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RESUMO GERAL

O presente trabalho avaliou o impacto do parasitismo sobre os pardmetros hematologicos e
bioquimicos na criagdo de tambaqui (Colossoma macropomum) e os danos teciduais
provocados pela infeccdo por acantocéfalo Neoechinorhynchus buttnerae. Para alcancar esses
objetivos um total de 42 exemplares de tambaqui foram coletados em piscicultura comercial.
Destes, 32 peixes foram utilizados para identificacdo dos parasitos metazoarios e
caracterizacdo do perfil hematoldgico e bioquimico; enquanto 10 exemplares (5 parasitados e
5 ndo parasitados) foram utilizados para aplicacdo de técnicas estereoldgicas na investigacao
morfométrica das alteracfes provocadas pela presenca de acantocéfalos (N. buttnerae) no
intestino de tambaqui (Colossoma macropomum). Dos peixes analisados, 100% estavam
parasitados, sendo 100% por helmintos Monogenea e acantocéfalos, 59,38% por crustaceos
copépodos e 53,13% por branquitros. A maior intensidade média foi de acantocéfalos,
seguida por monogenéticos, copépodos e branquilros. As espécies de helmintos identificadas
foram:  Anacanthotus  spathulatus, = Mymarothecium boegeri e  Notozothecium
janauachensis (Monogenea) e Neoechinorhynchus buttnerae (Acanthocephala). Foi
observada correlacao positiva significativa entre peso dos peixes e 0s valores de hematocrito
(Ht), hemoglobina (Hb), volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média
(HCM), bem como entre comprimento total e VCM, HCM. O fator de condicdo, Ht e Hb
foram negativamente correlacionados com parasitos Copepoda. Houve correlacdo negativa
significativa entre Acantocephala e os parametros Ht, Hb, trombdcitos e glicose, bem como
entre Monogenea e glicose, indicando que o hemograma pode ser influenciado por fatores
enddgenos como o comprimento e 0 peso corporal dos peixes, assim como pelo parasitismo,
afetando a saude de tambaquis. Ja com relacdo a avaliacdo do dano tecidual, com emprego de
ferramenta estereoldgica, as por¢des do intestino foram classificadas em 7 regides, de acordo
como as alcas estdo naturalmente enoveladas na cavidade celomética. No que se refere ao
volume médio das camadas intestinais (mucosa, submucosa, muscular e serosa), 0 aumento no
volume da mucosa foi estatisticamente significativo nas regides 3, 4 e 5. Nessas regides, a
carga parasitaria média foi de aproximadamente 34 parasitos/regido. Na avaliagdo dos danos
nas camadas intestinais do tambaqui, a camada mucosa foi a mais afetada pela presenca de
acantocéfalos, podendo ser verificada diferenca significativa entre todas as regides analisadas
na comparagdo dos grupos parasitados e nédo parasitados, enquanto a submucosa apresentou
infiltracdo leucocitaria significativa nas regides 2, 3 e 4 nos peixes parasitados. A muscular

apresentou infiltrado leucocitario nas regifes 2, 3 e 5 do grupo parasitado. Houve edema



muscular relevante apenas nas regides 2 e 5 do grupo parasitado. Destaca-se ainda que a area
superficial da mucosa néo foi alterada nos peixes parasitados, o que sugere que a absor¢do no
nivel dos vilos ndo foi alterada. Portanto, os juvenis de tambaqui avaliados apresentaram
infestacdo moderada por parasitos metazodrios, capazes de debilitar os hospedeiros como
observado através das alteracbes hematoldgicas e bioquimicas; acrescenta-se ainda que a
camada mucosa intestinal de tambaqui foi afetada pela presenca de N. buttnerae, e que apesar
dos danos observados a area superficial da mucosa, principal sitio de absor¢édo de nutrientes,

foi preservada.

Palavras-chaves: Parasitos, metazoarios, acantocéfalos, estereologia, hematologia,

piscicultura.



ABSTRACT

The present work evaluated the impact of parasitism on hematological and biochemical
parameters in the rearing of tambaqui (Colossoma macropomum) and tissue damage caused
by Acanthocephala infection Neoechinorhynchus buttnerae. To reach these objectives a total
of 42 tambaqui specimens were collected in commercial fish culture. Of these, 32 fish were
used to identify the metazoan parasites and characterization of the hematological and
biochemical profile; While 10 specimens (5 parasitized and 5 non-parasitized) were used for
the application of stereological techniques in the morphometric investigation of the changes
caused by the presence of acanthocephals (N. buttnerae) in the intestine of tambaqui
(Colossoma macropomum). Of the analyzed fish, 100% were parasitized, being 100% by
Monogenea helminths and acantocephalans, 59.38% by copepod crustaceans and 53.13% by
branchiura. The highest mean intensity was of Acanthocephala, followed by monogenetic,
copepods and branchiura. The species of helminths identified were: Anacanthorus
spathulatus, Mymarothecium boegeri and Notozothecium janauachensis (Monogenea) and
Neoechinorhynchus buttnerae (Acanthocephala). There was a significant positive correlation
between fish weight and hematocrit (Ht), hemoglobin (Hb), mean corpuscular volume
(MCV), mean corpuscular hemoglobin (HCM), as well as between total length and MCV,
HCM. For the condition factor, as well as Ht and Hb a negative correlation with Copepoda
parasites was observed. There was a significant negative correlation between Acanthocephala
and the parameters Ht, Hb, thrombocytes and glucose, as well as between Monogenea and
glucose, indicating that the hemogram could be influenced by endogenous factors such as
length and body weight of the fish, as well as by parasitism, affecting the health status of
tambaquis. Regarding the evaluation of the tissue damage, using a stereological tool, the
portions of the intestine were classified into 7 regions, according to how the loops are
naturally loosened in the coelomic cavity. As regards the mean volume of the intestinal layers
(mucosa, submucosa, muscular and serous), the increase in mucosa volume was statistically
significant in regions 3, 4 and 5. In these regions, the average parasitic load was
approximately 34 parasites / region. In the evaluation of the intestinal layers of tambaqui, the
mucosa layer was the most affected by the presence of acanthocephala, and a significant
difference could be observed between all regions analyzed in the comparison of parasitized
and non-parasitized groups, while the submucosa presented significant leukocytes infiltrate in
regions 2, 3 and 4 in the parasitized fish. The muscular showed leukocytes infiltrate in regions



2, 3 and 5 of the parasitized group. There was relevant muscular edema only in regions 2 and
5 of the parasitized group. It should be noted that the surface area of the mucosa was not
altered in the parasitized fish, suggesting that the absorption at the villi level was not altered.
Therefore, the tambaquis evaluated presented moderate infestation by metazoan parasites,
capable of weakening the hosts as observed through hematological and biochemical
alterations; it is further added that the intestinal mucosa layer of tambaqui was affected by the
presence of N. buttnerae, and that despite the damage observed the surface area of the

mucosa, the main site of nutrient absorption, was preserved.

Key words: parasites, metazoans, acanthocephala, stereology, hematology, fish farming.
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Introducéo Geral

A aquicultura brasileira cresceu de forma significativa nos ultimos anos e em 2015
atingiu um valor de producgéo de R$ 4,39 bilhdes, com 69,9% da producgéo oriunda da criagdo
de peixes. A producéo total de peixes no ano de 2015 foi de 483,24 mil toneladas, destacando-
se neste contexto o Estado de Rond6nia que ocupa a primeira posi¢do no ranking de producao
de peixes e 0 estado do Amazonas que surge na 72 posi¢cdo. Em ambos os estados da regido

Norte, o tambaqui (Colossoma macropomum) ¢ a principal espécie cultivada (IBGE, 2015).

O tambaqui € a espécie nativa mais cultivada no Brasil com produgéo de 135,86 mil
toneladas (28,1%), seguida pelos hibridos tambacu (Colossoma macropomum X Piaractus
mesopotamicus) e tambatinga (Colossoma macropomum X Piaractus brachypomus) (7,7%), e
perdendo somente para a tilapia com 45,4% da producdo nacional no ano de 2015 (IBGE,
2015). O tambaqui se destaca por apresentar bom desempenho zootécnico em cultivo, pela
rusticidade, facil aceitacdo de ragdo, assim como a disponibilidade de alevinos durante todo o
ano (Gomes et al., 2010; Valladdo et al., 2016). Outro fator importante para a cadeia
produtiva do tambaqui é a disponibilidade de pacote tecnoldgico de producdo intensiva da
espécie, o qual permite alcancar producdo de até 18 toneladas/hectare em 10 meses de cultivo
com o uso de aeradores, com peixes pesando aproximadamente 2,5 kg na despesca final;
sendo esta producdo considerada no minimo trés vezes superior a média do Estado do
Amazonas (lzel et al., 2013).

Com a intensificagdo e expansdo dos sistemas de produgdo no Brasil, problemas
relacionados a ocorréncia de doencas tém aumentado, culminando na perda parcial ou total da
producdo (Valladao et al., 2016). De forma geral, os peixes podem apresentar enfermidades
de diversas origens em sistemas de criacdo intensiva, com destaque para as doencas
parasitarias (Martins et al., 2010; Padua et al., 2013; Moreira et al., 2013; Valladdo et al.,
2014; Jeronimo et al., 2014; 2017). Em tambaquis cultivados no Brasil, diferentes grupos de
parasitos foram registrados, sdo eles: protozoarios, mixosporideos, crustaceos e helmintos
(Tabela 1); estes parasitos quando encontram condigdes favoraveis, proliferam-se causando
doencas (Portz et al., 2013; Valladao et al., 2014; Jerdnimo et al., 2015; 2017). Destaca-se que
0 impacto econdmico destas perdas na criacdo de peixes no Brasil devido a doengas
parasitarias e bacterianas é de 25026,3 toneladas, correspondendo a 5,05 milhdes de ddlares
(Tavares-Dias; Martins, 2017).



Tabela 1. Principais parasitos registrados na criacdo de tambaqui Colossoma macropomum.

Tambaqui Sitio de Infec¢do

PROTOZOA
Ichthyophthirius multifiliis + Branquias e Tegumento
Trichodina sp. + Bréanquias e Tegumento
Piscinoodinium pillulare + Bréanquias e Tegumento
Tetrahymena sp. + Branquias
MYXOZOA
Henneguya sp. + Branquias, Figado, Rim
Myxobolus sp. + Branquias, Figado, Rim
MONOGENEA
Linguadactyloides brinkmanni + Bréanquias e Tegumento
Anacanthorus spathulatus + Branquias e Tegumento
Mymarothecium boegeri + Bréanquias e Tegumento
Mymarothecium viatorum + Branquia
Notozothecium janauachensis + Branquias e Tegumento
Notozothecium euzeti + Branquias e Tegumento
DIGENEA
Diplostomidae gen. sp. + Olhos
NEMATODA
Procamallanus .

. N + Intestino
(Spirocamallanus) inopinatus
ACANTOCEPHALA
Neoechinorhyncus buttnerae + Intestino
CRUSTACEA
Branquilros
Dolops carvalhoi + Tegumento
Argulus chicomendesi + Tegumento
Copepoda
Perulernaea gamitanae + Tegumento, boca, cavidade branquial,

branquias

Gamidactylus jaraquensis + Fossas nasais
Ergasilus sp. Branquias
Isopoda
Braga patagonica + Tegumento, boca, cavidade branquial,

branquias

Fonte: Benetton e Malta (1999), Malta e Varella (2000), Malta et al. (2001), Aquino-Pereira
(2001), Varella et al. (2003), Morais et al. (2009), Maciel et al. (2011), Morais et al. (2011),
Tavares-Dias et al. (2011), Godoi et al. (2012), Santos et al. (2013), Tavares-Dias et al.
(2014), Kubitza e Campos (2014), Pinheiro (2014), Oliveira (2014), Dias et al. (2015).
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A gravidade das infeccOes depende da espécie de parasita em questdo, da sua
localizacdo e o modo como atua no hospedeiro. Protozoarios, mixosporideos, monogenea e
crustaceos, por exemplo, sdo parasitos de branquias e tegumento; jA 0s grupos digenea,
nematoides e acantocéfalos ocorrem principalmente no intestino (Aquino-Pereira et al., 2016).
Com relacdo a acdo patogénica dos parasitos, os copépodas podem causar reacdo hiperplésica
e inflamatoria nos locais de fixagcdo (Jer6bnimo et al., 2015) e até a mortalidade dos peixes,
como jé registrado na criacdo de tambaqui na Amazoénia Peruana, parasitados por Perulernaea
gamitanae (Delgado et al., 2011). Por outro lado, a acdo patogénica dos branquiuros se deve a
presenca de poderosas mandibulas, equipadas com estilete usado para perfuracdo (Dolops sp.)
e ventosas (Argulus sp.). As consequéncias mais severas dessa infecgdo consistem na perda de
peso, reducdo na taxa de crescimento e alteracbes no comportamento (peixes agitados,
raspando contra as paredes e fundo das estruturas de producdo, natacdo erratica e letargia)
(Thatcher, 2006; Lima et al., 2013). Dentre os helmintos, os monogenéticos, quando em alta
infestacdo, podem causar letargia, anorexia, perda de peso, aumento da produgdo de muco no
corpo e nas branquias, além da acdo mecanica dos parasitos abrirem portas de entrada para
iniciarem processos infecciosos secundarios causados por bactérias e fungos (Thatcher, 2006;
Takemoto et al., 2013; Portz et al., 2013). Destaca-se, ainda, a ocorréncia de hiperplasia,
focos necréticos, edema, desprendimento do epitélio e ruptura de células pilares (Martins &
Romero, 1996). Contudo, sdo os acantocéfalos que vém chamando a atencdo dos piscicultores
nos uUltimos anos em razdo das altas infestacdes registradas na criacdo de tambaqui e seus
hibridos na Amazodnia brasileira (Dias et al.,, 2015; Chagas et al., 2015; Padua, 2016;
Jerbnimo et al., 2017).

Acantocéfalos constituem o menor grupo de parasitas com aproximadamente 1.100
espécies (Bush et al., 2001), sendo que mais da metade das espécies sdo endoparasitas de
peixes que ocorrem em animais da natureza e de cultivo (Nickol, 2006). O ciclo de vida deste
grupo € indireto e estd baseado na cadeia trofica sendo necessario um artropode como
hospedeiro intermediario, e um vertebrado como hospedeiro definitivo, contudo, hospedeiros
paraténicos podem estar presentes (Santos et al., 2013). Destaca-se que até o momento
somente se tem conhecimento da ocorréncia de apenas uma espécie de acantocéfalo
parasitando o tambaqui, sendo Neoechinorhynchus buttnerae, mesma espécie que acomete
seus hibridos (Malta et al., 2001; Thatcher, 2006; Eiras et al., 2010; Silva et al., 2013; Dias et
al., 2015; Jerdnimo et al., 2017). Segundo Jerdnimo et al. (2017), em severa infeccédo, este

parasito causa severas patogenias, entre elas o enrijecimento e espessamento da parede do
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intestino, devido a acdo mecanica de sua fixagcdo, que ocasiona um processo intenso
inflamatorio predominantemente formado por macréfagos, células de Langerhans e linfécitos.
Devido a estas alteracBes, os parametros hematoldgicos e bioquimicos dos tambaquis
parasitados por acantocéfalos podem ser alterados, entretanto, até o momento séao
desconhecidos. Contudo, para fazer esta avaliagdo, ndo devem ser descartados os demais
grupos de parasitos presentes no hospedeiro, pois, sabe-se que helmintos Monogenea sé&o
capazes de alterar os aspectos fisiologicos dos peixes, devido ao seu modo de alimentacao
(Takemoto et al. 2008; Jerénimo et al., 2014), assim como 0 mecanismo de acao/fixacdo dos
parasitos crustaceos (Lima et al., 2013).

AlteracBes em pardmetros hematoldgicos e bioquimicos em razdo de parasitismo tém
sido relatadas para peixes (Ranzani-Paiva et al., 2000; Belo et al., 2013; Figueredo et al.,
2014; Jerbnimo et al., 2014; Marinho et al., 2015; Corréa et al., 2016; Jerdnimo et al., 2017).
Em curimbatd (Prochilodus lineatus) infectado com o acantocéfalo Neoechinorhynchus
curemai, Belo et al. (2013) registrou menor nimero de trombdcitos, sugerindo que ha
recrutamento dessas células para as lesdes hemorragicas causadas pelo parasita na parede
intestinal. Niveis elevados de parasitismo pelo monogenético Anacanthorus penilabiatus
causaram diminuicao significativa no hematdcrito, eritrocitos, concentracdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM) e numero de basofilos em pacu (Piaractus mesopotamicus)
(Jerénimo et al., 2014). Em pirarucu, o poliparasitismo por protozoarios e metazoarios causou
reducdo no hematocrito e Volume Corpuscular Médio (VCM), além de aumento no ndmero
de eritrécitos, Hemoglobina Corpuscular Média (HCM) e CHCM, para compensar a reducéo
no tamanho dos eritrécitos e melhorar o transporte de gases respiratorios nesse hospedeiro.
Além disso, houve o estimulo na producdo de leucdcitos em resposta a esse parasitismo
(Marinho et al., 2015). Em Cyprinus carpio, 0 parasitismo por monognoides e copepoditos de
Lernaea cyprinacea aumentou o namero de eritrécitos e diminuiu o hematdcrito, mostrando
uma forte correlacdo com os niveis de infeccdo (Ghiraldelli et al., 2006). Em tambacu
parasitado por Dolops sp. houve aumento na glicose plasmatica e nas proteinas séricas
(Tavares-Dias et al., 2007). Portanto, peixes com alta infestacdo parasitaria ficam susceptiveis
as alteragdes hematoldgicas e bioquimicas, e mais vulneraveis as infeccdes secundarias.

Estudos qualitativos com a descri¢do das alteracfes teciduais decorrentes da infeccéo
por acantocéfalos em tambaquis foram conduzidos por Jer6nimo et al. (2017) e desempenham
papel importante. Entretanto, uma abordagem quantitativa da infeccdo por acantocéfalos em

tambaqui ainda necessita ser investigado, pois leva em consideracgdo a representatividade de
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uma alteracdo em relagdo ao 6rgdo em questdo. Nesse sentido, a estereologia € um método de
estudo que visa quantificar estruturas microscopicas tridimensionais, a partir de observagoes
feitas em secOes bidimensionais (Gundersen et al., 1988). Esse método estd baseado em
principios da geometria integral e permite calcular a dimenséo da variabilidade de seus dados
amostrais (Weibel, 1979; Gundersen et al., 1988).

Diante do impacto do parasitismo por metazodrios na criacdo de peixes, e
principalmente em razdo do aumento de casos de acantocefalose no cultivo de tambaquis,
devem ser priorizados estudos avaliando as alteracbes hematoldgicas, bioquimicas e
histopatoldgicas em tambaquis infectados pelo acantocéfalo Neoechinorhynchus buttnerae
e/ou por poliparasitismo para subsidiar medidas assertivas de prevencao, bem como métodos
eficazes de tratamento, 0 que poderd contribuir para o fortalecimento e consolidacdo do
pacote de producdo desta espécie de peixe, que apresenta grande importancia econémica em
varias regides do Brasil.

A presente dissertacdo foi estruturada em dois capitulos. Esta introducdo contextualiza
a tematica do estudo, sendo apresentado na sequéncia o objetivo do projeto que foi avaliar o
impacto do parasitismo sobre os parametros hematoldgicos e bioquimicos na criacdo de
tambaqui (Colossoma macropomum) e os danos teciduais provocados pela infeccdo por
acantocéfalo Neoechinorhynchus buttnerae. O capitulo 1 apresenta o artigo “Pardmetros
hematoldgicos e bioquimicos de tambaqui (Colossoma macropomum) cultivado, naturalmente
parasitado por metazoarios” e o capitulo II apresenta o artigo “Morfologia quantitativa do
intestino de tambaqui (Colossoma macropomum) parasitado por Neoechinorhynchus
buttnerae”. Na sequéncia sdo apresentadas consideracdes finais com as implicacbes do
estudo.
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Objetivos

Geral

e Auvaliar o impacto do parasitismo sobre os parametros hematoldgicos e bioguimicos na
criagdo de tambaqui (Colossoma macropomum) e os danos teciduais provocados pela

infeccdo por acantocéfalo Neoechinorhynchus buttnerae.

Especificos

¢ Identificar as espécies de parasitos metazoarios que acometem o tambaqui cultivado e
determinar os niveis de infeccao;

e Caracterizar o perfil hematoldgico e bioquimico de tambaquis parasitados por
metazoarios;

e Auvaliar as correlagbes entre parasitos metazoarios e parametros hematolégicos,
bioguimicos e fator de condi¢do de tambaqui;

e Quantificar as alteracdes teciduais nas camadas do intestino de tambaquis parasitados
por acantocéfalos;

e Verificar a integridade da mucosa intestinal;

e Determinar a area de absorcdo intestinal em tambaquis parasitados por acantocéfalos.



Capitulo 1

Parametros hematologicos e bioquimicos de tambaqui
(Colossoma macropomum) cultivado naturalmente

parasitado por metazoarios
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Resumo

Este estudo avaliou o impacto do parasitismo sobre os parametros hematoldgicos,
bioquimicos e fator de condicdo de tambaqui (Colossoma macropomum) cultivado na regido
Norte do Brasil. Foram utilizados 32 exemplares de tambaqui, coletados em uma piscicultura
comercial, sendo os parasitos metazoarios identificados e o perfil hematol6gico e bioquimico
caracterizado. Dos peixes analisados, 100% estavam parasitados, sendo 100% por helmintos
Monogenea e acantocéfalos, 59,38% por crustaceos copépodos e 53,13% por branquidros. A
maior intensidade média foi de acantocéfalos, seguida por monogenéticos, copépodos e
branquidros. As espécies de helmintos identificadas foram: Anacanthotus spathulatus,
Mymarothecium boegeri e Notozothecium janauachensis (Monogenea) e Neoechinorhynchus
buttnerae (Acanthocephala). Foi observada correlacdo positiva significativa entre peso dos
peixes e hematdcrito (Ht), hemoglobina (Hb), volume corpuscular médio (VCM),
hemoglobina corpuscular média (HCM), bem como entre comprimento total e VCM, HCM.
O fator de condicdo, Ht e Hb estavam negativamente correlacionados com a carga de
parasitos Copepoda. Houve ainda correlacdo negativa significativa entre Acantocephala e 0s
parametros Ht, Hb, trombdcitos e glicose, bem como entre Monogenea e glicose. Portanto, 0s
juvenis de tambaqui apresentavam infestacdo moderada por parasitos metazoarios, 0s quais
foram capazes de debilitar seus hospedeiros como observado através das alteracGes

hematoldgicas e bioquimicas.

Palavras-chaves: parasitos, monogenea, acantocéfalos, crustaceos, hematologia, piscicultura.

Abstract

This study evaluated the impact of parasitism on the hematological, biochemical and
condition factors of tambaqui (Colossoma macropomum) grown in the northern region of
Brazil. Thirty - four specimens of tambaqui were collected from a commercial fish farm, with
the metazoan parasites identified and the hematological and biochemical profile characterized.
Of the analyzed fish, 100% were parasitized, being 100% by Monogenea and
acantocephalans, 59.38% by copepod crustaceans and 53.13% by branchiura. The highest
mean intensity was of acanthocephala, followed by monogenea, copepods and branchiura.
The species of helminths identified were: Anacanthorus spathulatus, Mymarothecium boegeri
and Notozothecium janauachensis (Monogenea) and Neoechinorhynchus buttnerae

(Acanthocephala). There was a significant positive correlation between fish weight and
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hematocrit (Ht), hemoglobin (Hb), mean corpuscular volume (MCV), mean corpuscular
hemoglobin (HCM), as well as between total length and MCV, HCM. For the condition
factor, as well as Ht and Hb a negative correlation with Copepoda parasites were observed.
There was a significant negative correlation between Acantocephala and the parameters Hit,
Hb, thrombocytes and glucose, as well as between Monogenea and glucose. Therefore,
tambaqui presented moderate infestation by metazoan parasites, capable of weakening the

hosts as observed through hematological and biochemical alterations.

Keywords: Parasites, monogenea, acantocephala, crustacea, hematology, fish farming.

Introducéo

O tambaqui (Colossoma macropomum) € a principal espécie nativa criada no Brasil,
com producdo de 135,86 mil toneladas (28,1%) (IBGE, 2015). Seu destaque na piscicultura se
deve ao seu bom desempenho zootécnico em cativeiro, rusticidade, facil aceitacdo de racéo, e
disponibilidade de alevinos durante todo o ano (GOMES et al., 2010). Em criacdo intensiva é
possivel alcancar producao de até 18 toneladas/hectare em 10 meses de cultivo de tambaquis
com o uso de aeradores, com peixes pesando aproximadamente 2,5 kg na despesca final
(IZEL et al., 2013).

Com a intensificacdo e expansdo dos sistemas de producédo, problemas relacionados a
ocorréncia de doencas tém aumentado, culminando na perda parcial ou total da producéo
(VALLADAO et al., 2016). O impacto econémico de perdas na criacdo de peixes no Brasil
devido a doengas é da ordem de 25026,3 toneladas, correspondendo a 5,05 milhdes de dolares
(TAVARES-DIAS; MARTINS, 2017). As enfermidades de peixes apresentam diversas
etiologias em sistemas de criagdo intensiva, com destaque para as doencas parasitarias
(MARTINS et al., 2010; PADUA et al., 2013; MOREIRA et al., 2013; VALLADAO et al.,
2014; JERONIMO et al., 2017). Entre os principais grupos de parasitos que tem afetado
criacdo de tambaqui na regido Norte do Brasil, os acantocéfalos chamam a atencdo dos
piscicultores, em razdo das altas infestagOes registradas (CHAGAS et al., 2015; GOMES et
al., 2017), cujas perdas de peixes por esta parasitose foram estimadas em 1,12 toneladas e
0,002 milhdes de dolares (TAVARES-DIAS; MARTINS, 2017). Estes autores destacam
também as perdas econdmicas provocadas por protozoarios (lchthyophthirius multifiliis e

Piscinodinium pillulare) e helmintos Monogenea.
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Estes obstaculos que afetam a produtividade estdo diretamente relacionados aos danos
causados nos peixes hospedeiros que varia de acordo com a espécie de parasito, bem como
sua forma de alimentacdo, ao 6rgdo do hospedeiro afetado e ao estado geral do organismo da
espéecie hospedeira (TAVARES-DIAS et al., 2006). Consequentemente, 0 parasitismo causa
efeito inibitorio na resposta imunolégica dos peixes, causando significativa redugdo na sua
resisténcia a doencgas (FAST, 2014). Assim é necessario o monitoramento constante do estado
de saude dos peixes em cativeiro, no qual os parametros sanguineos e bioquimicos podem ser
utilizados como indicadores bioldgicos, como rapida ferramenta na identificacdo do estresse
que o ambiente e os parasitos podem impor aos peixes (TAVARES-DIAS et al., 2015;
JERONIMO et al. 2014; 2015).

S80 poucos os registros na literatura de alteracGes fisioldgicas em tambaqui, devido a
acao natural do parasitismo em ambientes de cultivo (TAVARES-DIAS et al., 2011). Niveis
elevados de parasitismo pelo monogenético Anacanthorus penilabiatus causaram diminuicao
significativa no hematdcrito, eritrocitos, concentracdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM) e nimero de basofilos em pacu (Piaractus mesopotamicus) (JERONIMO et al.,
2014). No hibrido tambacu parasitado por Dolops sp. ha relatos de diminuicdo nos valores de
hematdcrito e aumento da concentra¢do de hemoglobina corpuscular média (CHCM), glicose
plasmaética, proteina sérica, sddio e cloretos, indicando que a infeccdo pode levar a importante
distarbios osmorregulatdrios no hospedeiro (TAVARES-DIAS et al., 2007).

Diante disso, o objetivo deste trabalho foi avaliar o impacto do parasitismo sobre 0s
parametros hematologicos, bioguimicos e fator de condi¢cdo de tambaqui (C. macropomum)

cultivado na regido Norte do Brasil.

Material e Métodos

Peixes e local de estudo

Espécimes de tambaqui (C. macropomum) foram coletados em dezembro de 2016, de
uma piscicultura comercial do municipio de Rio Preto da Eva, Estado do Amazonas. Os
peixes eram criados em tanque escavado de 8.000 m? e alimentados, duas vezes ao dia, com
racdo comercial extrusada para peixes onivoros contendo 32% de proteina bruta (PB).

Foram capturados um total de 32 peixes com emprego de rede de arrasto, sendo estes

imediatamente imobilizados e anestesiados (100 mg L™ benzocaina) para coleta sanguinea,
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obtencdo dos dados de peso e comprimento e posterior coleta de drgdos para avaliacdo
parasitologica. Os procedimentos experimentais utilizados neste trabalho estdo de acordo com
as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA, 2015) e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da

Embrapa Pesca e Aquicultura e esta registrado com o n° 024/2016.

Coleta de sangue, analises hematoldgicas e bioguimicas

O sangue destes animais foi coletado por puncdo do vaso caudal com o auxilio de
seringas contendo EDTA (10 %) para posterior determinacdo de parametros hematol6gicos e
bioquimicos. O percentual de hematdcrito foi determinado pelo método de microhematocrito,
a contagem de eritrocitos em camara de Neubauer apos diluicdo do sangue (1:200) em
solucdo de Natt e Herrick (1952), e a concentracdo de hemoglobina pelo método da
cianometahemoglobina (COLLIER, 1944). Os indices hematimétricos, volume corpuscular
médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentracdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM) foram calculados de acordo com Ranzani-Paiva et al. (2013).
Foram confeccionadas extensdes sanguineas, coradas com May Grinwald-Giemsa-Wright
para contagem diferencial de leucocitos (linfdcitos, mondcitos, neutrofilos e eosindfilos), e de
leucdcitos e trombdcitos totais (RANZANI-PAIVA et al., 2013). Ap0s esses procedimentos, 0
plasma foi separado, por centrifugagdo do sangue (75 G), e mantido a -18 °C até a realizagdo
das analises, quando foram determinados os niveis de glicose plasmatica pelo método da
glicose oxidase e proteinas totais pelo método de biureto, utilizando kits comerciais

especificos (Labtest, MG, Brasil).

Coleta, fixacéao e identificacdo dos parasitos

Na coleta, fixacdo e quantificacdo dos parasitos seguiu-se as recomendacgdes de Eiras
et al. (2006) e Thatcher (2006). As branquias dos peixes foram removidas e fixadas em formol
5% e os parasitos foram conservados em alcool 70% para posterior identificacdo. O trato
gastrointestinal foi removido e colocado em placa de Petri contendo solugéo de cloreto de
sodio 0,9% para analise. Para quantificacdo dos parasitos metazoarios, os Orgdos foram
analisados com auxilio de estereomicroscopio. A identificacdo dos parasitos foi de acordo
com Golvan (1956), Kritsky, Thatcher & Kayton (1979), Cohen & Kohn (2005) e Belmont-
Jégu, Domingues & Martins (2004). Com os dados obtidos, foram calculados os indices

parasitarios de acordo Bush et al. (1997).
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Fator de condicéo relativo (Kn)

Os dados de peso e comprimento foram utilizados para calcular o fator de condicéo
relativo (Kn) dos peixes. Valores de comprimento padréo (Ls) em centimetros, e de peso total
(Wt), em gramas, de cada hospedeiro foram ajustados a curva da relagcdo peso-comprimento:
Wt = a.Ls". Com os coeficientes a e b da equacio, os valores estimados de peso (We) foram
calculados, sendo o fator de condicéo relativo (Kn) correspondente ao quociente entre peso
observado e peso esperado para determinado comprimento (Kn = Wt/We) (LE CREN, 1951).
Em condi¢bes normais, o valor teoricamente esperado é Kn = 1 e qualquer evento que
interfira na salde ou bem-estar do peixe, como o parasitismo, pode produzir variacbes neste
valor (YAMADA et al. 2008).

Parametros de qualidade de 4gua

Durante a coleta dos peixes foram monitorados os parametros de qualidade de &gua
como temperatura (°C) e oxigénio dissolvido (mg L™), mensurados com oximetro YSI Pro20,
pH com auxilio de pHmetro YSI Environmental pH100, e amonia total pelo método de
endofenol (mg L) (APHA, 1998).

Anélise estatistica
O coeficiente de correlacdo de Spearman (rs) foi utilizado para determinar as possiveis
correlacdes entre grupos de parasitos de tambaqui, dados biométricos, hematoldgicos,

bioguimicos e o fator de condi¢do dos tambaquis.

Resultados

Os exemplares de tambaqui coletados apresentavam peso médio de 436,41 + 177,7 g e
0 comprimento total de 29,17 + 3,8 cm. No momento da coleta dos peixes, 0s parametros de
qualidade de agua do tanque de cultivo registrados foram: oxigénio dissolvido (5,78 + 0,67
mg L™), temperatura (30,40 + 0,10 °C), pH (6,30 + 0,12) e aménia (0,36 + 0,17 mg L™,

considerados adequados a criacdo da espécie, conforme lzel et al. (2013).

Dos peixes analisados, 100% estavam parasitados, sendo 100% parasitados por
helmintos Monogenea e acantocéfalos, 59,38% por crustaceos copepodos e 53,13% por
branquidros (Tabela 1). A maior intensidade média observada foi de acantocéfalos no

intestino de tambaqui, seguida por monogenéticos, copépodos e branquitros (Tabela 1).
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Contudo, ndo houve correlagcdo entre os grupos de parasitos (Monogena, Acanthocephala,
Copepoda e Branchiura) de tambaquis (Tabela 2).

Os peixes foram infestados por dois (18,75%), trés (50,0%) ou quatro parasitos
(31,25%), sendo o nivel de infeccdo dos peixes amostrados considerado moderado. As
espécies de parasitos identificados em tambaquis cultivados em sistema intensivo foram os
helmintos Monogenea Anacanthotus spathulatus (Kritsky, Thatcher & Kayton, 1979),
Mymarothecium boegeri (Cohen & Kohn, 2005), Notozothecium janauachensis (Belmont-
Jegu, Domingues & Martins, 2004), e o Acanthocephala Neoechinorhynchus buttnerae
(Golvan, 1956). As espécies de Copepoda e Branchiura ndo foram possiveis identifica-las.
Destaca-se que do total de 296 Monogenea observados foram identificadas 282 A. spathulatus
(95,27% de prevaléncia), 03 M. boegeri (1,01%) e 11 N. janauachensis (3,72%).

Os dados biométricos e os valores dos parametros hematologicos e bioquimicos de
tambaqui estdo apresentados na tabela 3. Para os valores de hematdcrito, hemoglobina e
namero de eritrdcitos, assim como para os indices hematimétricos (VCM, HCM e CHCM),
leucdcitos e trombdcitos totais, glicose e proteinas totais foi observado um intervalo de
variacdo proximo aos valores de referéncia obtidos para C. macropomum (Tavares-Dias,
2015), os quais séo destacados na Tabela 3.

Correlagéo positiva significativa foi encontrada entre o peso dos peixes e 0s valores de
fator de condicdo, hematdcrito, hemoglobina, VCM, HCM, bem como entre o comprimento
total dos peixes e 0 VCM e HCM (Tabela 4). O fator de condi¢do, hematdcrito e hemoglobina
foram negativamente correlacionados com a carga de parasitos Copepoda (Tabelas 4 e 5).
Houve ainda correlagdo negativa significativa entre parasitos Acantocephala e os parametros
de hematdcrito, hemoglobina, trombdcitos e glicose, bem como entre Monogenea e glicose
(Tabela 5).

Discusséo

Os peixes coexistem com 0s parasitos no ambiente e o crescimento excessivo das
populacbes pode ser atribuido a varios fatores, em sua maioria, decorrentes da intensificacdo
dos sistemas de producgdo. Entre os principais grupos de parasitos que causam doencas em
peixes estdo 0s protozoarios, mixosporideos, crustaceos e helmintos, que ao encontrarem
condigdes favoraveis, proliferam-se causando doengas (TAVARES-DIAS et al. 2009; PORTZ
etal., 2013; JERONIMO et al., 2015).
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Neste estudo, as maiores prevaléncias observadas de parasitos em tambaqui foram de
helmintos Monogenea e Acanthocephala, ambas de 100%, sendo que este Ultimo apresentou
maior intensidade média de infeccdo. Destaca-se que até o momento somente se tem
conhecimento da ocorréncia de apenas uma espécie de acantocéfalo parasitando o tambaqui,
sendo Neoechinorhynchus buttnerae, mesma espécie que acomete seus hibridos (MALTA et
al., 2001; THATCHER, 2006; EIRAS et al., 2010; SILVA et al., 2013; DIAS et al., 2015;
JERONIMO et al., 2017). Esta mesma espécie foi identificada no presente estudo, e
apresentou intensidade media mais baixa do que observado por Malta et al. (2001), os quais
relataram mortalidade decorrentes do parasitismo e por Jeronimo et al. (2017). Segundo
Jerbnimo et al. (2017), tambaqui parasitado por acantocéfalos exibiam caquexia, porém sem
mortalidades em cultivos de Rondbnia e Amazonas. Ainda segundo Jerdnimo et al. (2017),
em infeccdo severas, este parasito causa severas patogenias, entre elas o enrijecimento e
espessamento da parede do intestino, devido a acdo mecénica de sua fixacdo, que ocasiona um
processo intenso inflamatdrio predominantemente formado por macréfagos, células de
Langerhans e linfocitos. Devido a estas alteracdes, os parametros hematoldgicos e
bioquimicos dos tambaquis podem ser alterados, entretanto, até o momento séao
desconhecidos. Contudo, para fazer esta avaliacdo, ndo devem ser descartados os demais
grupos de parasitos presentes no hospedeiro, pois, se sabe que helmintos Monogenea séo
capazes de alterar os aspectos fisiologicos dos peixes, devido ao seu modo de alimentacdo
(TAKEMOTO et al., 2008; JERONIMO et al., 2014), assim como 0 mecanismo de

acao/fixacao dos parasitos crustaceos (LIMA et al., 2013).

Os parasitos Monogenea sdo conhecidos por causarem problemas nas pisciculturas,
devido sua alta capacidade de proliferagdo (SANTOS et al., 2013). Altas prevaléncias de
Monogenea também foram registradas em tambaquis criados no estado do Amazonas
(MORAIS et al., 2009; CHAGAS et al., 2016). Quando em alta infestacdo, podem causar
prejuizos econdmicos por causarem patogenias como hiperplasia das lamelas branquiais,
focos necréticos, edema, desprendimento do epitélio e ruptura de células pilares (MARTINS;
ROMERO, 1996), alterando assim os processos fisioldégicos importantes, tais como
respiracdo, excre¢do nitrogenada e equilibrio acido-base (FERNANDES & MORON, 2014;
BECKER & BALDISSEROTTO, 2014). Por sua vez, 0s parasitos crustaceos encontrados nos
peixes analisados neste estudo, foram os copépodos e branquiuros, ao contrario do observado
por Benetton e Malta (1999), Thatcher (2006) e Lima et al. (2013), que relataram Perulernaea

gamitanae como 0 parasito crustdceo mais comum em tambaqui, geralmente encontrados na



37

superficie do corpo do hospedeiro, boca, palato, lingua, narinas e parte interna do opérculo.
Sabe-se que este grupo de parasitos podem causar como reacdo hiperplasica e inflamatéria
nos locais de fixacdo (JERONIMO et al., 2015) e até a mortalidade dos peixes, como ja

registrado na criacdo de tambaquis na Amazodnia Peruana (DELGADO et al., 2011).

Os valores dos parametros hematoldgicos como hematocrito, hemoglobina, nimero de
eritrécitos, leucdcitos e trombacitos totais, assim como para os indices hematimétricos (VCM,
HCM e CHCM), glicose e proteinas totais apresentaram intervalo de variagdo condizente com
a fase de vida dos peixes e parasitismo, conforme observados em outros estudos com
tambaqui (TAVARES-DIAS, 2015; CHAGAS et al., 2016).

Correlagéo positiva significativa foi observada entre o peso dos peixes e os valores de
hematocrito, hemoglobina, VCM, HCM, bem como entre o comprimento total dos peixes e
VCM e HCM. Segundo Ranzani-Paiva et al. (2013), o hemograma pode ser influenciado por
fatores exdgenos, como a qualidade da agua, ou enddgenos, como 0 comprimento € 0 peso
corporal. Semelhante ao presente estudo, Tran-Duy et al. (2008) com tildpias-do-Nilo
(Oreochromis niloticus) cultivadas em diferentes faixas de peso, observou-se influéncia
significativa do tamanho corporal sobre parametros como hematdcrito, eritrocitos,
concentracdo de hemoglobina e CHCM. Além disso, o fator de condi¢do pode também ser
utilizado na deteccdo da espécie de parasito que afeta a satde do hospedeiro (LIZAMA et al.,
2007), e neste estudo revelou correlacdo negativa significativa com o nimero de parasitos

Copepoda, indicando que estes parasitos afetam a salde de tambaquis.

Sabe-se ainda que as infeccbes parasitarias também podem causar alteracGes
hematoldgicas e metabdlicas que comprometem a saude dos animais cultivados (TAVARES-
DIAS et al., 2009). Nos tambaquis parasitados por N. buttnerae e por Copepoda houve
correlacdo negativa com os valores de hematdcrito e hemoglobina, conduzindo a um quadro
de anemia, que pode ser decorrente da acdo mecanica dos acantocéfalos ao fixar-se na parede
intestinal, através de sua proboscide contendo pequenos e numerosos espinhos, destruindo
totalmente a arquitetura dos tecidos intestinais (SANTOS et al., 2013), além disso,
acreditamos que a competicdo de alimentos destes parasitos seja uma fator que contribui para

guadros anemiantes.

Neste estudo ndo foi observada correlacdo negativa significativa entre o numero de
parasitos acantocéfalos e a contagem de trombaocitos, como relatado por Belo et al. (2013) em

curimbatas (Prochilodus lineatus) infectados com o acantocéfalo Neoechinorhynchus
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curemai, que registraram menor ndmero de trombdcitos nos peixes parasitados quando
comparados aos ndo parasitados. Entretanto, neste estudo os valores de trombdcitos
encontrados em exemplares de tambaqui com poliparasitismo e que apresentaram maior
prevaléncia, intensidade média e nimero total de parasitos para o grupo acantocefalos, foram
proximos ao relatado por Belo et al. (2013), corroborando os resultados de que ha
recrutamento dessas células para as lesbes hemorréagicas causadas pelo parasito na parede
intestinal. Esse fato é amplificado neste estudo pelos danos provocados pela presenca de

parasitos Monogenea, Copepoda, Branchiura nos tecidos branquiais.

Os niveis de glicose plasmatica foram significativamente influenciados pela
infestacdo/infeccdo dos tambaquis por parasitos Monogenea e Acanthocephala. Contudo, néo
foi observada correlacdo significativa nos valores de proteinas totais em funcdo do
parasitismo. Nesse sentido, destaca-se que as altas infestacBes parasitarias podem promover
uma reacao de estresse no hospedeiro, com ocorréncia de uma série de respostas fisioldgicas e
comportamentais (WENDELAAR BONGA, 1997; URBINATI et al., 2015), que incluem as
respostas secundarias como a ocorréncia de hiperglicemia e alteracdo nos parametros
hematoldgicos ja evidenciados neste estudo. Em pirarucu (Arapaima gigas) com
poliparasitismo foi observado o mesmo padrdo com alteracdo nos valores de glicose, mas sem
alteracdo nas proteinas (MARINHO et al., 2015). Em tambacu parasitado por Dolops sp.
(Branchiura) houve aumento na glicose plasmatica e nas proteinas séricas (TAVARES-DIAS
et al., 2007). Neste estudo, o intervalo de variacdo dos valores de glicose e proteinas totais de
tambaqui corroboram aqueles anteriores relatados para tambaqui, tambacu e tambatinga
(TAVARES-DIAS, 2015; OBA-YOSHIOKA et al., 2017). Destaca-se ainda que os niveis de
glicose e proteinas totais podem variar entre espécies, sexo, desenvolvimento gonadal,
sazonalidade, bem como em funcdo da dieta e manejo (MARINHO et al., 2015; OBA-
YOSHIOKA et al., 2017).

Neste estudo ficou evidenciado que exemplares de tambaqui cultivados em tanques
escavados em sistema intensivo podem apresentar infestacao/infeccdo moderada por parasitos
metazoarios de no minimo quatro taxa: Monogenea, Acanthocephala, Copepoda e Branchiura.
Estes parasitos séo capazes de debilitar os hospedeiros como observado através das alteracoes
hematoldgicas e bioquimicas, agravando o quadro de enfermidades quando néo cultivados em
condicgdes apropriadas. Diante deste quadro, 0 acompanhamento diério da producéo deve ser

realizado e medidas profilaticas e terapéuticas empregadas, quando necessarias, por técnicos
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habilitados de forma a ndo comprometer o desempenho dos peixes e indices de produtividade
nos sistemas de criagdo do tambaqui.
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Tabela 1. indices parasitarios da fauna de metazoarios em tambaquis (Colossoma
macropomum)

Tabela 2. Valores do coeficiente de Correlacdo de Pearson entre grupos de parasitos
metazoarios de tambaqui (C. macropomum).

Tabela 3. Valores médios + desvio padrdo dos dados biométricos e parametros hematologicos

e bioquimicos de tambaqui (C. macropomum).
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pardmetros hematoldgicos e bioquimicos de tambaqui (C. macropomum).

Tabela 5. Valores do coeficiente de Correlagdo de Pearson entre nimero de parasitos e

parametros hematoldgicos e bioquimicos de tambaqui (C. macropomum).
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Tabela 1.

Parasitos
fndices Monogenea  Acanthocephala Copepoda Branchiura
Parasitarios
PE 32 32 32 32
PP 32 32 19 17
P 100 100 59,38 53,13
IM 55,06+38,59 86,56+76,09 52,89+134,10 1,71+1,05
AM 55,06+38,59 86,56+76,09 31,41£105,54 0,91+1,15
I 12-187 5-386 0-600 0-4
SI Branquias Intestino Branquias Branquias

PE: Peixes Examinados; PP: Peixes Parasitados; P: Prevaléncia (%), IM: Intensidade Média,
AM: Abundancia Média, I: Intensidade, SI: Sitio de Infeccéo.
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Tabela 2.

Parasitos Monogenea Acanthocephala Copepoda Branchiura
Monogenea 1,00 0,30M° 0,29"° 0,32"°
Acanthocephala 1,00 0,20 0,25"°
Copepoda 1,00 -0,15™°
Branchiura 1,00

NS = correlag@o nao significativa (p=0,05).
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Tabela 3.
Variaveis Valores Variagao Valores de
referéncia*
Fator de condicédo (Kn) 1,02 £0,22 0,42 -1,64 -
Hematdcrito (%) 28,94 + 4,26 21,00 - 38,00 26,0 - 47,0
Hemoglobina (g.dL™) 9,40 +1,85 5,93-12,85 6,3-12,4
Eritrécitos (10%.uL™) 2,11+ 0,86 1,08 - 5,07 2,44 -519
VCM (um®) 155,12 +57,82 69,03 - 311,48 70,8 - 142,9
HCM (pg) 50,33+19,95 22,00 - 105,31 -
CHCM (%) 32,41 + 3,68 26,38 - 41,40 20,2 - 36,5
Leucécitos Totais (10°.uL™")  110,03+54,38 50,46 - 303,3 22,1-170,3
Trombdcitos (10°.uL™) 19,04 + 13,57 0,00 - 67,76 2,8-59,2
GLI (mg.dL™) 83,84+2871  43,12-151,47 31,7-102,9
PPT (g.dL™) 3,21 0,97 1,99 - 5,86 29-41

VCM: Volume Corpuscular Médio, HCM: Hemoglobina Corpuscular Média, CHCM:

Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média, GLI: Glicose plasmatica, PPT: proteinas

plasmaticas totais.

* Fonte: Tavares-Dias M. Parametros sanguineos de referéncia para especies de peixes

cultivados. In: Tavares-Dias M, Mariano WS. Aquicultura no Brasil: novas perspectivas. Vol.

1. Sdo Carlos: Pedro & Jodo Editores; 2015. p. 11-30.
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Tabela 4.

Variaveis Peso (g) Comprimento (cm) Fator de condicéo
Hematocrito 0,47* 0,26N° 0,30N°
Hemoglobina 0,47* 0,33"° 0,22"°
Eritrécitos -0,15"° -0,32"° 0,12"°
VCM 0,36* 0,42* -0,04"°
HCM 0,41* 0,46* -0,03"°
CHCM 0,19N° 0,22N° -0,01™
GLI 0,22N° 0,31N® -0,09"°
PPT 0,03"° -0,15"° 0,05"°
Leucdcitos Totais 0,10 -0,15M 0,37
Trombdcitos -0,02M -0,04 M -0,08N®
Monogenea 0,01 0,06"° -0,14M°
Acanthocephala -0,27™ -0,22"° -0,14M°
Copepoda -0,31M° -0,06"° -0,52*
Branchiura 0,19N° 0,13"° 0,20N°

VCM: Volume Corpuscular Médio, HCM: Hemoglobina Corpuscular Média, CHCM: Concentracdo

de Hemoglobina Corpuscular Média, GLI: Glicose plasmatica, PPT: proteinas plasmaticas totais. * =

correlagdo significativa (p<0,05), NS = correlagdo ndo significativa (p=>0,05).
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Tabela 5.

Variaveis Monogenea  Acanthocephala Copepoda  Branquiur:
Hematacrito -0,04NS -0,59* -0,37* 0,018
Hemoglobina -0,13"° -0,55* -0,40* 0,04
Eritrocitos -0,09N° -0,19N® -0,22N% -0,01N®
VCM 0,16"S -0,04NS 0,108 -0,00NS
HCM 0,09"S -0,12N8 0,01NS 0,01NS
CHCM -0,20N 0,2\ 0,27\ 0,09"S
Leucdcitos -0,07N® 0,17\ 0,138 -0,02N8
Totais

Trombdcitos -0,0N -0,39* 0,00 0,13\S
GLI -0,55* -0,35*% -0,09NS -0,24NS
PPT -0,03"° -0,19N° -0,22N% -0,10NS

VCM: Volume Corpuscular Médio, HCM: Hemoglobina Corpuscular Média, CHCM:

Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média, GLI: Glicose plasmatica, PPT: proteinas

plasmaéticas totais.

* = correlacdo significativa (p<0,05), NS = correla¢do nao significativa (p>0,05).
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Resumo

O objetivo deste estudo foi aplicar técnicas estereoldgicas na investigacdo morfométrica das
alteracbes provocadas pela presenca do acantocéfalo Neoechinorhynchus buttnerae no
intestino de tambaqui (Colossoma macropomum). Foram utilizados 10 tambaquis cultivados
em sistema intensivo, sendo 5 parasitados (peso médio = 0,83 + 0,21 kg) e 5 ndo parasitados
(peso médio = 0,68 + 0,21 kg). O método de contagem dos pontos através da sobreposi¢édo de
sistemas teste foi aplicado para determinacdo do volume da parede intestinal e do lumen. O
mesmo sistema foi utilizado para as estimativas dos volumes das camadas intestinais,
quantificacdo dos principais danos e estimativa da area superficial na camada mucosa. No que
se refere ao volume médio das camadas intestinais (mucosa, submucosa, muscular e serosa), a
mucosa foi estatisticamente significativa nas regides 3, 4 e 5. Nessas regides, a carga
parasitaria média foi de aproximadamente 34 parasitos/regido. Na avaliacdo dos danos nas
camadas intestinais do tambaqui, a camada mucosa foi a mais afetada pela presenca de
acantocéfalos, podendo ser verificada diferenca significativa entre todas as regifes analisadas
na comparacdo dos grupos parasitados e ndo parasitados, enquanto a submucosa apresentou
infiltracdo leucocitaria significativa nas regides 2, 3 e 4 nos peixes parasitados. A muscular
apresentou infiltrado leucocitéario nas regides 2, 3 e 5 do grupo parasitado. Houve edema
muscular relevante apenas nas regides 2 e 5 do grupo parasitado. Destaca-se ainda que a area
superficial da mucosa ndo foi alterada nos peixes parasitados, o que sugere que a absorcdo no
nivel dos vilos ndo foi alterada. Em conclusdo, a camada mucosa intestinal de tambaqui é
afetada pela presenca de N. buttnerae. Apesar dos danos observados, a area superficial da
mucosa, principal sitio de absorcdo de nutrientes, é preservada. A estereologia foi uma
ferramenta precisa e acurada para a deteccdo das alteracfes nas diferentes camadas intestinais

e danos histopatolégicos.

Palavras-chave: Acantocéfalos, morfologia intestinal, estereologia, quantificacdo de lesdes,

volume de cavalieri, area superficial.
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Abstract

The objective of this study was to apply stereological techniques in the morphometric
investigation of the changes caused by the presence of the Acanthocephala
Neoechinorhynchus buttnerae in the intestine of tambaqui (Colossoma macropomum). Ten
tambaquis grown in an intensive system were used, 5 of which were parasitized (mean weight
=0.83 £ 0.21 kg) and 5 were non-parasitized (mean weight = 0.68 + 0.21 kg). The method of
counting the points through the overlapping of test systems was applied to determine the
volume of the intestinal wall and the lumen. The same system was used to estimate the
volumes of the intestinal layers, quantification of the main damages and estimation of the
surface area in the mucosal layer. As regards the mean volume of the intestinal layers
(mucosa, submucosa, muscular and serous), the mucosa was statistically significant in regions
3, 4 and 5. In these regions, the average parasitic load was approximately 34 parasites /
region. In the evaluation of the intestinal layers of tambaqui, the mucosa layer was the most
affected by the presence of Acanthocephala, and a significant difference could be observed
between all regions analyzed in the comparison of parasitized and non-parasitized groups,
while the submucosa presented significant leukocyte infiltration in regions 2, 3 and 4 in the
parasitized fish. The muscular showed leukocyte infiltrate in regions 2, 3 and 5 of the
parasitized group. There was relevant muscular edema only in regions 2 and 5 of the
parasitized group. It should be noted that the surface area of the mucosa was not altered in the
parasitized fish, suggesting that the absorption at the villi level was not altered. In conclusion,
the intestinal mucosa layer of tambaqui is affected by the presence of N. buttnerae. Despite
the observed damages, the surface area of the mucosa, the main site of nutrient absorption, is
preserved. Stereology was an accurate and accurate tool for the detection of alterations in the

different intestinal layers and histopathological damages.

Key words: Acanthocephala, intestinal morphology, stereology, quantification of lesions,

cavalieri volume, surface area.
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Introducéo

A criacdo de tambaqui (Colossoma macropomum) pode ser realizada em barragens,
canais de igarapés e também em viveiros escavados (GOMES et al., 2010). Nestes sistemas de
criagdo os peixes podem apresentar enfermidades de diversas origens, com destaque para as
doencas parasitérias, sendo 0s principais grupos: protozoarios, mixosporideos, crustaceos e
helmintos (PORTZ et al., 2013; VALLADAO et al., 2014; JERONIMO et al., 2015; 2017).
Dentre os helmintos, os acantocéfalos vém chamando a atencdo dos piscicultores em razéo
das altas taxas de infecc¢Oes registradas na regido Norte do Brasil (CHAGAS et al., 2015;
GOMES et al., 2017; JERONIMO et al., 2017).

Nos peixes parasitados por acantocéfalos, os danos provocados no tecido do
hospedeiro dependem de dois fatores: carga parasitaria e profundidade de penetracdo da
proboscide (DEZFULI et al., 2002). Estes parasitos sdo vermes com forma do corpo
cilindricos e alongado com uma probdscide retratil provida de variaveis padrdes de ganchos,
localizada na parte anterior. Sdo didicos e seu ciclo de vida envolve pelo menos um artrépode
como seu hospedeiro intermédiario e duas fases de desenvolvimento: acanthella e cistacanto
(TARASCHEWSKI, 2000). Até o momento s6 se tem conhecimento de uma espécie de
acantocéfalos parasitando o tambaqui, a espécie Neoechinorhynchus buttnerae, mesma
espécie que acomete os seus hibridos (THATCHER, 2006; EIRAS et al., 2010; SILVA et al.,
2013; DIAS et al., 2015).

Segundo Jerénimo et al. (2017) a parasitose massiva por N. buttnerae em tambaquis
pode levar a reducdo no crescimento e emagrecimento dos peixes cultivados, uma vez que
apresentam falta de apetite (hiporexia) e perda excessiva de peso (caquexia). Este parasito
causa severas patogenias, entre elas o enrijecimento e espessamento da parede do intestino,
devido a acdo mecénica de sua fixacdo, que ocasiona um processo intenso inflamatério
predominantemente formado por macréfagos, células de Langerhans e linfécitos.

Estudos qualitativos com a descri¢do das alteracOes teciduais decorrentes da infecgédo
por acantocéfalos em tambaquis desempenham papel importante. Entretanto, uma abordagem
quantitativa da infeccdo por acantocéfalos em tambaqui ainda necessita ser investigada, pois
esta ferramenta leva em consideracdo a representatividade de uma alteragdo em relacdo ao
orgdo em questdo. Nesse sentido, a estereologia € um método de estudo que visa quantificar
estruturas microscopicas tridimensionais, a partir de observacGes feitas em secOes

bidimensionais (GUNDERSEN et al., 1988). Esse método esta baseado em principios da
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geometria integral e permite calcular a dimenséo da variabilidade de seus dados amostrais
(WEIBEL, 1979; GUNDERSEN et al., 1988). Essa ferramenta utiliza uma andlise imparcial e
sem Viés (unbiased) que independem da forma ou outras caracteristicas da estrutura (6rgéo)
em questdo (HOWARD E REED, 2010). E, portanto, imparcial, de modo que o pesquisador
ndo interfere na analise dos resultados. O erro embutido nas analises pode ser conhecido e
controlado, o que é dificil com uso de outras técnicas quantitativas.

Raskovic et al (2011) comparando métodos para avaliar os efeitos da alimentacdo no
figado e no intestino de peixes salmonideos, observaram que métodos semiquantitativos, nao
sd@o demorados e permitem uma avaliacdo facil das amostras, porém podem nao ser suficiente
para alcancar determinados objetivos. J& os métodos morfométricos foram considerados mais
relevantes do que os semiquantitativos, no entanto, as amostras geralmente néo séo coletadas
sistematicamente, 0 que pode levar a um erro. Por outro lado, os métodos estereoldgicos
podem fornecer informacBes adicionais ndo apenas do estado morfoldgico do 6rgdo, mas
também contribuem com uma melhor explicacdo dos mecanismos envolvidos. E, portanto,
uma abordagem inovadora na patologia dos peixes, sendo recomendados nas avaliagdes
histoldgicas.

Aplicando técnicas estereoldgicas, Lee e Cossins (1988) evidenciaram aumento de
102% no volume dos vilos e 58% de aumento da area superficial da mucosa intestinal de
Cyprinus carpio submetido a aumento de temperatura ambiental. Na estimativa dos volumes
relativos de componentes renais em truta marron, Resende et al (2010), verificaram que
guando analisado a estrutura nefrénica geral de forma unicamente qualitativa, esta era
semelhante a descrita para outras espécies de teledsteos. No entanto, ao acrescentar estudo
estereoldgico, as diferencas no volume relativo de alguns componentes renais foram
detectadas entre 0s sexos e entre as estaces, tendo alguns componentes renais sofrido
variacGes sazonais dependentes do sexo, o que permitiu inferir sobre uma adaptacédo
morfolégica dos componentes para atender as necessidades fisiologicas.

No estudo de Wold et al. (2008) as alteracGes quantitativas no intestino médio de
Gadus morhua foram utilizadas para estabelecer correlagcbes entre o desenvolvimento
intestinal e o tamanho larval. Esses estudos evidenciam a importancia da estereologia na
obtencdo de informacdes quantitativas para responder questdes experimentais. Assim, 0
objetivo do presente estudo foi avaliar quantitativamente o efeito do parasitismo por
Neoechinorhynchus buttnerae no intestino de Colossoma macropomum através de técnicas

estereoldgicas.
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Material e Métodos
Coleta, processamento e divisdo anatdmica do intestino

Dez exemplares de tambaqui cultivados em sistema intensivo, sendo 5 parasitados
(peso médio = 0,83 + 0,21 Kg) e 5 ndo parasitados (peso médio = 0,68 + 0,24 Kg), foram
coletados e anestesiados (100 mg L™ de bezocaina). Apés a eutanasia por seccdo da medula
espinhal, o trato intestinal foi removido via incisdo ventromedial e mantidos em formalina
tamponada por 48 horas em temperatura ambiente. As amostras foram processadas no
Laboratorio de Morfologia Quantitativa (LaMig/lUFAM). Em seguida, as diferentes regides
do trato intestinal foram classificadas em sete al¢as, de acordo com a disposicao das mesmas
na cavidade celomaética, sendo classificados em Ry, Ry, Rs ... R7 (Figura 1). Sendo a 12 regido a
mais préxima do estdbmago (cecos piloricos), regides 2, 4, 6 e 7 (retilineas) e regides 3 e 5
(encurvadas). A presenca de esfincteres ou mudancas bruscas na largura do tubo intestinal
também foi usada para delimitar a regido. Em virtude da auséncia de parasitos nas regides 1 e

7, estas ndo foram avaliadas histologicamente.

Com o uso de uma navalha, as regides foram separadas por cortes transversais e
dissecadas longitudinalmente (Figura 2A). Em seguida, os parasitos foram removidos,
contados e mantidos em alcool 70%. Cada alca foi desidratada em concentraces de etanol
(70 e 96%) por 6hs, apds esse periodo foram pré-infiltradas em etanol 96% + solucdo de
historesina plastica de hidroxietil-metacrilato (Technovit 7100, Kilzer-Heraues, Alemanha)
overnight. No dia seguinte, as amostras foram infiltradas em resina 100%. Todas as secdes
foram marcadas e identificadas quanto a sua sequéncia de corte. As varias regifes (6
secdes/molde) foram dispostas em moldes individuais de teflon Histobloc (Kilzer-Heraues,
Alemanha) incluidas em resina pléastica + solugdo polimerizadora. Os moldes foram mantidos

em estufa a 37° C por 24hs.
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Figura 1. Divisdo anatdmica do trato intestinal do tambaqui. Cada por¢éo indicada por nimeros de um
a sete, sendo cada numero correspondente a uma alga intestinal em disposicéo retilinea (1,2,4,6,7) e

encurvada (3,5). As regides (R2 a R6) foram avaliadas quantitativamente. Foto: Ligia Aguiar.

Determinacgdo do Volume do Intestino (Principio de Cavalieri)

Apo6s total polimerizacdo da resina, os blocos foram observados em um
estereomicroscopio (Leica EZ4D Digital System, Alemanha), seu comprimento total (L) com
tecido incluso foi determinado e esse valor foi dividido em 6 se¢Ges equidistantes (nimero de
fatias obtidas por cada regido; S; + .....+ Sg). Sendo, L (comprimento da regido) = S; + S, +
Ss.....+ Sg (Figura 2A-B). Em seguida, cada posi¢édo marcada no bloco foi seccionada com uso
de navalha de bisturi e cada fatia foi cuidadosamente realinhada novamente no bloco de teflon
e reincluida em resina plastica para formar um unico bloco contendo as seis se¢des referentes
a uma regido (Figura 2C). No total foram produzidos cinco blocos por intestino. A
microtomia foi realizada em um micrétomo (Leica RM 2145, Alemanha) e as sec¢des
posteriormente coradas com azul de toluidina 0,5% (azul de toluidina, 0,12g; borato de Na,
0,5g; H,0 destilada, 100 mL) e fucsina basica (fucsina basica, 0,59 e H,O destilada, 100 mL).
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Figura 2. A. Representacdo das regides intestinais. B. Uma regido processada e incluida em resina plastica. As

linhas tracejadas indicam a posicao das secdes seriais (equidistantes). Cada fatia (S) foi reincluida em novo bloco
de resina e seccionado em conjunto. C. Disposicao final das se¢des em lamina histoldgica. L, comprimento total

da regido.

Cada secdo do intestino foi fotografada (aumento de 10x) através em um
estereomicroscopio (Leica EZ4D Digital System, Alemanha). As imagens obtidas foram
analisadas no programa Imod versdo 4.7/médulo stereology (Kremer et al., 1996), onde
sistemas teste de contagem contendo pontos foram sobrepostos as imagens (Figura 3A). Cada
vez que 0s pontos coincidiram com o Iimen ou com a parede do intestino os mesmos foram
contados separadamente. O volume total do intestino foi a soma desses dois componentes. O
principio de Cavalieri (Cavalieri 1635) esta fundamentado em robusta analise matematica, é
de aplicacgéo simples e extremamente eficiente (Weibel 1979; Gundersen et al., 1988; Howard

e Reed 2010; Mouton 2011). O volume do intestino (Ilimen + parede) sera calculado através

Vt => Pi(a/ p)*Ts

da seguinte equagéo: i=1
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Onde, V ¢ o volume absoluto do intestino, ; i € 0 numero total de pontos sobre cada
secdo, a/p é a area representada por cada ponto (90.000 um?) e T (5.000 um) é a distancia
entre cada secdo. Um coeficiente de erro de 5% e desvio de 15% foram considerados
aceitaveis (Gundersen e Osterby 1981; Gundersen et al., 1988). Visto que as contagens nas
secOes seriais de cada regido do intestino representam eventos dependentes, a variancia foi
calculada por equagdes apropriadas (Gundersen e Osterby 1981; Mayhew 1991; Howard e

Reed 2010).

A

Figura 3. A. Sistema teste de contagem contendo pontos sobrepostos as imagens em aumento de 10X. B. Imagem
em aumento de 100X de campo de vista selecionado ao acaso para a determinacdo da porcentagem de
componentes no intestino. C. Sobreposi¢do do sistema teste de contagem de Merz sobre a sec¢do de intestino. Esse
sistema consiste de semicirculos e pontos. Com as curvas contam-se interse¢des com a superficie mucosa e 0s
pontos que tocam o epitélio mucoso. Os circulos azulados indicam os interceptos entre a curva e a superficie

mucosa. (d) = didmetro de um semicirculo (152 um).

Estimativa da proporcéo das camadas do intestino (Principio de Delesse)

A porcentagem de cada componente na parede intestinal (mucosa, submucosa,
muscular da mucosa, muscular e serosa) foi obtida pelo principio de Delesse (densidade de
volume) (Howard e Reed 2010). Para tal, um aumento de 100x (Leica DM 500, Suica) foi
empregado em campos de vista selecionados aleatoriamente (Figura 3B). As imagens obtidas

foram analisadas no programa Imod versdo 4.7/médulo stereology (Kremer et al., 1996),
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Nessas mesmas micrografias as alteracGes teciduais nas camadas mucosa, submucosa e
muscular foram morfologicamente quantificadas, os critérios utilizados para caracterizar dano

em cada camada estdo expressos na Tabela 1.

Tabela 1. Critérios para quantificacdo estereoldgica das alteragdes teciduais.

Camada do Intestino Dano Tecidual

Mucosa - Aumento na producéo de Muco
- Descamacdo do epitélio
- Compressdo das Vilosidades
- Abrasdo das Vilosidades

Submucosa - Infiltracéo Leucocitaria
Muscular - Infiltracéo Leucocitaria
- Edema

*Escore histopatologico baseado no modelo de ERBEN et al. (2014).

Os componentes foram quantificados pela contagem de pontos e o resultado expresso

em porcentagem conforme:

m

> Pcomp
i=1

Z P ref
i=1

Vv (componente, espaco de referéncia) =

Onde, Vv é a densidade de volume (volume fracional ou densidade relativa) de
determinado componente (mucosa, submucosa, muscular da mucosa, muscular e serosa); P
comp € a somatoria de pontos que tocam a regido de interesse (mucosa, submucosa, muscular
da mucosa, muscular e serosa) e P ref € a somatdria de pontos que tocam 0 espaco de
referéncia (toda a regido) (Howard e Reed 2010). Os dados percentuais (Vv) foram

transformados em absolutos ao serem multiplicados pelo volume de Cavalieri do intestino:

Vabsoluto =VCavalieri x W
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Determinagéo da area superficial da camada mucosa

A érea superficial (S) da camada mucosa foi determinada sobre as mesmas imagens
usadas para a determinacdo da densidade de volume. As imagens selecionadas ao acaso
dessas regiGes foram sobrepostas com o sistema teste de Merz (Merz 1967) contendo
semicirculos e pontos dispostos ao acaso. Cada vez que o0s semicirculos interceptam a
superficie mucosa e os pontos tocam o epitélio de revestimento ambos sdo contados. Os dados
de intersecdes foram usados para a determinacdo da relacdo superficie-volume (Sv) de acordo
com Weibel (1979):

2 < li
Pi (ﬂ-jxd
2

Onde: I; € o numero de interse¢des entre as linhas teste e as superficies, P; € o nimero

Sv =

de pontos tocando o epitélio de revestimento da mucosa e d é a distancia entre os pontos (=
diametro de um semicirculo). A area superficial total de cada estrutura foi obtida ao

multiplicar-se Sv pelo volume de Cavalieri do intestino, conforme a seguinte equacao:

S intestino = VCavalieri X Sy

Andlise Estatistica

O programa estatistico Prisma 5.0 (GraphPad Software, Inc. USA) foi usado para a
andlise estatistica e gréafica deste estudo. Os dados foram testados quanto a sua normalidade
pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Os resultados foram analisados por meio do teste t de
Student (respectivas regides nos grupos parasitados versus ndo parasitados). O limite de
confianca estabelecido para os testes foi de 5%. Os dados estereoldgicos obtidos através da
microscopia de luz foram avaliados para cada animal e o estimador da variancia foi
determinado usando o coeficiente de erro (ce) para cada parametro. A precisdo da estimativa
do volume de referéncia segundo Cavalieri foi determinada de acordo com (CRUZ-ORIVE
1999):
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B

CE(D_Pi)=|0,0724
i=1

Onde: CE(Z Pi) indica o coeficiente de erro para a determinagdo do volume;
i=1

B . .. ia . . . .
——indica a variancia das areas transversais (shape coeficient) e depende da complexidade

JA

n
das formas da estrutura; n representa o nimero de se¢Oes avaliadas e Z Pi ¢ o namero de
i=1

pontos contados sobre as sec¢des.

O CE da densidade de volume e de superficie foi estimado de acordo com (Orive

1980) usando a equagéo:

e kk—l{zZuUZu *zzvvzﬂzzugv}

Onde: CE(Rv)indica o coeficiente de erro para a determinacéo da relagéo superficie-

volume ou densidade-volume; k representa o numero de imagens analisadas e u e v sdo as
contagens de interse¢des ou pontos efetuadas. Um CE < 10% sera considerado satisfatério

(preciso).

Resultados

Estimativa estereologica do volume do intestino (Principio de Cavalieri)

Macroscopicamente, 0s intestinos dos peixes parasitados apresentaram ocluséo do
[umen intestinal e deformacdo dos vilos, em comparacdo aos intestinos dos peixes ndo
parasitados (Figuras 4A e 4B). Nos animais que nao estavam parasitados a parede contribuiu
com 91% e o limen representou 9% do volume intestinal total das regifes analisadas (Figura
4 C). Ja nos peixes parasitados o volume da parede intestinal representou apenas 64%;
enquanto que o volume do Iimen foi estimado em 36% (Figura 4 D) O volume total,

considerando as cinco regides analisadas: R2...R6 estd representado na figura 5.
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Figura 4. A. Intestino de peixes ndo-parasitados. B. intestino parasitado por acantocéfalos. C e D Estimativa
da percentagem de limen e parede intestinal dos peixes ndo parasitados e parasitados. Escala = 1 mm. A seta
indica a presenca dos parasitos acantocéfalos.
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Figura 5. Volume absoluto das regifes intestinais analisadas (limen + parede intestinal) de tambaqui (NP,

grupo ndo-parasitado e PP, grupo parasitado). Média + desvio padrao.
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A relacdo entre os volumes das regifes intestinais e a carga parasitaria (nimero de parasitos
por volume de regido em relacdo a massa corpérea) pode ser observada na Figura 6. Embora
ndo haja diferenca significativa, as regides 3 e 4 apresentaram uma tendéncia de crescimento

desse parametro.
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Figura 6. indice parasitario do grupo PP. O indice foi elaborado a partir da relagdo do nimero de parasitos

por regido e o volume médio da respectiva regido. Média + desvio padréo.

Estimativa estereoldgica das camadas intestinais

Nesta etapa do estudo, o volume absoluto das camadas intestinais (mucosa,
submucosa, muscular e serosa) foi estimada em valores percentuais e em seguida multiplicada
pelo respectivo volume de Cavalieri (Figura 7). O volume da camada mucosa esteve
estatisticamente reduzido nas regides 3, 4 e 5 (Mann-Whitney Rank Sum Test). A camada
muscular também apresentou reducdo significativa na regido 5. As camadas submucosa e
serosa nao sofreram alteracOes significativas. As regides 3 e 4 apresentaram as maiores cargas

parasitarias.
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Figura 7. Volume absoluto das camadas intestinais nos grupos parasitados (PP) e ndo-parasitados (NP).
Média + desvio padrdo. As diferencas estatisticas estdo indicadas. Como a camada serosa apresentou

volumes reduzidos. os mesmos foram expressos sobre as respectivas barras. CP= Caraa Parasitaria.



67

Quantificacao estereoldgica das lesGes teciduais

Na avaliacdo dos danos nas camadas intestinais do tambaqui, a camada mucosa foi a
mais afetada pela presenca de acantocéfalos, podendo ser verificada diferenca significativa
em todas as regides analisadas, quando comparadas com as mesmas regifes do grupo de
animais ndo parasitados. A submucosa apresentou infiltracdo leucocitaria significativa nas
regides 2, 3 e 4. A muscular apresentou infiltrado leucocitario nas regides 2, 3 e 5 do grupo
parasitado. Houve relevante edema de vasos na camada muscular apenas nas regides 2 e 5 do

grupo parasitado (Figura 8).
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Figura 8. Representacdo das camadas do intestinais afetadas pela presenca de acantocéfalos.
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Na figura 9 observa-se a morfologia normal do intestino dos animais ndo parasitados.

As quatro camadas que formam o intestino apresentam dimenses e estruturas normais. Pouco

Iimen pode ser visto nas imagens. Os vilos apresentam disposicao uniforme e regular.

Figura 9. Histologia do intestino de tambaqui ndo parasitado. A. Camadas mucosa e submucosa da regido R2. B.
Camadas mucosa e submucosa da regido R3. C. Camadas mucosa e submucosa da regido R4. D. Camadas
mucosa e submucosa da regido R5. E. Camadas mucosa e submucosa da regido R6. F. Detalhe da camada
mucosa, submucosa e parte da muscular. m, mucosa; sm, submucosa; mu, muscular; s, serosa. A, B, C, D e E,

escala = 200 um; F, escala = 50 um
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A Figura 10 apresenta a morfologia do intestino dos animais parasitados. Varias

alteracbes podem vistas, compressdo dos vilos, descamacdo, proliferacdo de muco e

infiltrados leucocitarios. Em nenhum momento foi visualizada a penetracdo da proboscide.

Figura 10. Histopatologia do intestino de tambaqui parasitado. A. Compressao dos vilos. A metade esquerda da
imagem esté& sendo ocupada pelo parasita (p). B. Proliferacdo de muco e células mucosas (seta). C. Descamagéo
da superficie mucosa (*). D. Infiltracdo leucocitéria nas camadas mucosa e submucosa. E. Proliferacdo de
células semelhantes a células “rodlet “ na mucosa em intima localizagdo com células mucosas (detalhe). F.

Abraso das vilosidades (setas). A e C, escala = 200 um; B, D, E e F, escala = 50 pm.
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Estimativa da area superficial dos vilos intestinais

A area superficial da mucosa do intestino dos peixes parasitados por acantocéfalos
situou-se entre 41,17 e 238,07cm? Kg™. Nos peixes ndo parasitados, houve variacdo entre
45,38 e 300,26 cm? Kg'. Embora as vilosidades estivessem bastante comprimidas, com
excecao das regides 4 onde houve perda significativa de area superficial da mucosa, as demais

regides ndo apresentaram diferencas significativas (Figura 11).
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Figura 11. Area superficial da camada mucosa por regido intestinal. NP, grupo nio-parasitado e PP,

grupo parasitado. Média + desvio padréo. As diferencas estatisticas estdo indicadas.

Discussao

A estereologia tem sido amplamente utilizada nas ciéncias médicas como importante
ferramenta para o diagnostico e monitoramento de patologias em humanos, permitindo uma
analise além dos padrdes, através do uso da tecnologia da microscopia tridimensional
(COLLAN, 1983). A visdo computadorizada proporciona um beneficio imediato do aumento
da capacidade (automacdo) e precisdo, trazendo avangos no estudo das doengas
(LAURINAVICIUS et al., 2012). A utilizacdo dessa ferramenta, permite aplicagOes diversas,
incluindo, avaliacdo dos efeitos da idade e do sexo no volume cerebral (ESCALONA et al.,
1991), estimativas precisas do nimero de neurdnios em regides especificas (PAKKENBERG
e GUNDERSEN, 1997), quantificacdo da morfologia da placenta em gravidez de risco
(MAYHEW et al., 2003).
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Nos ultimos anos foram desenvolvidas novas técnicas que sao de especial interesse
para os patologistas, como métodos para a estimativa do volume, da superficie e do
comprimento de qualquer estrutura (GUNDERSEN et al., 1988). No entanto, na patologia dos
peixes, estudos com a utilizacdo de uma amostragem sistematica (GUNDERSEN et al., 1988;
MAYHEW 1991) que fornece objetividade e reduz a possibilidade de erro (RASKOVIC et
al., 2011) apesar de ser bem-vinda, ainda sdo poucos os registros utilizando ferramentas

estereoldgicas.

A superficie da mucosa intestinal representa a principal regido absortiva e a primeira
barreira imunoldgica a entrada de patégenos, portanto sua integridade é essencial ao bem-
estar dos animais (RASKOVIC et al., 2016). No presente estudo, os efeitos morfoldgicos da
presenca de acantocéfalos na luz do intestino de tambaqui em cultivo foram investigados por
meio da estereologia. Nossos resultados mostraram que as regides iniciais do intestino (3, 4 e
5) sdo as mais suscetiveis a reducdo de volume da camada mucosa. O volume da camada
muscular apenas diminui na regido 5. O volume das camadas submucosa e serosa ndo é
afetado pelo parasitismo. Contudo, todas as camadas sofrem danos que sdo mais severos da
superficie da mucosa em direcdo a camada muscular. O dano a mucosa mais proeminente
esteve relacionado a descamacdo e a deformacdo dos vilos, enquanto que a infiltracdo
leucocitaria foi mais evidente na camada submucosa e muscular. Apesar dessas alteragdes,
ndo evidenciamos mudancas na area superficial da camada mucosa, o que sugere que a funcéo

absortiva permanece preservada nesses animais.

A compressdo dos vilos foi um achado morfolégico significativo nos animais
parasitados. A distensdo da parede intestinal provocada pela presenca dos parasitas pode ser
detectada como aumento no volume do limen intestinal. Entretanto, o volume da parede foi
preservado. Isso pode evidenciar a ocorréncia de plasticidade adaptativa do 6rgdo, no qual
atividades empregadas no nivel compensatdério podem levar ao aumento de tecidos e 6rgaos
(hiperplasia e hipertrofia) atraves do crescimento celular (GOSS, 1966). De modo geral, ha
exigéncia em uma maior demanda da funcdo do tecido ou Orgdo. No caso de parasitismo
intestinal, a hipertrofia compensatoria ocorre em resposta & obstrugdo do lumen intestinal
causada pelos endoparasitas (MCGAVIN e ZACHARY, 2009). No presente estudo, a
adaptacdo ocorreu atraves da compressdo e achatamento das vilosidades, verificando-se

aumento da luz intestinal ap0s a retirada dos parasitos.

As estimativas dos danos histopatoldgicos indicam que a presenca de N. buttnerae

modifica a morfologia e arquitetura da camada mucosa, promovendo principalmente,
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compresséo dos vilos, descamacdo e hiperplasia do muco. Sendo esta camada afetada em
todas as regides analisadas. Dezfuli et al. (2008) avaliando a resposta inflamatoria no intestino
da truta marrom (Dentitruncus truttae) verificou a ocorréncia de penetracdo da proboscide nas
camadas mucosa, lamina prépria, muscular longitudinal e circular, além de compressédo e
abrasdo das vilosidades. Sanil et. al. (2011), observou em Lutjanus argentimaculatus corrosao
das dobras intestinais com penetracdo da probdscide atingindo a cavidade peritoneal. Em
estudos qualitativos de analise histopatologica da acdo por N. buttnerae em tambaqui,
Jerdnimo et al. (2017) e também Matos et al. (2017) observaram completa descamacdo do
epitélio intestinal com severa hiperplasia e hipertrofia das células mucosas, forte reacéo
inflamatoria na submucosa, deslocamento de feixes associado a edemas, bem como infiltracdo
mononuclear e eosinofilica além de penetracdo da probdscide. Em nossos resultados, a
magnitude dos danos ao longo das regifes intestinais revela que as primeiras regioes
analisadas (2, 3 e 4) sdo fortemente atingidas na superficie da camada mucosa. No entanto, a
medida que se avanca ao longo do trato intestinal as lesdes diminuem gradativamente, néo
sendo verificada penetracdo de probdscide em nenhum segmento. Em comparacdo com Matos
et al., (2017) a auséncia de penetracdo da probdscide provavelmente pode estar associada as
diferencas nas cargas parasitarias observadas. Enquanto estes autores encontraram minimo de
81 parasitos por peixes e valor méaximo igual a 708, em nosso estudo, o nimero minimo
encontrado foi de 21 e maximo de 199 parasitos por peixe. Essa condigdo influencia na
variabilidade dos dados obtidos. Sugerindo-se assim, em futuras pesquisas, delimitar a analise
a animais com cargas parasitarias semelhantes. De qualquer forma, Nkwengulila (2003),
indica que a especificidade da distribuicdo de parasitos ao longo do intestino, provavelmente,
é determinada por diferengas no ambiente fisico-quimico dos segmentos.

A érea superficial média estimada para o intestino de tambaqui foi de 84,78 + 29,30
cm?® Budalington e Diamond (1987) avaliando a adaptagdo do transporte de nutrientes
intestinais de carpa (Carpa carpio) estimou uma éarea de absorcéo intestinal em 89 cm?. Em
nosso estudo, ndo foi verificado diminuicdo de area superficial entre os grupos NP e PP.
Contudo, Maythew et al. (1985) analisando a area superficial por meio da estereologia em
camundongos, obteve uma mucosa primaria estimada em 500 cm? porém quando foi
considerado a superficie das microvilosidades houve aumento de vinte vezes, atingindo uma
4rea superficial de 10.000 cm® Estudos anteriores tém mostrado que a infeccdo de N.
buttnerae em tambaqui provoca perda de apetite e aparente retardo no crescimento (Jerdbnimo

et al.,, 2017; Matos et al., 2017). Em nosso estudo, ndo observamos tais alteragOes
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comportamentais e sugerimos que a baixa carga parasitaria pode estar relacionada a este
evento. Dessa forma, sugere-se que realizagdes de outros estudos em animais de maior carga
parasitaria possam aferir melhor as perdas de area de absorcdo e comprometimento da

absorcéo de nutrientes em virtude do parasitismo por N. buttnerae em tambaqui.

Em concluséo, a camada mucosa intestinal de tambaqui é afetada pela presenca de N.
buttnerae. Apesar dos danos observados, a area superficial da mucosa, principal sitio de
absorcéo de nutrientes, é preservada. A estereologia foi uma ferramenta precisa e acurada para

a deteccéo das alteracdes nas diferentes camadas intestinais e danos histopatologicos.
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Consideracoes finais

A fauna de parasitos metazoarios de tambaquis cultivados é constituida por helmintos
Monogenea e acantocéfalos, por crustdceos copépodos e por branquitros. As espécies de
helmintos identificadas foram: Anacanthotus spathulatus, Mymarothecium boegeri e
Notozothecium janauachensis (Monogenea) e Neoechinorhynchus buttnerae
(Acanthocephala). A infeccdo por N. buttnerae e por Copepoda em tambaquis promoveu
alteracdes hematoldgicas, caracterizando um quadro de anemia, que pode ser decorrente da
acao mecanica dos acantocéfalos ao fixar-se na parede intestinal, destruindo a arquitetura dos
tecidos intestinais; bem como em razdo do mecanismo de acdo/fixacdo dos parasitos
crustaceos e Monogenea. Ficou evidenciada uma reducdo dos valores de trombdcitos nos
tambaquis com poliparasitismo, mas com maior prevaléncia e intensidade média de parasitos
acantocéfalos, corroborando achados de que ha recrutamento dessas células para as lesdes
hemorréagicas causadas pelo parasito na parede intestinal. Destaca-se, ainda, que a infec¢do
pelo acantocéfalo Neoechinorhynchus buttnerae promoveu danos teciduais com aumento do
limen intestinal, volume da camada mucosa e compressao das vilosidades nas regides médias
do intestino, mas que apesar dos danos observados, a area superficial da mucosa, principal

sitio de absorcéo de nutrientes, foi preservada.

Diante deste quadro de alteracBes hematoldgicas, bioquimicas e teciduais em
tambaquis parasitados, e principalmente por saber do aumento de casos de acantocefalose no
cultivo de tambaquis, ha a necessidade de priorizar estudos sobre medidas de prevencao e
controle eficazes para esta parasitose que vem gerando grandes prejuizos econémicos a
criacdo de tambaqui. Estas informacdes terdo grande alcance visto que o tambaqui é criado
em praticamente todos os estados brasileiros, e por ser a espécie nativa mais produzida no

Brasil na atualidade.



