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EPIGRAFE

“Os céus proclamam a gléria de Deus; o
firmamento anuncia a obra das suas maos."
— Salmos 19:1



RESUMO

Os mixozodrios sdo parasitos intracelulares obrigatorios que utilizam vertebrados e invertebrados ao longo de seu
ciclo de vida, representando um grupo de microparasitos amplamente associado a peixes tropicais, especialmente
o0s mixosporideos, sobre os quais ha maior acimulo de conhecimento. Entretanto, estudos existentes permanecem
concentrados em determinadas regides hidrogréaficas brasileiras e focam principalmente na morfologia e filogenia
dos mixosporos, havendo lacunas referentes ao ciclo de vida em hospedeiros invertebrados e a filogeografia desses
organismos, bem como seus potenciais efeitos ambientais e zoonéticos. Mixozoarios acometem peixes de
ambientes marinhos e dulcicolas e desempenham papel relevante na dindmica das cadeias tréficas, podendo atuar
como reguladores de populages naturais, além de provocarem impactos econémicos e zoossanitarios em sistemas
de cultivo. Assim, torna-se necessaria a caracterizacdo morfoldgica e filogenética desses parasitos em ambientes
naturais do Maranh&o, regido ainda pouco investigada. Considera-se que os fatores que controlam a prevaléncia
de mixozoarios em ambientes tropicais sdo pouco conhecidos e que sua presenca pode afetar a comunidade
plancténica e promover divergéncia entre populacdes limnicas. Peixes teledsteos apresentam elevados niveis de
infeccdo, com o tamanho corporal e o nivel tréfico influenciando a relacdo parasito-hospedeiro. Entre os
microparasitos associados, 0s mixozoarios (Cnidaria) estdo entre os principais responsaveis por elevadas taxas de
mortalidade em peixes. Este trabalho propfe investigar a ocorréncia, morfologia e relagdes filogenéticas de
mixozoarios parasitos de peixes na regido oeste do Maranhé&o, contribuindo para o entendimento da biota aquatica
local e fornecendo subsidios para manejo e avaliacdo sanitaria do pescado regional. Foram avaliados 263
espécimes de peixes em ambientes naturais na bacia do rio Tocantins (area correspondente a porcéo final do médio
curso deste rio), area de influéncia da Amazonia oriental brasileira. A prevaléncia observada de parasitoses
causadas por mixozoarios foi de 27,7% (73). Com destaque aos hospedeiros: Branquinha (Psectrogaster
amazonica), piranhas (Serrasalmus sp e Pygocentrus sp) e Cutimatd (Prochilodus lineatus Valenciennes). Nos rins
a ocorréncia de mixozoarios foi de 37,2 % de prevaléncia (33,4 % de ocorréncia do géneros Myxozoa e 3,8% do
género Henneguya). Em 15,6 % dos hospedeiros analisados ocorreu a infeccdo nas brénquias, com dominancia de
casos de parasitismo por Henneguya spp (13,6%) em relagdo a Myxobolus spp (1,9%). As branquias e 0s rins
foram os principais sitios de infeccdo. Com a ocorréncia exclusiva no tecido branquial do género Henneguya,
enguanto Myxobolus spp apresentou uma ampla variedade de sitios de infeccéo.

Palavras-chave: mixozodrios; parasitologia de peixes; morfologia; filogenia; ecossistemas aquaticos.



ABSTRACT

Myxozoans are obligate intracellular parasites that use vertebrates and invertebrates throughout their life cycle,
representing a group of microparasites widely associated with tropical fish, especially myxosporeans, for which a
greater body of knowledge has accumulated. However, existing studies remain concentrated in specific Brazilian
hydrographic regions and focus mainly on the morphology and phylogeny of myxospores, leaving gaps regarding
the life cycle in invertebrate hosts, the phylogeography of these organisms, as well as their potential environmental
and zoonotic effects. Myxozoans infect fish from marine and freshwater environments and play a relevant role in
trophic chain dynamics, potentially acting as regulators of natural populations, in addition to causing economic
and zoosanitary impacts in aquaculture systems. Thus, morphological and phylogenetic characterization of these
parasites in natural environments of the state of Maranhdo is necessary, a region that remains poorly investigated.
It is considered that the factors controlling the prevalence of myxozoans in tropical environments are still poorly
understood and that their presence may affect planktonic communities and promote divergence among limnic
populations. Teleost fish exhibit high levels of infection, with body size and trophic level influencing the parasite—
host relationship. Among the associated microparasites, myxozoans (Cnidaria) are among the main agents
responsible for high mortality rates in fish. This study aims to investigate the occurrence, morphology, and
phylogenetic relationships of myxozoan parasites of fish in the western region of Maranh&o, contributing to the
understanding of the local aquatic biota and providing subsidies for the management and sanitary evaluation of
regional fish stocks. A total of 263 fish specimens were examined in natural environments within the Tocantins
River basin (corresponding to the final portion of the middle course of this river), an area influenced by the Eastern
Brazilian Amazon. The observed prevalence of myxozoan infections was 27.7% (73). The main host species
included branquinha (Psectrogaster amazénica), piranhas (Serrasalmus sp. and Pygocentrus sp.), and curimata
(Prochilodus lineatus Valenciennes). In the kidneys, the occurrence of myxozoans showed a prevalence of 37.2%,
with 33.4% attributed to the genus Myxozoa and 3.8% to the genus Henneguya. In 15.6% of the analyzed hosts,
infection occurred in the gills, with dominance of parasitism by Henneguya spp. (13.6%) compared to Myxobolus
spp. (1.9%). The gills and kidneys were the main sites of infection, with the genus Henneguya occurring
exclusively in gill tissue, whereas Myxobolus spp. showed a wide variety of infection sites.

.Keywords: myxozoans; fish parasitology; morphology; phylogeny; aquatic ecosystems.
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1 INTRODUCAO

Parasitos intracelulares obrigatorios no ambiente aquético, 0s mixozoarios em geral s&o
caracterizados por utilizarem vertebrados e invertebrados como hospedeiros intermediarios e
definitivos, ao longo de seu ciclo de vida (LOM & DYKOVA, 2006; OKAMURA et al., 2015).
A classe Myxozoa, em especial 0s mixosporideos, compde um grupo de microparasitos
eucariotos associados a peixes da regido tropical sobre o qual existe 0 maior volume de
conhecimento cientifico acumulado ao longo dos Gltimos anos (MATOS & AZEVEDO, 2004;
ADRIANO & OKAMURA, 2017; SILVA et al., 2020, 2021).

Contudo, a maioria destes estudos, além de estarem restritos a algumas bacias
hidrogréficas das regides Norte, Sudeste e Sul do Brasil, no geral tem foco principalmente na
caracterizacdo morfologica de mixosporos e filogenia destes organismos (CASAL et al., 2002;
NALDONI et al., 2018). Aspectos relativos ao ciclo de vida destes organismos nos hospedeiros
invertebrados e filogeografia de mixosporideos sdo raramente abordados, o que gera uma
lacuna de conhecimento importante, frente ao papel ambiental destes organismos e seu
potencial zoondtico pouco conhecido e estudado (YAHATA et al., 2015; YOKOYAMA &
OGAWA, 2015).

Acometendo tanto peixes de ambientes marinhos como dulcicolas, as mixosporidioses
desempenham importante papel na dindmica das cadeias tréficas aquaticas, sendo apontadas
com um dos fatores que devem ser considerados como reguladores das populac@es naturais de
pescado (HENNING et al, 2013). A acdo destes organismos parasitos sobre criatdrios
comerciais de peixes e 0s possiveis problemas econdmicos e zoosanitarios provocados, ainda

sdo uma tematica pouco abordada em estudos realizados na regido tropical.

E nesse contexto, que a compreensdo da estrutura e relacdes filogenéticas de
mMixozoarios parasitos de peixes e invertebrados aquaticos em ambientes naturais no estado do
Maranhdo, além de gerar conhecimento sobre esta parcela da biota aquatica, possibilitando o
entendimento sobre as possiveis influéncias destes parasitos na dinamica de peixes nativos e

em sistemas de cultivo na por¢do maranhense da Amazénia oriental brasileira.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Myxozoa: aspectos gerais

Myxozoa (mixozodarios) sdo organismos microscopicos multicelulares, altamente
especializados, formadores de esporos, endoparasitos obrigatérios de organismos aquéticos
(Kent et al., 2001; Canning e Okamura, 2004; Lom e Dykova, 2006) pertencentes ao Filo
Cnidaria (Holland et al., 2010; Nesnidal et al., 2013; Chang et al., 2015; Takeuchi et al., 2015).
Tento como hospedeiros secundarios os peixes, tanto de &gua doce como marinhos.

Esses parasitos tem uma longa historia de divergéncias em relagdo a sua taxonomia.
Inicialmente foram classificados dentro do Reino Protista Haeckel, 1866 e assim permaneceram
por mais de 100 anos, até que as primeiras analises ultraestruturais (Siddall et al., 1995) e
moleculares (Smothers et al., 1994; Siddall et al., 1995; Schlegel et al., 1996) demonstraram a
associacdo de Myxozoa com os metazoarios. Os primeiros estudos moleculares e filogenéticos,
19 baseados no gene nuclear ribossomal 18S, posicionaram Myxozoa dentro dos Metazoa,

como um grupo-irmao de Bilateria (Cavalier-Smith et al., 1996).

Contudo, a confirmacdo de que mixosporideos séo cnidarios so foi possivel apds uma
longa trajetéria de estudos moleculares e filogenéticos (Holland et al., 2010; Nesnidal et al.,
2013; Chang et al., 2015; Takeuchi et al., 2015), quando entdo Myxozoa passou a integrar o
grande grupo de invertebrados cnidarios. Porém, algumas questfes ainda permanecem em
aberto em relacdo a evolucdo desses parasitos, como por exemplo, o periodo evolutivo em que
ocorreu a divergéncia de Myxozoa a partir de seus ancestrais cnidarios de vida livre, para se
tornarem parasitos morfologicamente tdo simplificados e com um ciclo de vida extremamente
complexo (Lom e Dykova, 2006; Okamura et al., 2015b).

2.2 Patogenicidade

Nos ultimos anos, os estudos relacionados a parasitos e patdgenos de organismos
aquaticos vem crescendo em diversas regides, principalmente em hospedeiros com grande
potencial para o cultivo e comercializacdo, dada a grande importancia econémica dessas
atividades (Luque, 2004). Peixes, tanto da natureza quanto de cultivo, sdo acometidos pelos
mais diversos patdgenos como virus, bactérias, fungos e metazoarios de diferentes taxas (Woo,
2006; Austin & Newaj-Fyzul, 2017).



Parasitos causam doencas em seus hospedeiros por varios mecanismos, seja por danos
diretos que esses organismos geram aos tecidos ou em seus 6rgdos, privacao de nutrientes ou
oxigénio, este Ultimo em caso de infec¢des branquiais, ou indiretamente, deixando o hospedeiro
mais susceptiveis a infecgdes secundarias e predadores, restricdo no crescimento, além da
possibilidade de levar o animal @ morte (Mehlhorn, 22 2001; Austin & Newaj-Fyzul, 2017).
Embora peixes de ambiente natural séo comumente acometidos por infeccGes parasitarias,
sobre certas condi¢des, algumas espécies de parasitos podem ameacar o equilibrio populacional
(Ruckert et al., 2008).

Recentemente estudos que envolve mixosporideos tém aumentado consideravelmente,
principalmente em relacdo as espécies com potencial de gerar impactos em peixes com grande
valor econdmico (Hallet et al., 2015). Infecgdes por mixosporideos podem causar uma série de
danos e prejuizos, tanto na natureza quanto em sistemas de cultivo, e também podem ser um
desafio ecologico para as populacdes de peixes com baixo estoque local ou ameagando a
extincdo, o que tem levado pesquisadores de todo o mundo a estudar sua diversidade e a
compreender os impactos que podem causar as populacdes de peixes locais (Okamura et al.,
2015).

Estudos que envolvem patologias causadas por mixosporideos mostram que as
branquias estdo entre os érgdos mais acometidos (Molnar, 2002), provavelmente por causa do
contato direto com a agua e por ser regido com maior facilidade para liberacdo de esporos
(Eszterbauer et al., 2013). Infeccdes e lesdes nos tecidos branquiais podem causar déficit nas

trocas gasosas e ibnicas, comprometendo consideravelmente a satide do animal (Roberts, 2001).

2.2 Classificacéo e posicao filogenética dos mixozoarios

Os mixozoarios representando uma transicdo evolutiva radical de formas livres para
parasitarias (OKAMURA, 2015). Estudos gendmicos revelam que espécies como Myxobolus
honghuensis apresentam evolugao do tipo “mosaico”, mantendo genes de cnidarios livres, ao
mesmo tempo em que sofrem reducdo morfoldgica e especializa¢do parasitaria (GUO et al.,
2022).Essa posicdo filogenética tem implicacdes importantes na compreensdo da biologia, ciclo

de vida e estratégias de adaptacdo desses organismos(GUO et al., 2022).



2.3 Ciclo de vida e especificidade de hospedeiro

Vérios estudos mostraram o envolvimento de invertebrados no ciclo de vida de
Myxozoa, que apresenta alternancia entre dois hospedeiros: invertebrados (oligogquetos e
poliquetos, na classe Myxosporea e briozoarios de dgua doce, na classe Malacosporea), 0s quais
sdo os hospedeiros definitivos, e vertebrados (peixes), que sdo hospedeiros intermediarios.

Em mixosporideos, estes estudos mostram que 0s peixes sdo infectados através do
contato com os esporos liberados na agua junto com as fezes dos hospedeiros invertebrados.
Ao contato com o hospedeiro susceptivel, o tabulo polar é extrudado e ancora-se ao hospedeiro
vertebrado. Os actinosporos contém células ameboides que sdo as estruturas infectantes
(Okamura e Gruhl, 2015). Uma vez liberado, o esporoplasma penetra no tecido do hospedeiro
vertebrado e, atraves de migracdes intercelulares, periodo em que se observa uma série de

etapas de sucessivas divisdes celulares, alcangam o tecido alvo da infecgdo (Kallert, 2006).

Os mixosporos, que s@o 0s esporos produzidos durante a fase de desenvolvimento no
vertebrado, sdo liberados na dgua via excrecdes, ruptura de cistos da pele e das branquias, ou
ainda depois da morte do peixe infectado (Wolf e Markiw, 1984; Gilbert e Granath, 2003;
Bartholomew et al., 2006). No corpo d’agua, 0s mixosporos podem permanecer infectivos por

muitos anos (Okamura e Gruhl, 2015)

2.4 Estudos de Myxozoa no Brasil

No Brasil, aproximadamente 120 espécies de Myxosporea estdo descritas parasitando
peixes de varias espécies e grupos taxondémicos, em importantes bacias hidrograficas como, as
bacias dos rios Amazonas, Parana-Paraguai, Araguaia-Tocantins, Sdo Francisco e Paraiba do
Sul (Adriano e Oliveira, 2017). Algumas espécies também foram descritas parasitando peixes
em ambientes de criacdo (Martins e Souza, 1997; Adriano et al., 2002; 2005a; b; Capodifoglio
et al., 2015; 2016).

Algumas espécies encontradas em peixes da fauna brasileira tém se mostrado
patogénicas ou com grande potencial para causar danos em seus hospedeiros, como por
exemplo, Henneguya sp Adriano et al. 2012, encontrada infectando as branquias de pintado e
cachara de ambiente natural no Pantanal Mato-Grossense. O parasito deve desenvolvimento

inicial na branquia, mas formou grandes cistos, divididos por uma rede de septos formada por



tecido conjuntivo, que avangaram sobre os filamentos, sendo observado infiltrado inflamatério

e aglomerado (Adriano et al., 2012).

De uma maneira geral, os estudos envolvendo a diversidade desses parasitos ainda sao
bastante escassos na América do Sul, em comparacdo com a grande diversidade de peixes de
agua doce dessa regido, considerada a mais rica e diversa do planeta (Buckup et al., 2007), bem
como diante da presenca de grandes bacias hidrogréficas e do alto consumo e criacdo de peixes
de agua doce nas diferentes regibes, principalmente no Brasil (SUFRAMA, 2003).

2.5 Bacia Amazonica
A regido Amazonica possui a mais extensa rede hidrica do planeta, com cerca de

700.000 km2 de extensao (Santos e Ferreira, 1999), cuja area de drenagem cobre cerca de um
terco de todo o continente Sul Americano (Barthem et al., 2004). Aproximadamente 68% de
sua area de drenagem situa-se em territorio brasileiro, sendo o restante distribuido por outros
oito paises: Peru, Colombia, Equador, Bolivia, Venezuela, Guiana, Guiana Francesa e Suriname
(Junk et al., 2011). Com excecao dos rios maiores, cujas nascentes se encontram nas montanhas
andinas, quase todos os rios amazénicos sdo resultantes da juncdo de pequenos riachos que

drenam a imensa floresta (Walker, 1991).

Estimativas sugerem que toda a bacia possui de 6 a 7 30 mil afluentes interligados em
rede, os quais proporcionam densa e heterogénea rede de rios que abrigam a grande
biodiversidade aquatica (Tundisi, 2003). A Bacia Amazdnica conta com aproximadamente
1.500 espécies de peixes descritas (Barthem e Fabre, 2004; Santos et al., 2006, Buckup et al.,
2007), mas com estimativas de que este nimero possa atingir a mais de 3.000 espécies
(Goulding e Barthem, 1997), sendo os membros das ordens Characiformes, Siluriformes e
Gymnotiformes os mais comumente encontrados, seguido por representantes das familias
Cichlidae, Osteoglossidae, Cyprinodontidae e Poecillidae (Bayley e Petrere, 1989). Deste total,
cerca de 200 espécies sdo exploradas para fins comerciais e de subsisténcia pelas populacdes

locais (Petrere-Jr e Peixer, 2007).

A pesca € uma das atividades econdmicas mais importantes da regido Norte, sobretudo
na regido da Bacia Amazonica (Santos & Santos, 2005). De acordo com o ultimo relatério
estatistico da pesca, realizado pelo Ministério da Pesca e Aquicultura - MPA (2011), o Brasil
produziu 1.264.765 toneladas de pescado em 2010. Na regido Norte foram produzidas

326.128,3 toneladas, sendo que apenas 94.265,3 toneladas foram oriundas da



pesca extrativista marinha e o restante é oriundo da 4gua doce, com 137.144,5 toneladas, além
das 94.578 toneladas oriundas da aquicultura (MPA, 2011).

2.6 Lacunas de conhecimento e perspectivas futuras

Apesar dos avancos em morfologia, filogenia e gendmica dos mixozoarios, permanecem
lacunas significativas: (i) ciclos de vida completos de muitas espécies; (ii) papel de hospedeiros
invertebrados; (iii) mecanismos de resisténcia e suscetibilidade de hospedeiros vertebrados; (iv)
dados escassos em regides tropicais (YOKOYAMA, 2003). Esses gaps reforcam a necessidade
de estudos em ambientes como o Maranhdo, ampliando o conhecimento sobre a biodiversidade

local e fornecendo subsidios para manejo e preven¢do em aquicultura.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Caracterizar a morfologia e as relactes filogenéticas de mixozoarios parasitos de peixes
em ambientes naturais na regido oeste do estado do Maranhdo, porcao oriental da Amazénia

legal brasileira.

3.2 Objetivos Especificos

e Investigar a ocorréncia de parasitos mixozoarios em espécimes de pescado,
capturados por métodos tradicionais na regido oeste do estado do maranhao;

e Descrever a morfologia dos grupos de mixozoarios parasitos de peixes na regido
oeste do estado do Maranh&o;

e Caracterizar alterac@es histoldgicas promovidas pela interacdo dos parasitos com 0s
tecidos dos hospedeiros;

e Contribuir para um melhor conhecimento cientifico do estado sanitario do pescado
comercializado na regido oeste do estado do Maranhdo.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1Area de estudo



Os exemplares de peixes nativos analisados foram obtidos por meio de campanhas de
coleta realizadas em corpos hidricos pertencentes as bacias hidrogréficas dos rios Tocantins,
Gurupi e Mearim, localizadas na regido oeste do estado do Maranh&o (Fig. 1). Essas bacias
apresentam grande relevancia ecoldgica, por abrigarem elevada diversidade ictiofaunistica e

desempenharem papel fundamental na manutengdo dos ecossistemas aquaticos regionais.

As coletas foram realizadas utilizando diferentes artes de pesca, incluindo pesca manual
com linha de médo, redes de espera e tarrafa, selecionadas de acordo com as caracteristicas
ambientais dos locais amostrados e com 0 objetivo de maximizar a captura de diferentes
espécies e classes de tamanho. O uso de multiplos métodos de captura visa reduzir vieses

amostrais e possibilitar uma representacdo mais ampla da ictiofauna local.

Os pontos de coleta foram distribuidos ao longo dos cursos d’agua das referidas bacias,
abrangendo trechos com diferentes caracteristicas ambientais, como varia¢Ges de profundidade,
correnteza, tipo de substrato e cobertura vegetal marginal. Essas variacdes ambientais sdo
consideradas relevantes para a ocorréncia e a dindmica de parasitos, uma vez que fatores como
qualidade da agua, disponibilidade de hospedeiros intermediarios e condicdes de estresse

ambiental podem influenciar a prevaléncia e intensidade das infec¢fes parasitarias.

As atividades de campo seguiram rigorosamente as normas legais e éticas vigentes. A
coleta dos exemplares foi realizada conforme as recomendacdes estabelecidas na Autorizacao
para Atividades com Finalidade de Pesquisa n® 77709-1, concedida pelo Sistema de
Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade (SISBIO/IBAMA). Ademais, todos os
procedimentos laboratoriais e experimentais envolvendo 0s animais encontram-se em processo
de avaliacdo pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual da Regido
Tocantina do Maranhdo (CEUA/UEMASUL), sob o protocolo n° 6186201221, garantindo o

cumprimento dos principios de bem-estar animal e de boas praticas cientificas.
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Figura 1: regides hidrograficas na porcéo oeste do Maranhdo onde serdo realizadas amostragens de peixes.

4.2 Coleta e caracterizacdo de mixosporos

Os espécimes de peixes foram coletados nos ambientes aquéaticos previamente
definidos, utilizando-se artes de pesca adequadas ao porte e comportamento das espécies-alvo,
minimizando o estresse e possiveis danos fisicos. Apds a captura, os peixes foram mantidos
vivos em recipientes aerados contendo agua do préprio habitat, garantindo a manutencdo das
condi¢des fisico-quimicas naturais até o transporte.

Os exemplares foram transportados até o Laboratério de Ecologia e Limnologia da
Universidade Estadual da Regido Tocantina do Maranhdo — LEL/UEMASUL, onde
permaneceram em aquarios devidamente higienizados, contendo agua do local de coleta, sob
aeracdo continua e temperatura controlada entre 24 e 26 °C. Durante esse periodo, 0s peixes

foram mantidos em observacédo até o0 momento das analises parasitoldgicas.

Cada exemplar foi identificado ate o menor nivel taxonémico possivel, pesado (g) e
medido (comprimento total e padrdo, em cm). Para a pesquisa de mixosporideos, 0s peixes
foram previamente insensibilizados e imobilizados por miolotomia neural, procedimento
amplamente utilizado em estudos parasitologicos por garantir rapida perda da sensibilidade e
reducdo do sofrimento animal. Em seguida, foi realizada uma inspecdo macroscopica detalhada
da superficie corporea externa e dos érgdos internos, utilizando microscopio estereoscopico,
visando a deteccdo de lesOes, alteracOes teciduais ou cistos compativeis com infeccdo por

microparasitos.

Fragmentos de tecidos que apresentarem caracteristicas sugestivas de parasitismo foram
removidos e prensados entre ldamina e laminula para exame a fresco sob microscopia Optica.
Apos a confirmacdo da presenca de microparasitas, porcdes dos tecidos parasitados foram
fixadas em solucdo de Davidson (alcool 95%, formaldeido, acido acético e dgua) para analises

histoldgicas e em etanol a 80% para posterior realizacdo de estudos de biologia molecular.

4.3 Analise histologica e morfometria de mixozoarios
O material parasitario observado a fresco foi analisado por meio de microscopia Optica
de campo claro e por microscopia com Contraste Diferencial Interferencial (DIC),

possibilitando melhor visualizagdo das estruturas internas e externas dos mixozoarios. As



imagens obtidas foram registradas por meio de fotomicrografias digitais, que servirdo de base

para a caracterizacdo morfologica e morfométrica dos parasitos.

As medidas morfométricas, como comprimento e largura do corpo do esporo, dimensdes
das cépsulas polares e comprimento dos filamentos polares, foram realizadas com auxilio de
software de analise de imagens, seguindo critérios padronizados na literatura. Os dados obtidos
foram comparados com descri¢fes previamente publicadas de espécies congéneres, permitindo
a identificacdo e/ou diferenciacdo dos taxons encontrados.

Para os estudos histolégicos, os fragmentos de tecidos previamente fixados em solugédo
de Davidson sendo submetidos a um protocolo padrdo de desidratacdo em série crescente de
etanol, diafanizacdo em xilol e inclusdo em parafina. Posteriormente, serdo confeccionados
cortes histologicos com espessura aproximada de 6 pm, os quais foram montados em laminas

de vidro.

Os cortes foram corados pelas técnicas de hematoxilina e eosina (H & E), Ziehl-Neelsen
e Giemsa, com o objetivo de evidenciar a organizacgdo tecidual, a localizacdo dos parasitos e
possiveis alteracdes histopatologicas associadas a infec¢do, conforme descrito por Casal et al.
(2007) e Santiago et al. (2012).

4.4 Analise molecular e filogenética

A extracdo e purificacdo do DNA gendmico dos parasitos foi realizada utilizando o kit
comercial PureLink® Genomic DNA (Invitrogen, USA), seguindo rigorosamente as instrucoes
do fabricante. Durante todas as etapas do procedimento, foram adotadas medidas de
biosseguranca e boas praticas laboratoriais, incluindo o uso de materiais estéreis e ambientes
separados para preparacao de reagentes e manipulacdo de DNA, a fim de evitar contaminac6es

cruzadas.

O DNA extraido foi utilizado como molde para reacGes de Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), realizadas em volume final de 25 pL, contendo tampao apropriado, MgCl.,

dNTPs, Tag DNA polimerase, primers especificos e a amostra de DNA. As condi¢des de
amplificacdo foram ajustadas conforme o conjunto de primers utilizado.

Foram empregados primers descritos na literatura para a amplificacdo da pequena
subunidade do DNA ribossomal (18S rDNA). Os produtos amplificados foram submetidos a

eletroforese em gel de agarose. As bandas correspondentes aos fragmentos de interesse foram



purificadas utilizando o kit GFX™ PCR DNA e Gel Band Purification (GE Healthcare, UK) e
enviadas para sequenciamento utilizando o kit BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing
(Applied Biosystems, EUA), em um analisador genético ABI 3100. As sequéncias obtidas
foram editadas e utilizadas para a geracdo de sequéncias consenso, e comparadas com
sequéncias depositadas no GenBank por meio da ferramenta BLASTn do NCBI.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram avaliados 263 espécimes de peixes, amostrados ao longo do periodo de vigéncia
da bolsa em ambientes naturais na bacia do rio Tocantins dentro da area correspondente a

porcdo final do médio curso deste rio, na area de influéncia da Amazonia oriental brasileira.

A prevaléncia observada de parasitoses causadas por mixozoarios nos peixes analisados foi de
27,7% (73). Com destaque aos hospedeiros Branquinha (Psectrogaster amazonica Eigenmann
& Eigenmann, 1889), as piranhas (Serrasalmus sp e Pygocentrus sp) e Cutimata (Prochilodus
lineatus Valenciennes, 1837) (Fig. 2).
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Figura 2: Peixes nativos da bacia do médio curso do rio Tocantins hospedeiros de mixozoarios.

Os rins foram os principais sitios de ocorréncia de mixozoarios com 37,2 % de

prevaléncia, onde 33,4 % representava a ocorréncia de mixozoarios pertencentes género



Myxozoa e 3,8% de mixozodarios do género Henneguya (Tab. 1). Em 15,6 % dos hospedeiros
analizados ocorreu a infeccdo por mixozoarios nas branquias, havendo uma dominancia de
casos de parasitismo por Henneguya spp (13,6%) em relagdo a Myxobolus spp (1,9%). A

evidenciacdo pelas técnicas de andlises histologicas dos cistos de mixozoarios nos filamentos

branquiais foi mais frequénte em relagdo a outros drgdos (Fig. 3).

Figura 3: A e B) Myxozporos do género Myxozoa e cortes histolégicos com cistos de mixozoarios nas branquias;
C e D) Myxobolus sp na sangue periférico do hospedeiro

Tabela 1:Myxosporos observados em peixes da familia no médio curso do rio Tocantins.

Parasito Orgéo Peixe Quantidade
Myxobolus spl rins Cara 1
Myxobolus sp2 figado Piranha 1
Myxobolus sp3 estomago Piranha 1
Myxobolus sp4 branquia Piau 2
Myxobolus sp5 bexiga Bicuda 1
Myxobolus sp6 olhos Curimata 1
Myxobolus sp7 branquia Curimata 1
Myxobolus sp8 rins Curimata 7
Myxobolus sp9 rins Piranha 7
Myxobolus sp10 coracéo Pacu 1
Myxobolus sp11 cauda Piranha 1
Myxobolus sp12 baco Piranha 1

Myxobolus sp 13 branquia Bico de pato 1




Henneguya spl branquia Branquinha 14
Henneguya sp2 rins Branquinha 10
Henneguya sp3 branquia Avoador 5
Henneguya sp4 branquia Piranha 9
Henneguya sp5 branquia Pacu 4
Henneguya sp6 branquia Curimata 3
Henneguya sp7 branquia Bicuda 1




As branquias e os rins foram os principais sitios de infeccdo observados. Com a
ocorréncia de de myxozoarios do género Henneguya exclusivamente no tecido branquial dos

hospedeiros, enquanto Myxobolus spp apresentou uma ampla variedade de sitios de infecgédo
(Fig. 4).

Myxabolus

Figura 4: Padréo de ocorréncia dos géneros observados de Myxozodrios por sitio de infeccéo.

5.1 Anélises moleculares

A técnica de Reacdo de Cadeia Polimerase foi utilizada a fim de obter amplificacéo
parcial do gene 18S dos mixosporideos coletados. Apos evidenciacdo da presenca de material
genetico nos amplicons obtidos (Fig. 5) o material foi encaminhado para o service de

sequenciamento.

De 35 amostras enviadas para sequenciamento até o presente momento, somente foi

possivel obter resultados parciais de 11 amostras.



Figura 5: Evidenciacdo da presenca de material genético de Myxozoarios ap6s realizacdo de Reacdo de Cadeia
Polimerase — PCR com primers especificos

Os géneros Myxobolus e Henneguya s@o considerados 0s mais diversos dentro da classe
Myxoz0a, especialmente em ambientes limnicos tropicais (SILVA et al., 2023). Apesar disso,
a diversidade conhecida destes grupos ainda é considerada baixa, frente ao potencial de infeccdo
e os padrdes de dispercdo e de endemismo relatados para os mixozoarios Bivalvulideae.

Muitos autores consideram essa classe de parasitos dentro do escopo de grupos de
agentes parasitarios sobre os quais o conhecimento pode ser ainda considerado negligenciado
pelo meio cientifico. Principalmente devido ao reduzido numero de grupos de pesquisa
dedicados a estudar essa teméatica (ADRIANO & OKAMURA, 2017; SILVA et al., 2020).

6 CONCLUSOES

Os mixozoarios, apesar de sua ampla distribuicdo, apresentam baixa visibilidade
cientifica, sendo frequentemente negligenciados em estudos parasitoldégicos quando
comparados a outros grupos de parasitos mais conhecidos. A dificuldade de identificagdo
morfoldgica e filogenética, necessidade de técnicas especificas de analise e ao reduzido nimero
de especialistas nesta area, limitam o0s estudos a cerca destes parasitas, abrindo lacunas
significativas no conhecimento sobre sua diversidade, distribuicdo geografica e relacdes

parasita-hospedeiro, especialmente em regides como a por¢do oeste da Amazdnia maranhense.



A realizacdo do estudo possibilitou ampliar o conhecimento acerca da diversidade de
MIiX0zo4rios parasitos de peixes, em amostras de pescados nativos, capturados na bacia do rio
Tocantins. Os géneros Myxobolus e Henneguya foram os representantes deste grupo de agentes
parasitarios na amostragem uma area ainda pouco investigada sob a perspectiva da parasitologia
de organismos aquaticos. Esses dados reforcam a importancia de estudos voltados a esses
grupos de parasitos pouco explorados, contribuindo para a valorizacdo cientifica dos
mixozodrios e para a ampliacdo do entendimento sobre a biodiversidade parasitaria associada

aos ecossistemas aquaticos.

Além disso, a continuidade dos estudos pode evidenciar a presenca de géneros de
mixosporidios com maior endemismo e trofismo por espécies especifica de hospedeiros, e,
portanto, que ocorrem em menores prevaléncias. Por fim, os dados gerados apresentam
potencial para publicacdo em revistas cientificas especializadas em parasitologia e ecologia
aquatica, ampliando a visibilidade dos mixozoéarios e fortalecendo a produgédo cientifica
regional, a0 mesmo tempo em que evidenciam a necessidade de maior investimento em

pesquisas sobre parasitos aquaticos ainda pouco conhecidos.

Os resultados possibilitaram evidenciar a presenca de agentes parasitarios em em peixes
nativos capturados na bacia do rio Tocantins. Os géneros Myxobolus e Henneguya foram os
representantes deste grupo de agentes parasitarios na amostragem. Contudo, a continuidade dos
estudos pode evidencia a presenca de géneros de mixosporidios com maior endemismo e
trofismo por espécies especifica de hospedeiros, e, portanto, que ocorrem em menores

prevaléncias.

Estudo complementares visando a ampliacdo das sequéncias parciais do rDNA ja
obtidas e a novas coletas para obtencdo de material genetico de outras species de myxozoarios
se fazem necessario para a discussdo se de fato sdo novas species ou nova ocorréncia de species

ja descritas
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