio padrdo (M t DP). Esfregacos contendo

esporos livres foram corados com solucdo de Giemsa (pH 7.2) e montados em Cytoseal "™

, para
obtencdo de material permanente. Para a andlise histolégica, fragmentos de branquias contendo
cistos foram fixados em formalina 10% tamponada, incluidos em parafina, cortados a 4um de
espessura e corados com hematoxilina-eosina e Sirius Red (Adriano et al., 2002). Para a
microscopia eletrdnica de varredura, esporos livres foram depositados em laminula impregnada
com poli-L-lisina, fixados em glutaraldeido 0,1 M por 2h em temperatura ambiente, lavados em
solugdo tampdo de cacodilato de sédio 0,1 M (pH 7.2), desidratados em solucdes crescentes de
alcool, secos com ponto critico, cobertos com ouro e examinados ao microscépio eletrdnico de
varredura (Joel JMS 35 operado a 15 kV). Para a microscopia eletronica de transmissao,
fragmentos de brinquias contendo cistos foram fixados em 2,5% de glutaraldeido diluido em
soluc¢do tampdo de cacodilato de s6dio a 0,1M (pH 7.2) por 2 horas a 4°C, lavados no mesmo
tampdo por 2-4 horas a 4°C, pés-fixados em 1% de tetr6xido de 6smio diluido em solug¢do tampao
de cacodilato de sédio por 2 horas na mesma temperatura. Em seguida, as amostras foram
desidratadas em séries de acetona e incluidas em Epon-Araldite. Seccdes ultra-finas foram
contrastadas com acetato de uranila e citrato de chumbo, observadas e fotografadas ao
microscopio eletronico de transmissdo LEO 906 operado com 60 kV. O teste x2 foi utilizado para
avaliar se as prevaléncias, calculadas segundo Bush et al. (1997), variaram significativamente

entre machos e fémeas.
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3. Resultados

Dos 60 peixes examinados neste estudo, 42 (70%) apresentaram a branquia infectada por
plasmédios de uma espécie do género Henneguya ainda no conhecida (Tabela I). Dos peixes
examinados, 32 tinham entre 30 a 40 cm de comprimento e 28 tinham entre 41 a 50 cm de
comprimento. A prevaléncia do parasito nos machos foi de 74% (20/27) e nas fémeas 66%

(22/33), ndo apresentando diferenca significativa (le =0,38, P> 0,53).

Descricao de Henneguya sp. 1 (Figs. 1-16)

Plasmddios brancos e de forma esférica, medindo aproximadamente 100um de
comprimento, foram encontrados nas lamelas branquiais de L. obtusidens.

Os esporos maduros, em visdo frontal, foram alongados (comprimento total = 45,2 +
0,6um; comprimento do corpo do esporo = 10,0 + 0,0um; largura do corpo do esporo = 4,4 £ 0,4
um). As cdpsulas polares foram alongadas, de igual tamanho (comprimento = 3,8 + 0,3um;
largura = 1,0 £ 0,0um) e ocuparam cerca de 1/3 do comprimento do corpo do esporo (Figs. 1,2 e
16). Cada céapsula polar continha um filamento polar com 6 a 7 voltas, arranjadas
perpendicularmente ao eixo da cédpsula (Fig. 15 e 16). A microscopia eletronica de varredura
demonstrou que as valvas dos esporos foram simétricas e lisas e um poro de descarga do
filamento polar foi observado na extremidade anterior dos esporos (Fig 3).

Hospedeiro tipo: Leporinus obtusidens (Valenciennes, 1837) (Osteichthyes: Anostomidae)

Sitio de infec¢do: Lamela branquial

Prevaléncia: 42/60 (70%) L. obtusidens examinados estavam infectados.

Localidade: Rio Mogi-Guacu, nas proximidades da Cachoeira de Emas, Pirassununga, SP, Brasil.
Material tipo: ldminas coradas contendo esporos de Henneguya sp. 1 (Sintipo) serdo depositadas
no Museu de Histéria Natural, Instituto de Biologia, Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP), Sao Paulo, Brazil (ZUEC .....).

A andlise histoldgica das brinquias de L. obtusidens revelou que os plasmddios de
Henneguya sp. 1 foram do tipo intralamelar e ocorrem entre o epitélio da lamela branquial e o
capilar (Fig. 5 ). Os plasmddios ocorrem em qualquer uma das por¢cdes da lamela branquial,
desde a porc¢do basal até o dpice da lamela, preferencialmente no terco superior (Figs. 4,5, 6 ¢ 7).

O parasito, em alguns casos, causou o espessamento do epitélio do filamento e a compressdo dos
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capilares. O desenvolvimento dos plasmddios ndo provocou reacdo inflamatdria por parte do

hospedeiro.

Figs. 1-3: Esporos de Henneguya sp. 1 parasito de branquias de Leporinus obtusidens. Fig. 1:
Esporo em preparacdo a fresco. Barra = 10um. Fig. 2: Microscopia eletronica de varredura:
esporo maduro em visdo frontal. Barra = 10um. Fig 3: Ampliacdo da por¢do anterior do corpo
do esporo. Notar a presenga de um poro para a descarga do filamento polar situado na
extremidade anterior do esporo (seta fina) e a linha de sutura (seta grossa) Barra =1 um.

A andlise ultraestrutural demonstrou contato direto entre a parede do plasmddio e as
células do hospedeiro (Fig. 8). A parede do plasmddio foi composta por uma dnica membrana, a
qual contém canais de pinocitose (Fig. 9). O desenvolvimento foi assincronico: na zona cortical
do plasmédio foram observadas células generativas e um grande niimero de mitocondrias (Fig.
8), mais internamente verificaram-se esporoblastos jovens e esporos imaturos (Fig. 11, 12 e 15) e
na regido central, esporoblastos contendo dois esporos maduros e uma grande area vazia. (Fig.
10). Nos esporos pode-se notar o esporoplasma binucleado (Fig. 14), o qual contém numerosos
esporoplasmossomos e no espago entre as capsulas polares e as valvas foi observada a presenca

de grande quantidade de material formador de valvas (Fig. 13).
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Tabela I. Comparacdo das medidas (m) dos esporos de Henneguya sp. 1 com outras espécies do

género descritas em peixes da América do Sul.

Espécie CT CE LE CCP LCP CC FP FV Orgio  Referéncias

H. leporinicola 29,4 76 42 3,0 1,6 21,8 - Branquias  Martins et al.,
1999

H. astyanax 478 152 57 5,0 1,5 32,6 89 Bréanquias Vita et al.,
2003

H. schizodon 289 13,1 33 54 1,3 16,3 8-10 Simétrica Rins Eiras et al.,
2004a

H. garavelli 46,6 13,6 4,0 54 1,2 33,0 89 - Branquias Martins e

Onaka, 2006

Henneguya sp. 1 45,2 10,0 44 38 1,0 35,2 6-7 Simétrica Brinquias Este trabalho

CT: comprimento total; CE: comprimento do corpo esporo; LE: largura do corpo esporo; CCP:
comprimento da cipsula polar; LCP: largura da cépsula polar; CC: comprimento da cauda; FP: filamento
polar; FV: forma das valvas.
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Figs. 4-7: Corte Histolégico das branquias de Leporinus obtusidens mostrando o
desenvolvimento de plasmddios de Henneguya sp. 1 em diferentes por¢des da lamela. Fig. 4:
Plasmédio imaturo na regiio mediana da lamela secunddria. Barra = 20um. Fig. 5: Plasmédio
imaturo na regido basal. Barra = 20um. Fig. 6: Plasmddio na regido mediana. Barra = 20pm.
Fig. 7: Plasmddio ocupando praticamente toda o extensdo da lamela branquial. Barra = 10um.
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Fig. 8-11: Microscopia eletrdnica de Henneguya sp. 1 em Leporinus obtusidens. Fig. §: Plasmédio
de Henneguya sp. 1 (p) em contato direto com as células do hospedeiro (h) (seta branca). Note a
presenca de canais de pinocitose (setas pretas) Barra = Sum. Fig. 9: Ampliagio da interface parasito
(p)-hospedeiro (h) mostrando os canais de pinocitote (setas pretas) e a parede do plasmddio
formada por uma tnica membrana (seta branca). Barra = 0,5um. Fig 10: Corte transversal de um
plasmédio onde pode-se notar que cada esporoblasto (*) contem dois esporos (setas) e uma grande
area vazia (av). Barra = 2um. Fig 11: Plasmédio mostrando esporoblastos em diferentes estagios de
desenvolvimento: célula generativa (CG), esporoblastos jovens (*) e esporos imaturos (ei). Barra =
Sum.
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Fig. 12-15: Microscopia eletronica de Henneguya sp. 1 em Leporinus obtusidens Fig 12:
Esporoblasto (*) contendo dois esporos em desenvolvimento, um em corte transversal (seta
preta) mostrando as cdpsulas polares (cp) e outro em corte longitudinal (seta branca). Notar a
presenca de um grande nimero de mitocondrias (m) no seu interior. Barra = 2um. Fig. 13:
Corte longitudinal de um esporo maduro mostrando duas capsulas polares (cp), esporoplasma
(esp) com esporoplasmossomos (seta preta) e uma grande quantidade de material formador de
valvas (setas brancas). Barra = 2um. Fig. 14: Esporo imaturo em corte transversal mostrando o
esporoplasma (esp) com seus dois niicleos (n) e as paredes das valvas (v). Barra = Sum. Fig.
15: Corte longitudinal de um esporo imaturo mostrando as capsulas polares (cp), filamentos
polares (fp), mitocdndrias (m) e nicleos das células capsulogénicas (n). Barra = 20pum.
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Fig. 16: Representacdo esquemadtica de um esporo maduro de Henneguya sp. 1. Barra = 5um
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4. Discussao

A morfologia e as dimensdes dos esporos de Henneguya sp. 1. foram comparadas com
todas as espécies de Henneguya descritas em peixes da América do Sul (Eiras, 2002; Azevedo e
Matos, 2002, 2003; Barassa et al., 2003a,b; Casal et al., 2003; Vita et al., 2003; Eiras et al.,
2004a,b; Adriano et al, 2005b,c; Matos et al., 2005; Martins ¢ Onaka, 2006; Abdallah et al.,
2007; Feijo et al., 2008; Azevedo et al., 2008; Eiras et al., 2009). Das 36 espécies de Henneguya
reportadas até o momento, apenas Henneguya leporinicola (Martins et al., 1999), descrita
parasitando as branquias de Leporinus macrocephalus, € Henneguya schizodon (Firas et al.,
2004a), nos rins de Schizodon fasciatus, foram descritas em peixes da familia Anastomidae,
contudo, as dimensdes dos esporos diferem da espécie aqui em estudo (Tabela I). Entre as demais
espécies descritas, Henneguya astyanax (Vita et al., 2003) e Henneguya garavelli (Martins e
Onaka, 2006) respectivamente em Astyanax keithie e Cyphocharax nagell, possuem comprimento
total do esporo semelhante ao de Henneguya sp. 1. H. astyanax também apresenta 0 mesmo sitio
de infeccdo que Henneguya sp. 1, contudo diferem nas outras dimensdes, e além disso, possuem
um filamento polar com maior nimero de voltas (8-9). Os esporos de Henneguya garavelli
também se assemelham aos de Henneguya sp. 1, na largura do corpo do esporo e na largura das
capsulas polares, no entanto, o comprimento do corpo do esporo e o comprimento das cipsulas
polares sdo maiores. Em adi¢do, H. garavelli apresenta um filamento polar com um maior
nimero de voltas (8-9) (Tabela I). Finalmente, H. astyanax e H. garavelli sdo parasitos de peixes
da familia Characidae e Curimatidae, respectivamente, enquanto que Henneguya sp. 1 foi
registrada em Anastomidae. Segundo Molndr (1998) espécies de mixosporideos do género
Henneguya possuem alta especificidade de hospedeiro, podendo este ser mais um cariter

utilizado na diferenciac@o das espécies.

Desta forma, baseado em caracteristicas morfolégicas e morfométricas, sitio de infecgao,
especificidade do hospedeiro, e pelo fato deste ser o primeiro registro de uma espécie de
mixosporidio infectando L. obtusidens, o presente material foi considerado como uma nova
espécie.

A prevaléncia de Henneguya sp. 1 nas branquias de L. obtusidens (70%) foi similar a
aquela apresentada por Henneguya garavelli (63%) e Henneguya striolata (62,5%), parasitos das
branquias de Cyphocharax nagelli e Serrasalmus striolatus, respectivamente (Martins e Onaka,

2006; Casal et al., 1997).
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Virias espécies de mixosporideos do género Henneguya descritas infectando, tanto peixes
da fauna brasileira como de outras partes do mundo, tem sido assinaladas como patogénicas. Em
peixes da fauna brasileira podem-se destacar Henneguya chydadea, parasito de Astyanax
altiparanae (Barassa et al., 2003b), Henneguya curvata, parasito de Serrasalmus spilopleura
(Barassa et al., 2003a), Heneguya piaractus, parasito de Piaractus mesopotamicus (Martins e
Souza, 1997; Adriano et al., 2005a) e Henneguya rondoni, parasito de Gymnorhamphichthys
rondoni (Azevedo et al., 2008). J4 em peixes de outras dreas geograficas, Henneguya exilis,
parasito de bagre do canal (Current e Janovy, 1976), Henneguya creplini, parasito de Stizostedion
lucioperca (Molnar, 1998), Henneguya suprabranchiae, parasito de Clarias gariepinus (El-
Mansy e Bashtar, 2002) podem ser mencionadas.

De acordo com a classificacdo proposta por Molnér (2002), os plasmdédios de Henneguya
sp. 1 observados nas brinquias de L. obtusidens foram identificados como sendo do tipo
intralamelar. A andlise histopatoldgica revelou que o parasito provoca espessamento do epitélio
do filamento, tal como observado por Martins et al. (1999) em L. macrocephalus e compressiao
dos capilares. Focos hemorragicos e reagcdo inflamatéria por parte do hospedeiro ndo foram
observadas.

Segundo Current e Janoyy (1976) a caracterizacdo da ultraestrutura da parede do
plasmddio de parasitos da classe Myxosporea é de fundamental importancia. A ultraestrutura do
plasmédio difere entre as vérias espécies do género Henneguya e também entre os “tipos
clinicos” de uma mesma espécie (Current e Janoyy, 1978).

No presente estudo, a andlise ultraestrutural mostrou que a parede do plasmédio de
Henneguya sp. 1 consiste de uma dnica membrana, a qual estd em contato direto com as células
do hospedeiro e possuem canais de pinocitose, que se estendem para o interior do plasmdédio. A
presenca de plasmdédios com uma tinica membrana tem sido relatada em diversas espécies do
género Henneguya (Current, 1979; El-Mansy e Bashtar, 2002; Adriano et al., 2005a; Abdel-
Ghaffar et al., 2008), enquanto a ocorréncia de canais de pinocitose foi também registrada em
espécies de Henneguya parasitos de branquias de diferentes hospedeiros (Current, 1979; El-
Mansy e Bashtar, 2002; Azevedo ¢ Matos, 2003; Adriano et al., 2005a,c; Matos et al., 2005;
Abdel-Ghaffar et al., 2008). De acordo com El-Mansy e Bashtar (2002) a parede do plasmédio

pode ser considerada como organela responsdvel pela nutricdo do parasito nas diferentes fases do
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seu desenvolvimento, provendo nutrientes necessdrios para o crescimento, via canais de
pinocitose, os quais podem incorporar o citoplasma da célula do hospedeiro.

Como observado em outras espécies de mixosporideos, o desenvolvimento do plasmddio
de Henneguya sp. 1 foi assincronico. Nas porc¢des periféricas foram observadas células
generativas, esporoblastos jovens e esporos imaturos, enquanto que os esporos maduros ficavam
centralmente localizados. No citoplasma das células valvogénicas de esporos imaturos de
Henneguya sp.1 foi observada grande quantidade de material formador de valvas, e este registro
estd em acordo com o relato de varios outros autores (Current, 1979; El-Mansy e Bashtar, 2002;
Ali et al., 2007; Abdel-Ghaffar, 2008). No esporoplasma dos esporos imaturos ¢ maduros foram
observados esporoplasmossomos, como em outras espécies do género Henneguya (Casal et al.,
2003; Adriano et al., 2005a,c; Matos et al., 2005; Abdel-Ghaffar et al., 2008; Azevedo et al.,
2008). Estas estruturas exibem grande diversidade no tamanho, no entanto, nfo se conhece a sua
funcio (Abdel-Ghaffar et al., 2008). Segundo diversos autores, a presenca de grande nimero de
mitocdndrias nos esporos em desenvolvimento, como observado na espécie aqui em estudo, estd
provavelmente relacionada com a aquisicio de um metabolismo aerébico pelo parasito, para a
obtenc¢do de energia. (Current e Janovy 1976; Current e Janovy, 1978; El-Mansy e Bashtar 2002).

A infec¢lo causada por Henneguya sp. 1 aparentemente ndo comprometeu as fungdes
fisiol6gicas do 6rgdo, mas em uma infeccdo intensa, as trocas gasosas e o equilibrio osmético

podem ser comprometidos.
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6. CONCLUSOES
Os resultados deste trabalho possibilitaram as seguintes conclusdes:

1) A andlise dos tecidos e 6rgios de Salminus brasiliensis revelou a presen¢a de uma nova
espécie de mixosporideo pertencente ao género Myxobolus: Myxobolus sp. 1 parasitando o

figado, com prevaléncia de 90%.

2) O estudo dos tecidos e 6rgdos de Leporinus obtusidens demonstrou a presenca de uma
nova espécie de mixosporideo pertencente ao género Henneguya: Henneguya sp. 1

parasitando as branquias, com 70% de prevaléncia.

3) A andlise histolégica do figado de S. brasiliensis, infectado por Myxobolus sp. 1,
demonstrou que o parasito se desenvolve no parénquima hepético, mas nao provoca reagao

inflamatdria por parte do hospedeiro.

4) Os plasmédios de Henneguya sp. 1, do tipo intralamelar, causaram o espessamento do
epitélio do filamento e a compressdo dos capilares. O desenvolvimento dos plasmddios ndo

provocou reacao inflamatdria por parte do hospedeiro.

5) A andlise ultraestrutural demonstrou que o plasmédio de ambas as espécies consiste de
uma unica membrana, a qual estd em contato direto com as células do hospedeiro, com a
diferenca que em Henneguya sp. 1 existem canais de pinocitose, que se estendem para o

interior do plasmédio.
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8. ANEXO
8.1 Anexo I

DATA DA COLETA: / /

Nome genérico:

Comprimento:

Orgaos Parasitados:

Forma parasitéria: ( ) Cisto
Género:

Observacgoes:

()rgﬁos Parasitados:
Forma parasitdria: () Cisto
Género:

Observagdes:

FICHA DE COLETA
PEIXE N°:

Nome cientifico:

Sexo:
() Esporo

Espécie:
() Esporo

Espécie:
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