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RESUMO

Os peixes representam, entre os vertebrados, o grupo com maior variedade de espécies. O
Brasil possui uma grande diversidade de peixes, sendo que na bacia amazônica está ictiofauna
representa cerca de 15% de todas as espécies de água doce do mundo, com mais de 2.500
espécies nativas validadas, representando um importante recurso explorado pelas atividades
pesqueiras praticadas para fins comerciais e de subsistência. O objetivo do trabalho proposto é
caracterizar através de estudo morfológico e molecular a diversidade de Apicomplexa
parasitos de peixes nativos da bacia do rio Tocantins, capturados na região do
Bico-do-Papagaio, porção oriental da região amazônica brasileira. Com coletas realizadas via
pesca manual e tarrafa nas regiões de Imperatriz e Estreito, no estado do Maranhão. Análises
morfométricas e moleculares foram realizadas em cinco espécies de peixes, Psectrogaster
amazónica, Hemiodus unimaculatus, Rhamdia quelen, Cichla ocellaris e C. piquiti. PCRs
realizadas com amostras de tecido hepático contaminadas com vacúolos parasitóforos de
Calyptospora spp resultaram em quatro sequências parciais do gene 18S. Em hospedeiros de
tucunarés (Cichla spp), foram obtidas sequências parciais de Calyptospora sp1, com 660 pb, e
Calyptospora sp2, com 532 pb. Duas sequências parciais de Calyptospora sp3, com
respectivamente 339 e 631 pb, foram obtidas de parasitas de Avoador (Hemiodus
unimaculatus) e Calyptospora sp4, com 641 pb, parasita de Jundiá (Rhamdia quelen). A
prevalência e ocorrência de coccídios na região é alta. E que provavelmente as espécies de
parasitos eucarióticas encontradas podem ser novos registros de novas espécies. A diversidade
de microparasitos associados a peixes na bacia do rio Tocantins é ainda só atenuadamente
conhecida. As espécies de parasitos eucariotos encontradas durante o presente estudo podem
ser registros de novas espécies, ou novas áreas de ocorrência, de mixozoários e coccídeos para
a região neotropical. contudo, serão necessários mais estudos em relação a biologia molecular
e ultra estrutura destes parasitos para possibilitar a comparação destes organismos observados
com espécies já descritas na literatura científica.
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INTRODUÇÃO

Os peixes representam entre os vertebrados, o grupo com a maior variedade de

espécies (Bond-Buckup, 2010). O Brasil possui uma grande diversidade de peixes, e na bacia

amazônica essa ictiofauna representa cerca de 15% de todas as espécies de água doce do

mundo, com mais de 2.500 espécies nativas validadas, representando um importante recurso

explorado pelas atividades de pesca praticada para fins comerciais e de subsistência (Barthem,

2004; Menin, 2007; Jézéquel, 2020).

E a suscetibilidade desses peixes às infecções por parasitas, e os fatores que

influenciam essas ocorrências, envolvem principalmente alterações ambientais na água

(Edema, 2008). As infecções parasitárias causam consequências que afetam aspectos do

comportamento dos peixes, assim como geram alterações químicas e fisiológicas, resultando

em impactos que afetam severamente a ecologia desta ictiofauna (Barber, 2000; Tavares

2021).

O Filo Apicomplexa (Levine, 1970) apresenta mais de 6.000 espécies descritas, o que

representa aproximadamente 0,1% da diversidade estimada para o grupo. Composto por

organismos unicelulares eucariotos que estabelecem relações parasitárias com todos os grupos

de animais vertebrados e muitos invertebrados, tanto no ambiente aquático quanto terrestre

(SILVA et al., 2020).

Entre os Apicomplexa que estabelecem relações parasitárias com vertebrados, os

representantes da classe Coccidia (Leuckart, 1879) tem se destacado como causadores de

doenças em organismos aquáticos. Contudo, apesar de apresentarem uma ampla distribuição

geográfica, as coccidioses em peixes podem ser consideradas doenças negligenciadas, visto o

baixo número de estudos sobre a diversidade e filogeografia deste grupo de parasitos de

peixes (SILVA et al., 2012; WHIPPS et al., 2013; DUSZYNSKI & COUCH, 2013; CLARK

et al., 2016).

Com ciclo de vida conhecidos geralmente envolvendo a passagem pelo sistema

digestório do vertebrado aquático (VOTYPKA et al., 2017), os Coccidia parasitos de peixes

ainda tem sua distribuição e biodiversidade pouca estudada na porção oriental da região

amazônica brasileira (SILVA et al., 2019). Levando a necessidade de ampliação do

entendimento sobre a diversidade e papel ambiental de coccídeos associados a organismos

aquáticos na região tropical, visto o potencial zoonótico destes organismos, que podem
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acarretar prejuízos econômicos e gerar impactos negativos à saúde humana (CHAI et al.,2005;

KHALI et al., 2014).

METODOLOGIA

Área de estudo

As amostras de peixes analisadas foram coletadas na porção final do médio curso do

rio Tocantins (sub-bacia 23) no norte do estado do Tocantins e oeste do estado do Maranhão.

Com coletas realizadas via pesca manual e tarrafa nas regiões de Imperatriz e Estreito, no

estado do Maranhão.

Os produtos de PCR foram evidenciados pela eletroforese em gel de agarose e

purificados com GFX™ PCR DNA e um kit de Purificação de Bandas de Gel (GE

Healthcare, UK), de acordo com as instruções do fabricante. As reações de seqüenciamento

serão conduzidas com o kit Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems,

EUA), seguindo as instruções do fabricante, em um ABI 3100 Genetic Analyzer (Applied

Biosystems, EUA).

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Durante a realização dos estudos foram analisados 42 exemplares de Psectrogaster.

amazonica, 19 amostrados durante o período chuvoso e 23 amostrados no período de

estiagem de junho a setembro de 2021. A análise da espécie Hemiodus unimaculatus foi

realizada com 18 exemplares, todos amostrados durante o período chuvoso. No estudo, o

gênero Cichla foi representado por duas espécies, mostradas em períodos distintos.

No Cichla ocellaris foram realizadas medições morfométricas dos oocistos a fresco.

Os oocistos observados apresentaram diâmetro médio de 19,2 (18,2 – 24,3), com esporocistos

apresentando comprimento total médio de 10,9 (10,4 – 11,6), largura média 4,6 (4,0 – 7,0) e

comprimento total do prolongamento posterior médio de 4,5 (3,2 – 5,8). Divergindo de outros

representantes do gênero Calyptospora já descritos parasitando peixes no rio Tocantins.
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Figura 01 – Corte histológico do tecido hepático de Cichla piquiti, corado por
Hematoxilina-Eosina. Oocisto do gênero calyptospora (Seta), esporocisto com duas cápsulas
polares (*).

Os coccídios hepáticos amostrados em Cichla piquiti. apresentaram oocistos, com

diâmetro médio foi de 21,9 (18 – 24), contendo quatro esporocistos, com comprimento total

médio de 10,3 (8.8 – 11.6), largura média 4,6 (3,2 – 7,0) e comprimento total do

prolongamento posterior médio de 3,4 (2.2 – 5.8). Os dados morfométricos foram comparados

entre a espécie, C. paranaidji por Silva et al. (2018), em que o comprimento médio do oocisto

é de 21,1; o comprimento dos esporocistos 9,7 e largura 4,6. Indicando uma proximidade

morfológica entre os oocistos presentes no Cichla sp. com a espécie C. paranaidji.

Em relação ao Rhamdia quelen, no exame parasitológico por microscópio

estereoscópico foram encontrados diversos oocistos esporulados, espalhados pelo parênquima

hepático e centros melano-macrográficos ao redor dos oocistos. E realizada as medições

morfométricas dos oocistos apresentaram diâmetro médio de 11.1 (9,5 – 11,8), com quatro

esporocistos com comprimento total médio de 4,0 (4,0 – 4,0), largura média 1,8 (1,8 – 1,8) e

comprimento total do prolongamento posterior médio de 1,4 (1,4 – 1,4). Os dados obtidos

foram insuficientes para uma comparação com outras espécies do gênero Calypstopora.
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Figura 02 – Tecido hepático a fresco do Rhamdia sp. evidenciando a presença de vacúolos
parasitóforos (*) com oocistos esporulados em meio a centros melano-macrofagico (A - Seta
preta). Oocisto esporulado (B - Seta branca).

Com relação ao Psectrogaster amazônica e Hemiodus unimaculatus, não foram feitas
as medições morfométricas dos parasitos encontrados para comparação com trabalhos
publicados de espécies que já foram registradas no Brasil, porém materiais foram coletados
para as análises moleculares.

Biologia molecular e análises filogenéticas dos microparasitos eucariotos

As amostras genéticas analisadas de myxozoário do gênero Henneguya, parasitos do

tecido renal de Psectrogaster amazonica até o presente momento não resultaram amplificação

de material genético dos parasitos, não podendo ser realizadas discussões acerca da relação

filogenética destes com outras espécies já publicadas de parasitos deste gênero em peixes da

região neotropical.

Os PCR’s realizados com amostras de tecidos hepáticos contaminados com vacúolos

parasitóforos de Calyptospora spp resultaram em quatro sequências parciais do gene 18S. Nos

hospedeiros Tucunarés (Cichla spp), foram obtidas sequências parciais de Calyptospora sp1,

com 660 pb, e Calyptospora sp2 apresentando 532 pb. Duas sequências parciais de

Calyptospora sp3, com respectivamente 339 e 631 pb, foram obtidos de parasitos de Avoador

(Hemiodus unimaculatus) e Calyptospora sp4, com 641 pb, parasito de Jundiá (Rhamdia

quelen).

A análise filogenética dos exemplares de Calyptospora envolveu 12 sequências de

nucleotídeos. Todas as posições contendo lacunas e dados ausentes foram eliminadas. Havia
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um total de 330 posições no conjunto de dados final (Fig. 18). Os hospedeiros das espécies

Calyptospora sp1 e Calyptospora sp2, pertencem ao gênero Cichla, contudo ainda aguardam

confirmação quanto a espécie, havendo suspeita de pertencerem às espécies Cichla piquiti e

Cichla ocellaris, respectivamente. Calyptospora sp1 apresenta uma provável equivalência

com Calyptospora paranaidji, descrito por Silva et al. (2019) parasitando C. piquiti

amostrados no lago da UHE de Estreito, Maranhão, localizada no rio Tocantins a

aproximadamente 200 km a montante da região de coleta atual.

A espécie Calyptospora sp2 pode apresentar correspondência com Calyptospora

tucunarencis, parasito de C. ocellaris na região nordeste, contudo não há dados moleculares

desta espécie para confirmação. Avaliações morfológicas mais precisas, em especial com a

utilização de técnicas de microscopia eletrônica de transmissão, podem confirmar a relação

destes parasitos e resultar em publicação com a descrição molecular de C. tucunarencis e

ampliação da área de ocorrência desta espécie.

Parasitando exemplares de Hemiodus unimaculatus a espécie Calyptospora sp3 pode

representar uma nova espécie para o gênero, o que elevaria para três o número de espécies do

gênero Calyptospora descritas na região de estudo. A ampliação das análises moleculares e a

realização de análises morfológicas poderão confirmar essa hipótese. Calyptospora sp4

parasitando o siluriforme R. quelen na análise de Máxima Parcimônia apresentou melhor

alinhamento com C. spinosa, devendo haver ampliação dos estudos moleculares para tomada

de decisão acerca de se tratar ou não de uma nova espécie.
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Figura 03. Análise de Máxima Parcimônia de taxa de Calyptospora, analisados.

CONCLUSÕES

A diversidade de microparasitos associados a peixes na bacia do rio Tocantins é

ainda só atenuadamente conhecida. As espécies de parasitos eucariotos encontradas durante o

presente estudo podem ser registros de novas espécies, ou novas áreas de ocorrência, de

mixozoários e coccídeos para a região neotropical. Contudo, serão necessários mais estudos

em relação a biologia molecular e ultra estrutura destes parasitos para possibilitar a

comparação destes organismos observados com espécies já descritas na literatura científica.
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