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RESUMO

As parasitoses de pescado implicam em prejuizos a cadeia produtiva pela
desvalorizacdo das carcacas infectadas e constitui problema de saude publica em
decorréncia dos riscos de zoonose, sendo escassos 0s estudos referentes as
parasitoses de peixes. O estudo identificouos parasitas, por meio de técnicas
morfologicas e moleculares, e determinou os indicadores de infeccdo de Laemolyta
garmani, Leporinus tigrinus, Argonectes robertsi e Hemiodus
unimaculatusprocedentesdo Rio Tocantins. Foram adquiridos 54 peixes entre agosto
e outubro de 2015,0s quais foram anestesiados, eutanasiados e submetidos a
necropsia, de acordo com o Guia Brasileiro de Boas Préaticas de Eutanasia Animal
do Conselho Federal de Medicina Veterinaria. A superficie corpérea, branquias,
cavidade abdominal, coracdo, figado, vesicula biliar, baco, estdmago, intestinos,
gbnadas e bexiga natatoria foram analisados quanto a presenca de parasitas.
Identificou-se 461 espécimes de parasitas em 59,26% (32/54) dos peixes coletados.
Na fauna parasitaria de L. tigrinus foram encontradas duas espécies de helmintos,
Goezia leporini em 16% dos animais e Rondotrema microvitellarum em 8%. L.
garmani apresentou infecgdo por Spinitectus rodolphiheringi (4%), Brasilnema sp.
(28%) e os digenéticos R. microvitellarum (16%) e Culuwiya sp. (8%). O estudo
relatou pela primeira vez a ocorréncia do nematddeoSpinitectus rodolphiheringi
parasitando o intestino de A. robertsi, com prevaléncia de 7%, além da confirmacéo
da classificacdo taxondmica mediante andlise filogenética do gene citocromo C
mitocondrial subunidade |. Procamallanus inopitanuse Neochinorhychus sp. foram
encontrados no intestino de H. unimaculatus.A identificacdo dos parasitas e
determinacao do seu perfil epidemioldgico permitem estabelecer métodosde manejo
adequados, reduzindo infec¢cBes nos animais, evitandoa diminuicdo do seu valor

comercial e impacto negativo na cadeia produtiva.

Palavras-chave:acantocéfalos; Citocromo C mitocondrial; endoparasitoses de

peixes; helmintos; sanidade pscicéla.



ABSTRACT

Parasitic diseases represent one of the most important problems in fish production
due to the decline of infected carcasses and public health problems due to the risk of
zoonoses, being scarce studies on fish parasites. This study identified the parasites,
using morphological and molecular techniques, and determined infection indicators,
of the collared Laemolyta garmani, Leporinus tigrinus, Argonectes robertsi and
Hemiodus unimaculatus the Tocantins River. Fifty four fish were adquired between
August and October 2015, anesthetized, euthanized and submitted to necropsy,
according to the Brazilian Good Practice Guide for Animal Euthanasy of the Federal
Board of Veterinary Medicine. The body surface, gills, abdominal cavity, heart, liver,
gallbladder, spleen, stomach, intestines, gonads and swimming bladder were
analyzed for the presence of parasites. A total of 461 specimens of parasites were
identified in 59.26% (32/54) of the fish collected. L. tigrinus presented infection by
two species of helminths, Goezia leporini, found in 16% of the animals and
Rondotrema microvitellarum in 8%. L. garmani presented infection by Spinitectus
rodolphiheringi (4%), Brasilnema sp. (28%), R. microvitellarum (16%) and Culuwiya
sp. (8%). The study reported for the first time the occurrence of the nematode
Spinitectus rodolphiheringi in the intestine of A. robertsi, with a prevalence of 7%, as
well the confirmation of the taxonomic classification by mitochondrial cytochrome C
subunit | phylogenetic analysis. Procamallanus inopitanus and Neochinorhychus sp.
were found in the intestine of H. unimaculatus. The identification of the parasites and
determination of their infection indicators allow to establishing appropriate
management methods, reducing infections in the animals, avoiding a decrease in the

commercial value and negative impact on the productive chain.

Keywords: Acanthocephalus; mitochondrial cytochrome C subunit 1; fish

endoparasites; Helminths; fish sanity.



1 INTRODUCAO

A aquicultura, no contexto brasileiro, teve um crescimento de 43,8% entre
2007 e 2009, tornando a producdo de pescado a mais promissora no mercado
nacional de carnes no periodo (BRASIL, 2014). Segundo a FAO (2016), a pesca e
aquicultura brasileira atingirdo um crescimento de 104% até o ano de 2025,
passando de 1,3 milhdo de toneladas, observados no periodo de 2013 a 2015, para
1,9 milh&o em 2025.

No Tocantins, a piscicultura representa uma das atividades de maior
potencial, tendo crescido 833% entre 2001 e 2011, produzindo em 2011 o total de
12.412 toneladas (BRASIL, 2012), apresentando como principais espécies de peixes
oriundas da pesca no estado, o pirarucu, matrinxa, tucunare, pirarara, fidalgo e piau
(EMBRAPA, 2014).

Os peixes conhecidos como piau pertencem as familias Anostomidae e
Hemiodontidae, sendo relatados em toda a América do Sul eapresentando
importancia nas atividades de pesca, aquicultura (GUIDELLI et al., 2006) e
aquariofilia (MELO; ROPKE, 2004). Economicamente, 0s peixes sao significativos
para exploracdo comercial e consumo no Tocantins (CHICRALA ET AL., 2013).

No contexto sanitario, 0s peixes possuem importdncia no processo de
transmissao de parasitos com carater zoonadtico. Segundo Gonzalez et al. (2001), os
parasitos de importancia para a qualidade de pescados séo classificados em dois
grupos: os de interesse em saude publica e aqueles que causam lesdes, alterando
as caracteristicas sensoriais e diminuindo o valor comercial do pescado.

O conhecimento epidemiolégico das parasitoses e a avaliacdo da relacdo
parasito e hospedeiro sdo ferramentas necessarias para estabelecer um sistema de
controle sanitario efetivo. A falta de tais informacfes faz com que os tratamentos
anti-helminticos utilizados sejam, na maioria das vezes, ineficazes, levando ao
surgimento de casos clinicos da doenca e, consequentemente, perdas produtivas
nos criadouros (MOTA; CAMPOS; ARAUJO, 2003).

Na regido Norte do Brasil, os estudos referentes aos parasitos de peixes sao
escassos, e 0s estudos existentes sdo, em sua maioria, relativos as classificacbes
taxondmicas onde apenas uma espécie de parasito é descrita e apresentam poucos
dados disponiveis. Nesse sentido, o objetivo do presente trabalho foi determinar o

perfil parasitario, bem como os indices de infeccdo de Laemolyta garmani, Leporinus
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tigrinus, Argonectes robertsi e Hemiodus unimaculatus, provenientes do rio
Tocantins (Tocantins, Brasil). Os parasitas foram identificados com base nas
caracteristicas morfolégicas, e duas espécies foram identificadas mediante

sequenciamento do material genético.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Piscicultura

A producdo mundial de pescado apresentou um crescimento significativo nas
Gltimas cinco décadas. Além disso, ocorreu um aumento significativo na média de
consumo per capita de 9,9 kg em 1960 para 19,7 kg em 2013 (FAO, 2016).

China, india, Indonésia, Vietna, Bangladesh, Noruega, Chile, Egito, Mianmar,
Tailandia, Filipinas, Japéo e Brasil (13° lugar) foram os maiores produtores de peixes
do mundial no ano de 2014,enquanto que os maiores produtores aquicolasforam
China, Indonésia, India, Vietnd, Filipinas, Bangladesh, Republica da Coreia,
Noruega, Chile, Egito, Mianmar, Japdo, Tailandia e Brasil (14° lugar), perfazendo
93,44% da producao em 2014 (FAO, 2016).

A aquicultura brasileira apresentou um crescimento de 43,8% (2007- 2009), ja
a piscicultura atingiu 60,2% no mesmo periodo, superando todas as estimativas
projetadas e tornando a producdo de pescado a mais promissora no mercado
nacional de carnes(BRASIL, 2014). Em 2014, a producdo aquicola brasileira foi de
562,2 mil toneladas, sendo que 561,8 mil toneladas foram de peixes, e esquima-se
que até o ano de 2025 o Brasil tenha um aumento de 104% na pesca e aquicultura
(FAO, 2016).

Esse potencial de producdo de pescados decorre principalmente da
tecnologia aplicada nas Ultimas décadas, para atender a demanda mundial desses
produtos. Segundo Tveteras & Tveteras (2010), esse periodo foi marcado pelo inicio
da chamada “Revolugdao Azul” nos anos 90. O melhoramento genético foi
muitoempregado na piscicultura brasileira, permitindo resultados mais rapidos e
ganhos de até 15% nas taxas de crescimento (FILHO; GAYA, 2012; RESENDE et
al., 2008). Além disso, os investimentos realizados no setor foram significativos para
0 aumento produtitvo (FAO, 2016).

O Estado do Tocantins, localizado na regido Norte do Brasil, faz parte da
Amazonia Legal Brasileira e apresenta uma area de 277.720,412 Km2. O mesmo é
banhado por dois grandes rios, o Tocantins e o Araguaia (IBGE, 2016) e vem
apresentando potencial produtivo na pesca extrativista e piscicultura, a ultima com
crescimento de 833% entre 2001 e 2011 (BRASIL, 2012).
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A bacia do Rio Tocantins, composto pelas subdivisbes Tocantins Alto e
Tocantins Baixo, abrange aproximadamente 533.455 km? (BRASIL, 2006) etem
aproximadamente 520 espécies de peixes com base em consulta de literatura e
espécimes de museu (LIMA; CAIRES, 2011; GOULDING et al., 2003), dentre as
quais se destacam o piau.

O piau é um peixe presente em toda a América do Sul, que possui
importancia na pesca e na aquicultura (GUIDELLI et al., 2006). Na regido da Bacia
do Rio Tocantins, as espécies do género Argonectes sp., Hemiodus sp., Leporinus
sp. e Laemolyta sp. sdo conhecidos popularmente como piau. Esses peixes
apresentam corpo fusiforme e carne branca de textura firme; a alimentacao varia de
acordo com a espécie podendo ser: herbivoros ou onivoros (DURAES et al., 2001;
CHICRALA ET AL., 2013; MELO; ROPKE, 2004). No contexto econdmico, o piau é
muito consumido e possui impacto na comercializagdo nas comunidades locais
(CHICRALA ET AL., 2013).

2.2 Ordem Characiforme

Os peixes da ordem Characiforme estéo entre os mais diversos e abundantes
na natureza, sendo relatadas mais de 2.000 espécies distribuidas em 23 familias
(Tabela 1), sendo que 19 delas sédo descritas em regides neotropicais (NELSON,
2006; OLIVEIRA et al., 2011). Engloba os peixes com 0 corpo coberto por escamas
cicloides e com as nadadeiras pélvicas em posi¢cdo abdominal (BAUMGARTNER,
2012).A dieta é diversificada, incluindo animais detritivoros, como os curimatideos,
herbivoros, como o Colossoma sp. e algumas espécies predadoras, por exemplo as
piranhas (ORTI E MEYER, 1997).

No Rio Tocantins, as espécies Laemolyta garmani, Leporinus tigrinus, da
familia Anostomidae, e Argonectes robertsi e Hemiodus unimaculatus, da familia
Hemiodontidae, sdo observadas com franquéncia e apresentam importancia na
pesca e comércio do local (CHICRALA ET AL., 2013).
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Tabela 1 -Levantamento bibliografico das familias de peixes da Ordem

Characiforme.

Familia

Referéncias

Acestrorhynchidae

Alestidae
Anostomidae
Bryconidae
Chalceidae
Characidae
Citharinidae

Chilodontidae
Ctenoluciidae
Crenuchidae
Curimatidae

Cynodontidae

Distichodontidae

Erythrinidae

Gasteropelecidae

Hemiodontidae
Hepsetidae
Iguanodectidae

Parodontidae

Prochilodontidae

Serrasalmidae

Serrasalmidae

Triportheidae

Saccol-Pereira et al., 2006
Nelson, 2006.
Baumgartner, G., 2012.
Javonillo et al, 2010.
Albert, Bart e Reis, 2011.
Baumgartner, G., 2012.
Nelson, 2006.

Akama et al., 2007.
Akama et al., 2007.
Baumgartner, G., 2012.
Baumgartner, G., 2012.
Akama et al., 2007.
Nelson, 2006.

Akama et al., 2007.
Javonillo et al, 2010.
Langeani-Neto, 1996.
Nelson, 2006.

Oliveira et al., 2011.
Baumgartner, G., 2012.
Baumgartner, G., 2012.
Baumgartner, G., 2012.

Orti et al., 2008.

Mariguela et al., 2016.



http://www.fishbase.org/summary/FamilySummary.php?ID=518
http://www.fishbase.org/summary/FamilySummary.php?ID=690
http://www.fishbase.org/summary/FamilySummary.php?ID=116
http://www.fishbase.org/summary/FamilySummary.php?ID=602
http://www.fishbase.org/summary/FamilySummary.php?ID=104
http://www.fishbase.org/summary/FamilySummary.php?ID=527
http://www.fishbase.org/summary/FamilySummary.php?ID=671
http://www.fishbase.org/summary/FamilySummary.php?ID=103
http://www.fishbase.org/summary/FamilySummary.php?ID=105
http://www.fishbase.org/summary/FamilySummary.php?ID=689
http://www.fishbase.org/summary/FamilySummary.php?ID=686
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2.2.1 Familia Anostomidae

Os peixes da familia Anostomidae sao localizados na América do Sul, com
representantes em todas as bacias hidrograficas do Brasil (SANTOS, 1982;
NELSON, 2006). Na planicie do Bananal, no Mato Grosso, esses peixes tém grande
importdncia comercial e aceitagdo na aquariofilia. Na Bacia do rio Araguaia/
Tocantins apresentam importancia no comeércio local, entretanto, poucos sdo 0s
estudos referentes a familia (MELO; ROPKE, 2004).

A familia apresenta cerca de 110 espécies (SANTOS, 1982; NELSON, 2006),
distribuidas nos seguintes géneros: Laemolyta(MELO; ROPKE, 2004) Leporinus,
Leporellus, Schizodon, Abramites e Anostomus (PASTORI; FENOCCHIO; LOPEZ,
1997).Laemolyta garmani e Leporinus tigrinus sdo espécies comuns na Bacia do
Tocantins (CHICRALA ET AL., 2013).

2.2.1.1 Laemolyta garmani (Borodin, 1931)

Laemolyta garmani (Borodin, 1931), conhecido como piau vara, € uma
espécie descrita originalmente como Anostomus (Schizodontopsis) garmani
porBorodin, no Lago Javari, Rio de Janeiro, em 1931(MAUTARI; MENEZES, 2006).
Segundo 0 mesmo autor, a espécie também foi descrita como Laemolyta garmani
por Myers em 1950, Laemolyta taeniata garmani por Géry em 1964, Laemolyta
garmani macra porGéry em 1974, Anostomus (Laemolyta) garmani por Géry em

1977 e Anostomus garmani por Vari e Howe em 1991.

\llll‘“\l‘ll“‘“"“l

2L SRS

= - ETETTTTII ] |u;m;:. - u'ull i HH‘\H'Q‘"“ un
W ] "ruzmlrlllrllllnnfl trmlu ‘ '1" |.tn 1‘“1" q.u‘ 4 .l‘ |‘ ‘l' || Y :c‘

Figura 1 -Laemolyta garmani, Borodin (1931), (Characiformes: Anastomidae) coletados no Rio do

Tocantins, entre os municipios de Palmas e Lajeado, Estado do Tocantins, Brasil, 2015.
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Morfologicamente, L. garmani apresenta quatro escamas longitudinais acima
da linha lateral. O perfil dorsal do corpo é reto, alinhados da ponta do focinho a
extremidade do processo supra-occipital, a partir do qual permanece reto até o ponto
de origem da nadadeira dorsal, e alinhado pdstero ventralmente até o pedunculo
caudal. O perfil ventral é reto, alinhado postero ventralmente a ponta da mandibula
inferior até o istmo proximal, ligeiramente convexo a partir desse ponto de origem a

nadadeira anal (MAUTARI; MENEZES, 2006).

2.2.1.2 Leporinus tigrinus (Borodin 1929)

Conhecido popularmente como piau flamengo, L. tigrinus possui coloragdo do
corpo amarelada com sete bandas escuras transversais sobre o tronco (as quatro
primeiras geralmente bipartidas no dorso) e 3 ou 4 na cabegca. As bandas se
apresentam na seguinte distribuicdo: 12 sobre a regido umeral, ao nivel mediano das
nadadeiras peitorais; 22 anterior a nadadeira dorsal; 32 posterior a nadadeira dorsal;
42 entre as nadadeiras dorsal e adiposa; 52 ao nivel da nadadeira adiposa; 62 entre a
nadadeira adiposa e caudal e 72 sobre a base dos raios caudais. As bandas sobre a
cabeca tém a seguinte distribuicdo: 12 sobre a méaxila superior, contornando o labio;
22 geralmente contigua a primeira, entre as narinas posteriores; 32 sobre a regiao
interorbital e 42 sobre a nuca, atingindo a porcdo posterior da abertura branquial
(SANTOS; JEGU, 1989).

Figura 2 —Leporinus tigrinus, Borodin (1929), (Characiformes: Anastomidae) coletados na extensao

do Rio do Tocantins, entre os municipios de Palmas e Lajeado, Estado do Tocantins, Brasil, 2015.

A espécie é relatada na bacia do Rio Araguaia/ Tocantins, Bacia do Alto Rio
Paran& e no rio Paranaiba, Goias (SANTOS et al., 2013; PAVANELLI et al., 2007).



17

No estado do Tocantins, a pesca extrativista da espécie tem importancia para o
comeércio regional (CHICRALA ET AL., 2013).

2.2.2 FamiliaHemiodontidae

Os peixes da familia Hemiodontidae (Characiformes) s&o conhecidos
popularmente como piau-voador, jatuaranas, charutos e flexeiras, onde quatro
subfamilias estéo classificadas dentro do grupo: Anodontinae, Micromischodontinae,
Bivibranchiinae e Hemiodontinae, a Uultima apresentando maior numero de
representantes (LANGEANI-NETO, 1996).

A familia apresenta ainda cinco géneros e trinta e trés espécies distribuidos
nas bacias hidrograficas do Amazonas-AM, Tocantins-TO, Capim-PA, Amapa-AP,
Mearim-MA, Parnaiba-PI, Itapecuru-MA, Oiapoque-AP, Suriname, Camopi (Guiana
Francesa), Orinoco e Parana-Paraguai (LANGEANI-NETO, 1998; REIS et al., 2003).

No monitoramento realizado por Lucinda et al. (2007), os hemiodontideos
Argonectes robertsi, Hemiodus microlepis, Hemiodus unimaculatus, Hemiodus
ternetzi, Bivibranchia velox e Bivibranchia fowleri foram relatados na Bacia do rio
Tocantins.

Os hemiodontideos apresentam corpo fusiforme, boca terminal ou subterminal
e fenda bucal arredondada com dentes pequenos implantados na maxila superior; ja
a maxila inferior ndo apresenta dentes. Geralmente, possui mancha arredondada no
flanco e uma faixa escura ao longo do lobo inferior da caudal (FERREIRA; ZUANON;
SANTOS, 1998; BRITSKI; SILIMON; LOPES, 1999).

2.2.2.1 Argonectes robertsi (Langeani 1999)

Argonectes robertsi, conhecido popularmente como piau-voador, € um peixe
de agua doce, que apresenta corpo fusiforme, coloracdo cinza e uma listra escura
na linha lateral; o tamanho varia de pequeno a meédio (até 40,7 cm). A alimentacgéo é
a base de invertebrados e sedimentos (CHICRALA ET AL., 2013).A espécie foi
relatada no rio Xingu, bacia do rio Amazonas, rio Tocantins e rio Tapajo
(CAMARGO; GIARRIZZO; ISAAC, 2015; LUCINDA et al., 2007).
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Figura 3 —Argonectes robertsi (Langeani 1999) (Characiformes: Hemiodontidae) coletados no Rio do

Tocantins, entre os municipios de Palmas e Lajeado, Estado do Tocantins, Brasil, 2015.

2.2.2.2 Hemiodus unimaculatus

O género Hemiodus (Muller, 1842) inclui animais de tamanho pequeno a
médio (7 a 30 cm de comprimento padrdo) que formam pequenos cardumes em
grandes rios. As espécies apresentam variacdes no padrdo de coloracdo, porém a
maioria apresenta uma mancha escura circular nas laterais do corpo e uma pequena
listra escura ao longo do lobo inferior da nadadeira caudal (BELTRAO; ZUANON,
2012).

Os peixes desse género foram relatados nas bacias dos rios Amazonas,
Orinoco, Araguaia-Tocantins, Essequibo, Parana-Paraguai e Parnaiba (BELTRAO;
ZUANON, 2012), entretanto, existem poucas publicagdes sobre o género no Brasil.

Hemiodus unimaculatus, conhecido popularmente como piau uma-pinta e
jatuarana-escama-grossa, € um peixe de habito alimentar onivoro encontrado nas
margens de rios e lagos, e que esta distribuido em todas as bacias hidrogréaficas da
Amazonia Legal (CINTRA et al., 2013).

Figura 4 —Hemiodusunimaculatus, (Characiformes: Hemiodontidae). Foto de Huann Vasconcelos
(TRINDATE, 2012).
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2.3 Parasitoses em peixes

As zoonoses parasitarias transmitidas por pescado tém despertado a atencao
de autoridades sanitarias, por serem causadores de problemas de saude publica,
em decorréncia ao consumo de pescados cru ou mal cozidos (PRADO; CAPUANO,
2006; MELO et al., 2014).

Diversos fatores afetam as populacdes de parasitos, dentre estas citam-se a
temperatura e o habito alimentar dos hospedeiros (ADLARD; MILLER; SMIT, 2015).

A temperatura influencia a presenca e o0 metabolismo de hospedeiros
intermediarios, como dos caramujos, onde altas temperaturas aceleram o
metabolismo, aumentando a producdo de cercarias e sua eliminacdo (ADLARD;
MILLER; SMIT, 2015).

Segundo Martins et al. (2009) e Silva et al. (2011), a presenca de parasitos no
trato gastrointestinal dos hospedeiros pode indicar quais séo os principais alimentos
destes hospedeiros ou qual o seu habito alimentar.

Takemoto et al. (2005), estudaram o efeito de varias caracteristicas de peixes
da Varzea do Alto Rio Parana (tamanho corporal, comportamento social e
reprodutivo, o tipo de desova, categoria trofica, habitos alimentares, a posicao
relativa na cadeia alimentar, preferéncia por determinados habitats e as espécies de
peixes nativos ou exoticos) sobre a carga parasitaria, e verificaram que a densidade
populacional de diferentes espécies de peixes foi o principal determinante da
diversidade de espécies de parasitas.

O estudo sobre o perfil parasitario de peixes oferece informacdes relevantes
tanto sobre seus hospedeiros, quanto o habitat de maneira geral, visto que, as
alteracdes ambientais, principalmente as que decorrem de oscilagbes da dinamica
hidrologica, servem para justificar a presenca ou a auséncia de determinadas
espécies de parasitos, além das respectivas prevaléncias e intensidades de
parasitismo (CINTRA et al., 2013).

2.3.1 Cestoda
Os parasitos dessa classe, também chamados de ténias, morfologicamente,

sdo constituidos por trés partes: o escolex, o colo e o estrobilo. O escélex, presente

na porgéo anterior, apresenta as estruturas de fixagcdo; no colo sédo encontrados as
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7

células germinativas; a terceira regido, o estrobilo, é constituido por proglotes
(SCHMIDT, 1986).

As formas adultas desses parasitos geralmente sdo encontradas no intestino
dos peixes, porém podem localizar-se em outros 6rgdos, como estdmago, ductos
biliares e pancreaticos ou até mesmo na cavidade abdominal (EIRAS; TAKEMOTO;
PAVANELLI, 2010).

A infeccdo causada pela forma adulta dos cestddeos caracteriza-se por uma
leve irritacdo no local de fixagdo na mucosa intestinal dos hospedeiros definitivos
com presenga de hemorragias petequiais. As larvas permanecem encistadas em
orgaos internos e na parede do intestino dos hospedeiros intermediarios, podendo
afetar o processo de absorcao de nutrientes (PAVANELLI et al, 2002).

O cestodeoDiphyllobothrium latum tem como hospedeiros intermediarios os
copépodes (primérios)e peixes dulcicolas ou marinhos (secundarios), que migram
para agua doce para a reproducédo e utilizam o homem como hospedeiro definitivo
(EMMEL et al., 2006; SAMPAIO et al., 2005), caracterizando sua importancia no

contexto de saude publica.

2.3.2 Digenea

Os chamados trematdédeos digenéticos sdo parasitos que apresentam, quase
sempre, no minimo dois hospedeiros, um intermediario, que geralmente € um
molusco, e um definitivo que pode ser ave, peixe ou mamifero. Os peixes podem
constituir-se também como um segundo hospedeiro intermediario (EIRAS;
TAKEMOTO; PAVANELLI, 2010).

Morfologicamente, os digenéticos apresentam duas ventosas, uma oral e
outra ventral, a segunda também conhecida como acetabulo. Apresentam sistema
digestivo incompleto, sendo que os cecos terminam em fundo cego. A maioria das
espécies sdo hermafroditas (PAVANELLI et al., 2002).

A patogenia depende geralmente da espécie, localizacdo, tamanho e fase de
desenvolvimento dos parasitas, sendo que a forma larval € mais patogénica do que
a forma adulta, pois as larvas causam lesdes teciduais devido a migracdo nos
orgdos, formando nédulos e gerando um aspecto repugnante na carcaca. Além

disso, a infec¢do pode afetar o comportamento dos animais, tornando-os debilitados
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e mais susceptiveis a predagdo por peixes piscivoros, 0os quais podem atuar como
hospedeiro definitivo (EIRAS; TAKEMOTO; PAVANELLI, 2010).

Os trematédeos das familias Heterophyidae, Opisthorchiidae e
Nanophyetidae sdo relatados com importancia no contexto higiénico-sanitério
(ADAMS; MURELL; CROSS, 1997). A espécie Rondotrema microvitellarun foi
descrita parasitando o intestino de Hemiodus microllepis, hemiodontideo de agua
doce (THATCHER, 1999).

2.3.3 Nematoda

Os nematdédeos sdo parasitos de corpo filiforme, ndo segmentado cuja
extremidade posterior se afila de forma gradual. Além disso, apresentam sistema
digestivo completo e dimorfismo sexual. Os parasitos adultos sdo encontrados
comumente no sistema digestivo dos hospedeiros e as larvas podem apresentar-se
no interior de cistos na musculatura, mesentério, cavidade do corpo, tegumento,
coracao e vasos sanguineos (EIRAS; TAKEMOTO; PAVANELLI, 2010).

Segundo Thatcher (1991), para identificacdo das espécies de nematoides, as
principais caracteristicas utilizadas sdo: tamanho e forma do corpo, ornamentacéo
da cuticula, forma da boca e labios, forma e tamanho da capsula bucal e eséfago,
forma da cauda, posicdo da vulva, forma e tamanho das espiculas e niumero de
papilas caudais nos machos.

Varios nematédeos séo relevantes no aspecto zoondtico, tais como: Anisakis
simplex (KIM et al., 2006), Decipiens sp., Pseudoterranova sp., (ADAMS; MURELL;
CROSS, 1997), Eustrongylides sp. (Familia: Dioctophymidae) e Contracaecum sp.
(Familia: Anisakidae) (LUQUE, 2004).

2.3.4 Acanthocephala

Os acantocéfalos sao parasitos que apresentam como principal caracteristica
a presenca na regido anterior do corpo, uma probdscide invaginavel e retratil com
ganchos e espinhos que ajudam na fixagdo ao hospedeiro. Esses parasitos néo
apresentam sistema digestivo, alimentando-se por osmose. Os sexos Sao
separados, apresentando acentuado dimorfismo sexual (EIRAS; TAKEMOTO;
PAVANELLI, 2010).
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Segundo Nickol (1995), as formas adultas geralmente sdo encontradas no
sistema digestivo dos hospedeiros e as larvas podem ser encontradas em varios
orgaos como figado e mesentério dos hospedeiros paraténicos.

Os parasitas do género Neoechinorhynchus foram relatados como principais
causadores de problemas sanitarios em criacdes de peixes rendondos como o
tambaqui, tambacu e tambatinga, causando prejuizos econémicos e ambientais nas
culturas (MALTA et al., 2001).

2.4 Métodos moleculares para identificacdo de parasitos

A identificacdo e classificacdo de espécies de parasitos, corriqueiramente, é
realizada mediante estudo taxondmico. No entanto, as técnicas de biologia
molecular estdo sendo aplicadas no estudo taxondémico dos parasitos, evolugao
biolégica, genética de populacdes, estrutura de comunidades, epidemiologia e
interacdo com seus hospedeiros. Dentre as técnicas utilizadas estdo: reacdo em
cadeia pela polimerase (PCR), polimorfismo do comprimento dos fragmentos de
restricdo (RFLP) e sequenciamento direto (MUDRIDGE et al., 2000).

2.4.1 Reacéo em Cadeia pela Polimerase (PCR)

A PCR consiste na amplificacdo de material genético in vitro, permitindo
que uma sequéncia de nucleotideos possa ser replicada seletiva e rapidamente em
grandes quantidades a partir de uma amostra de DNA ou RNA. A técnica foi descrita
por Kary Mullis nos anos 80 e, é utilizada na realizacdo de testes diagnosticos,
procedimentos cientificos de biologia molecular, deteccdo de mutacbes ou
preparacdo de fragmentos de DNA para clonagem e amplificar o DNA a ser
sequenciado (MARTINS et al., 2002).

Apoés extracdo do material genético, o DNA é adicionado a uma mistura
(pré-mix) que contém os dNTPs (desoxirribonucleotideos trifosfatos), que sédo as
bases nitrogenadas ligadas a desoxirribose trifosfato, os primers também chamados
de oligonucleotideos (ou iniciadores) e a enzima DNA polimerase em uma solucao
tampdo. Toda esta mistura € colocada no termociclador, o qual faz ciclos de
temperatura pré-estabelecidos com tempos exatos especificos para cada reacgéo
(MOLINA; TOBO, 2004).
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A técnica possui trés passos: a desnaturacdo, o anelamento dos primers e a
extensdo. A desnaturacdo do DNA consiste na separacdo da dupla hélice, quando a
alta temperatura propicia a quebra das pontes de hidrogénio, separando as fitas; o
anelamento, que corresponde ao pareamento das bases; e a extensdo, que € a
sintese da nova fita de DNA ( MOLINA; TOBO, 2004).

2.4.2 Sequenciamento

O sequenciamento direto do DNA continua sendo o padrao-ouro para detectar
variacao genética ou polimorfismo e pode ser aplicado para genes de Unica cépia ou
multiplas copias (JEX et al., 2008). O sequenciamento pode identificar corretamente
uma espécie quando outras técnicas deixarem duvidas em relacdo a correta
identificagdo. Permite ainda analisar genes indefinidos para verificar diferencas
genéticas entre as espécies (XIAO et al., 2000). Geralmente o sequenciamento é
realizado a partir dos produtos amplificados da PCR.

As principais técnicas desenvolvidas para o estudo do sequenciamento de
DNA foram o método quimico de degradacdo de bases desenvolvido por Allan
Maxam e Walter Gilbert, em 1977, e o método enzimético ou didesoxi ou terminacdo
da cadeia de Fred Sanger e colaboradores, em 1978. Os dados produzidos pelo
método de Sanger sdo mais facilmente interpretados e, por isso, foi a técnica mais
utilizada em Projetos Genoma (STERKY; LUNDEBERG, 2000).

O método de Sanger caracteriza-se pela insercdo de desoxinucleotideos
(DNTPs) e de didesoxinucleotideos (ddNTPs), que séo nucleotideos terminadores
marcados com diferentes fluoréforos, a uma cadeia de DNA em crescimento. A
extensdo para quando os ddNTPs sdo adicionados no lugar dos dNTPs, pois 0s
ddNTPs apresentam um atomo de H no Carbono 3, ao invés de um grupo hidroxila
(OH) 3’, necessario para a ligagdo do proximo desoxinucleotideo (dNTP). A
sequéncia dos nucleotideos pode ser identificada, pois os ddNTPs sdo marcados
(SANGER; NICKLEN; COULSON, 1997).

A sequéncia de bases pode ser lida de forma manual, ap0s a exposicédo das
bases em um filme de raio-X, ou de forma automatica, utilizando sequenciadores
com eletroforese vertical em placa ou eletroforese em capilar (STERKY;
LUNDEBERG, 2000).
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A reagdo de sequenciamento automatico ocorre em termociclador e €
caracterizada por trés etapas: desnaturacdo, anelamento e extensdo. Na
desnaturacdo, a molécula de DNA é separada em fita simples quando submetida a
altas temperaturas; o anelamento caracteriza-se pelo pareamento do primer a fita de
DNA na regido complementar a sua sequéncia; na extensdo ocorre a inser¢do dos
dNTPs a nova fita pela acdo da Tag DNA Polimerase. No momento da adigdo de um
ddNTP, que estd em concentracdes menores, a extensado da cadeia € interrompida
(LUCKEY et al., 1990).

Apés a reacdo, os produtos sdo purificados e submetidos ao sequenciador
automético, cujos fragmentos marcados com fluorescéncia migram no interior dos
capilares e emitem luz em diferentes comprimentos de onda a medida que séo
excitados por um feixe de laser. A deteccdo é feita por um fotomultiplicador e os
dados sdo enviados ao computador e processados em formato de texto ou de
eletroferograma, para posterior analise (STERKY; LUNDEBERG, 2000).
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CAPITULO Il - Helmintos de Laemolyta garmani (Characiforme: Anostomidae) e
Leporinus trigrinus (Characiforme: Anostomidae) coletadosno Rio Tocantins,
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Helmintos de Laemolyta garmani (Characiforme: Anostomidae) e Leporinus
tigrinus (Characiforme: Anostomidae) coletadosno Rio Tocantins, Brasil.

RESUMO

Os anostomideos sdo peixes de grande impacto econémico na pesca e no comércio,
entretanto pouco se sabe sobre as principais parasitoses desses animais. Nesse
sentido, o presente trabalho teve como objetivo descrever os principais helmintos
presentes em Laemolyta garmani e Leporinus tigrinus, coletados na bacia do rio
Tocantins. Os peixes foram adquiridos no rio Tocantins, entre setembro e outubro de
2015, submetidos a necropsia parasitolégica para pesquisa e identificacdo
morfologica de parasitas. Dentre os animais analisados, 55,14% apresentaram ao
menos uma espécie de parasito da classe dos nematédeos ou trematdédeos, nédo
sendo observada a presenca de cestédeos.Na fauna parasitaria de L. tigrinus foram
encontrados duas espécies de helmintos, Goezia leporini em 16% dos animais e
Rondotrema microvitellarum em 8%. L. garmani apresentou infeccdo por Spinitectus
rodolphiheringi (4%), Procamallanus macaenses (8%), Brasilnema sp. (28%) e os
digenéticos R. microvitellarum (16%) e Culuwiya sp. (8%).Dos helmintos
identificados, o géneroqueapresentou 0s maiores indices de infeccdo foi o
Brasilnema sp. Este € o primeiro trabalho relatando o perfil parasitario de L. garmani
e L. tigrinus.

Palavras-chave: Digenea; Helmintos de peixes; Nematoda; piau.

Helminths of Laemolyta garmani (Characiform: Anostomidae) and Leporinus

trigrinus (Characiform: Anostomidae) collected in the Tocantins River, Brazil.

ABSTRACT

The anostomids are fish of great economic impact in the fishing and
commerce, however few are data on fish parasitoses.The fish were adquired
between August and October 2015, anesthetized, euthanized and submitted to
parasitological necropsy for research and morphological identification of parasites.

55.14% of the analyzed animals has at least one nematode or trematode species,
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and were not observed cestode. L. tigrinus presented infection by two species of
helminths, Goezia leporini, found in 16% of the animals and Rondotrema
microvitellarum in 8%. L. garmani presented infection by Spinitectus rodolphiheringi
(4%), Brasilnema sp. (28%), R. microvitellarum (16%) and Culuwiya sp. (8%). The
genus Brasilnema sp presented high infection indicators. This is the first study

reporting the L. garmani and L. tigrinus parasitic profile.

Keywords: Digenea; fish Helminths; Nematoda; piau.

1 INTRODUCAO

Os peixes da familia Anostomidae (ordem Characiformes), conhecidos
popularmente como piau, estdo distribuidos em toda a América do Sul, com
representantes em todas as bacias hidrogréficas do Brasil (SANTOS 1982, NELSON
1994). Laemolyta garmani, também conhecido como piau-vara,(MELO; ROPKE,
2004) e Leporinus trigrinus, o piau-flamengo, (PASTORI; FENOCCHIO; LOPEZ,
1997) sdo anostomideosrelatados na bacia do Rio Araguaia/ Tocantins (SANTOS et
al., 2013), possuindo impacto na pesca e comercializagdo nas comunidades locais
(CHICRALA ET AL., 2013), além de aceitacdo na aquariofilia (MELO; ROPKE,
2004).

O piau vara (L. garmani)é descrito por apresentar quatro escamas
longitudinais acima da linha lateral. O perfil dorsal do corpo € reto, alinhados da
ponta do focinho a extremidade do processo supra-occipital, a partir do qual
permanece reto até o ponto de origem da nadadeira dorsal, e alinhado pdstero
ventralmente até o pedunculo caudal. O perfil ventral é reto, alinhado pdstero
ventralmente a ponta da mandibula inferior até o istmo proximal, ligeiramente
convexo a partir desse ponto de origem a nadadeira anal (MAUTARI; MENEZES,
2006).

O piau flamengo (L. tigrinus)possui coloragcdo do corpo amarelada com sete
bandas escuras transversais sobre o tronco e trés ou quatro na cabeca (SANTOS;
JEGU, 1989), sendo esta a caracteristicaresponsavel pelo seu nome popular.A
espécie é relatada na bacia do Rio Araguaia/ Tocantins, Bacia do Alto Rio Parana e
no rio Paranaiba, Goias (SANTOS et al., 2013; PAVANELLI et al., 2007). No estado
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do Tocantins, a pesca extrativista da espécie apresenta importancia para o comércio
regional (CHICRALA ET AL., 2013).

A intensificacdo da criacdo de peixes promoveo aumento da incidéncia de
doencas e parasitas, que Sao responsaveis por ocasionar lesdes que alteram as
caracteristicas sensoriais e qualidade do pescado, gerando prejuizos econémicos e
ambientais a cadeia produtiva (GONZALEZ et al., 2001). Assim, o estudo sobre o
perfil parasitario pode oferecer dados relevantes sobre seus hospedeiros e sobre o
habitat de maneira geral, gerando informacfes necessarias para estabelecer um
sistema de controle efetivo de doencas de origem parasitaria (MOTA; CAMPOS;
ARAUJO, 2003).

Nesse sentido, dada a escassez de informacfes sobre o tema, 0 presente
trabalho teve como objetivo descrever o seu perfil parasitario, bem como os indices
de infeccdo de Laemolyta garmani e Leporinus tigrinus, coletados na extensao do rio

Tocantins, Tocantins, Brasil.

2 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida no Biotério e Laboratério de Experimentagéo
Animal da Universidade Federal do Tocantins- UFT, Campus de Palmas.

2.1Coleta de amostras e estudo parasitoldgico

Foram adquiridos 29 espécimes de peixes, 04 da espécie L. tigrinus e 25 da
espécie L. garmani, no Rio Tocantins, nos municipios de Palmas e Lajeado, Estado
do Tocantins, de setembro a outubro de 2015. Os animais do municipio de Palmas
foram adquiridos com pescadores locais devidamente cadastrados junto a
Superintendéncia de Pesca do Estado; os animais de Lajeado foram pescados com
anzol, anestesiados por meio de imersdo em solucdo de 6leo de cravo da india
(Eugenol) na concentracdo de 37,5% (VIDAL et al., 2007; SIMOES et al., 2012;
CHO; HEAT, 2000) e eutanasiados de acordo com legislacdo brasileira (CONCEA,
2008).0s peixes foram acondicionados em caixas térmicas, identificados e
transportados para o local de processamento. Todos os procedimentos usados no

experimento foram previamente aprovados pelo Comité de Etica e Experimentac&o
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Animal da  Universidade Federal do Tocantins, Tocantins, Brasil
(23101.002385/2014-11).

Os peixes foram medidos com régua, determinando comprimento total médio
(CT) e comprimento padrdao médio (CP), e pesados em balanca digital.A superficie
corpoérea, branquias e cavidades foram examinadas quanto a presenca de
ectoparasitas. Posteriormente, foram submetidos a necropsia parasitolégica para
pesquisa de helmintos e acantocéfalos. As nadadeiras, pele e musculatura foram
processadas pela técnica de digestdo em pepsina a 0,6% por 4 horas para coleta de
larvas e metacercarias (EIRAS; TAKEMOTO; PAVANELLI, 2006).

Os parasitas foram fixados em solugdo de formol acético, armazenados em
microtubos de polietileno para posterior caracterizacdo morfolégica. Em seguida,
foram transferidos do fixador para acido acético 80%, permanecendo por até 30
minutos, para clarificacdo e observacgéo das formacdes celulares. Para aqueles que
necessitaram da observacdo das formacdes quitinizadas, utilizou-se o creosoto de
Faya, ap0s o acido acético, para uma melhor diafanizacdo (TRAVASSOS, 1950).

A identificacdo dos parasitas foi realizada de acordo com Martins e
Yoshitoshil(2003) para Goezia leporini, Thatcher (2006) para Spinitectus
rodolphiheringi,Moravec, Konan e Fernandes (1992) para Brasilnema sp., Thatcher
(1999) para Rondotrema microvitellarun eOverstreet e Curran(2005) para Culuwiya.

Para andlise estatistica, foram calculadas abundancia e intensidade médias
(AM e IM) e prevaléncia (P) de infec¢do (BUSH et al., 1997).

3 RESULTADOS

O peso médio de L. tigrinus e L. garmani foi de 125,40 + 123,74 g e 55,66 +
28,89 g, respectivamente. A média do comprimento total (CT) e comprimento padrao
(CP) foram de 21 + 6 e 17 =+ 5 cm para L. tigrinus e 16,77 + 2,5 e 13,76 + 2,26 cm
para L. garmani, respectivamente.

Foram registrados 16 peixes infectados com pelo menos um helminto, com
prevaléncia de 55,17% (16/29) do total coletado. Na fauna parasitaria de L. tigrinus
foram encontrados duas espécies de helmintos (Tabela 1), o nematédeoGoezia
leporini (Figura 1) (MARTINS; YOSHITOSHI, 2003) e o digenético Rondotrema
microvitellarun (Figura 2) (THATCHER, 1999). G. leporini apresentou maior

abundéancia meédia, de 3,25, parasitando a cavidade abdominal e o estdmago;
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prevaléncia de 25% e incidéncia média de 1. R. microvitellarun apresentou
abundancia média de 0,25, prevaléncia de 25 %, 0,25 e intensidade média de 1
(Tabela 1).

L. garmani apresentou maior diversidade de parasitos (Tabela 1). Foram
identificados os nematddeos: Spinitectus rodolphiheringi (VAZ & PEREIRA, 1934)
apresentando abundancia média de 0,04, prevaléncia de 4% e intensidade média de
1 (Figura 3)e o género Brasilnema sp. (MORAVEC, KONAN, FERNANDES 1992)
(Figura 4) comabundancia média de 16,16, prevaléncia de 28%, e intensidade média
de57,71. Os digenéticos identificados foram R. microvitellarun e Culuwiya sp.
(OVERSTREET e CURRAN 2005).R. microvitellarun apresentouabundancia média
de 0,48, prevaléncia de 16% e intensidade média de 3 e Culuwiya sp., abundancia

meédia de 0,16, prevaléncia de8% e intensidade média de 2,00.

Tabela 1- Prevaléncia (P), intensidade média (IM) e abundancia média (AM) por
helmintos identificados em Laemolita garmani e Leporinus tigrinus, anostomideos

coletados no Rio Tocantins (Tocantins, Brasil) em 2015.

Espécie de

) Espécie de parasito Local P(%) AM IM
peixes
] o Cavidade
Goezia leporini bdominal/ o5 395 1
abdomina ,
(Martins & Yoshitoshil, 2003) R
estdbmago

Rondotrema microvitellarun | . 25 0.25 1
o ntestinos ;
L. tigrinus (Thatcher, 1999)

n=25
Spinitectus rodolphiheringi ]
] Intestinos 4 0,04 1
(Vaz & Pereira, 1934)
Brasilnema sp. ) 57,7
Intestinos 28 16,16
) (Moravec, Konan, Fernandes 1992)

L. garmani
n=04

Rondotrema microvitellarun
(Thatcher, 1999)

Intestinos 16 0,48 3

Culuwiya sp.
(Overstreet & Curran, 2005)

Intestinos 8 0,16 2

n= nimero amostral.



Figural - Goezia leporini. (A) extremidade anterior (seta = papila lateral, b= bulbo).
(2) extremidade posterior da fémea.

Figura2 - Rondotrema microvitellarun. (seta preta:
acetabulo; seta pontilhada: ovos; seta branca: ceco).
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Figura3 - Spinitectus rodolphiheringi. (1) extremidade anterior com presenca de coroa de espinhos
(seta); (2) extremidade posterior do macho (seta). Obj de 40x.

Fidura4- Brasilnema sp. (1) extremidade anterior; (2) esofago e bulbo musculoso.

4 DISCUSSAO

A comunidade parasitaria dos peixes analisados foi caracterizada pela
presenca de digenéticos e nematodeos, sendo o segundo o principal grupo. A
ocorréncia do nematddeoG. leporini(familia: Anisakidae) parasitando peixes do
género Leporinus sp. foi relatada por Martins e Yoshitoshi (2003). Segundo o0s
autores, 0 peixe Leporinus macrocephalus, coletados em tanques de
cultivos,apresentou infec¢cdo macica, de 65%(21/32), com os parasitas firmemente
aderidos a parede do estdbmago, causando obstrucéo e, as vezes, perfuracdo, sendo
considerada como causa principal da morte dos peixes no cultivo. No presente
trabalho n&o foi observado obstrugcdo ou perfuracdo intestinal em L. tigrinus,
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possivelmente devido a baixa IM (IM=1) quando comparada com a infec¢do descrita
em L. macrocephalus que apresentou IM de 4,1.

Espécies de Goezia sp. sdo consideradas patogénicas para os hospedeiros
definitivos. A alta mortalidade em peixes foi relatada quando parasitados pelas
espécies G. spinulosa e G. ascaroides, no Brasil e na Unido Soviética,
respectivamente (FREITAS; LENT, 1946; MOZGOVOY et al. 1971). Na Florida
(EUA), a mortalidade também foi associada aos parasitos do mesmo género
(MORAVEC, 1998).

Das espécies de Goezia sp. descritas, somente G. ascaroides(Goeze, 1782),
parasita relatado no peixe europeu Silurus glanis Linnaeus, apresenta ciclo
elucidado. De acordo com Mozgovoy et al (1971), as fémeas gravidas de G.
ascaroides se encontram no interior de dilatacbes edemaciadas na parede do
estdbmago, lugar onde depositam 0s ovos, 0s quais passam pela abertura do edema
e progridem até o intestino, onde seréo eliminados, com as fezes do hospedeiro, na
agua. Apos 3 a 4 dias, as larvas de segundo estagio (L2) eclodem e estas seréo
ingeridas pelo hospedeiro intermediario, o crustaceo Diaptomus castor.

No hospedeiro intermediéario, as larvas evoluem para L3, tornando-se
infectante para o hospedeiro definitivo. Varias espécies de pequenos peixes podem
servir como hospedeiro paraténico para o parasito, localizando-se em cistos na
parede do estbmago e do intestino. O hospedeiro definitivo adquire a infeccéo pela
ingestao do hospedeiro intermediario ou paraténico infectados. A L3 passa por duas
mudas, L4 e L5, no hospedeiro definitivo até chegar a sua forma adulta. O periodo
pré-patente é estimado em dois meses.

Acredita-se que o ciclo de G. leporini possa ser semelhante, entretanto nao
esta elucidado. O crustaceo D. castor ndo € relatado no Brasil, entretanto, durante a
necropsia, foram observados microcurstaceos parcialmente digeridos no estdmago
de L. tigrinus, um possivel hospedeiro intermediario paraG. leporini.

Rondotrema microvitellarun foi descrito parasitando o lumen intestinal de
Hemiodus microllepis (piau escama fina ou piau uma-pinta), peixescoletados no rio
Guaporé em Rondoénia, Brasil (THATCHER, 1999), sendo assim, esta € a primeira
descricdo do digenético parasitando L. tigrinus e L. garmani. Apesar de nédo integrar
a mesma familia, as espécies de peixes possuem habitos alimentares e estrutura
corporal semelhantes. A dieta é representada por vegetais, detritos, insetos de

diferentes ordens e invertebrados aquaticos (BALASSA et al., 2004). Além disso,
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sao peixes que vivem principalmente em ambientes represados (BALASSA et al.,
2004).

As espécies do género Spinitectus sp. (Fourment, 1883) s&do descritas
parasitando o intestino de peixes e anfibios. Morfologicamente, sdo pequenos,
cilindricos e esbranquicados, apresentam cuticula espessa e anéis transversais,
interrompidos medianamente, com espinhos que vao da regido anterior até a
posterior. Possuem pseudolabios, abertura oral alongada dorsoventralmente,
estoma pouco esclerotizado e a parte anterior formando um prostémio. O eso6fago é
dividido em duas porcdes, uma muscular e outra glandular (MORAVEC, 1998;
THATCHER, 2006).

Na América do Sul sdo descritas sete espécies: S. pachyuri (Petter 1984), S.
multipapillatus (Petter 1987), S. mexicanus (Caspeta-Mandujano, Moravec, Salgado-
Maldonado, 2000), S. carolini (Perez-Ponce de Léon 1996), S. asperus (Travassos,
Artigas & Pereira, 1928 - sinbnimo: S. jamundensis, Thatcher, Padilha, 1977), S.
rodolphiheringi (Vaz & Pereira, 1934) e S. yorkei (Travassos, Artigas & Pereira,
1928). As trés dultimas sendo descritas no Brasil (CASPETA-MANDUJANO;
MORAVEC; SALGADO-MALDONADO, 2000; MORAVEC, 1998; THATCHER, 2006).
S. rodolphiheringi foi identificada parasitando o intestino de L. garmani, sendo este o
primeiro relatado do parasito no peixe.

O género Brasilnema sp. foi descrito por Moravec, Konan e Fernandes
(1992). O nematodeo B. pimelodellae foi a primeira espécie relatada, parasitando o
intestino de Pimelodella lateristriga norio Parand (MORAVEC; KONAN;
FERNANDES, 1992). Neste estudo, o parasita trata-se de uma nova espécie do
género Brasilnema sp. isolado do intestino de L. garmani. O oxiurideo apresenta
corpo pequeno, com estrias transversais distintas e asas laterais em ambos 0s
sexos. A boca tem abertura hexagonal, apresentando labios e céapsula bucal
pequena, o que difere da espécie ja relatada. A cauda é longa em ambos 0s sexos.
O macho ndo possui gubernaculo e tem espiculo simples, moderadamente
esclerotizado. A fémea possui vulva pré-equatorial.

O digenético Culuwiya sp. também foi encontrado no intestino de L. garmani,
sendo este o0 primeiro registro da ocorréncia.O género Culuwiya sp. pertence a
familia Haploporidae (Nicoll, 1914) e foi criado apés revisdo da familia por Overstreet
e Curran (2005), para reclassificar Culuwiya tilapiae que até entédo era classificada

como Carassotrema tilapiae (Nasir; Gomez, 1976). No presente trabalho ndo foi
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possivel classificar a espécie com base nas chaves encontradas. A classificacdo
como nova espécie nao seria viavel devido a pouca quantidade de exemplares de
parasitos recuperados.

Vérias espécies de Culuwiya sp. séo relatadas parasitando peixes de agua
doce ou salgada (AGUIRRE-MACEDO; SCHOLZ, 2005; HUNTER; THOMAS, 1961,
NASIR; GOMEZ, 1976), sendo que a maioria ndo apresenta o ciclo de vida
elucidado. Culuwiya tilapiae (Nasir e Gomez, 1976) € um Haploporidae descrito
como parasito de Tilapia mossambica, peixe de agua doce com importancia na
cadeia produtiva de pescado no Brasil, e que possui o ciclo de vida descrito (Diaz et
al., 2009).

As formas adultas estdo presentes no intestino do peixe e formas
intermediarias, em caramujos.As rédias do parasito desenvolvem-se no interior da
glandula do caramujo Phyrgophorus cf. spiralis, sendo que cada rédia contém de 4 a
7 cercéarias. O caramujo libera no ambiente aquatico os cistos. Em infeccéo
experimental com metacercarias, recuperou-se digenéticos adultos no intestino de
Tilapia mossambica com 24 a 32 dias pés-infeccéo (DIAZ et al., 2009).

Animais de ambiente natural apresentam fauna parasitaria, muitas vezes sem
manifestacdo clinica, que podem ser aparente em mudancas nas condicdes
ambientais. Dentre os animais analisados, 55,14% apresentaram ao menos uma
espécie de parasito da classe dos nematddeos ou trematddeos. Nao foi observada a
presenca de cestédeos. Leporinus trigrinus estava parasitado por Goezia leporini e
Rondotrema microvitellarum. Laemolita garmani apresentou infeccéo instetinal porS.
rodolphiheringi, Brasilnema sp.,R. microvitellarum e Culuwiya sp., no qual

Brasilnema sp. apresentou maiores indices de infeccgao.
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Primeiro relato de Spinitectusrodolphiheringi (Nematoda: Cystidicolidae)
parasitando o intestino de Argonectes robertsi

RESUMO

O estudo relatou a primeira ocorréncia do nematodeoSpinitectus rodolphiheringi
parasitando o intestino de Argonectes robertsi. Um total de quinze peixes foi
coletado de setembro a outubro de 2015, no Rio Tocantins (Tocantins, Brasil). A
infeccdo apresentou prevaléncia de 7%, abudancia média de 1,07 e intensidade
média de 16. Morfologicamente, o parasita apresenta corpo filiforme, variando de
1,86-2,01 mm (machos) de comprimento e 3,91-4,40 mm (fémeas) e 0,061-0,124
mm de largura, cuticula espessa e anéis transversais com espinhos (0,007-0,019
mm), que vao da regido anterior até a posteiror, interrompidos medianamente.
Observam-se também pseudoldbios e vestibulo medindo de 0,0389-0,0416 mm. Os
machos apresentam um par de espiculos iguais (0,128mm). Os ovos séo larvados,
medindo 0,025-0,039mm de comprimento por 0,018-0,023mm de largura. O DNA foi
extraido e submetido a analise de sequenciamento do gene citocromo ¢ oxidase
subunidade | (COI), confirmando a presenca do género Spinitectus na superfamilia
Habronematoidea, no clado Spirurina. Essa € a primeira descricdo do gene COIl de
S. rodolphiheringi.

Palavras-chave: Cystidicolidae; Habronoematoidea; Hemiodontidae; piau;

subunidade 1 Citocromo ¢ oxidase mitocondrial.

First record of Spinitectusrodolphiheringi (Nematoda: Cystidicolidae)

parasitizing the intestine of Argonectes robertsi

ABSTRACT

The study reported the first occurrence of the nematode Spinitectus rodolphiheringi
parasitizing the intestine of Argonectes robertsi. A total of fifteen fish were collected
from September to October 2015 in the Tocantins River (Tocantins, Brazil). The
infection had prevalence of 7%, abudance of 1.07 and mean intensity of 16. The

parasite has a filiform body, length ranging from 1.86-2.01 mm (males) and 3.91-4,40
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mm (females) and width from 0.061-0.124 mm, thick cuticle and transverse rings with
small conical spines (0.007-0.019 mm), from the anterior to posteiror region of the
body, interrupted in midline. Pseudolabs and vestibule measuring 0.0389-0.0416 mm
are also observed. Males with a pair of equal spicule (0.128mm). The eggs are
larvae, measuring 0.025-0.039 mm in length by 0.018-0.023mm in width. The DNA
was extracted and submitted of the mitochondrial cytochrome oxidase C subunit |
(COI) gene phylogenetic analysis, confirming the presence of the genus Spinitectus
in the superfamily Habronematoidea, Spirurina clade. This is the first description of

the COI gene of S. rodolphiheringi.

Key words: Cystidicolidae; Habronoematoidea; Hemiodontidae; piau; mitochondrial

cytochrome oxidase c subunit 1.

1 INTRODUCAO

Apesar de ser uma importante fonte de proteina e lipideos, os pescados
apresentam-se como potenciais veiculadores de zoonoses parasitarias, podendo ser
transmitidas ao homem por meio do consumo de carne crua ou insuficientemente
cozida (PRADO; CAPUANO, 2006; MELO et al.,, 2014). Além disso, tanto em
ambiente natural quanto em culturas, sdo hospedeiros de diversos parasitas (EIRAS
et al.,, 2004), que podem causar lesbes, alterando as caracteristicas sensoriais e
diminuindo seu valor comercial (GONZALEZ et al., 2001).

Os hemiodontideos (Characiformes: Hemiodontidae) sdo peixes conhecidos
popularmente como piau (LANGEANI-NETO, 1996) relatados na América do Sul,
gue apresentam importancia nas atividades de pesca, aquicultura e aquariofilia
(GUIDELLI et al., 2006; MELO; ROPKE, 2004). Argonectes robertsi (piau-voador) é
um peixe de agua doce, que apresenta corpo fusiforme, colora¢do cinza com uma
listra escura na linha lateral e tamanho variando até 40,7 cm, e tem apresentado
potencial para exploragdo comercial no Tocantins (CHICRALA ET AL., 2013).

Os nematédeos do género Spinitectus sp. (Fourment, 1883)
(Habronematoidea: Cystidicolidae) sao descritos parasitando o estdbmago ou o
intestino de anfibios e peixes marinhos e dulcicolas (BOOMKER; PUYLAERT, 1994),
e apresentam como principal caracteristica morfolégica, anéis transversais com

espinhos que vao da extremidade anterior a posterior. No Brasil sdo relatadas trés
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espécies: Spinitectus jamundensis, (Thatcher; Padilha, 1977), Spinitectus
rodolphiheringi (Vaz & Pereira, 1934) e Spinitectus yorkei (Travassos, Artigas &
Pereira, 1928) (MORAVEC, 1998; THATCHER, 1991).

A espécie S. rodolphiheringi é caracterizada por uma dupla fileira de espinhos
proximas na extremidade anterior, sendo descrita principalmente como parasita de
pexies no Alto Rio Sao Francisco e Reservatorio de Trés Marias (VIEIRA-MENEZES;
COSTA; BRASIL-SATO, 2017; SANTOS,2007).

As parasitoses geram prejuizos a cadeia produtiva de peixes, e estudos sobre
o perfil parasitario desses animais sado importantes para auxiliar na construcado de
adequadas medidas de controle. Sendo assim, o presente estudo teve por objetivo
relatar a primeira ocorréncia de S. rodolphiheringi parasitando o intestino de
Argonectes robertsi, coletado no Rio Tocantins (Tocantins, Brasil) e descrever os
indicadores de infeccdo. Além disso, determinar a posi¢cdo taxondmica de S.

rodolphiheringi por meio de analises filogenéticas do DNA mitocondrial.

2 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratorio de Experimentacdo Animal da
Universidade Federal do Tocantins- UFT, Palmas, Tocantins (Brasil) e no
Departamento de Medicina Tropical e Parasitologia de Dokkyo Medical University,

Mibu, Tochigi (Japéao).

2.1 Coleta de amostras e estudo parasitolégico

Quinze espécimes de Argonectes robertsi (Langeani, 1999) foram coletados
no Rio Tocantins, nos municipios de Palmas e Lajeado, Tocantins, Brasil, entre
agosto e outubro de 2015. Os animais do municipio de Palmas foram adquiridos
com pescadores locais devidamente cadastrados junto a Superintendéncia de Pesca
do Estado; os animais de Lajeado foram adquiridos mediante pesca com anzol e
apos coleta, os peixes foram anestesiados por meio de imersdo em solucao de o6leo
de cravo da India (Eugenol) na concentracdo de 37,5 % (VIDAL et al., 2007;
SIMOES et al., 2012; CHO; HEAT, 2000), e eutanasiados de acordo com legislac&o
brasileira (CONCEA, 2008). Os peixes foram acondicionados em caixas térmicas,

identificados e transportados para o local de processamento. Todos 0S processos
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usados no experimento foram previamente aprovados pelo Comité de Etica e
Experimentacdo Animal da Universidade Federal do Tocantins, Tocantins, Brasil
(23101.002385/2014-11).

Os peixes foram medidos com régua, determinando o comprimento total
médio (CT) e comprimento padrdo médio (CP), e pesados em balanca digital.A
superficie corpérea, branquias e cavidades foram examinadas quanto a presenca de
ectoparasitas. Posteriormente, foram submetidos a necropsia parasitolégica para
pesquisa de helmintos e acantocéfalos. As nadadeiras, pele e musculatura foram
processadas pela técnica de digestdo em pepsina a 0,6% por 4 horas para coleta de
larvas e metacercarias (EIRAS; TAKEMOTO; PAVANELLI, 2006).

Os parasitas foram fixados em solucdo de formol acético, armazenados em
microtubos de polietileno para posterior caracterizacdo morfolégica. Em seguida,
foram transferidos do fixador para &cido acético 80%, permanecendo por até 30
minutos, para clarificacdo e observacgao das formacdes celulares. Para aqueles que
necessitaram da observacdo das formacdes quitinizadas, utilizou-se o creosoto de
Faya, ap0s o acido acético, para uma melhor diafanizacdo (TRAVASSOS, 1950).
Um parasita foi separado e conservado em etanol a 70°GL para extracdo do material
genético.

Os calculados de abundancia (AM), intensidade média (IM) e prevaléncia (P)

de infec¢céo foram determinados de acordo com Bush et al., (1997).

2.2 Extracao, amplificacdo e sequenciamento de DNA

O DNA foi obtido utilizando o Kit Purelink Genomic DNA mini kit K1820-02
(Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), seguindo-se as recomendacfes
do fabricante. A amplificacdo foi realizada usando os pares de primers Pr-a (senso)
5-TGGTTTTTTGTGCATCCTGAGGTTTA-3 e Pr-b (anti-senso) 5-
AGAAAGAACGTAATGAAAATGAGCAA-3, que amplifica a subunidade | da
citocromo ¢ oxidase (COI) do DNA mitocondrial (SATO et al., 2001). A reacdo em
cadeia de polimerase (PCR) foi realizada usando o kit GoTag® Master Mix
(Promega®), conforme especificagdes do fabricante.

Os fragmentos amplificados foram purificados usando o kit Genomic DNA
Purification (Promega, Madison, Wiscosin, USA), conforme especificagbes do

fabricante. As sequencias de nucleotideos foram determinadas usando o Kit
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BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Thermo Fisher Scientific)e
sequenciador automético ABI3730XL sequencer (Applied Biosystems, USA)no
Departamento de Medicina Tropical e Parasitologia de Dokkyo Medical University,
Mibu, Tochigi, (Japéo). Para a amostra Forward de DNA foram utilizadas 8 pl de
BigDye™ Terminator 3.1 Ready Reaction Mix, 2 ul (3,2 pmol) Forward primer (3.2
uM), 8 ul de 4gua deionizada e 2 pl de template. Para a amostra Reverse de DNA
foram utilizadas 8 ul de BigDye™ Terminator 3.1 Ready Reaction Mix, 2 pl (3,2 pmol)
Reverse primer (3.2 uM), 8 ul de agua deionizada e 2 ul de template. As amostras
foram incubadas 96° C por 1 min durante 25 ciclos de 96°C por 10 s, 50 ° C por 5 s,
60 °C por 4 min.

A anadlise filogenética foi realizada com as sequéncias dos seguintes
nematoides: duas de S. rodophiheringi, obtidas no presente estudo, trés de
Habronema muscae, duas de Habronema microstoma, uma de Crassicauda
giliakiana euma de Paracamallanus sp., quefoi utilizada como outgroup. As
sequéncias foramrecuperadas do Genbank e alinhadas usando software Mega 7.0.

A média de diferenca das sequencias de nucleotideos do gene COI foi
determinada pela Pairwise Distances e arvore filogenética foi construida usando o
método de Neighbor-Joining avaliado pelo teste de bootstrap baseado em 1000
repeticbes usando o programa Mega 7.0.

3 RESULTADOS

Os peixes apresentaram peso médio de 266,41 + 101,03 g, com comprimento
total médio (CT) e comprimento padrao médio (CP) de 28,5+ 2,85 cm e 23 + 2,4 cm,
respectivamente.

Nesses animais foi identificado o parasita S. rodolphiheringi (Figura 1) com
uma prevaléncia de 7%, abundancia média de 1,07 e incidéncia média de 16.
Morfologicamente, S. rodolphiheringi apresenta corpo filiforme, o comprimento do
corpo variando de 1,86-2,01 mm (machos) a 3,91-4,40 mm (fémeas) e largura de
0,061-0,124mm. Foi observada cuticula espessa e anéis transversais com espinhos
(0,007-0,019mm), que vao da regido anterior até a posterior, interrompidos
medianamente. Apresentam pseudolabios com abertura oral alongada; o vestibulo
medindo de 0,0389-0,0416mm. Os machos apresentam um par de espiculos iguais

(0,128mm). Os ovos observados eram larvados, medindo 0,025-0,039mm x 0,018-
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0,023mm. As sequéncias do gene COI de S. rodolphiheringi, obtida nesse trabalho,

foram alinhadas a de outras espécies de nematoides (Figura 2).

Figural- Spinitectus rodolphiheringi. (1) extremidade anterior com presenca de coroa de espinhos
(seta); (2) extremidade posterior do macho (seta: espiculo).

Spinitectus rodolphiheringi 4

a8

50| “— Crassicauda giliakiana (LC057246)
Spinitectus rodolphiheringi 1

Habronema muscae (FJ471583)

32 | 68 || Habronema muscae (KJ8195944)

o Habronema muscae (KJ8133945)

Habronema microstoma (FJ471582)

Habronema microstoma (FJ471581)

Paracamallanus sp. (FJ172980)

——
0.20

Figura 2 — Arvore filogenética de Spinitectus rodolphiheringi(1 e 4) de Argonectes robertsi construida
com base no gene COI mitocondrial usando o método de Neighbor-Joining. O valor de Bootstrap (%)
referente a 1000 repeticdes sdo expressos ao lado dos ramos. As sequéncias recuperadas do
Genbank estdo apresentadas pelo nome da espécie e o respectivo nimero de acesso. A sequéncia

de COI de Paracamallanus sp., € apresentada como outgroup.
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4 DISCUSSAO

Argonectes robertsi (Characiformes: Hemiodontidae) (LANGEANI-NETO,
1996) é relatado nas bacias dos rios Tocantins, Tapagds e Xingu, afluente do rio
Amazonas, sendo comercializado localmente (CHICRALA ET AL., 2013; MOREIRA;
SCHOLZ; LUQUE, 2016), entretanto poucos séo os estudos referentes a espécie ou
seu perfil parasitario, havendo somente descrita uma espécie de monogenético,
Diaphorocleidus altamirensis, parasitando as branquias do peixe (MOREIRA;
SCHOLZ; LUQUE, 2016). Assim, o presente estudo fornece os primeiros dados
sobre endoparasitose em A. robertsi.

Formas adultas de S. rodolphiheringi foram encontradas no intestino do peixe,
caracterizando-o como hospedeiro definitivo. Foram observadas baixas taxas de
infeccéo, corroborando com Albuquerque (2009) e Vieira-Menezes, Costa e Brasil-
Sato (2017), que registraram prevaléncia de 1,59% e 2,7% e abundancia de 0,02 e
0,03 em Tetragonopterus chalceus e Astyanax fasciatus, respectivamente. O
parasita também foi relatado em Franciscodoras marmoratus (SANTOS; BRASIL-
SATO, 2004), aumentando assim, o numero de hospedeiros conhecidos nas bacias
hidrograficas brasileiras e relatando pela primeira vez o parasita em peixes no Rio
Tocantins.

Fatores ecoldgicos podem influenciar o numero de parasitas encontrados e,
portanto, a diversidade de espécies. Esses fatores incluem a dieta, densidade
populacional de hospedeiro, quantidade de hospedeiro, habitat, tamanho corporal do
hospedeiro, distribuicAo e densidade de plantas, temperatura e migracdo dos
hospedeiros (CINTRA et al., 2013). O habitat, bem como a densidade populacional
da espécie hospedeira possivelmente influenciaram os baixos valores dos
indicadores de infeccao, visto que peixes criados em sistema intensivos apresentam
uma maior carga parasitaria, e os animais neste estudo foram adquiridos de forma
extrativista no rio Tocantins.

O ciclo de vida de S. rodolphiheringi ainda é desconhecido, entretanto ha
descri¢ces sobre o ciclo de S. carolini, S. gracilis e S. micracanthus, podendo haver
semelhanca entre as espécies. A infeccdo do peixe se da pela ingestdo do
hospedeiro intermediario (HI), que consite em insetos aquaticos infectados com a
larva de terceiro estagio (L3)(JILEK; CRITES, 1982; KEPPNER, 1975). Durante a
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necropsia, foram observados microcrustaceos parcialmente digeridos no estémago
de alguns animais, estes podendo ser hospedeiros paraténicos ou até mesmo Hl.

Morfologicamente, as principais caracteristicas relatadas no presente estudo
corroboram com as descritas por Moravec (1998), que consitem na extremidade
anterior alongada com dupla fileira de espinhos e a presenca de espiculos longos,
que a difere das demais espécies.Segundo Saraiva et. al (2002) a diferenca entre L4
e adultos pode ser verificada taxonomicamente pela posi¢cdo do poro excretor.

De acordo com Moravec, Wolter e Korting (1999), muitas das espécies de
Spinitectus sp. sdo semelhantes e, considerando o alto grau de variabilidade
intraespecifica das caracteristicas como o numero de espinhos cuticulares por anel
ou 0 comprimento do espiculo em algumas espécies, podem ocorrer imprecisdes na
observacéo e identificacdo da espécie. Assim, os estudos de identificacdo molecular
podem ser utilizados para uma maior precisdo nos diagnésticos (BHADURY et al.,
2006; PORAZINSKA et al., 2009).

O gene COI mitocondrial vem sendo objeto de estudo envolvendo a estrutura
populacional, relacdes filogenéticas e evolucao de espécies de metazoa (DERYCKE
et al., 2010; AVISE, 1994). Assim, o gene deS. rodolphiheringi foi sequenciado para
confirmar sua colocacdo taxondmica, sendo esta a primeira descricdo de
sequenciamento do gene dentro da familia Cystidicolidae.

Considerando as andlises filogenéticas dentro da ordem Spirurida, nota-se a
formacdo de dois clados, da superfamilia Habronematoidea e Camallanoidea. Os
dados demonstraram que S. rodolphiheringi, H. muscae, H. microstoma e C.
giliakiana apresentam um clado em comum e estdo posicionadas taxonomicamente
na superfamilia Habronematoidea. Além disso, a analise revelou plesiomorfia de
50% entre S. rodolphiheringi e C. giliakiana, demonstrando que as familias
Cystidicolidae e Tetrameridae possuem um ancestral comum.

A arvore filogenética do presente estudo foi construida a partir do alinhamento
com espécies de parasitos contidas na superfamilia Habronematoidea, visto que as
sequéncias de parasitos do género Spinitectus sp. ou da familia Cystidicolidae
contidas no Genbank séo referentes a genes ribossomais e ndo mitocondrial.

O estudo relata a primeira ocorréncia de S. rodolphiheringi parasitando o
intestino do peixe A.robertsi, aumentando assim o numero de hospedeiros definitivos
conhecidos. A infeccdo apresentou baixos indices, possivelmente devido a fatores

como habitat e densidade populacional dos hospedeiros.As analises filogenéticas
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com base no gene COI de S. rodolphiheringiconfirmou a presenca da espécie dentro
da superfamilia Habronematoidea, revelando uma plesiomorfia com o nematoide

Crassicauda giliakiana (FamiliaTetrameridae).
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CAPITULO IV - Ocorréncia de Procamallanus inopinatus e

Neoechinorphynchus sp. parasitando o intestino de Hemiodus unimaculatus
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Ocorréncia de Procamallanus inopinatus e Neoechinorphynchus sp.

parasitando o intestino de Hemiodus unimaculatus

RESUMO

A exploragdo dos cardumes de sardinha temocasionado um declinio nos estoques
naturais do pescado, e devido sua importancia para a economia, busca-se espécies
nativas de peixes como alternativas para a industria dos enlatados. Espécies ainda
nao exploradas no sistema de cultivo, como a sardinha de agua doce, Hemiodus
unimaculatus, tem apresentado potencial de utilizacdo.Entretanto, os peixes sao
susceptiveis a infec¢cdes parasitarias que poderdo gerar prejuizos a cadeia
produtiva, assim, faz-se necessario conhecer o perfil parasitario desses animais,
bem como a epidemiologia das doencgas.O presente estudo é o primeiro relato da
ocorréncia dos parasitas Procamallanus inopinatus e Neoechinorphynchus sp. no
intestino de Hemiodus unimaculatus. Os peixes, coletadosno rio Tocantins, foram
identificados e submetidos a necropsia parasitologica e destes, 66,7% apresentaram
infeccdo. P. inopinatus foi classificado de acordo com as caracteristicas morfolégicas
da capsula bucal, quantidade de espirais capsulares, forma da cauda e tamanho dos
espiculos. A infeccdo apresentou prevaléncia de 44,4%, abundancia de 1,22 e
intensidade de 2,75. Um parasita do género Neoechinorphynchus sp. foi identificado
por meio do formato da probdscide e a distribuicdo dos seus ganchos, com
prevaléncia de 11,1%, abundancia de 0,11 e intensidade de infec¢cdo de 1.
Apesardos baixos indicadores de infeccdo, o acantocéfalo vem sendo registrado

como causador de les@es significativas nos animais hospedeiros.

Palavras-chave: Camallanidae; Hemiodontidae; Neoechinorhynchidae; piau.

Occurrence of Procamallanus inopinatus and Neoechinorphynchus sp.

parasiting the intestine of Hemiodus unimaculatus

ABSTRACT

The exploitation of sardine shoals has led to decline in the fish natural stocks and,

because of their economy importance, native fish species are sought alternatives to
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the fish canning industry. Fish Species not exploited in the cultivation system, such
as freshwater sardines, Hemiodus unimaculatus, have potential for use. However,
fish are susceptible to parasitic infections that may cause damage to the production
chain, so it is necessary to know the animals parasitic profile, as well as the diseases
epidemiology. This study is the first report of the occurrence of Procamallanus
inopinatus and Neoechinorphynchus sp. in the intestine of H. unimaculatus. The fish
were collected in the Tocantins River, identified and submitted to parasitological
necropsy, of which 66.7% presented infection. P. inopinatus was classified according
to the morphological characteristics of the buccal capsule, number of spiral
thickenings in buccal capsule, tail shape and size of the spicules. The infection
presented prevalence of 44.4%, abundance of 1.22 and mean intensity of 2.75. Only
one specimie of the genus Neoechinorphynchus sp. was identified by the proboscis
format and hooks distribution. The prevalence was 11.1%, abundance was 0.11 and

mean intensity of infection was 1, presenting low infection indicators

Key words: Camallanidae; Hemiodontidae; Neoechinorhynchidae; piau.

1 INTRODUCAO

Os peixes sdo importantes fontes de proteinas para dieta do homem, sendo
notavel o aumento na média de consumo per capita nas ultimas décadas, que
passou de 9,9 kg em 1960 para 20 kg em 2014/2015 (FAO, 2016). Segundo a FAO
(2016), a producéo brasileira de pescados atingiu 561,8 mil toneladas em 2014, e
estima-se que, a producdo tera um crescimento de 104% até 2025. Os dados
demonstram que cerca de 105 mil toneladas no Brasil, no ano de 2010,
correspondem a pesca extrativa das espécies de sardinha, tais como: sardinha
verdadeira (Sardinella brasiliensis), lage (Opisthonema oglinum) e boca torta
(Cetengraulius edentatus), (MPA, 2011).

Nas ultimas décadas,em decorréncia da exploracdo da sardinha, tem-se
registrado um declinio nos estoques naturais dopescado, e por esse motivo foi
instituido o periodo de defeso, periodo em que a pesca € proibida devido a época de
reproducdo e/ou maior crescimento da espécie (CERGOLA; DIAS NETO, 2011).

Devido a incerteza quanto ao montante da captura de sardinha e da

importancia da mesma para a economia nacional, a busca por alternativas na
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psciultura vem sendo objeto de estudo (SANTOS et al., 2013). Espécies ainda nédo
exploradas no sistema de cultivo, como a sardinha de agua doce (Hemiodus
unimaculatus) tem apresentado potencial de utilizacdo na industria dos enlatados
(SOUSA; CHICRALA; SANTOS, 2014).

A espécie, H. unimaculatus (Characiformes: Hemiodontidae) (LANGEANI-
NETO, 1996; SILVA et al., 2008), também conhecida como piau uma-pinta,piau
voador e jatuarana escama-grossa, € um peixe de habito alimentar onivoro
encontrado nas margens de rios represados nas bacias dos rios Amazonas,
Tocantins e Araguaia (CINTRA et al., 2013; BELTRAO; ZUANON, 2012). Sao
animaispequenos, com tamanho variando de 2,8 cm a 35,5 cm, e cuja fase de
reproducdo ocorre entre os meses de setembro a junho (CHICRALA et al., 2013).
Apresentam corpo alongado (fusiforme) justificando a sua alometria negativa, o que
estd relacionado a sua capacidade de promover longos saltos fora d’agua
(TRINDADE, 2012).

A cultura de H. unimaculatus tornou-se uma alternativa devidoa apreciagao da
carne pelo comércio local, seu rapido crescimento e facilidade de alimentacdo em
cativeiro, alémda possibilidade de producdo em sistemas consorciados com outras
espécies (ARROLHO et al., 2011; CHICRALA et al., 2013).

Os peixes, entretanto, sdo susceptiveis a varias infeccbes parasitarias
(LAETSCH et al., 2012; MARTINS et. al., 2009; SILVA et al., 2011; GONZALEZ et
al., 2001), que poderédo causar lesées e diminuir o valor comercial do pescado.
Aqueles de ambiente natural apresentam uma fauna parasitaria caracteristica,
muitas vezes sem manifestacao patogénica, que pode ser aparente em condicdo de
mudancas significativas do seu habitat (TAKEMOTO et al., 2005).

Em sistemas intensivos, a presenca de parasitas podera gerar grandes
prejuizos, principalmente em infec¢cdes macicas.A medida mais relevante para
realizar o controle e prevenir a doenca em criatorio € o0 manejo sanitario adequado,
para isso faz-se necessario conhecer o perfil parasitario dos animais (TAKEMOTO et
al., 2005).

No que se refere aos parasitas de H. unimaculatus,ha somente uma
descricdo quanto a presenca do mixosporideo Henneguya sp. nas branquias
(SILVA-JUNIOR, 2014). Nesse sentido, devido ao potencial produtivo para a
industria de enlatados e a escassez de estudos sobre o perfil parasitariodo peixe,

objetivou-se descrever a presenga do nematddeoProcamallanus inopinatus e do
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acantocéfalo Neoechinorphynchus sp. no intestino deH. unimaculatus, coletado no

Rio Tocantins (Tocantins, Brasil) e determinar os indices de infeccéo.

2 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratorio de Experimentacdo Animal da
Universidade Federal do Tocantins- UFT, Palmas, Tocantins (Brasil) e no
Departamento de Medicina Tropical e Parasitologia de Dokkyo Medical University,

Mibu, Tochigi (Japé&o).

2.1 Coleta de amostras e estudo parasitolégico

Nove espécimes de H. unimaculatus foram coletados no Rio Tocantins, no
municipio de Palmas (Tocantins, Brasil) entre agosto e outubro de 2015. Os animais
foram adquiridos com pescadores locais, acondicionados em caixas térmicas e
enviados ao local de processamento. Todos 0s processos usados no experimento
foram previamente aprovados pelo Comité de Etica e Experimentacdo Animal da
Universidade Federal do Tocantins, Tocantins, Brasil (23101.002385/2014-11).

Em seguida, foram medidos, pesados em balanca digital e identificados
qguanto a morfologia, segundo o manual da EMBRAPA (2013). Os peixes foram
medidos com régua, determinando comprimento total médio (CT) e comprimento
padrdo médio (CP), e pesados em balanca digital.A superficie corpérea, branquias e
cavidades foram examinadas quanto a presenca de ectoparasitas. Posteriormente,
foram submetidos a necropsia parasitologica para pesquisa de helmintos e
acantocéfalos. As nadadeiras, pele e musculatura foram processadas pela técnica
de digestdo em pepsina a 0,6% por 4 horas para coleta de larvas e metacercarias
(EIRAS; TAKEMOTO; PAVANELLI, 2006).

Os parasitos foram fixados em solucdo de formol acético (v:v) até 0 momento
da caracterizacdo morfolégica. Para clarificacdo e observacdo das estruturas dos
helmintos foi utilizado acido acético 80% (30 minutos). Para visualizacdo das
estruturas do espécime de Neoechinorphynchus sp., foi utilizado creosoto de Faya
(15 minutos). A identificagédo de P. inopinatus foi realizada de acordo com Moravec e



62

Van As (2015) e Pinto et al., (1974) e Neoechinorphynchus sp de acordo com Brasil-
Sato e Pavanelli (1998).
Os célculos de abundancia (AM), intensidade média (IM) e prevaléncia (P) de

infeccéo foram determinados de acordo com Bush et al., (1997).

3 RESULTADOS

O peso médio de H. unimaculatus foi 139,70 + 42,34 g. O comprimento total
médio (CT) e comprimento padrdo médio (CP) foram de 21,94 + 1,85 cm e 17,78 +
1,75 cm, respectivamente.

Foram registrados seis peixes infectados por pelo menos um parasito, o que
corresponde a uma prevaléncia de 66,67% (6/9) do total. Na fauna parasitaria de H.
unimaculatus foram encontrados o nematoide, P. inopinatus e um acantocéfalo do
género Neoechinorphynchus sp., o qual ndo foi possivel identificar a espécie devido
a falta de exemplares. P. inopinatus apresentou P de 44,4%, AM de 1,22 e IM de
2,75. Neoechinorphynchus sp. apresentou P de 11,1%, AM de 0,11 e IM de 1
(Tabela 1).

Tabela 1 —Prevaléncia (P), intensidade média (IM) e abundancia média (AM) de
parasitos identificados em H. unimaculatus, coletados no Rio Tocantins (Tocantins,
Brasil), 2015.

Espécie de . _ Local de
. Espécie de parasito o N P%) AM IM
peixes parasitismo
Nematoda
H. unimaculatus Procamallanus inopinatus Intestino 11 444 122 2,75
a= 09 Acantocephala
Neoechinorphynchus sp. Intestino 1 11,1 0,11 1

N- NUumero de parasitos; a:amostra de peixes.

Morfologicamente, P. inopinatus (Figura 1) apresenta corpo filiforme, com
capsula bucal evidente contendo estrias em espiral (16-22). O es6fago apresentando
duas porgdes, uma muscular e outra glandular, sendo a segunda quase o dobro da

primeira. A extremidade posterior & caracterizada com uma cauda conica. Os
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machos apresentam um par de espiculos curtos. As fémeas sdo viviparas. A tabela
2 apresenta os dados de mensuracao das estruturas morfolégicas do nematoide.

O espécime Neoechinorphynchus sp. (Figura 2) apresenta corpo alongado e
cilindrico com 1,85 cm de comprimento, probdscide curta (0,201 mm de largura x
0,235 mm de comprimento) armada com uma fileira de ganchos maiores (0,085mm)
na extremidade e duas fileiras de ganchos menores (0,0298mm). Nao foram

visualizadas estruturas reprodutivas para determinar o sexo.

Tabela 2 — Medida (média em mm) das estruturas morfologicas demachos e fémeas
deProcamallanusinopitanus, presente no intestino de Hemiodus unimaculatus

coletados no rio Tocantins.

Parametros Macho Fémea
Comprimento do corpo 3,131 9,500
Largura do corpo 0,160 0,256
Es6fago muscular (comprimento x largura) 0,301 x 0,063 0,445 x 0,090
Esofago glandular (comprimento x largura) 0,485 x 0,065 0,763 x 0,074
Largura da capsula bucal 0,063 0,078
Comprimento da cépsula bucal 0,070 0,088
Anel basal 0,041 0,054
Espiculos 0,065

Figura 1- Procamallanus inopinatus: (1) extremidade anterior com presenca de capsula bucal com
espirais caracteristicas do subgénero. Presenca de anel basal na capsula (seta); (2) extremidade
posterior da fémea com formato conico.
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Figura 2- Neoechinorphynchus sp. Extremidade anterior com probdscita evaginada evidenciando os aculeos

(setas) do acantocéfalo.

4 DISCUSSAO

Hemiodus unimaculatus (Characiformes: Hemiodontidae) (LANGEANI-NETO,
1996) é relatado em ambientes represados, como o lago da hidrelétrica de Samuel
em Rond6énia (SANTOS, 1996), reservatorios de Tucurui-PA (MERONA; SANTOS;
ALMEIDA, 2001; CINTRA, 2013), hidrelétrica de Coaracy Nunes no rio Araguari
(SILVA-JUNIOR, 2014) e no rio Tocantins (CHICRALA ET AL., 2013), corroborando
com os achados do presente estudo, que verificou a presen¢a do animal no lago de
Palmas (Tocantins, Brasil).

O presente estudo relata a primeira ocorréncia do nematoide P. inopinatus e
do acantocéfalo Neoechinorphynchus sp. no intestino de H. unimaculatus coletado
no rio Tocantins.

Procamallanus (Spirocamallanus) inopinatus (Nematoda: Camallanidae) é
relatado parasitando diversas espécies de peixes de agua doce (MORAVEC, 1998,
PAVANELLI, et al., 2004; EIRAS et al.,, 2010; AZEVEDO; MADI; UETA, 2007). A
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presenca das formas adultas do nematoide em H. unimacullatus, aumenta o nimero
de hospedeiros conhecidos.

As taxas de infeccdo de P. inopinatus foram maiores em H. unimacullatusdo
que em Leporinus sp., que apresentou prevaléncia de 5,49%, abundancia média de
0,05 e intensidade de 1 (VICENTIN, 2010). Tal diferenga entre os dois peixes pode
ser atribuida ao meio ambiente e a possibilidade desses hospedeiros encontrarem
as fases infectantes do parasita.Além do habitat facilitar a transmissédo de parasitas
de peixes (COSTA-PEREIRA et al., 2014; BITTENCOURT et al., 2014; OLIVEIRA,;
GONCALVES; TAVARES-DIAS, 2016), a abundancia e a diversidade da fauna de
invertebrados também sé&o fatores importantes no estabelecimento da comunidade
parasitaria (MOREIRA et al., 2009; MORLEY, 2012; TAVARES-DIAS et al., 2015).

Outro fator que podera influenciar a abundéancia de parasitas € a dispersao da
vegetacao aquatica, que serve como abrigo e alimentacdo para muitas espécies de
peixes (MOREIRA et al., 2009; MORLEY, 2012), o que aumenta a possibilidade de
encontrar estagios infecciosos do parasita, podendo ampliar a quantidade de
hospedeiro para aqueles que nao apresentam especifidade parasitaria.

O género Procamallanussp. (Nematoda: Camallanidae), descrito por Baylis
em 1923, possui um grande numero de espécies que parasitam peixes de agua
doce, possuindo como principais caracteristicas de identificacdo a morfologia da
capsula bucal e os espiculos (PINTO; NORONHA, 1976; PINTO et al., 1975; PINTO
et al.,, 1974; MORAVEC; VAN AS., 2015). H& dois subgéneros, Procamallanus
(Baylis 1923) e Spirocamallanus (Olsen 1952), o primeiro caracterizado por
apresentar cdpsula bucal lisa e o segundo, capsula bucal com estrias (YAMANDA,;
TAKEMOTO, 2013).

O numero de espirais presentes na capsula bucal de P. inopinatus é bastante
discutido (MORAVEC et al., 1997). Varios autores reportam diferentes nimeros de
espirais para esta espécie: Moravec et al., (1997) registrou 13 a 16 para machos e
16 a 22 para fémeas, Rodrigues et al., (1991) descreveram de 15 a 19, Moravec et
al., (1993) de 8 a 17, Moreira et al.,, (1994) de 12 a 16. Essas variacoes
intraespecificas nas caracteristicas morfolégicas podem ocasionar erros na
identificagdo da espécie.

Um acantocéfalo jovem de Neoechinorphynchus sp. tambémfoi identificado
parasitando o intestino de H. unimaculatus. Nao foi possivel realizar a classificacao

da espécie com base nas chaves encontradas, em decorréncia da quantidade de
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exemplares recuperados.A infeccdo por parasitas do género Neoechinorphynchus
sp. (Acanthocephala: Neoechinorhynchidae) ocorre em peixes e tartarugas, sendo
amplamente distribuido pelo mundo, entretanto ainda sdo poucos os relatos da
parasitose na América do Sul (MELO et al.,, 2015). No Brasil, sdo descritos sete
espécies do género em 14 espécies de peixes, provenientes de agua doce ou
salobra (SANTOS et al., 2008; MELO et al., 2015). Segundo Santos et al. (2013),
essa variedade de hospedeiros contribui para uma maior disseminacdo dos
parasitos em ambientes aquaticos.

O género é caracterizado pela presenca de uma probdscide com trés fileiras
de ganchos, sendo que os ganchos do primeiro circulo sdo maiores e enraizados,
tronco cilindrico com paredes espessas e dimorfismo sexual (AMIN; ABDULLAH;
MHAISEN, 2003). A hipoderme apresenta nucleos ovais e o ganglio do sistema
nervoso central localiza-se na base da probdscide (MOUSAVI-SABET; SATTARI,
2013). A probdscide auxilia no processo de fixacdo do parasita a mucosa intestinal,
podendo desencadear reacdes inflamatérias e formacédo de nédulos (SZALAI; DICK,
1987; MARTINS et al., 2001).

Estudos recentes tém demonstrado que infeccbes por parasitas do género
Neoechinorhynchus sp. causam lesdes graves de acordo com o grau de penetracéo,
podendo evoluir para perfuracdo da mucosa intestinal (RAINA; KOUL, 1984) e
consequentemente, morte do animal. No presente estudo, ndo foi observado
perfuracdo ou lesdo macroscopica inflamatoria, possivelmente devido a baixa
intensidade da infec¢cdo (IM igual a 1). Martins et al.,, (2001) verificaram lesdes
significativas em curimbata quando a prevaléncia e intensidade de
Neoechinorphynchus curemai foram de 83,3% e 66,5, respectivamente.

Segundo Brasil-Sato e Pavanelli (1999) e Santos et al.,, (2013), esses
parasitas adultos conseguem regular sua propria densidade populacional por meio
de uma competicao intraespecifica pelo espaco no hospedeiro definitivo. Malta et al.,
(2001) verificou que as formas adultas de Neoechinorphynchus buttnerae
organizam-se em grupos de 11 a 19 espécimes na secdo circular do intestino,
possivelmente como uma estratégia para sobreviver as altas infecgoes.

. O presente estudo é primeiro relato de comunidade parasitaria intestinal de
H. unimaculatus.Foram identificados o nematddeo P. inopinatus, que apresentou
altas taxas de infeccdo, e o acantocéfalo Neoechinorhynchus sp., sendo este

causador de grandes prejuizos aos sistemas de criagdo de peixes em
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cativério.Novos estudos sdo importantes, visto que o conhecimento epidemioldgico
das parasitoses e a avaliagdo da relacdo parasita e hospedeiro sdo fundamentais
para estabelecer um sistema de controle santitario efetivo, principalmente de

animais com potencial produtivo como a espécie hospedeira estudada.
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