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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar a fauna de endoparasitos intestinais em Rhytiodus
microlepis e as relacdes desta com fatores bioecoldgicos. No primeiro capitulo as caracteristicas
anatdémicas, histoldgicas e histoquimicas do tubo digestorio da referida espécie foram descritas,
com a finalidade de fornecer base para as analises do segundo capitulo. No geral o tubo digestério
de R. microlepis é semelhante ao de outros peixes teledsteos e consiste em esdfago, estbmago e
intestino. No entanto, peculiaridades foram observadas, como a camada muscular intestinal, que
se organiza em trés tunicas musculares: muscular longitudinal interna, muscular circular interna
e muscular longitudinal externa, configuracdo esta nunca relatada para peixes teledsteos
anteriormente. A analise histoquimica revelou que o eséfago, a regido pilorica do estdmago e o
intestino reagiram positivamente a todos os métodos histoquimicos empregados, com exceg¢do das
regibes cardica e fundica do estdmago gue reagiram positivamente somente ao PAS e PAS+AB
2.5. O segundo capitulo teve como finalidade estudar a fauna de endoparasitos de R. microlepis
durante as estacGes de cheia e seca da regido do lago Cataldo, Iranduba, Amazonas, Brasil,
correlacionando os niveis de infec¢do com a distribuicéo, a densidade dos endoparasitos, e 0 grau
de patogenicidade destes. Dos individuos analisados, 100% estavam parasitados por
metacercarias de Digenea e 94,7% pelo acantocéfalo da espécie Octospiniferoides incognita.
Ambos os taxons de endoparasitos ocorreram na cheia e seca, no entanto, a intensidade e
abundéncia de metacercarias de Digenea foi significativamente maior na estacdo seca. Com
relacdo a distribuigdo dos parasitos, ambas as espécies ocorreram ao longo do tubo, sendo que as
metacercarias de Digenea tem clara preferéncia pelas por¢Ges mais iniciais e o0 acantocéfalo O.
incognita pelas porgBes intermediérias do intestino. As metacercérias foram registradas em alta
frequéncia na camada mucosa (regido da lamina propria), enquanto que os acantocéfalos foram
mais frequentes no limen. Os valores do indice de alteracdo histopatol6gica para o 6rgao foram
significativamente maiores na seca do que na cheia. Considerando os aspectos avaliados neste
estudo, a histologia foi uma ferramenta efetiva para conhecer as caracteristicas morfologicas do
tubo digestorio de R. microlepis com aplicabilidade para inferir sobre os padrées de distribuicdo
dos endoparasitos intestinais encontrados, as respostas do hospedeiro a estas infestagdes e ainda

como ambos respondem as oscilacfes que ocorrem no nivel das aguas do lago Cataldo.

Palavras-chave: morfohistoquimica; tubo digestorio; endohelmintos; histopatologia

semiquantitativa; sazonalidade



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the intestinal endoparasite fauna in Rhytiodus microlepis and its
relationship with bioecological factors. In the first chapter the anatomical, histological and
histochemical characteristics of the R. microlepis digestive tract were described in order to
provide the basis for the analyzes of the second chapter. In general the digestive tract of the species
is similar to that of other teleost fishes and consists of esophagus, stomach and intestine. However,
peculiarities were observed, such as the muscular layer of the intestine, which is organized into
three muscular tunics: internal longitudinal muscle, internal circular muscle and external
longitudinal muscle, a configuration that has never been previously reported for teleost fishes.
Histochemical analysis revealed that the esophagus, the pyloric region of the stomach and the
intestine reacted positively to all histochemical methods employed, except for the cardic and
fundic regions of the stomach, which reacted positively only to PAS and PAS + AB 2.5. The
second chapter aimed to study the R. microlepis endoparasite fauna during flood and dry seasons
in the region of lake Cataldo, Iranduba, Amazonas, Brazil, correlating infection levels with
distribution, endoparasite density, and degree of pathogenicity. Of the individuals analyzed, 100%
were parasitized by Digenea metacercariae and 94.7% by the acanthocephalan Octospiniferoides
incognita. Both endoparasites taxa occurred during flood and dry season; however, Digenea
metacercaria intensity and abundance was significantly higher during the dry season. Regarding
the distribution of parasites, both species occurred along the tube, with the Digenea metacercariae
having a clear preference for the earliest portions and the acantocephalan O. incognita for the
intermediate portions of the intestine. Metacercariae were recorded at high frequency in the
mucosal layer (lamina propria region), while the acanthocephalan were more frequent in the
lumen. The histopathological alteration index values for the organ were significantly higher in
drought than in flood. Considering the aspects evaluated in this study, histology was an effective
tool to know the morphological characteristics of the R. microlepis digestive tract with
applicability to infer the distribution patterns of intestinal endoparasites found, the host responses
to these infestations and also as both respond to swings that occur at the water level of Cataldo

lake.

Keywords:  morphohistochemistry;  digestive tube; endohelminths; semiquantitative

histopathology; seasonality
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1. INTRODUCAO GERAL

Na regido Amazbnica, que abriga a maior bacia hidrografica do mundo, com
aproximadamente 7 milhdes de Kmz (Irion et al. 1997), os caracteristicos rios de dguas brancas
(Sioli, 1950), com pH préximo ao neutro e de cor turva a barrenta por conta da elevada carga de
sedimentos, destacam-se pela presenca das planicies de inundagdo também conhecidas como
varzeas. Estas sdo areas periodicamente alagadas pelo transbordamento lateral dos rios e lagos,
causadas pela precipitacdo direta, afloramento do lencol freético, e degelo dos Andes (Junk et al.
1989; Affonso, 2012). O aporte anual de sedimentos dos rios Solimdes/Amazonas, a forte
correnteza e a variagdo sazonal no nivel das aguas reguladas pelo pulso de inundagéo, sdo os
principais fendmenos responsaveis pelo desenvolvimento da varzea (Irion et al. 1997; Junk et al.
1997). Esses fendmenos permitem a renovagéo periddica da agua, nutrientes do solo e organismos
entre 0 rio e a planicie de inundacdo, desencadeando um efeito preponderante sobre a
produtividade do sistema como um todo (Marlier, 1967; Junk, 1970; Goulding et al. 1996; Melack
e Forsberg, 2001).

A ictiofauna do ecossistema amazonico é bem adaptada a essas varia¢des temporais no nivel
dos rios, e sincroniza seus eventos biol6gicos em torno da sazonalidade, seja para aproveitar as
condi¢des favoraveis ou suportar as desfavoraveis (Ramalho et al. 2009; Moreira, 2017). Quando
as aguas estdo altas, grande parte da regido € inundada, e quase todos os lagos ficam conectados
entre si com o rio, fazendo com que os peixes fiquem dispersos nos tributarios onde o alimento é
abundante. Durante a seca, quando o nivel da dgua baixa, muitos peixes passam a viver em um
espaco mais restrito, aumentando a densidade populacional. A disponibilidade de alimento para
a maioria dos peixes diminui drasticamente, com excecdo de espécies predadoras onde a chance
de encontro com uma presa aumenta (Fink e Fink, 1978; Araljo-Lima e Goulding, 1997;
Goulding et al. 2003). Esse dinamismo no ecossistema amazdnico permitiu com que as varzeas
fossem consideradas habitats que possuem a maior e mais diversificada fauna de peixes de agua
doce do mundo (Reis et al.2003) e correspondente & enorme diversidade ictiofaunistica na

Amazonia espera-se também uma grande diversidade de parasitos (Malta, 1981).

1.1 Interacéo parasito-hospedeiro-ambiente

Todos os parasitos - organismos estrutural e fisiologicamente adaptados aos seus hospedeiros,
e metabolicamente dependente destes (Thatcher, 2006; Poulin, 2007) - evoluiram a partir de
ancestrais de vida livre, em sua maioria predadores, que emergiram antes mesmo dos primeiros
vertebrados. O aparecimento dos peixes, 0s primeiros vertebrados a surgir, propiciou numerosos
novos nichos para os grupos de parasitos explorarem (Thatcher, 2006). Os peixes portanto,

acabaram tendo uma maior quantidade e variedade de parasitos do que qualquer outra classe de
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vertebrados, porque viveram um longo periodo de tempo em estreita associagdo com as formas
parasitarias (Poulin, 2004).

Recentemente inclusos na avaliacdo da biodiversidade, os parasitos sd0 um componente
ambiental importante, pois possuem papel chave nos ecossistemas, onde exercem forte pressao
seletiva sobre suas populagdes hospedeiras, atuando na regulacdo da abundancia ou densidade
destas, sendo responsaveis por estabilizar cadeias troficas e estruturar comunidades animais
(Poulin e Morand, 2004; Lugue e Poulin, 2007).

A interacdo entre hospedeiro e parasito € uma relagdo complexa, as vezes dificil de ser
interpretada em consequéncia do nimero de variaveis que podem mudar esse balanco. Fatores
como a posigdo do peixe na cadeia alimentar, sexo, idade, tamanho corporal, comportamento,
respostas imunoldgicas e teciduais (Azevedo et al. 2011; Silva et al. 2011; Khan, 2012; Gongalves
et al. 2014), e ainda fatores abioticos, como a sazonalidade, podem exercer influéncia nessa
associagdo (Neves et al. 2013; Tavares-Dias et al. 2014).

Em regiGes tropicais as comunidades de parasitos de peixes podem ser afetadas de forma
diferenciada (Vital et al. 2011; Tavares-Dias et al. 2014; Dias e Tavares-Dias, 2015) e as variacdes
na dindmica hidrolégica amazénica podem ocasionar alteragcdes na estrutura e composicao da
fauna de parasitos (Malta, 1982; Kadlec et al. 2003; Vasconcelos e Tavares-Dias, 2014). No
entanto, poucos estudos foram desenvolvidos visando avaliar a influéncia dos periodos sazonais
na vazdo dos rios sobre infecgdes parasitarias, tanto ocasionadas por ectoparasitos (Malta e
Varella, 1983; Carvalho et al. 2010; Morey, 2017) como por endoparasitos (Vital et al. 2011;
Santana et al. 2017).

O entendimento do regime sazonal sobre o parasitismo colabora na explicagdo de como
parasito e hospedeiro se relacionam e como e quando se devem acionar medidas de controle
parasitario (Silva, 2012). A deteccdo e compreensdo da dindmica temporal das populacfes e
comunidades parasitarias em peixes naturalmente infectados, podem dar subsidios para a
utilizagdo desse conhecimento em condic¢Bes de cultivo (Carvalho et al. 2010). Além disso,
também permite ponderar sobre os riscos que mudancas antropogénicas e climéticas podem trazer

na propagacdo de doencas sazonais (Altizer et al. 2006).

1.2 Endoparasitos intestinais em peixes de agua doce: principais filos e as patogenias
associadas
Em peixes neotropicais, a diversidade de habitats e habitos alimentares € refletida nas
caracteristicas morfofuncionais do trato digestério, pelo fato de ocuparem diferentes posicdes na
cadeia alimentar, e nos peixes, assim como em outros vertebrados, o trato digestorio representa
uma rota primaria para a infeccdo parasitaria (Ringo et al. 2007). Os endoparasitos sdo
amplamente citados como marcadores biologicos e indicadores do estado de salde dos

ecossistemas aquaticos (Williams et al. 1992; Mackenzie et al. 1995; Oliveira et al. 2015; Morey,
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2017; Palm et al. 2011; Kleinertz et al. 2014; Kleinertz e Palm, 2015) e como indicadores do
impacto da introducdo de espécies exdticas parasitadas em habitats diferentes de sua origem,
podendo resultar em efeitos deletérios que vao de declinio populacional até destruicdo de espécies
nativas (Dove e Ernst, 1998). Os endoparasitos sdo representados por diversos filos como
Platyhelminthes (Subclasses Trematoda e Cestoda), Nematoda e Acanthocephala (Thatcher,
2006).

1.2.1 Filo Platyhelminthes

Os Platyhelminthes sdo animais invertebrados, triblasticos, acelomados, de simetria
bilateral, conhecidos como “vermes achatados” devido ao achatamento dorsoventral do corpo e
auséncia de segmentos. Apresentam formas de vida livre, no entanto a maioria € representada por
espécies parasitas. Dentro do filo Platyhelminthes esta inclusa a classe Monogenea (ectoparasitos)
e as subclasses Digenea e Eucestoda (esses dois ultimos representados por endoparasitos)
(Thatcher, 2006).

1.2.1.1 Subclasse Digenea

As espécies de Digenea sdo hermafroditas com excecdo de algumas formas que habitam
0 sangue (Schistosomatidae) e alguns invasores de tecido encontrados em peixes marinhos
(Didymozoidae). Todas as espécies relatadas até agora de peixes de agua doce neotropicais tém
macho funcional e sistemas de érgdos femininos em cada individuo. Embora consideradas como
"flatworms", nem todas as espécies sdo dorso-ventralmente achatadas. Alguns sdo de forma plana
e foliar, mas outros podem ser cilindricos, esféricos ou piriformes. O corpo geralmente tem uma
ventosa oral e uma ventral (o acetabulo), e superficie externa (tegumento) que pode ser provida
de espinhos. (Thatcher, 1993; Thatcher 2006).

O ciclo de vida é heterdxeno e necessitam de pelo menos um hospedeiro intermediario
(quase sempre moluscos) para completar o ciclo. As fases do ciclo de vida incluem ovo,
miracideo, esporocisto, rédia, cercéria, metacercaria e adulto. Em peixes, os estagios larvais
encontram-se frequentemente encistados na musculatura, olhos, gdnadas, sistema nervoso e
recobrindo 6rgdos da cavidade celomatica. Quando na forma adulta também podem ser
encontrados no intestino (Thatcher, 1993; Thatcher 2006).

A patogenicidade desses individuos em peixes é bem mais pronunciada quando o peixe
atua como hospedeiro intermedidrio, pois as larvas de metacercarias sao bem mais agressivas para
0 hospedeiro do que as formas adultas (Takemoto et al. 2004; Pavanelli et al. 2008). A penetracdo
das cercarias na superficie corporal, nadadeiras, cavidade bucofaringea e branquias, bem como
migracdo das larvas até os olhos podem causar lesdes e hemorragias em varios tecidos.
Exoftalmia, deslocamento da retina, opacidade do cristalino, cegueira e até mortalidade dos

hospedeiros podem ser observadas em altas taxas de infeccdo (Iwashita e Maciel, 2013).
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Quando encontrados no intestino, o local de infecgdo desses parasitos é restrito quase que
inteiramente ao limen, mucosa, ou tecidos epiteliais, portanto, os principais danos associados a
presenca dos Digenea sdo a destruicdo do epitélio mucoso que recobre as vilosidades, com

subsequente necrose e degeneracdo (Dezfuli et al. 1997; Mladineo, 2006).

1.2.1.2 Subclasse Eucestoda

Os Eucestoda sdo endoparasitos hermafroditas conhecidos popularmente como ténias,
frequentemente parasitos intestinais de peixes quando na fase adulta (Eiras et al. 2010).
Morfologicamente esses parasitos sdo divididos em trés regides principais: o escélex, onde sdo
localizados os 6rgdos de fixacdo situados na extremidade anterior do parasito; o “pescogo” que é
uma regido ndo segmentada indiferenciada e o estrébilo, que € um conjunto de segmentos ou
proglotes nos quais se repetem os 6rgaos sexuais femininos e masculinos (Thatcher, 2006; Eiras
et al. 2010).

O ciclo de vida desses parasitos é heter6xeno e oscila dependendo das familias. Os ovos
sdo liberados para 0 ambiente juntamente com as fezes do hospedeiro definitivo e apds a eclosao,
ocorre a liberagdo das larvas ciliadas (coracidios) que nessa fase estdo prontas para infectar o
hospedeiro intermediario (normalmente um copepoda). No hospedeiro intermediario o coracidio
se diferencia em procercoide (primeira fase larval). Quando o peixe ingere o copepoda contendo
as larvas procercoides, pode se tornar um hospedeiro intermediario paraténico ou definitivo
(Iwashita e Maciel, 2013).

A patologia provocada pelos Eucestoda nos peixes pode variar dependendo da espécie de
parasito e de hospedeiro, do local da parasitose e da intensidade da infeccdo. Os adultos que se
localizam no intestino podem ocasionar perfuracdo da parede intestinal, lesdes na superficie e em
profundidade na camada serosa, com destruigdo tecidual, oclusdo parcial ou total do intestino,
além de causar descamacao e necrose da parede intestinal (Takemoto et al. 2004; Pavanelli et al.
2008).

1.1.2 Filo Nematoda

As espécies de Nematoda tém simetria bilateral, corpo alongado com formato tubular
cilindrico, extremidades geralmente afiliadas e corpo coberto por cuticula. Possuem sexos
separados (dioicos) e dimorfismo sexual, onde as fémeas possuem uma cauda simples, e 0 macho
é geralmente menor e possui uma cauda recurvada ou espiralada (Pavanelli et al. 2000). O tubo
digestério é completo, composto por boca e anus. A coloracdo é branco-avermelhada, ou
translucida a olho nu (Moravec e Thatcher, 1997; Moravec, 1998; Fischer et al. 2003; Vicentin et
al. 2011; Neves et al. 2013).

O ciclo de vida dos Nematoda é heteroxeno podendo ser mais ou menos complexo

envolvendo varios hospedeiros intermediarios (invertebrados como crustaceos, oligoquetas e
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larvas de insetos) e definitivos (peixes, aves ou mamiferos). Em peixes de agua doce ocorrem
tanto na fase adulta como em estégio larval podendo parasitar praticamente todos os érgdos.
Normalmente, as larvas sdo encontradas encistadas no musculo, figado, cavidade celomaética,
superficie das visceras e ainda no intestino (Moravec, 1998).

Os nematddeos apesar de ser considerado o grupo mais diversificado de endoparasitos de
peixes, em ambientes naturais, sdo considerados pouco patogénicos (Lugue, 2004). No entanto
outros fatores podem influenciar na patogenicidade desse parasito, como a espécie envolvida, 0s
Orgdos parasitados e numero de parasitos. Em infeccBes macicas é possivel verificar obstrucao
total da luz intestinal. Normalmente como resposta por parte do hospedeiro edema, necrose,

inflamacéo localizada e granulomas s&o observados. (Moravec, 1998; Takemoto et al. 2004).

1.1.3 Filo Acanthocephala

Os acantocéfalos sdo helmintos parasitos intestinais obrigatorios e possuem um grande
sucesso adaptativo podendo parasitar todas as classes de vertebrados, em particular de peixes
teledsteos de agua doce (Eiras, 1994; Jerdnimo et al. 2017). O ciclo de vida compreende um
artropode como hospedeiro intermediario e um vertebrado como hospedeiro definitivo (Nickol,
2006; Brusca e Brusca, 2007). Morfologicamente, tem o corpo dividido em duas partes: o
metassoma (ou tronco) e o pressoma (constituido pela probdscide e o pescogo), esta Gltima sendo
uma estrutura retratil provida de ganchos, usada para fixacao dos parasitos na parede intestinal do
hospedeiro definitivo podendo provocar lesbes profundas na mucosa e hemorragias (Thatcher,
1991; Eiras et al. 2010). Esses parasitos ndo apresentam tubo digestério e absorvem o alimento
ingerido pelo hospedeiro definitivo através do tegumento (Brusca e Brusca, 2007).

A patogenicidade dos acantocéfalos é associada a dois fatores principais, a densidade de
vermes na luz intestinal, e a profundidade de penetracdo da proboscide dos parasitos nos tecidos
do hospedeiro (Tarachewski, 2000). Numa escala global, diversos trabalhos relatando a patogenia
dos acantocéfalos em peixes de ambiente natural tém sido documentada (Martins et al. 2001;
Dezfuli et al. 2002; Dezfuli et al. 2008; Sanil et al. 2010; Melo et al. 2014; Bosi e Dezfuli, 2015;
Dezfuli et al. 2015). Os autores descrevem altera¢des significantes como descamacdo do epitélio
intestinal, hiperplasia e hipertrofia de células caliciformes, infiltracdo leucocitéria e em alguns
casos, necrose foi observada onde a penetracdo da probdscide dos parasitos atingiu todas as

camadas do intestino.

1.2 Aracu-banana Rhytiodus microlepis Knerr, 1858
A familia Anostomidae abrange 12 géneros e 138 espécies amplamente distribuidas na
América Central e América do Sul (Garavello e Britski, 2003). Nesta familia estdo inclusos o0s

peixes conhecidos popularmente como aracus, que ocorrem comumente em aguas brancas,
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sobretudo lagos (Santos et al. 2006). Algumas espécies tém importancia para a pesca, aquicultura,
e potencial para aquariofilia (Agostinho, 1994; Froese e Pauly, 2005).

O Rhytiodus microlepis Knerr, 1858 (Characiformes: Anostomidae) (Figura 1) é um peixe
de habito alimentar herbivoro com dieta composta por algas, raizes, folhas e caule de plantas
(Santos, 1981). Dentre os aracus, € a espécie de maior porte comercializada nos mercados

pesqueiros da Regido Amazénica (Santos et al. 2006).

Figura 1 — Exemplar adulto de Rhytiodus microlepis. Santos et al. (2006). Barra de escala: 5cm.

A diversidade de endoparasitos metazoarios da familia Anostomidae tem sido
razoavelmente documentada (Lopes, 2010; Pavanelli et al. 2004; Guidelli et al. 2006; Oliveira et
al. 2016), incluindo um estudo recente da fauna de parasitos metazoarios de R. microlepis
realizado por Silva de Souza et al. (2017). Na literatura, ndo ha estudo da morfologia do tubo
digestorio desta espécie e tampouco registro das possiveis associagdes entre a ocorréncia, a
distribuigdo e patogenicidade dos endoparasitos que possivelmente podem ser influenciadas pelas
as variagOes sazonais no nivel das &guas.

Do ponto de vista metodoldgico, a taxonomia e a sistemética de parasitos de peixes sao
ferramentas essenciais na elaboracdo de inventéarios faunisticos, que possibilitam conhecer a
diversidade e biogeografia de populagfes parasitarias (Marcogliese, 2003). Ja os indices
parasitologicos, podem ser aplicados para inferir a respeito da composi¢do e estrutura de
infracomunidades parasitarias em peixes de ambiente natural, e ainda embasar estudos aplicados
em ecologia parasitaria como manejo ambiental, integridade bidtica e conservacdo de bacias
(Luque e Poulin, 2007). Ainda neste contexto, a histopatologia, expressa na forma de indices
indicadores da funcionalidade do érgdo parasitado, podem ser ferramentas usadas para revelar de
forma mais intrinseca as respostas teciduais e celulares do hospedeiro as infecgdes parasitarias.
Todas essas ferramentas podem ampliar o conhecimento sobre a relagdo parasito-hospedeiro-
ambiente, bem como as distintas estratégias usadas pelos parasitos (Eiras et al. 2006; Azevedo et
al. 2011; Silva et al. 2011).
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar a fauna de endoparasitos intestinais em Rhytiodus microlepis e as relacdes desta
com fatores bioecoldgicos

2.2 Especificos

Descrever as caracteristicas anatbmicas, histoldgicas e histoquimicas do tubo digestério
de Rhytiodus microlepis, com a finalidade de fornecer base para as andlises do segundo
capitulo

Estudar a diversidade das espécies de metazoarios endoparasitos intestinais em R.
microlepis

Determinar a prevaléncia, intensidade média e abundancia das espécies de endoparasitos
intestinais de R. microlepis nos periodos de cheia e seca

Analisar a densidade e distribuicdo dos endoparasitos ao longo do tubo intestinal de R.
microlepis

Verificar o grau de patogenicidade dos endoparasitos intestinais sobre o hospedeiro nos
periodos de cheia e seca
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Resumo

O presente trabalho teve como objetivo descrever as caracteristicas morfoldgicas e histoquimicas
do trato digestério do aracu-banana, Rhytiodus microlepis, do lago Cataldo, Amazonas, Brasil. O
tubo digestério de R. microlepis consiste em esdfago, estbmago e intestino. A mucosa do eséfago
é revestida por um epitélio mucoso pseudoestratificado com células pavimentosas e botBes
gustativos; A submucosa é composta por tecido adiposo, e a camada muscular é formada por
musculo esquelético. O estbmago possui regides cérdica, fandica e pildrica; As regides cérdica e
fandica sdo glandulares e possuem a mucosa revestida por epitélio cubico simples; A regido
pilorica é desprovida de glandulas, com epitélio cilindrico simples mucoso. O intestino contém
de 43 a 65 cecos piléricos e a mucosa revestida por epitélio cilindrico simples e células
caliciformes. A submucosa consiste em um tecido conjuntivo frouxo com agregados de
fibroblastos; A camada muscular tem a mesma configuracdo do es6fago ao estbmago e se
organiza em duas tUnicas: a muscular circular interna e a camada longitudinal externa, diferente
do observado no intestino, onde esta se organiza em trés tGnicas musculares: muscular
longitudinal interna, muscular circular interna e muscular longitudinal externa. A camada serosa
é igual em toda a extensdo do tubo sendo formada por um epitélio pavimentoso simples. A analise
histoquimica revelou que o esdfago, a regido pilérica do estbmago e o intestino reagiram
positivamente a todos os métodos histoquimicos empregados, com exce¢do das regides cardica e
fandica do estbmago que reagiram positivamente somente ao PAS e PAS+AB 2.5. Este é 0
primeiro trabalho que descreve as caracteristicas morfoldgicas e histoquimicas do tubo digestorio

de R. microlepis

Palavras-chave: morfohistoquimica; tubo digestdrio; anostomidae; herbivoro
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Abstract

This study aimed to describe the morphological and histochemical characteristics of the digestive
tract of aracu-banana, Rhytiodus microlepis, from Cataldo Lake, Amazonas, Brazil. R. microlepis
digestive tract consists of esophagus, stomach and intestine. The esophageal mucosa is lined with
a pseudostratified mucosal epithelium with pavement cells and taste buds; The submucosa is
composed of adipose tissue, and the muscular layer is formed by skeletal muscle. The stomach
has cardic, fundic and pyloric regions; The cardic and fundic regions are glandular and have the
mucosa lined by simple cubic epithelium; The pyloric region is devoid of glands, with mucous
simple cylindrical epithelium. The intestine contains from 43 to 65 pyloric caeca and the mucosa
lined with simple cylindrical epithelium and goblet cells. The submucosa consists of a loose
connective tissue with fibroblast aggregates; The muscular layer has the same configuration of
the esophagus to the stomach and is organized into two tunics: the inner circular muscle and the
outer longitudinal layer, different from that observed in the intestine, where it is organized into
three muscular tunics: inner longitudinal muscle, inner circular muscle and external longitudinal
muscle. The serous layer is equal over the entire length of the tube and is formed by a simple
paved epithelium. Histochemical analysis revealed that the esophagus, the pyloric region of the
stomach and the intestine reacted positively to all histochemical methods employed, except for
the cardic and fundic regions of the stomach, which reacted positively only to PAS and PAS +
AB 2.5. This is the first paper describing the morphological and histochemical characteristics of

the R. microlepis digestive tract

Keywords: morphohistochemistry; digestive tube; anostomidae; herbivorous
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1. Introducéo

O trato digestivo dos teledsteos exibe uma marcada diversidade morfoldgica e funcional, de modo
que evoluiram para garantir uma efetiva ingestao, digestdo e absorcéo de nutrientes. Levando em
consideracdo a variedade de estratégias alimentares exibidas pelos peixes, a caracteriza¢do da
morfologia e histoquimica do trato digestério é fundamental para entender ndo somente seus
habitos alimentares, mas também os tragcos anatdmicos e morfofisiolgicos do tubo digestdrio
(Pezzato et al. 2004; Canan et al. 2012; Cornick et al. 2015), e muitos estudos com essa abordagem
tem sido focados principalmente em teledsteos de hébito alimentar carnivoro (Ghosh et al. 2015;
Kopricl e Yaman, 2016; Moawad et al. 2016; Purushothaman et al. 2016; Andrade et al. 2017;
Mello et al. 2017; Rodrigues e Cargnin-Ferreira, 2017; Kalhoro et al. 2018; Phrompanya et al.
2019) e onivoro (Beltran et al. 2013; Germano et al. 2014; Hopperdietzel et al. 2014; Costa et al.
2015; Aruho et al. 2016; Mori, 2016; Kasozi et al. 2017; De Oliveira et al. 2019).

A familia Anostomidae abrange 12 géneros e 138 espécies amplamente distribuidas na
América Central e América do Sul (Garavello e Britski, 2003). Nesta familia estdo inclusos os
peixes conhecidos popularmente como aracus, que ocorrem comumente em &guas brancas,
sobretudo lagos (Santos et al. 2006). Algumas espécies tém importancia para a pesca, aquicultura,
e potencial para aquariofilia (Agostinho, 1994; Froese e Pauly, 2005). Uma variedade de habitos
alimentares é encontrada dentro dos representantes desta familia (Guisande et al. 2012), no
entanto, estudos acerca da morfologia do tubo digestério sdo limitados (Albrecht et al. 2001;
Rodrigues et al. 2008; Costa et al. 2015; Chedid, 2016), especialmente para anostomideos
herbivoros (Dos Santos et al. 2015).

O Rhytiodus microlepis (Characiformes: Anostomidae) é um peixe de habito alimentar
herbivoro com dieta composta por algas, raizes, folhas e caule de plantas (Santos, 1981). Dentre
0s aracus, € a espécie de maior porte comercializada nos mercados pesqueiros da Regido
Amazonica (Santos et al. 2006). Apesar da sua relevancia comercial dentro do grupo, a maioria
dos estudos sdo direcionados para representantes onivoros. Assim, o presente estudo descreve
pela primeira vez as caracteristicas anatémicas, histoldgicas e histoquimicas do tubo digestoério
de R. microlepis e espera contribuir para o conhecimento de aspectos morfofuncionais da digestdo

em peixes neotropicais herbivoros.

2. Material e Métodos

Trinta e oito adultos de R. microlepis (comprimento padréo 18,5 + 3,5 cm e peso corporal 106,7
+ 124,7 g) (Tabela 1) foram coletados no lago Cataldo (3°10°04°’°S e 59°54°45°°W), Amazonas
(Brasil) entre os meses de Julho e Setembro de 2018 (Licenga SISBIO: 62845/ CEUA-UFAM:
018/2019). Apobs a captura, os animais foram anestesiados, sacrificados por seccdo espinal

(CONCEA, 2018), e em seguida tiveram o comprimento padrdo (cm) e peso corporal (g)
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registrados. O tubo digestério foi removido da cavidade celomética, fixado em formol 10%
tamponado por um periodo de 24 horas e transferido para alcool 70% para analise anatémica e
morfométrica.

Em 38 exemplares de R. microlepis, o comprimento de cada 6rgao do tubo digestério foi
medido para o célculo do coeficiente intestinal (CI): CO=CI/SL, de acordo com Angelescu e
Gneri (1949), e os cecos piléricos foram quantificados (Tabela 2). Para a caracterizagcdo anatbmica
0 tubo digestorio foi dissecado em lupa para observacdo do padrdo de pregas na mucosa. Para a
histologia e histoquimica, fragmentos do es6fago, estdmago e intestino foram submetidos a
desidratagdo em crescentes concentracdes de alcool (70%, 80%, 95%, 100%), diafanizacdo em
xilol, impregnacéo e inclusdo em parafina aquecida a 60°C. Cortes nas espessuras de 5um foram
realizados e corados com H&E (Bancroft and Gamgle, 2002), acido periédico de Schiff (PAS) e
alcian blue (pH 1.0 e 2.5) (Pinky et al. 2008). As analises da anatomia e macroscopia do tubo
digestorio foram realizadas usando um estereomicroscopio modelo Leica EZ4. Os cortes
histoldgicos foram observados e fotografados em um fotomicroscopio Leica equipado com um
software de captura de imagem (Laz Leica).

3. Resultados

3.1 Anatomia e macroscopia

A cavidade celomaética de R. microlepis é alongada, sendo ovalada cranialmente e levemente
comprimida no sentido caudal. Os drgéos que compdem o tubo digestério encontram-se em sua
maioria no terco anterior deste, sendo estes: es6fago, estbmago (regido cranial, média e caudal),
e intestino: porgdes 1 (regido cranial e média), 4 (regido media e caudal), 5 e 6 (regido cranial).
O ter¢o médio é ocupado pela regido média do estdbmago, pelas porcdes 1 (regido caudal), 2,3,4
(regido cranial e média) e 6 (regido média) do intestino. O terco posterior é ocupado pelas por¢des
6 (regido caudal) e 7 (Figura 1).

O tubo digestorio de R. microlepis consiste em trés regiGes anatdmicas distintas: eséfago,
estdbmago e intestino. O esdfago (8,6 + 1,3 mm), correspondente a 3,5% do tubo digestorio,
apresenta-se como um 0Orgdo tubular curto e retilineo, interligado cranialmente a cavidade
bucofaringea e distalmente ao estdmago; macroscopicamente finas pregas longitudinais
anastomosadas se projetam da mucosa para o limen e se tornam unificadas na transicdo do
esdfago para o estbmago (Figura 2A, B). O estdmago (61,4 + 9,1 mm), correspondente a 24,8%
do tubo digestorio, é sifonal em forma de “U” com trés regides distintas: cardica, fundica e
pilérica. Macroscopicamente a regido cardica apresenta pregas longitudinais calibrosas, que
desaparecem na transigdo para a regido fundica (Figura 2 C, D). A regido pildrica é marcada pela
presenca de um esfincter muscular e pregas longitudinais mais elevadas e espessas do que a regido
cardica (Figura E, F). O intestino (coeficiente intestinal: 1,05 + 0,11) (177 + 40,3 mm),

correspondente a 71,7% do tubo digestério, é marcado pela presenga de cecos piloricos (52,1 +
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5,1). N&do foram observadas diferencas estruturais na macroscopia das pregas ao longo do tubo
intestinal, onde estas estdo organizadas em um arranjo transversal (Figura 2G), com excec¢do da
porcdo 7 (reto) onde as padrdo muda para uma disposicdo obliqua nas laterais em relacdo ao
intestino com trelicas na regido do centro (Figura 2H).

Com base nas caracteristicas anatdmicas e macroscopicas observadas, a delimitacdo do tubo
digestério de R. microlepis foi realizada levando em consideracdo a macroscopia das pregas na
mucosa e o padrdo de enovelamento das algas do intestino, Sendo delimitado por es6fago,
estbmago (com trés regiGes macroscopicas distintas e intestino diferenciado em sete segmentos
(P1: cecos piléricos; P2: retilineo; P3: enovelado em formato de “U”; P4: retilineo; P5: enovelado

em formato de “U”; P6: retilineo e P7: também retilineo).

3.2 Histologia

Em R. microlepis o es6fago tem a mucosa constituida por dobras longitudinais sinuosas que se
projetam para o limen, e na regido basal algumas formam pequenas invaginagdes (Figura 3A).
As pregas sdo compostas por duas faces: a face mais apical que entra em contato com o limen e
é revestida por um epitélio pavimentoso estratificado, com botfes gustativos (Figura 3B); e outra
face mais posterior, que é revestida por um epitélio mucoso pseudoestratificado sem botGes
gustativos aparentes e células pavimentosas presentes no apice; a submucosa em toda a extensao
esofagica é constituida por tecido adiposo. A camada muscular é uma tunica singular de tecido
muscular esquelético e a camada serosa se mantém pavimentosa em toda a extensdo do tubo
digestorio. Na transi¢cdo do esdfago para a regido cardica do estdbmago, o epitélio da mucosa muda
abruptamente de pseudoestratificado mucoso para um epitélio cilindrico simples com o
aparecimento de glandulas gastricas (GG) (Figura 3C). Neste ponto a submucosa passa a ser
constituida de tecido conjuntivo frouxo e a camada muscular gradativamente vai mudando de
tecido muscular esquelético para tecido muscular liso. A medida que se distancia da por¢&o cranial
da regido cardica, as glandulas gastricas visualmente se tornam mais aumentadas de tamanho e a
submucosa apresenta-se bastante vascularizada (Figura 3D). A camada muscular também muda
passando a ser constituida de duas tlnicas musculares, onde a camada muscular longitudinal
externa comeca a aparecer de forma mais sutil. Na regido fundica do estdmago, as GG
visualmente tornam-se reduzidas e a camada muscular circular interna se torna mais espessa
(Figura 3E). Conforme se progride para a regido pilérica as GG védo diminuindo até
desaparecerem e a mucosa passa a ser recoberta por projecdes similares a pregas que sdo
revestidas por um epitélio cilindrico mucoso (Figura 3F). A submucosa se espessa e regride a
medida em que essas projecdes vdo se formando na mucosa e a camada muscular circular interna
torna-se bem espessada; Na histologia intestinal diferencgas visuais aparentes na mucosa também
nédo foram observadas corroborando com as observagdes realizadas anteriormente na macroscopia

das pregas, com excecdo da regido do reto (Figura 3G, H). Nas seis primeiras por¢des, a mucosa
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consiste em vilosidades revestidas por um epitélio cilindrico simples constituido por células
epiteliais cilindricas (enterdcitos) intercaladas com dois tipos celulares diferentes (células
caliciformes e tipo celular ndo identificado, que rotulamos de tipo celular 1), sustentadas pela
lamina prépria composta por uma rede de vasos sanguineos e linfaticos, células musculares lisas,
fibroblastos e glébulos brancos (Figura 4). A submucosa € constituida por tecido conjuntivo denso
gue contém agregados de fibroblastos, e € bem vascularizada, com vasos sanguineos, linfaticos e
agregados de glébulos brancos. A muscular € organizada em trés tanicas diferentes: muscular
longitudinal interna, muscular circular interna e muscular longitudinal externa. Na sétima porcéo
(reto) as vilosidades desaparecem, e a mucosa passa a ser revestida por um epitélio
pseudoestratificado com enterdcitos e células mucosas abundantes. A submucosa nitidamente
torna-se mais espessada e a camada muscular é constituida por duas tanicas: muscular circular

interna e longitudinal externa.

3.3 Histoquimica

As analises histoquimicas detectaram que o tubo digestorio de R. microlepis apresenta quatro
tipos celulares produzindo mucossubstancias, sendo estes: células mucosas, células epiteliais,
células caliciformes e o tipo celular Il (Tabela 3) (Figuras 5 e 6).

No esbfago as células caliciformes reagiram positivamente as quatro técnicas histoquimicas
empregadas PAS, AB 1.0, AB 2.5 e PAS + AB 2.5 indicando producdo de mucossubstancias
neutras e acidas, no entanto as reacdes foram mais fortemente positivas ao AB 2.5, o que indica
a predominancia de mucossubstancias 4cidas do tipo carboxilada. No estdmago apenas o apice
das células epiteliais que revestem a mucosa das regies cérdica e fundica mostraram reacéo
positiva, que ficou restrita ao PAS sinalizando exclusiva producdo de mucossubstancias neutras.
Na regido pildrica houve reacdo positiva aos trés métodos, no entanto, as células mucosas
reagiram fortemente ao PAS. No intestino as células caliciformes foram positivas para todos o0s
métodos histoquimicos empregados, e o tipo celular Il reagiu apenas ao PAS. A porcao inicial
(P1) reagiu fortemente ao PAS, AB 2.5 e PAS + 2.5 indicando nessa regi&o a produgéo de mucinas
neutras e acidas sulfatadas. Nao foram observadas diferencas na intensidade de reacdo ao PAS
nas porcdes P2, P3, P4, P5 e P6 que se mantiveram moderadas. Ainda nessas porcdes do intestino
(P2-P6) a reacdo mais forte foi ao AB 2.5 indicando uma alta concentragdo de mucossubstancias
acidas carboxiladas nessas regides. No reto (P7) foi observada forte reacdo a todos os métodos
histoquimicos constatando tanto a producdo de mucinas neutras quanto a de mucinas acidas

sulfatadas e carboxiladas.
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4. Discussao

4.1 Anatomia e macroscopia

A morfologia do trato digestivo dos peixes é bem diversificada e evoluiu para garantir que a
ingestdo, digestdo e absorcdo fossem adaptadas aos diferentes requerimentos alimentares das
espécies (Pezzato et al. 2004). Em teledsteos, o esdfago é responsavel por conectar a cavidade
bucofaringea ao estbmago, no caso de peixes gastricos, € usualmente é descrito como um 6rgéo
tubular curto, retilineo e muscular (Albrecht et al. 2001; Montenegro et al. 2012). Em peixes
herbivoros como Schizodon knerii (Dos Santos et al. 2015) o padrdo de pregas da mucosa
esofégica é semelhante ao encontrado em R. microlepis e outras espécies de peixe com certa
tendéncia a herbivoria (Pessoa et al. 2013; Rodrigues et al. 2008; Albrecht et al. 2001), indicando
ajustes na distenséo do esdfago com a finalidade de facilitar a passagem de grandes quantidades
de alimento ingerido (Dos Santos et al. 2015).

Dois grupos principais de peixes podem ser diferenciados com base na presenca ou
auséncia de estbmago (gastricos ou agastricos respectivamente). Os estdbmagos podem ser
classificados de acordo com a sua forma anatdmica que pode ser reta (1), sifonal (U ou J) ou cecal
Y) (Suyehiro, 1942; Ray e Ringg, 2014). Em R. microlepis o estomago tem formato de “U” com
trés regides macroscopicas que sdo facilmente observadas por conta da diferenciacdo nas pregas
da mucosa estomacal. Esse mesmo formato de estdbmago é considerado comum em salmonideos
(Ray e Ringg, 2014) e é relatado para Mystus cavasius (Ghosh et al. 2015) Schizodon knerii (Dos
Santos et al. 2015) e Prochilodus lineatus (Moraes et al. 1997). Segundo Wilson e Castro (2010)
estdmagos sifonais em formato de U ou J sdo mais comuns entre os osteictes e elasmobranquios,
e essa configuragcdo pode ajudar a aumentar o tempo de permanéncia do alimento no estbmago
garantindo melhor eficiéncia na digestao realizada pelas enzimas gastricas (Moawad et al. 2016).
Considerando as caracteristicas anatdbmicas e macroscépicas das pregas da mucosa do estdmago,
as regides cardica e fundica sdo responsaveis pela recep¢do e armazenamento do alimento,
enquanto que a regido pildrica é responsavel pelo esvaziamento gastrico (Menin e Nimura, 1993).

O intestino dos peixes é um drgdo tubular que apresenta numerosas variacdes especificas
quanto ao padrdo de enovelamento das algcas e comprimento (Nikolsky, 1963). Em R. microlepis
o intestino é relativamente longo com coeficiente intestinal (Cl) de 1,05 + 0,11 compativel com
de peixes herbivoros que varia de 0,8 a 15,0 (Bértin, 1958; Xiong et al. 2011). Uma explicacdo
funcional para o intestino longo dos peixes herbivoros é que alguns componentes da dieta
demoram a ser digeridos e requerem um tempo maior e uma exposi¢cdo mais extensa no tubo
intestinal (Albrecht et al. 2001). A presenca de pregas no intestino esta relacionada com a
dilatac&o do tubo, retardamento do trénsito intestinal auxiliando na digestdo e aumento da area de
absorcéo de nutrientes (Cao e Wang, 2009; Lokka et al. 2013) que pode ainda ser potencializada
com a presenca de cecos pildricos associados (Hossain e Dutta, 1996; Albrecht et al. 2001). Rust

(2002) afirma que os cecos sdo tipicamente ausentes ou muito reduzidos em espécies onivoras e
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herbivoras, no entanto, em R. microlepis a média de cecos piloricos foi de 52,1 por peixe,
semelhante ao relatado por Santos (1980) para a mesma espécie-alvo deste estudo. Na literatura
hé varios registros da presenca de cecos pil6ricos em espécies de habito alimentar herbivoro
(Albrecht et al. 2001; Dos Santos et al. 2015) e onivoro (Seixas-Filho et al. 2000; Albrecht et al.
2001; Rodrigues et al. 2008; Aguiar et al. 2018; De Oliveira et al. 2019), evidenciando uma grande
discussdo em torno da presenca ou auséncia de cecos piléricos em peixes, que aparentemente ndo
tem relacdo direta com o habito alimentar das espécies (Khanna, 1961; Mohsin, 1962) uma vez
que eles podem ou ndo estar presentes em espécies herbivoras, carnivoras e onivoras (Mohsin,
1962). Em R. microlepis o intestino apresentou pregas transversais em toda sua extensdo com
excecdo do reto, padrdo este também relatado para espécie herbivora Schizodon knerii (Dos
Santos et al. 2015). A fim de atender as exigéncias metabdlicas quando as demandas energéticas
sdo altas ou a qualidade da dieta é baixa, os herbivoros podem depender de alteracdes
morfoldgicas no intestino que aumentam a capacidade deste 6rgdo, e geralmente eles apresentam
uma estrutura mecénica e quimica mais onerosa devido as paredes ricas em celulose que protegem
as células de plantas e algas, permitindo o processamento eficiente de maiores quantidades de
material alimentar e minimizando a perca de eficiéncia da assimilagdo energética (Derting e
Bogue, 1993; Saha et al. 2006).

4.2 Histologia

A organizacao histologica do tubo digestorio de R. microlepis é muito similar ao padréo descrito
para muitas espécies de peixes (Faccioli et al. 2014; Dos Santos et al. 2015; Rodrigues e Cargnin-
Ferreira, 2017; De Oliveira et al. 2019) e obedece a arquitetura basica das camadas histolégicas
gue compdem o tubo digestdério: mucosa, submucosa, muscular e serosa (Diaz et al. 2006), no
entanto algumas caracteristicas bem peculiares foram observadas em alguns 6rgdos como o
esdfago e intestino.

A mucosa do eso6fago de R. microlepis é complexa e apresenta dobras longitudinais que
sdo revestidas por duas faces. A face que entra em contato mais direto com o limen é composta
por um epitélio de células pavimentosas estratificadas com botdes gustativos; e a outra face
constituida por um epitélio pseudoestratificado. Na literatura ha registro de uma configuracdo
semelhante para Larimichthys crocea (Kalhoro et al. 2018) onde os autores descrevem a mucosa
esofagica constituida de um epitélio escamoso (zona frontal) e epitélio colunar estratificado (zona
posterior das dobras). Células epiteliais presentes na mucosa esofagica sao responsaveis pela
protecdo da superficie epitelial contra abrasdes mecanicas e por ancorar mucinas secretadas pelas
células mucosas, formando assim uma superficie epitelial lubrificada para facilitar passagem de
alimento (Arellano et al. 2001; El Hafez et al. 2013; Faccioli et al. 2014).

Botdes gustativos sdo estruturas comuns encontradas em Varios tele6steos (Xiong et al. 2011;
Hopperdietzel et al. 2014; Borman et al. 2015; Dos Santos et al. 2015; Santos et al. 2015; Aruho
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et al. 2016; Wolczuk et al. 2018) e quando presentes no esdfago sdo associados a sele¢do final do
alimento e direcionamento deste para o estdbmago (Oliveira-Ribeiro e Fanta, 2000). Em R.
microlepis a presenca de botbes gustativos, associada a uma parede muscular esquelética é
sugerida na literatura como um indicador de atividade peristaltica e antiperistaltica, em caso de
rejeicdo alimentar (Wotczuk et al. 2015) e como essas atividades requerem um consideravel gasto
energético isso justifica uma submucosa constituida de tecido adiposo que prové a reserva
energeética necessaria que tais agdes mecanicas demandam neste 6rgao.

O estdmago em peixes gastricos € usualmente delimitado em trés regides: cardica, fundica
e pilorica (Xiong et al. 2011; Faccioli et al. 2014) e no estdmago de R. microlepis essas regides
aparecem bem definidas macro e histologicamente, semelhante a outras espécies de Anostomidae
como Leporinus friderici, L. taeniofasciatus (Albrecht et al. 2001) e Schizodon knerii (Dos Santos
et al. 2015).

Em muitos peixes teledsteos as regides cardica e flndica apresentam glandulas gastricas
tubulares na lamina propria que vdo diminuindo de tamanho até desaparecerem por completo na
regido pildrica (De Oliveira et al. 2019). Esse arranjo corresponde ao resultados encontrados em
R. microlepis e tem sido bem relatado na literatura para muitas outras espécies de teledsteos (Yang
et al. 2010; Xiong et al. 2011; Faccioli et al. 2014; Dos Santos et al. 2015; Ghosh et al. 2015;
Moawad et al. 2016; Kalhoro et al. 2017). As células oxinticas que compdem as glandulas
géstricas tem a funcao de produzir acido cloridrico e pepsinogénio. A pepsina é a principal enzima
proteolitica dos peixes e possui alta afinidade pelo substrato, cerca de 150 vezes mais do que a
pepsina dos estdmagos de mamiferos (Halver, 1972; Hepher, 1988). Segundo De Oliveira et al.
(2019) a presenca de glandulas apenas nas regides cardica e fundica do estdbmago indicam que o
processamento de alimentos nessas regides requer uma maior demanda de secrecdo, diferente da
regido pilérica que é aglandular, onde Freire (2015) justifica que a funcionalidade dessa regido é
triturar e facilitar o esvaziamento gastrico com a expulsdo do bolo alimentar para o intestino
anterior, e por isso a musculatura nesse ponto ¢ bem mais desenvolvida (Santos et al. 2007). Assim
como em R. microlepis o espessamento da camada muscular na regido pilérica também foi
relatado para outros Characiformes como Schizodon knerii (Dos Santos et al. 2015); Colossoma
macropomum (Mori, 2016) e Piaractus brachypomus (De Oliveira et al. 2019).

Histologicamente variacGes na altura dos vilos da mucosa ao longo do intestino dos
peixes sdo relatadas para espécies de habito alimentar carnivoro como Larimichthys crocea
(Kalhoro et al. 2018), Arapaima gigas (Rodrigues e Cargnin-Ferreira, 2017) e onivoro como
Amatitlania nigrofasciata (Hopperdietzel et al. 2014), Colossoma macropomum (Mori, 2016) e
Piaractus brachypomus (De Oliveira et al. 2019). Na mucosa intestinal de R. microlepis ndo
foram observadas mudancas na altura das vilosidades em toda a extenséo do tubo intestinal, com
excecdo do reto. Este padrdo foi igualmente observado por Dos Santos et al. (2015) na espécie

também herbivora Schizodon knerii. Um padrdo elaborado de vilosidades potencializa a
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capacidade secretora e absortiva dos nutrientes ingeridos (Rotta, 2003). Altos niveis de fibra na
dieta afetam o tempo de digestdo alimentar como também a taxa de transito gastrointestinal
(Lannaet al. 2004), dessa forma um padrdo mais elaborado de dobras na mucosa intestinal permite
um processamento adicional de itens relativamente dificeis de digerir como areia, lodo e celulose
(Horn, 1997; Moraes et al. 1997; Clements e Raubenheimer, 2005).

A organizacdo da tanica muscular no intestino de peixes usualmente consiste em duas
camadas de musculo liso: circular interna e longitudinal externa (Khojasteh, 2012) e esse padrdo
é ratificado na literatura para muitos teledsteos (Albrecht et al. 2001; Carasson et al. 2006; Santos
et al. 2007; Cao e Wang, 2009; Hernandez et al. 2009; Raji e Norouzi, 2010; Xiong et al. 2011;
Silva et al. 2012; Hopperdietzel et al. 2014; Dos Santos et al. 2015; Rodrigues e Cargnin-Ferreira,
2017; Nascimento et al. 2018; De Oliveira et al. 2019; Phrompanya et al. 2019). No entanto,
variagdes foram observadas em Steindachnerina notonota (Silva et al. 2005) e Stegastes fuscus
(Canan et al. 2012) onde os autores constataram apenas a camada muscular circular interna em
algumas regides do intestino. Em R. microlepis a tunica muscular é composta por trés camadas
de masculo liso. E a primeira vez que esse tipo de arranjo é registrado para peixes. Essa
configuracdo é semelhante a observada na musculatura de pro-ventriculos e ventriculos de aves
(Catroxo et al. 2009; Ogunkoya e Cook, 2009; Kadhim et al. 2011), onde a tanica muscular
compreende trés orientagdes de musculo liso: uma longitudinal interna, uma circular média e
longitudinal externa. Em aves herbivoras a funcéo desses 6rgéos é triturar a ingesta para diminuir
0 tamanho de particulas de alimentos muito rigidos (Duke, 1986). A dieta de R. microlepis é
composta de raizes, caule de capins, folhas e flores (Santos, 1981) todos materiais de dificil
absorcdo. Uma justificativa funcional para a tGnica muscular ser reforcada nessa regido € a
intensificacdo da atividade peristéltica afim de promover a absorcéo de nutrientes, agua e ions de

uma maneira mais eficaz.

4.3 Histoquimica

A mucosa que reveste o tubo digestério dos peixes possui células que secretam mucossubstancias
diferenciadas de acordo com a composicdo de seus monossacarideos podendo ser classificadas
em neutras e acidas ndo sulfatadas (sialomucinas) e sulfatadas (sulfomucinas) (Deplancke e
Gaskins, 2001), e no trato digestério dos peixes podem variar de acordo com as espécies, idade e
regides do trato (Grau et al. 1992; Sarasquete et al. 2001; Phormpanya et al. 2019).

Na literatura ha registro da producédo de mucinas neutras e acidas no esdfago de diferentes
ordens de teledsteos como Siluriformes (Faccioli et al. 2014; Mello et al. 2017; Phrompanya et
al. 2019), Perciformes (Carrason et al. 2006; Diaz et al. 2008; Kalhoro et al. 2018) e
Characiformes (Arellano et al. 2001; Lekness, 2015; De Oliveira et al. 2019). A mucosa do
esdfago de R. microlepis reagiu positivamente a todos os métodos histoquimicos empregados

(PAS, AB pH 1.0 e 2.5), porém a intensidade de reacéo foi mais forte ao AB 2.5 indicando que

41



nessa regido predominam mucinas acidas carboxiladas, semelhante ao descrito por Phrompanya
et al. (2019) para um hibrido de catfish (Clarias batrachus X Clarias gariepinus) e por De
Oliveira et al. (2019) para Piaractus brachypomus. As mucinas neutras e acidas tém como papel
comum promover a lubrificacdo da mucosa reduzindo o atrito nas paredes do eséfago evitando
danos mecéanicos durante a alimentacdo (Diaz et al. 2008; Abidi e Parwez, 2015). Além disso
mucossubstancias neutras nessa regido indicam pré-ingestdo gastrica (Cao e Wang, 2009) e no
caso das sialomucinas, que foi o tipo mais proeminente nos resultados para R. microlepis,
evidenciam atividade inibidora a adesdo de bactérias na mucosa (Bosi et al. 2005).

As células que revestem a mucosa gastrica sdo capazes de produzir mucossubstancias
neutras e acidas em seu apice, e diversos estudos mostram que existem variagdes na producao
dessas mucinas de acordo com a regido do estdmago (Hernandez et al. 2009; Faccioli et al. 2014;
Lekness, 2015; Kalhoro et al. 2018; De Oliveira et al. 2019). Na literatura, a produgédo de
mucossubstancias neutras tém sido comumente observada nas regifes cardica, flndica e pildrica
do estbmago de algumas espécies de peixes (Cao e Wang, 2009; Raji e Norouzi, 2010; Cardoso
et al. 2015; Dos Santos et al. 2015; Purushothaman et al. 2016; Kalhoro et al. 2017; De Oliveira
et al. 2019), e em alguns, a produgdo de mucossubstancias acidas se restringe apenas a regido
pilérica conforme visto em Schizodon knerii (Dos Santos et al. 2015), Lates calcarifer
(Purushothaman et al. 2016) e Piaractus brachypomus (De Oliveira et al. 2019). Essa assertiva
entra em conformidade com as analises histoquimicas realizadas em R. microlepis. A presenca de
mucinas neutras no estdmago promove a absorgéo e transporte de macromoléculas na membrana
plasmatica, atuam como tampdo na acidez do contelido estomacal, absorvem glicidios e acidos
graxos e em conjunto com as mucinas acidas promovem a prote¢do da mucosa contra danos
mecanicos (Murray et al. 1996; Petrinec et al. 2005; Zdravko et al. 2005).

Na mucosa intestinal de R. microlepis foram constatados dois tipos celulares reagindo
positivamente aos métodos histoquimicos empregados. Mori (2016) estudando a histoquimica do
intestino de Colossoma macropomum observou que além das células caliciformes, células
“rodlet” manifestaram reagdo positiva ao Reativo de Schiff (PAS). No epitélio intestinal de R.
microlepis observamos um tipo celular que, morfologicamente, ¢ semelhante as células “rodlet”
e que sdo relatadas no intestino de algumas familias de tele6steos como Salmonidae, Cyprinidae,
Gadidae, Labridae e Serrasalmidae (Nordi et al. 2015; De Oliveira et al. 2019), no entanto sdo
necessarios estudos posteriores com microscopia eletrénica de varredura para tal confirmagao.
N&o houveram diferengas qualitativas discrepantes no intestino de R. microlepis e mucinas
neutras e acidas ocorreram ao longo de todo o tubo intestinal similar aos achados para outras
espécies (Hernandez et al. 2009; Hopperdietzel et al. 2014; Cardoso et al. 2015). Mucinas neutras
sdo importantes para lubrificacdo, absor¢do e transporte de macromoléculas, as &cidas sdo
frequentemente associadas a protecdo contra agentes patogénicos (Arellano et al. 1999; Nehaus

et al. 2007; Abidi e Parwez, 2015; Matos et al. 2017) e quando produzidas no intestino posterior
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facilitam a eliminacdo de residuos alimentares (Shi et al. 2007).

Pela primeira vez as caracteristicas anatdmicas, histologicas e histoguimicas do tubo
digestorio de R. microlepis foram descritas. Nossos resultados apontam que a morfologia geral
do trato alimentar é semelhante a de outros peixes herbivoros, entretanto caracteristicas Unicas
foram constatadas como a tanica muscular do intestino composta por trés camadas de musculo
liso. Este estudo visa contribuir com o conhecimento de aspectos morfofuncionais da digestdo em

peixes neotropicais herbivoros.
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TABELAS E FIGURAS

Tabela 1. Estatistica descritiva dos dados biométricos dos exemplares de Rhytiodus microlepis
coletados no lago Cataldo, Amazonas, Brasil.

Estatistica descritiva

N° de peixes  Média + desvio Amplitude (méx-

analisados padrdo min.)
Peso (g) 38 106,7 £ 124,7 516 (568-52)
Comprimento padréo (cm) 38 185+35 13 (28-15)
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Tabela 2. Estatistica descritiva do tubo digestorio dos exemplares de Rhytiodus microlepis
coletados no lago Cataldo, Amazonas, Brasil.

Meédia + desvio Amplitude (méax-min.)
padrdo
Es6fago (mm) 86+13 5 (11-6)
Estbmago (mm) 61,4+9,1 45,5 (92-46,5)
Intestino (mm) 177 £ 40,3 168 (315-147)
Cecos 52+5,1 18 (63-45)
Coeficiente Intestinal (Cl) 1,05+0,1
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Tabela 3. Intensidade das reacdes histoquimicas ao longo do tubo digestério dos exemplares de

Rhytiodus microlepis coletados no lago Cataldo, Amazonas, Brasil.

Meétodo histoquimico

Regides do tubo digestorio

Intestino (porgdes)

Esofago Estdmago
Cardica Fandica Pilérica PL P2 P3 P4 P5 P6 P7
PAS ** *k*k *k*k *kk *k*k ** ** *%k ** ** *k*k
AB lo ** - - ** * * * *%x * a **k * *k*k
AB 25 *k*k - - ** *k*k ** ** *k*k *kk ** ** a *k*k
PAS + AB 25 *k*k *kk *kk *k*k *k*k *kk *kk *k*k *kk *k*k *k*k

Células caliciformes Apice das células epiteliais  Células mucosas

Células caliciformes e tipo celular Il

Tipos celulares

Intensidade da reago:

ausente (-); fraca (*); moderada (**) e forte (***)
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Figura 1. Anatomia do tubo digestério de um espécime adulto de Rhytiodus microlepis coletado no lago Cataldo,
Amazonas, Brasil. A — visdo ventral e B — anatomia externa das algas intestinais com delimitacdo das diferentes
porcBes que compdem o tubo digestorio. Barra de escala: 2cm.
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Figura 2. Macroscopia das diferentes por¢des do tubo digestdrio de Rhytiodus microlepis. A — Es6fago com pregas
longitudinais anastomosadas ; B — Transi¢do do esdfago para a regido cardica do estdbmago delimitada por um esfincter
(setas); C — Pregas longitudinais espessadas da mucosa cérdica do estbmago; D — Transi¢do da regido cardica ( C)
para a regido fandica (F) do estdmago; E — Esfincter pilérico (setas) marcando a transi¢do da regido fundica (F) para
a regido pildrica (P) do estdbmago; F — Pregas da regido pilorica; G — Mucosa intestinal com pregas transversais; H —
Reto.
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Figura 3. Histologia do tubo digestorio de Rhytiodus microlepis. A — Eséfago com pregas revestidas por epitélio pseudoestratificado
mucoso e epitélio estratificado pavimentoso com botfes gustativos na regido de contato com o bolo alimentar (asterisco) (em maior
detalhe na figura 3B), Submucosa constituida por tecido adiposo (S) e camada muscular (M) composta por tecido muscular esquelético);
C — Transicdo do esdfago para a regido cardica do estbmago com mudanca abrupta de um epitélio pseudoestratificado para um epitélio
cilindrico simples (seta) E formacdo das glandulas gastricas (GG), submucosa (S); D — Regido cardica do estbmago com glandulas
gastricas (GG); E — Regido fundica com glandulas gastricas reduzidas (G), muscular (M); F — Regido pilérica do estbmago com pregas
na mucosa revestidas por epitélio cilindrico mucoso; G — Mucosa intestinal (MUC), Submucosa (S) e Muscular constituida por trés
subcamadas (M); H — Regido do reto com vilosidades ausentes e mucosa revestida por epitélio pavimentoso estratificado com enterécitos
e células mucosas abundantes; Submucosa (S) e camada muscular (M); (P) cavidade peritoneal, (L) limen.



Figura 4. Estrutura histologica da mucosa intestinal de Rhytiodus microlepis. Células caliciformes (asteriscos), tipo

celular 1l (cabecas de seta), ldmina propria (LP).
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Figura 5. Reac@es histoquimicas do tubo digestério de Rhytiodus microlepis. A, B, C e D — Es6fago; E, F, G e H — Regido
cardica; 1, J, Ke L —fandica; M, N, O e P — Regi&o pildrica do estdmago.
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Figura 6. Reac@es histoquimicas do intestino de Rhytiodus microlepis. A, B, C e D — Segmentos iniciais e intermediarios;
E, F,G e H — Reto.
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CAPITULO II

ENDOHELMINTOS INTESTINAIS DE Rhytiodus microlepis (CHARACIFORMES:
ANOSTOMIDAE): DISTRIBUICAO, HISTOPATOLOGIA E RELACOES COM O
CICLO HIDROLOGICO
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Resumo

Este trabalho teve como objetivo estudar a fauna de endoparasitos de Rhytiodus microlepis do
lago Cataldo, Amazonas, Brasil, em duas estacdes do ciclo hidroldgico (cheia e seca),
correlacionando os niveis de infec¢do com a distribuicdo, a densidade dos endoparasitos, e o grau
de patogenicidade. Dos trinta e oito espécimes coletados, 100% estavam parasitados por
metacercarias de Digenea e 94,7% por Acanthocephala. Ambos os tdxons de endoparasitos
ocorreram na cheia e na seca, no entanto, a intensidade e abundancia de metacercarias de Digenea
foi significativamente maior na seca. Com relacéo a distribuigcdo dos parasitos, ambas as espécies
ocorreram ao longo do tubo. Os valores medianos de intensidade parasitaria correlacionados com
0s segmentos intestinais mostraram que as metacercarias de Digenea tem preferéncia pelas
porcBes mais iniciais do intestino e Acanthocephala pelas porcGes intermediarias. As
metacercarias foram registradas em alta frequéncia na camada mucosa, na regido da lamina
propria, enquanto que os acantocéfalos foram mais frequentes no lumen. Os valores do indice de
alteracdo histopatoldgica para o 6rgao foram significativamente maiores na seca do que na cheia.
Né&o houve diferenga significativa nos valores de IAH entre as quatro camadas do intestino, apesar
disso os valores de média foram maiores nas camadas mucosa e submucosa indicando a
ocorréncia de danos de maior grau, severos e/ou irreversiveis, onde essas camadas foram as mais

afetadas.

Palavras-chave: Distribuicdo; Digenea; Acanthocephala; patogenicidade; aracu-banana
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Abstract

The main objective of this work was to study the endoparasite fauna of Rhytiodus microlepis,
from Cataldo lake, Amazonas, Brazil, during two seasons of the hydrological cycle and correlate
infection levels with distribution, endoparasite density and degree of pathogenicity. Thirty-eight
specimens were collected in two periods of the hydrological cycle (flood and dry). Of the
individuals analyzed, 100% were parasitized by Digenea metacercariae and 94.7% by
Acanthocephala. Both taxa of endoparasites occurred in flood and dry, however, the intensity and
abundance of Digenea metacercariae was significantly higher in the dry season. Regarding the
distribution of the parasites, both species occurred along the tube. Median values of parasitic
intensity correlated with intestinal segments showed that Digenea metacercariae had preference
for the earliest portions of the intestine and Acanthocephala for the intermediate portions. The
metacercariae were recorded at high frequency in the mucosa layer, in the region of the lamina
propria, whereas the acanthocephalan were more frequent in the lumen. The values of
histopathological alteration index for the organ were significantly higher in the dry than in the
flood. There was no significant difference in the AHI values between the four layers of the
intestine. However, the mean values were higher in the mucosa and submucosa layers indicating

more severe and/or irreversible damage, where these layers were more affected.

Keywords: Distribution; Digenea; Acanthocephala; pathogenicity; aracu-banana
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1. Introducéo

O bioma da floresta amazonica é comporto por uma série de ambientes, varios dos gquais exibem
acentuadas variacdes sazonais na dindmica hidroldgica. Dentre eles, destacam-se as varzeas: areas
periodicamente inundadas e que exercem forte influéncia ha composicdo e estruturacdo da fauna
de parasitos de peixes (Malta, 1982; Kadlec et al. 2003; VVasconcelos e Tavares-Dias, 2014). Uma
das principais rotas de infeccGes por parasitos € o trato digestivo devido as peculiaridades
encontradas neste pequeno habitat, como nichos protegidos e uma superficie mucosa que pode
ser facilmente corrompida para se obter acesso a uma rica microvasculatura cheia de nutrientes
(McKay et al. 2017). Em peixes cada espécie endoparasita pode expressar uma distribuicdo
caracteristica ao longo do intestino de acordo com os requerimentos necessarios a sua
sobrevivéncia (Nkwenguila e Miwita, 2004).

Dentre os multiplos taxons de endoparasitos que infectam os peixes, Digenea e
Acanthocephala sdo frequentemente citados na literatura (Dezfuli et al. 2016). Os Digenea,
formam uma subclasse de endoparasitos de formato achatado considerados como “flatworms”.
Sao hermafroditas, com excecdo de algumas familias (Schistosomidae, Didymozoidae), e a
maioria apresenta duas ventosas, uma oral e ventral (acetdbulo) (Thatcher, 2006). Cerca de 70
familias com mais de 5.000 espécies sdo conhecidas em teledsteos. A patogenicidade desses
endoparasitos em peixes € bem mais pronunciada quando em estagio de metacercéria, pois as
larvas sdo bem mais agressivas para o hospedeiro do que as formas adultas (Takemoto et al. 2004;
Pavanelli et al. 2008). Quando encontrados no intestino, o local de infec¢do desses parasitos é
restrito quase que inteiramente ao limen, mucosa, ou tecidos epiteliais, portanto, 0s principais
danos associados a presenca dos Digenea sdo a destruicdo do epitélio mucoso que recobre as
vilosidades, com subsequente necrose e degeneracdo (Dezfuli et al. 1997; Mladineo, 2006).

Os acantocéfalos sdo helmintos parasitos intestinais obrigatorios de todas as classes de
vertebrados, em particular de peixes teledsteos de agua doce (Jerdnimo et al. 2017; Eiras, 1994).
Atualmente, mais de 70 familias com 1.500 espécies sdo conhecidas em peixes (Dezfuli et al.
2016). Morfologicamente, tem o corpo dividido em metassoma e pressoma, este Ultimo sendo
uma estrutura retratil provida de ganchos, usada para fixacao dos parasitos na parede intestinal do
hospedeiro definitivo (Thatcher, 2006; Eiras et al. 2010). Numa escala global, a patogenicidade
dos acantocéfalos em peixes de ambiente natural tem sido bem documentada (Sanil et al. 2011,
Dezfuli et al. 2002; Dezfuli et al. 2008; Bosi e Dezfuli, 2015; Dezfuli et al. 2015). Alteracdes
significantes como descamacdo do epitélio intestinal, hiperplasia, hipertrofia de células
caliciformes, reacdo inflamatoria e espessamento da camada muscular sdo danos frequentemente
associados ao parasitismo por acantocéfalos (Dezfuli et al. 2016; Jerdnimo et al. 2017; Matos et
al. 2017; De Oliveira et al. 2019).

O Rhytiodus microlepis Knerr, 1829 pertence a familia Anostomidae, que abrange 12

géneros e 138 espécies amplamente distribuidas na América Central e América do Sul (Garavello

64



e Britski, 2003). Nesta familia, estdo inclusos os peixes conhecidos popularmente como aracus,
gue sdo comuns em &guas brancas, sobretudo lagos. Dentre os anostomideos, R. microlepis é a
espécie de maior porte comercializada nos mercados pesqueiros da Regido Amazonica (Santos et
al. 2006). Na literatura, a diversidade de endoparasitos metazoarios da familia Anostomidae tem
sido razoavelmente documentada (Lopes, 2010; Pavanelli et al. 2004; Guidelli et al. 2006;
Oliveira et al. 2016), incluindo um estudo recente da fauna de parasitos metazoarios de R.
microlepis que foi descrita previamente por Silva de Souza et al. (2017).

Considerando que estudos de endoparasitos intestinais em anostomideos sdo em maioria
restritos a taxonomia, este trabalho teve como objetivo investigar os padrdes de distribuicdo dos
endoparasitos encontrados no intestino de R. microlepis, bem como a preferéncia de cada taxon
por sitios de infec¢do, e o grau de patogenicidade destes em duas estacOes distintas do periodo
hidrol6gico, em vista de que este é um fator que pode influenciar a composicao e estrutura de

comunidades parasitarias.

2. Material e Métodos

Trinta e oito espécimes adultos de R. microlepis foram coletados no lago Cataldo (3°10°04°’S e
59°54°45°°W), Amazonas (Brasil) entre os meses de Julho e Setembro de 2018 (Licenga SISBIO:
62845/ CEUA-UFAM: 018/2019) contemplando os periodos de cheia e seca da regido. A captura
dos animais foi realizada com redes de espera (20:20, 30:30, 25:30 mm entre n6s) distribuidas
aleatoriamente no lago, com tempo de permanéncia padronizado em 10 horas, periodo diurno,
com quatro despescas ao longo deste tempo. Os animais capturados vivos foram anestesiados por
hipotermia, sacrificados por secgdo espinal, e em seguida tiveram o comprimento padréo (cm) e
peso corporal (g) registrados. O tubo digestdrio foi removido da cavidade celomaética, fixado em
formol 10% tamponado em um periodo de 24h e transferido para alcool 70% para posterior estudo
parasitolégico e morfoldgico no Laboratério de Parasitologia de Peixes (INPA) e Laboratério de
Pesquisas em Biologia do Desenvolvimento (UFAM).

Para analise parasitologica, sinais clinicos foram registrados quando aparentes, e o tubo
digestorio foi seccionado longitudinalmente para verificar a presenca de endoparasitos; uma vez
detectada, os espécimes foram coletados com auxilio de pingas finas, fixados em alcool 70% e
posteriormente submetidos ao protocolo de coloragdo para helmintos segundo método
estabelecido por Amato et al. (1991). Descritores ecolégicos seguindo metodologia estabelecida
por Bush et al. (1997) foram utilizados para calculo dos indices parasitarios. Os tdxons de
endoparasitos encontrados foram classificados segundo o grau de importancia para a comunidade
como: Central (Ce) = especies presentes com prevaléncia maior que 66,66% no total de peixes
examinados; Secundéario (Se) = presentes entre 33,33 e 66,66% da amostra e Satélite (Sa) =
Inferior a 33,3% da amostra (Bush e Holmes, 1986).

Para anélise histopatoldgica do tubo digestorio de R. microlepis fragmentos do intestino
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foram submetidos a desidratacdo em crescentes concentracdes de alcool (70%, 80%, 95%, 100%),
diafanizacdo em xilol, impregnacéo e inclusdo em parafina aquecida a 60°C. Cortes nas espessuras
de 5um foram realizados e corados com H&E (Bancroft and Gamgle, 2002).

Para calculo da frequéncia de ocorréncia dos parasitos por por¢do intestinal e sitio de
infeccdo, o intestino foi delimitado em sete porcdes distintas com base em caracteristicas
anatdbmicas conforme descrito posteriormente no primeiro capitulo. Um contador diferencial de
celulas foi utilizado para a contabiliza¢do dos helmintos.

A andlise do indice de alteracdo histopatologica (IAH) foi baseada no método de Aguiar
et al. (2018) onde, cortes histoldgicos das por¢cBes com maior densidade parasitaria foram
analisados randomicamente. Em cada corte alteracdes histopatol6gicas nas camadas do intestino
(mucosa, submucosa, muscular e serosa) foram registradas e semiquantificadas conforme
metodologia adaptada de Poleksic and Mitrovic-Tuntuduzic (1994). Na féormula IAH= 10° X1 +
10" 211 + 10* ZIII; e frequéncia de ocorréncia dos danos teciduais classificados em: “0-10”
funcionamento normal do 6rgdo, “11-20” danos leves a moderados no 6rgao, “21-50 alteragdes
moderadas a severas no orgao, “50-100 alteracdes severas no o6rgao e “>100" danos irreparaveis
ao 6rgdo. Os cortes histologicos foram observados e fotografados em um fotomicroscépio
equipado com um software de captura de imagem (Laz Leica).

A andlise estatistica incluiu a comparacéao da prevaléncia e abundancia média de parasitos
entre 0s periodos de cheia e seca usando o teste-t. O teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis e o
post-hoc de Dunn’s foram efetivados com a finalidade de comparar a intensidade dos parasitos
dentre as porgoes intestinais. O indice de alteracdo histopatoldgica (IAH) entre os periodos de
cheia e seca foram submetidos ao teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov (KS) e
contrastados aplicando o teste-t. A comparagdo dos valores de IAH por camada do intestino foi
realizada a partir do teste ndo-paramétrico de Kruskall-Wallis. Todas as analises estatisticas foram

realizadas usando o software GraphPad Prism verséo 5.00.288.

3. Resultados
3.1 indices parasitarios, distribuicdo espacial e densidade de parasitos nas algas intestinais
Todos os exemplares de Rhytiodus microlepis (18,5 £ 3,5 cm e 106,7 £ 124,7 g) analisados
estavam parasitados por pelo menos um taxon de endoparasito. Um total de 3.469 espécimes
foram quantificados, onde 360 eram pertencentes ao Filo Acanthocephala, da espécie
Octospiniferoides incognita Schmidt e Hugghins, 1973, e 3.109 espécimes nao identificados do
Filo Platyhelminthes, subclasse Digenea, em estagio de metacercaria. Trematodeos digenéticos
na fase adulta (Figura 1) também foram observados, no entanto, por se tratar apenas de uma
ocorréncia, estes ndo foram levados em consideragdo para calculo dos indices parasitarios.

Dos 38 espécimes de R. microlepis examinados 94,7% estavam parasitados por O.

incognita com intensidade média de 10 (0-24) parasitos por hospedeiro. E 100% estavam
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parasitados por Digenea, com intensidade média de 259,09 (38-669) parasitos por hospedeiro. Os
indices parasitarios gerais estdo representados na Tabela 1. Nas estacGes de cheia e seca do ciclo
hidrolégico do Lago Cataldo diferencas significativas nos indices parasitarios ndo foram
observadas para os acantocéfalos (O. incognita) coletados. Em contrapartida a intensidade e
abundancia média de trematodeos digenéticos foram maiores na seca do que na cheia (Tabela 1).

Quanto a distribuicdo dos parasitos os dois tdxons ocorreram simultaneamente ao longo
das alcas intestinais, com excec¢do da porcdo final (reto) onde nenhum parasito foi registrado
(Figura 2). Os valores medianos de intensidade parasitaria para O. incognita (Kruskal-wallis (38)
= 56,84; = p < 0,0001) e Digenea (Kruskall-Wallis (12) = 49,34; p < 0.0001) tiveram variacOes
entre as sete porcdes intestinais. Para Acanthocephala o teste post-hoc de Dunn’s indicou que néo
ha diferenca na intensidade de acantocéfalos entre as porgdes 1, 2, 3, 4, 5 e 6 do tubo intestinal.
A intensidade na porcao 4 ndo difere da intensidade nas porcGes 2 e 3, porém € significativamente
maior que as porcbes 1, 5, 6 e 7. Nas porcOes posteriores do tubo P5 e P7 a intensidade de
acantocéfalos é significativamente menor quando comparadas com as demais por¢des (p<0,05);
Em Digenea, o teste post-hoc de Dunn’s indicou que a intensidade parasitaria é significativamente

maior nas porcdes 1 a 4 quando comparada com as porgdes 5 a 7 (p<0,05) (Figura 3).

3.2 Sitios de infecéo, histopatologia qualitativa e IAH

O. incognita foi registrado em alta frequéncia livre no limen (99,5%) quando comparado com as
camadas subsequentes do intestino, sendo que apenas 0,5% foram encontrados com a probdscide
fixada na mucosa (Figuras 4 e 5A). A quase total restri¢do dos acantocéfalos ao lumen e a camada
mucosa explica as alteragGes histoldgicas tipicas de acantocefalose como, leve compressdo dos
vilos, descamac&o e abraséo do epitélio e pequenos focos hemorragicos (todas alteragdes de grau
1) (Figuras 5F e 5G).

Ainda com relacéo aos sitios de infeccdo, uma clara preferéncia dos Digenea pela camada
mucosa foi constatada, onde os cistos de metacercarias visualizados estavam restritos a regido da
lamina propria (75,9%), seguido das camadas submucosa (11,9%), serosa (8,8%) e muscular
(2,02%). Foram ainda registradas ocorréncias na cavidade peritoneal (1,19%) e limen (0,03%)
(Figuras 4 e 5A). Aparentemente as principais respostas teciduais expressas na presenca das
metacercarias de trematddeos digenéticos no intestino foram: hipertrofia dos vilos (alteracdo de
estagio 1) (Figura 5C), intensa infiltragdo leucocitaria composta por mastocitos, linfocitos e
células eosinofilicas gigantes (alteracdo de estagio I) (Figura 5H), formacéo de capsulas fibrosas
ao redor dos parasitos (alteracdo de estagio Il) e focos de necrose adjacentes (alteracéo de grau
I11) (Figuras 5C, 5D e 5E). Todos esses danos, com exce¢do da hipertrofia dos vilos, também
foram observados nas camadas submucosa, muscular e serosa quando havia a presenga das
metacercarias. Além destas, outras alteracGes foram visualizadas, contudo ndo puderam ser

associadas a nenhum dos dois taxons em especifico, ja que estas ocorreram na presenca de ambos.

67



Na mucosa, as vilosidades apresentaram descamacao e abrasdo, e em alguns pontos o
epitélio de revestimento dos vilos estava completamente descolado ou ausente. Hiperplasia e
hipertrofia de células caliciformes também foram observadas (alteracdo de grau 1), e a superficie
luminal do intestino estava recoberta de muco, indicando intensa atividade mucossecretora
(Figura 5D). As camadas submucosa, muscular e serosa apresentaram edema, obstrucéo de vasos
sanguineos e pequenos infiltrados leucocitarios. As frequéncias de ocorréncia de cada dano
relacionadas com as estacdes de cheia e seca estdo representadas na Tabela 2.

O indice de alteraco histopatologica (IAH) foi significativamente maior na estacéo seca
(358,8 £ 99,22) do que na cheia (41,33 + 5,948) (Figura 6). Na seca os valores de |AH registrados
foram maiores que 100, indicando danos irreparaveis no 6rgdo de acordo com a classificagcdo
estabelecida por Aguiar et al. (2018) adaptado de Poleksic e Mitrovic-Tutunduzic (1994). Na
cheia esses valores mostraram variacdo de 15 a 58 sinalizando a incidéncia de danos leves até
alteracBes mais severas no intestino. Com relagdo ao indice de alteracdo histopatoldgica por
camada, as medianas para o IAH acusaram variancia significativa entre elas (Kruskall-wallis (12)
p < 0,0479), e apesar de valores de média maiores registrados para as camadas mucosa (74,58 +
90,95) e submucosa (62,75 £ 75,03) comparados as camadas muscular (37,33 £ 50,83) e serosa
(25,42 + 36,25), o teste post-hoc de Dunn’s ndo acusou diferenca significativa entre as quatro

diferentes camadas (Tabela 3).

4. Discussao

4.1 indices parasitarios e relacdes com o periodo hidrolégico

A diversidade de endoparasitos metazodrios de Rhytiodus microlepis foi descrita previamente por
Silva de Souza et al. (2017), onde os autores também constataram a ocorréncia do acantocéfalo
Octospiniferoides incognita. Segundo 0s mesmos autores, esta espécie apresenta uma alta
especificidade para a familia Anostomidae. Na literatura os registros sdo compativeis com essa
assertiva, uma vez que esta mesma espécie de acantocéfalo também foi identificada em Schizodon
fasciatus (Schmidt e Huggings, 1973; Lopes, 2010), S. borelli (Pavanelli et al. 2004), Leporinus
lacustres (Guidelli et al. 2006) e L. friderici (Oliveira et al. 2016), todos peixes pertencentes a
familia Anostomidae. Pela primeira vez a ocorréncia de Digenea no intestino de R. microlepis é
relatada, no entanto analises mais refinadas sdo necessérias para identificacdo dos espécimes a
fim de atingir niveis taxondémicos mais restritos.

Os indices parasitarios no geral, apontaram alta prevaléncia (>90%) de ambos 0s taxons,
Acanthocephala e Digenea em R. microlepis. Contudo, valores de intensidade e abundancia foram
maiores para Digenea do que para o acantocéfalo O. incognita. Guidelli et al. (2006) em um
estudo realizado com duas espécies de anostomideos verificou que os hospedeiros mostraram

percentuais de parasitismo superiores a 90%, onde os trematddeos digenéticos encontrados
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tiveram os maiores numeros totais de individuos, mas em contrapartida ocorreram numa baixa
prevaléncia assim como as espécies de Acanthocephala referenciadas nesse mesmo estudo. As
comunidades de parasitos tém fortes interacdes com o meio ambiente, e fatores como a
sazonalidade e comportamento alimentar do hospedeiro podem causar respostas diferentes as
flutuacbes sazonais que ocorrem no nivel das aguas na regido amazénica (Dias e Tavares-Dias,
2015).

Em R. microlepis pode-se afirmar que um boom de metacercarias de trematddeos
digenéticos ocorreu na estagao seca, em decorréncia dos altos valores de intensidade e abundancia
guando comparados com os resultados obtidos na estacdo cheia. Vital et al. (2011) em um trabalho
realizado também em ambiente de varzea constatou um declinio de endoparasitos no intestino de
Pygocentrus nattereri na estacdao de seca, contrario aos resultados obtidos neste estudo. Outros
autores como Silva (2015) e Madi (2005) observaram maiores densidades de endoparasitos no
periodo da seca, porém ambos autores levaram em consideracdo a sazonalidade pluviométrica. A
propagacao dos endoparasitos para os peixes esta relacionada com a ecologia dos parasitos e seus
hospedeiros (Olsen, 1974). No caso dos Digenea o ciclo de vida é mais complexo e existem muitas
variagdes (Thatcher, 1993). Um tipico exemplo é quando em estagio de cercaria recém emergida
do primeiro hospedeiro intermediario (um molusco), esta se transforma em um cisto
(metacercéria), o qual se adere a superficie de um item alimentar do hospedeiro definitivo (Eiras
et al. 2010). Em R. microlepis foram detectados trematddeos digenéticos em dois estagios
distintos, metacercaria e adulto. As metacercarias sdo formas juvenis de Digenea que ocorrem em
hospedeiros intermediarios (HI) (Thatcher, 1993; Bartoli e Boudouresque, 2007), 0 gque sugere
gue R. microlepis seja um HI, porém formas adultas também foram encontradas no intestino.
Poulin e Cribb (2002) relatam que pelo menos 32 familias de trematddeos digenéticos utilizam
estratégias de encurtamento de ciclo, ou truncamento, em que ha a eliminacdo de estagios de
desenvolvimento larval. Em alguns casos, o truncamento envolve o uso do segundo hospedeiro
intermediario como um hospedeiro definitivo, onde as metacercarias encistam e ja eclodem para
entdo amadurecem como adultos. O que pode ser o caso da espécie hospedeira alvo deste estudo.
Levando em consideracdo todas essas informacdes ndo é possivel saber como se da a propagacao
dos trematddeos digenéticos em R. microlepis, uma vez que podem se tratar da mesma espécie de
Digenea ocorrendo em estagios diferentes, ou duas espécies distintas, sendo que para uma R.
microlepis atuaria como hospedeiro intermediario e para outra como hospedeiro definitivo.

Sabe-se que a oferta alimentar para peixes nao-migradores no periodo de seca reduz
drasticamente, em decorréncia da diminuicao no nivel das &guas amaz6nicas, o que culmina numa
restricdo espacial para os peixes (Goulding et al. 2003), por esta razéo estudos acerca do ciclo de
vida da espécie de Digenea encontrada em R. microlepis se fazem necessarios para o
entendimento da dindmica de propagacdo desses endoparasitos, se ela ocorre via alimentacéo ou

via direta.
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4.2 Distribuico espacial dos parasitos no intestino e densidade

O trato alimentar dos peixes pode ser divido em varias sec¢des e cada espécie de parasito tem
uma distribuicdo caracteristica dentro do intestino (Simberloff, 1990; Holmes e Bartoli, 1993).
Em R. microlepis tanto o acantocéfalo O. incognita quanto a sp de Digenea ocorreram de forma
simultanea nas seis por¢des intestinais, com excecdo do reto. Uma alta densidade de trematddeos
digenéticos foi constatada nas quatro primeiras por¢des mostrando clara preferéncia pela regido
anterior do intestino, diferente do registrado para O. incognita que foi mais frequente nas porcoes
intermediarias e posteriores do 6rgdo. Adultos de trematddeos e cestoides, por exemplo, tem
preferéncia pelo duodeno (Nkwengulila e Miwita, 2004), enquanto que os acantocéfalos ja foram
registrados ocorrendo em regides anteriores, intermediérias, posteriores ou até mesmo em toda a
extensdo do intestino em caso de infec¢Ges macicas (Grey e Hayunga, 1980; Amin, 1987; Malta
et al. 2001; Aguiar et al. 2018). Kennedy (2006) afirma que quando ha uma infeccdo comum por
mais de uma espécie de parasito no intestino, ocorre competicéo interespecifica, fazendo com que
as espécies mais abundantes apresentem dominancia com preferéncia a determinadas areas do
trato digestivo. Pouco se sabe a respeito dos mecanismos envolvidos na habilidade que os
trematodeos digenéticos tem para selecionar seus padrdes de distribuicdo dentro do hospedeiro,
porém existe uma preferéncia por ocupacao em sitios onde ha produgdo abundante de proteases e
sais biliares (Khanna e Yadav, 2004). Em um estudo realizado por Aguiar et al. (2018) em
tambaquis infectados pelo acantocéfalo Neoechinorhynchus buttnerae, uma preferéncia pelas
porcdes intermediarias do intestino foi observada, semelhante ao padrdo encontrado em R.
microlepis. Os autores associam que atividades digestivas e enzimaticas nas porg¢des iniciais do
intestino do tambaqui, onde estdo localizados os cecos piléricos, podem ser um fator limitante
para a baixa densidade parasitaria do acantocéfalo N. buttnerae nessas regides, e que a preferéncia
desses parasitos pelas porcBes intermediarias pode estar relacionada com a producdo de
aminoacidos, uma vez que sdo 0s principais componentes da nutricdo dos acantocéfalos
(Kennedy, 2006; Aguiar et al. 2018).

4.3 Sitios de infecgdo

O tamanho dos Digenea é muito variado, e embora muitas espécies de tremat6deos sejam
caracteristicos por seu pequeno tamanho, os sitios de infeccdo ocupados por eles sdo0 menos
variados em termos de distribuicdo radial do que os Nematoda, por exemplo (Crompton, 1973).
Em R. microlepis mais da metade das metacercarias de trematddeos digenéticos encontradas
ocupavam a mucosa, ficando restritas a regido da ldmina prépria. Esse padrdo foi igualmente
observado por Sima et al. (1994) em Cichlasoma urophthalmus onde as metacercérias foram mais
prevalentes ocupando a regido da lamina propria dos vilos e a camada submucosa. Segundo

Jennings (1968) O local de infec¢do dos Digenea no intestino € restrito quase que inteiramente ao

70



Iimen paramucoso, a prépria mucosa ou tecidos epiteliais, e a maioria se alimenta de muco, tecido
epitelial, sangue, elementos da digestdo do hospedeiro e ainda produtos de sua propria secrecao
histolistica. A preferéncia dos trematodeos digenéticos pela [amina prépria da mucosa intestinal
pode ter uma explicacdo fisiolégica uma vez que, essa regido € altamente rica em capilares
sanguineos fenestrados (Ross e Pawlina, 2016) e a obtencdo de nutrientes pelos Digenea nessas
condicBes obviamente seria mais favorecida.

Os acantocéfalos se fixam ao intestino de seus hospedeiros definitivos com uma
proboscide retratil que pode ser cilindrica ou globular, munida de ganchos (Thatcher, 2006). Os
sitios de infeccdo ocupados por esses parasitos nas camadas subjacentes do intestino estdo
relacionados com a morfologia da probdscide e a profundidade na qual ela é capaz de penetrar na
parede intestinal de seus hospedeiros (Tarachewski, 2000; Dezfuli et al. 2002). Aguiar et al.
(2018) observou que o acantocéfalo N. buttnerae foi mais frequente livre no limen nos intestinos
de Colossoma macropomum, assim como observado por De Oliveira et al. (2019) em Piaractus
brachypomus parasitado por uma espécie de acantocéfalo do mesmo género. Além da captacédo
nutricional citada anteriormente (Kennedy, 2006; Aguiar et al. 2018), a permanéncia de
acantocéfalos em maioria livres no limen dos intestinos de R. microlepis pode estar relacionada
com o deslocamento passivo através do fluxo gastrointestinal em diregdo a parte mais posterior
do intestino (Tarachewski, 2000), onde ha uma propor¢do maior de fémeas maduras aumentando
a probabilidade de contato e assim o acasalamento entre 0s sexos, onde 0s machos podem
fertilizar as fémeas antes de serem seletivamente perdidas (Kennedy e Lord, 1982; Crompton,
1985; Kennedy, 2006).

4.4 Histopatologia e IAH
A patogenicidade dos Digenea em peixes é bem pronunciada na fase larval, pois as metacercarias
s80 mais agressivas para o hospedeiro do que as formas adultas (Takemoto et al. 2004; Pavanelli
et al. 2008). Na literatura existem registros de alteracGes provocadas por metacercarias no
tegumento, masculo, olho, figado, rim e ovario de peixes (Eiras et al. 1999; Shareef e Abidi, 2015;
Stumbo e Poulin, 2016; Lapera et al. 2017; Padro6s et al. 2018). No intestino, estudos acerca das
alteracdes histoldgicas ocasionadas por trematddeos digenéticos adultos em peixes sdo limitados
(Dezfuli et al. 1997; Dezfuli et al. 2008; Dezfuli et al. 2009; Dezfuli et al. 2016) e quando
direcionados para histopatologia de metacercarias, os registros sao ainda mais restritos (Olson e
Pierce, 1991; Faliex e Biagianti, 1987; Sima et al. 1994; Mladineo, 2006; Mladineo e Bocina,
2009; Dezfuli et al. 2013).

As principais alteragdes teciduais induzidas por metacercérias no trato digestivo de peixes
sdo formacdo de cépsulas fibrosas, infiltragdo de leucdcitos, destruicdo do epitélio que recobre as
vilosidades, necrose e degeneracdo subsequentes (Dezfuli et al. 2016). Em Cichlasoma

urophthalmus infectado por metacercérias de Oligogonotylus manteri essas modificagfes foram
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igualmente observadas por Simas et al. (1994) e coincidiram com as respostas associadas a
presenca das metacercarias no intestino de R. microlepis, com excecdo da descamacdo e abrasao
epitelial que foram visiveis mesmo em locais sem a presenca desses parasitos. A migracao larval
dos Digenea e encapsulamento nos tecidos corporais de peixes geralmente induz o
desenvolvimento de lesdes fibrogranulomatosas, que histologicamente sdo compostas de células
epitelidides, muito semelhantes aos granulomas de mamiferos (Balouet e Baudin-Laurencin,
1986; Matisz et al. 2010; Noga et al. 1989; Roberts, 2012). Assume-se que as celulas epitelidides
sdo tipicamente macrofagos transformados e tem o papel principal de fagocitar agentes
patoldgicos (Ferguson, 2006). Em R. microlepis além dos granulomas fibrosos, um tecido
conjuntivo com infiltrado de leucdcitos composto por mastécitos, linfécitos e eosindfilos foi
observado adjacente as metacercarias, indicando resposta ativa do hospedeiro em combate a
presenca dos cistos. Os mastdcitos atuam primariamente na ativagdo rapida de outras células
como linfocitos, neutréfilos e macréfagos (Reite e Evensen, 2006). Existem registros de
mamiferos infectados por helmintos onde os macrofagos foram capazes de matar larvas de
trematodeos (McLaren e James, 1985), e eosindfilos e neutréfilos foram capazes de matar adultos
e larvas de nematoides (Nfon et al. 2006; Hansen et al. 2011). Em peixes essas células sdo
comumente envolvidas em infecgdes ocasionadas por helmintos (Dezfuli et al. 2008).

A patogenicidade dos Acanthocephala é principalmente associada a dois fatores: a
densidade de vermes e a profundidade de penetracdo da probdscide nos tecidos do hospedeiro
(Tarachewski, 2000). Em R. microlepis a densidade de acantocéfalos foi baixa e mais de 90% dos
exemplares de O. incognita foram encontrados livres no limen. Danos superficiais sdo
frequentemente associados a ocorréncia dos acantocéfalos livres no Iimen como compressao,
abraséo e descamacdo das vilosidades (Dezfuli et al. 2002; Dezfuli et al. 2009; Sanil et al. 2011,
Jerdnimo et al. 2017; Matos et al. 2017; De Oliveira et al. 2019). Esses achados foram igualmente
descritos por Ferraz de Lima et al. (1990) em Piaractus mesopotamicus parasitado por
Echinorhynchus juncundus, no entanto os autores também constataram a ocorréncia discretos
focos hemorragicos associados a presenca dos acantocéfalos, assim como visto em R. microlepis.
AcOes mecanicas de acantocéfalos no lumen intestinal causam alteragcbes na estrutura das
vilosidades, uma vez que reduzem a area de absorcdo disponivel, e se em niveis mais severos
podem afetar a capacidade digestiva dessas estruturas (Sanil et al. 2011).

O muco dos peixes € a primeira linha de defesa iniciada pela mucosa intestinal (Lamont, 1992).
A presenca de helmintos endoparasitas no intestino, podem produzir hiperplasia e hipertrofia das
células caliciformes aumentando o nivel de secrecdo de muco no intestino (Dezfuli et al. 2009;
Bosi et al. 2005), o que foi muito perceptivel em R. microlepis nas regides com a presenca de
acantocéfalos e metacercérias. Estudos realizados por Bosi et al. (2005) e Dezfuli et al. (2010)
comprovam essa assertiva, umas vez que o0s autores quantificaram os efeitos das infeccfes

ocasionadas por helmintos entéricos na densidade de células produtoras de muco, e constataram
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gue o numero dessas células aumentou significativamente em intestinos de peixes infectados.
Os valores do indice de alteracdo histopatoldgica (IAH) observados neste estudo foram
significativamente maiores na estacdo seca. Neste periodo, a densidade de endoparasitos
intestinais foi maior e os danos decorrentes foram mais severos (>100). Em um estudo pioneiro
realizado por Aguiar et al. (2018) em Colossoma macropomum maci¢camente parasitado pelo
acantocéfalo Neoechinorhynchus buttnerae, os autores verificaram que valores de IAH foram
maiores em segmentos intestinais onde havia penetracdo da probdscide desses parasitos. Apesar
da diferenca existente entre as perguntas e os parametros analisados entre este estudo e o de
Aguiar et al. (2018), o uso da anélise semiquantitativa proposta por esses mesmos autores foi uma
ferramenta efetiva para mensurar os danos ocasionados pelos endoparasitos no intestino de R.
microlepis. Os resultados obtidos nesse estudo refletem apenas uma curta janela de tempo no ciclo
sazonal do lago Catal&o, necessitando de um acompanhamento para que se possa entender como
as oscilages no nivel dos rios podem influenciar os indices e densidade parasitaria, e ainda as

respostas do hospedeiro a longo prazo.
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TABELAS E FIGURAS

Tabela 1. indices parasitarios dos endoparasitos encontrados em espécimes de Rhytiodus

microlepis coletados no Lago Cataldo, Amazonas, Brasil. HE: hospedeiros examinados; NTP:

numero total de parasitos. Prevaléncia (P), intensidade média (IM), abundancia média (AM),

amplitude (AMP), maximo (MAX), minimo (MIN), espécie central (EC) de acordo com a

classificagéo de Bush e Holmes (1986).

indice geral
Parasitos HE NTP P (%) IM AM AMP MAX MIN
Octospiniferoides incognita 38 360 94,7 10 9,47 24 24 0
Digenea 12 3.109 100 259,08 259,08 661 699 38
Parasitos Seca
HE NTP P (%) IM AM AMP MAX MIN
Octospiniferoides incognita 28 254 96,4 94 9,07 24 24 0
Digenea 6  2.623 100 437,16 437,16 524 699 175
Parasitos Cheia
HE NTP P (%) IM AM AMP  MAX MIN
Octospiniferoides incognita 10 106 90 11,7 10,6 23 23 0
Digenea 6 486 100 81 81 102 140 38
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Tabela 2. Classificacdo e frequéncia de ocorréncia (%) dos danos registrados no intestino de
Rhytiodus microlepis nas estacGes de cheia e seca.

_Cama_da Grau do Alteracio tecidual Cheia Seca
intestinal dano (%) (%)
Mucosa I Descamacao 4,76 7,69
I Abrasdo 12,69 11,11
I Compressao 11,11 4,27
I Hipertrofia dos vilos 0 14,52
Hipertrofia de células
| caliciformes 26,98 15,38
I Hemorragia 0 0,85
I Infiltracdo leucocitaria 28,57 15,38
Il Desaparecimento dos vilos 1,58 0
Hiperplasia de células
1 caliciformes 7,93 12,82
1 Fibrose 6,34 14,52
i Necrose 0 3,41
Submucosa I Metaplasia 0 0
I Infiltracdo leucocitaria 32,25 32,14
I Edema 58,06 30,35
Il Hiperplasia 0 0
1 Obstrucdo de vasos sanguineos 3,22 12,5
1 Fibrose 6,45 16,07
i Necrose 0 8,92
Muscular I Infiltrac&o leucocitéria 10 9,09
I Edema 85 51,51
1 Obstrucdo de vasos sanguineos 5 9,09
Il Hiperplasia 0 0
1 Fibrose 0 21,21
Il Metaplasia 0 0
i Necrose 0 9,09
Serosa I Infiltracdo leucocitéria 0 10
I Edema 76,92 36,66
Il Obstrucdo de vasos sanguineos 15,38 20
1 Fibrose 7,69 30
i Necrose 0 3,33
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Tabela 3. Valores médios do indice de alteracdo histopatoldgica (IAH) das camadas intestinais
de Rhytiodus microlepis (n=12). Amplitude (AMP), maximo (MAX), minimo (MIN).

Camada intestinal IAH AMP MAX MIN
Mucosa 74,58 + 90,95 263 269 6
Submucosa 62,75 + 75,03 232 236 4
Muscular 37,33 +50,83 130 132 2
Serosa 25,42 + 36,25 130 131 1
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Figura 1. Endoparasitos encontrados no intestino de Rhytiodus microlepis do lago Cataldo, Amazonas, Brasil. A —
Acantocéfalo da espécie Octospiniferoides incognita; B — Espécime ndo identificado de Digenea com érgdos sexuais

visiveis. Ventosa oral (VO), testiculo (T), dtero (U).
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Figura 2. Frequéncia de ocorréncia dos endoparasitos intestinais encontrados no intestino de

Rhytiodus microlepis coletados no lago Cataldo, Amazonas, Brasil.
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Figura 3. Valores medianos da intensidade parasitaria entre as diferentes porcGes intestinais para Acanthocephala
(Kruskal-Wallis (38) = 56,84; p < 0,0001) e Digenea (Krusral-Wallis (12) = 49,34; p < 0,0001). Letras diferentes
indicam diferencas significativas das densidades entre as porg¢des (p < 0,05)
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Figura 4. Frequéncia de ocorréncia dos dois taxons de endoparasitos nos sitios de infeccdo do intestino de Rhytiodus
microlepis. Mucosa (m), submucosa (sm), muscular (mu), serosa (s), cavidade peritoneal (cp), limen (lu).
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Figura 5. Histopatologia do intestino de Rhytiodus microlepis ocasionada por metacercarias de Digenea e Octospiniferoides incognita
(Acanthocephala). A — Sitios de infeccdo ocupados por metacercarias (asteriscos) nas quatro camadas intestinais; B — O. incognita (P) e
metacercéria de Digenea (M) co-ocorrendo na mesma regido. C — Metacercarias ocupando a lamina propria ocasionando hipertrofia do vilo,
abrasdo (setas) e focos de necrose (cabegas de seta) adjacentes aos cistos; D — Hiperplasia e hipertrofia de células caliciformes (cabegas de
seta), muco no limen (estrela), fibrose (asterisco); E — Detalhe de um granuloma fibroso ao redor de uma metacefria (estrela); F —
Metassoma de fémea de O. incognita causando compressdo dos vilos (asteriscos); G — Descamacdo do vilo (seta) e H — Infiltracdo
leucocitaria com numerosos linfdcitos, mastocitos e células eosinofilicas gigantes (asteriscos).
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Figura 6. Valores médios do indice de Alteracao Histopatoldgica (IAH) obtidos da analise semiquantitativa
das alteragdes no intestino de Rhytiodus microlepis coletados nas estacdes de cheia e seca do lago Cataldo,

Amazonas, Brasil. (Test-t (12) = 3,194; p = 0,0096).
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CONCLUSOES GERAIS

Considerando a falta de estudos morfolégicos e histoquimicos direcionados para teledsteos
herbivoros, o primeiro capitulo consistiu em conhecer a morfologia e histoquimica do tubo
digestorio de Rhytiodus microlepis, com o objetivo de fornecer subsidio para as analises do
segundo capitulo. O tubo digestério se mostrou semelhante aos de outras espécies de peixes
teledsteos, no entanto, diferencas estruturais marcantes foram observadas, especificamente no
intestino, onde a mucosa mostrou um padrédo de pregas uniforme em todo seu comprimento, com
excecdo do reto; histologicamente, a camada muscular do intestino exibiu um padrdo nunca antes
relatado para peixes na literatura, consistindo em trés tunicas musculares. Acreditamos que essas
modificagdes estruturais tenham estreita relagdo com a alimentagao da espécie alvo, uma vez que

a ingestéo, digestdo e absorcao de material vegetal ¢ muito mais trabalhosa.

No segundo capitulo, os estudos foram direcionados para os endoparasitos intestinais, uma vez
que somente no intestino foi detectada a presenca destes. Pela primeira vez a ocorréncia de uma
espécie de metacercaria de Digenea, ainda ndo identificada, foi registrada para R. microlepis. Com
base nos resultados obtidos do primeiro capitulo, foi possivel determinar os padrdes de
distribuicdo das espécies de endoparasitos e inferir sob aspectos da histopatologia relacionada a
cada taxon de endoparasito encontrado. As metacercarias mostraram clara preferéncia pelas
porcdes iniciais e 0s acantocéfalos da espécie Octospiniferoides incognita mostraram preferéncia
pelas porcdes intermediarias. Com relacdo ao indice de alteracdo histopatoldgica, maiores valores
foram obtidos na estacdo da seca, onde os indices acusaram maior intensidade parasitaria,
especialmente de metacercarias de Digenea. As camadas mais afetadas foram a mucosa e
submucosa, em vista de os endoparasitos foram mais frequentes no limen, lamina prépria e a
submucosa.

Como perspectivas futuras, estudos adicionais serdo necessarios para entender como a
dinamica sazonal em fluxo continuo, englobando todas as esta¢des do ciclo hidrolégico, afetariam
a estruturacdo das infracomunidades de endoparasitos e como os hospedeiros responderiam a
estas oscilagfes. Este foi o primeiro estudo realizado com correlacBes entre a fauna de
endoparasitos, bioindicadores e sazonalidade. Espera-se contribuir com informagdes sobre como

as flutuagdes nos niveis dos rios podem afetar a relacdo entre parasito, hospedeiro e ambiente.
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