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RESUMO

O helminto Neoechinorhynchus buttnerae ¢ um acantocéfalo que tem ocasionado problemas
sanitdrios na regido norte do pais, gerando grandes perdas econdmicas nas fazendas de
Colossoma macropomum tambaqui da Amazonia. Em fung¢do desta problematica, o presente
projeto teve como objetivo contribuir no conhecimento do ciclo de vida desse parasito,
fornecendo informacgdes basicas sobre dimorfismo sexual. Dos 20 peixes analisados 100%
estavam parasitados com o N. buttnerae. Foram encontrados 878 parasitos, sendo 468 fémeas
e 410 machos. Os indices parasitarios de abundancia média na primeira e segunda coleta
foram respectivamente; 38,3 e 49,5. Os critérios morfoldgicos identificados para
diferencia¢do do sexo foram transparéncia do corpo, extremidade posterior do acantocéfalo e
tamanho do parasito. As analises morfologicas nos permitiram concluir que este parasito
apresenta dimorfismo sexual, com diferengas morfoldgicas marcantes entre macho e fémea. O
estabelecimento dos critérios de diferenciagdao sexual, contribuirdo para futuros estudos que
necessitem identificar no campo, de forma pratica, a propor¢do sexual dos parasitos, sem a
necessidade da preparagdo de amostras para microscopia. Portanto, os dados obtidos nesta
pesquisa, sdo de grande relevincia para o conhecimento do ciclo de vida desta espécie,
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colaborando com o estabelecimento de medidas de biosseguridade nos sistemas de produgao
do tambaqui na regido.
Palavras-Chave: Sanidade, Parasitologia, Acantocefalose, Tambaqui, Dimorfismo sexual.

ABSTRACT

The helminth Neoechinorhynchus buttnerae is an acanthocephalan that has caused sanitary
problems in the northern region of Brazil, generating several economic losses in Colossoma
macropomum tambaqui farms in the Amazon. Due to this problem, this project aimed to
contribute to the knowledge of the life cycle of this parasite, providing basic information on
sexual dimorphism. Of the 20 fish analyzed 100% were parasitized with Neoechinorhynchus
buttnerae. A total of 878 parasites were found, being 468 females and 410 males. The parasite
indices of average abundance in the first and second collections were 38.3 and 49.5,
respectively. The morphological criteria identified for sex differentiation were body
transparency, posterior end of the acanthocephalan and size of the parasite. The results
obtained in this research are unprecedented for N. buttnerae. Morphological analysis allowed
us to conclude that this parasite has sexual dimorphism, with marked morphological
differences between male and female. The establishment of the criteria of sexual
differentiation will contribute to future studies that need to identify in the field, in a practical
way, the sexual proportion of the parasites, without the need of the preparation of samples for
microscopy. Therefore, the data obtained in this research are of great relevance for the
knowledge of the life cycle of this species, and development of biosecurity measures in
tambaqui production systems in the region

Keywords: Sanity, Parasitology, Acantocephalose, Tambaqui, Sexual dimorphism.

INTRODUCAO

A expansdo da piscicultura pode ocasionar o aparecimento de fatores de risco a saude
dos peixes, pois o elevado adensamento populacional e o manejo intenso dos animais
potencializam o estresse, predispondo-os as enfermidades (ANDRADE-PORTO, 2015). As
pisciculturas, particularmente as intensivas, assim como todas as grandes concentracdes de
animais, tendem a serem ambientes favoraveis a surtos epizooticos devido a diversos fatores
que favorecem o aparecimento de doengas. A alta densidade de estocagem aliada ao manejo
de rotina que os animais sofrem sdo fatores causadores de estresse. SAKABE et al. (2013)
afirmam que o manejo inadequado, a mé qualidade de dgua e o adensamento populacional
favorecem o surgimento de patdogenos oportunistas.

As infecgdes parasitarias representam fatores limitantes para o cultivo de organismos
aquaticos. Em altas infestacdes os parasitos podem reduzir o desempenho produtivo,
ocasionando alteragdes comportamentais, anorexia ¢ emagrecimento (PAVANELLI et al.,
2008; ANDRADE-PORTO 2014 ¢ MALTA, 2014). As condi¢des de criagdo intensiva
favorecem o parasitismo massivo, causando em certos casos, graves consequéncias aos

hospedeiros (ONAKA, 2009).
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Dentre os helmintos parasitos, destacamos o grupo dos acantocéfalos, os quais vém

chamando a atencdo dos produtores em razdo das altas infestagdes, e perdas econdmicas
registradas nos cultivos regionais do tambaqui (AQUINO-PEREIRA et al., 2014;
JERONIMO et al, 2017). Os acantocéfalos sio animais de simetria bilateral, sistema
digestorio ausente, cilindricos, alongados, com uma probdscide, retratil, portadora de
ganchos, que os adultos utilizam para fixar-se na parede do intestino do hospedeiro
(THATCHER et al., 2006; ONAKA, 2009, MOLINARO et al., 2012; TAVARES-DIAS et
al., 2013).

Sao helmintos que apresentam dimorfismo sexual, sendo o tamanho do corpo,
terminagdo da regido posterior, presenca ou auséncia de 6rgdos internos, os caracteres mais
importantes para diferenciar machos de fémeas. Estas diferencas morfologicas podem estar
relacionadas as necessidades reprodutivas dos vermes (BULLOCK, 1962).

No grupo dos acantocéfalos destaca-se o género Neoechinorhynchus, o qual infecta os
vertebrados aquaticos, especialmente os peixes (THATCHER, 2006). Na regido amazonica,
houve o primeiro relato de acantocefalose causada por N. buttnerae GOLVAN, 1956 em
cultivo de tambaqui foi feito no final da década de 90 no municipio de Itacoatiara (AM), no
qual os peixes cultivados pararam de se alimentar ¢ comegaram a morrer (MALTA et al,
2001). Desde entdo, a acantocefalose tornou-se mais frequentes a ocorréncia nas pisciculturas
causando grandes perdas na produ¢do. (CHAGAS et al, 2015)

Estudos vem sendo realizados para suprir a caréncia de conhecimentos basicos sobre
etapa do ciclo de vida desta espécie de acantocéfalo, portanto o fornecimento de informacgdes
quanto ao dimorfismo sexual e principalmente estabelecer critérios para diferenciagao do
sexo, podem auxiliar nas identificagdes em campo, em propor¢des sexuais da espécie e
quantificagdo de parasitos em relagdo ao sexo. Assim, o presente estudo teve como objetivo,
contribuir no conhecimento do ciclo de vida desse parasito, fornecendo informagdes basicas

sobre dimorfismo sexual de N. buttnerae.

MATERIAIS E METODOS

Delineamento experimental e coleta dos peixes
Em dezembro de 2016, dois lotes com 20 juvenis de tambaquis provenientes de uma
propriedade de piscicultura regional foram adquiridos para busca ativa de acantocéfalos da

espécie N. buttnerae. Os animais foram acondicionados por 24 horas em quatro (4) aquarios
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de 120 L com aeragao constante, na densidade de cinco (5) peixes por aquario no Laboratdrio

de Sanidade de Animais Aquaticos da Faculdade de Ciéncias Agrarias da Universidade
Federal do Amazonas/LASAA/FCA/UFAM. Este estudo foi submetido no Comité de Etica
para o Uso Animais (CEUA), da Universidade Federal do Amazonas, apresentando niimero

de protocolo 017/2017.

Necropsia dos peixes

Os peixes foram medidos e eutanasiados, conforme as recomendagdes do CONCEA
(2013). No exame macroscopico foram observados a ocorréncia de sinais clinicos, sendo as
anormalidades quando identificadas, registradas em uma tabela de frequéncia absoluta. As
necropsias foram realizadas conforme o protocolo do Laboratorio de Sanidade de Animais
Aquaticos da Universidade Federal do Amazonas (LASAA/UFAM) descrito por ANDRADE-
PORTO (2014).

Coleta e processamento dos parasitos

O intestino foi excisado, acondicionado em placas de Petri com agua destilada, dissecado e
analisados em microscopio estereoscopico (Coleman ST30-2L). Os acantocéfalos soltos no
limen ou aderidos na mucosa intestinal foram coletados individualmente com uso de pingas e
estiletes, para evitar o rompimento do tegumento e probdscide. Os parasitos foram transferidos
para placas de Petri menores com agua destilada e resfriados em refrigerador por 3 horas para
que a probdscide se mantivesse extrovertida (THATCHER, 2006). O estudo anatdmico dos
acantocéfalos foi realizado de acordo com AMIN (1969). Os exemplares foram fixados em
glutaraldeido (GTA) 2% por 24h e armazenados no refrigerador, conforme recomendag¢des do
Laboratério Tematico de Microscopia Otica e Eletronica do Instituto Nacional de Pesquisas
da Amazonia (INPA) para captagdo das imagens e estudos posteriores com Microscopia

Eletronica de Varredura (MEV).

Analise morfolégica e morfométrica dos parasitos

As amostras foram analisadas em microscOpio estereoscopico para estudo de
diferenciagdo sexual dos exemplares. A descricdo morfologica das principais estruturas foi
realizada conforme AMIN (1987). As imagens foram registradas por Software BEL Photonics
Microimage Analyser 2.3 no Laboratério Temético de Microscopia Otica e Eletronica do

Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (LTMOE/INPA).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Analise morfologica e morfométrica dos parasitos
As analises morfologicas dos parasitas foram feitas utilizando alguns critérios como:

transparéncia do corpo, extremidade posterior do corpo, tamanho dos parasitas.

a) Transparéncia do corpo

Em contraste com a luz microscopio esteroscopico as fémeas apresentam uma
coloragdo opaca sendo dificil de visualizar as estruturas internas (Figura 1A). As fémeas
fecundadas possuem a cavidade pseudocelomatica totalmente preenchida por ovos enquanto
que as ndo fecundadas apresentam apenas bolas ovarianas. Os machos normalmente sdo mais
transparentes, sendo possivel observar os 6rgdos internos, assim como, os testiculos (Figura

1B).

b) Extremidade posterior do Acantocéfalo:

O poro genital é terminal em machos e sub-terminal em fémeas (Figura 1E). A fémeas
apresentam na extremidade posterior do corpo uma curvatura que se adere ao macho na
copula, além disso, em alguns casos pode-se observar a presenga de uma secre¢do de cimento
na parte posterior da fémea (Figura 1C) e uma bursa copulatoria no macho (Figura 1D). Os
machos na regido posterior podem apresentar a extremidade reta (Figura 1E e 1D). Durante a
copula, a bursa masculina evertida ¢ selada ao redor do gonoporo (abertura genital) feminino
pelas secrecdes das glandulas de cimento do macho. A secrecdo persiste como uma tampa de

copulacdo castanho duro durante algum tempo apods os vermes foram separados.
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Figure 1. Diferenciacdo sexual de Neoechynorrhynchus buttnerae. A-F. A) Fémeas com
coloracdo opaca. B) Machos com os testiculos visiveis. C) Regido posterior do corpo das
fémeas com uma curvatura e a presenga de uma secrecao de cimento (SD). D) Regido
posterior dos machos com Extremidade Reta (ER) e a bursa copulatoria. E) A esquerda fémea
e a direita machos. F) Fémeas a esquerda e machos a direita. As fémeas medem 1,69 (£0,05)
cm. e os macho 1,25 (£0,065) cm.

Testicul

Fonte: Autor (2016).

Tamanho do parasito e carga parasitaria

Nesse estudo foram medidos 20 exemplares, sendo 10 fémeas e 10 machos, as fémeas
apresentaram comprimento de 1,69 (£0,05)cm e os macho: 1,25 (£0,065)cm. A andlise
parasitoldgica revelou que dos 20 peixes examinados, 100% estavam parasitados com o
acantocéfalo N. buttnerae. Os indices parasitarios de abundancia média na primeira e segunda
coleta foram respectivamente, 38,3 ¢ 49.5. Os dados da carga parasitaria por peixe € a
quantidade de machos e fémeas do parasito (Tabela 1). Nao foram observados sinais clinicos

ou alteracdes anatomopatoldgicas nos peixes necropsiados.
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Tabela 1. Carga parasitaria de Neoechinorhynchus buttnerae em juvenis de tambaqui de uma
piscicultura no Estado do Amazonas.

Amostra 1° coleta | Comp. Padrao |[Fémeas | Machos | N° de parasitos

1 26,6 14 20 34

2 22,2 11 09 20

3 27,9 16 19 35

4 25,0 08 09 17

5 19,0 50 44 94

6 10,0 15 11 26

7 13,0 16 09 25

8 15,0 25 23 48

9 14,0 24 33 57

10 14,0 15 12 27
Total 18,7+6,36* 194 189 383
Percentual - 50,65 4935 100

Amostra 2° coleta | Comp. Padrao |[Fémeas | Machos | N° de parasitos

11 28,6 29 21 50

12 32,0 42 45 87

13 29,9 22 17 39

14 28,0 47 31 78

15 11,2 17 16 33

16 13,9 23 19 42

17 11,0 27 24 51

18 14,8 21 18 39

19 15,0 17 11 28

20 18,3 29 19 48
Total 20,3+8,36* 274 221 495
Percentual - 55,35 | 44,65 100

Legenda: *MédiatDesvio Padrao.
Fonte: Autor (2016).

As duas coletas totalizaram 878 individuos, sendo 410 machos e 468 fémeas, que em
termos percentuais correspondem respectivamente 46,70% e 53,30%. A proporcao sexual de
fémea para macho nesse estudo foi de uma fémea para um macho (1:1) com tendéncia a duas
fémeas para um macho (2:1). Entre os espécimes fémeas, foi possivel observar que houve um
nimero maior de fémeas fecundadas em ambas as amostras de coleta. Sendo assim, podemos
inferir que a taxa de fecundacdo de fémeas ¢ relativamente alta, pois de cada 10 fémeas, 7 sdo
fecundadas.

O parasito N. buttnerae nao ¢ uma espécie nova, no entanto, nao ha registros na
literatura de informacdes que permitam diferenciar o sexo do parasito sem a preparacdo de

laminas. Os estudos de descricdao da espécie realizados por GALVAN (1957) relatam apenas

7
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descrigdes morfologicas de estruturas internas e externas, porém, nao estabelecem parametros

especificos de diferenciacdo. Segundo PARSHAD e CROMPTON (1982) o dimorfismo

sexual de acantocéfalos pode ser frequentemente observado no tamanho e forma do corpo, na
distribuicao dos espinhos no corpo, no tamanho, na presenga ou auséncia do pescogo, forma e
ganchos da proboscide, na ocorréncia de papilas e na posi¢ao das aberturas genitais, porém,
para esse tipo de andlise ¢ necessario um estudo mais detalhado.

Durante esta pesquisa foram descritos critérios morfolégicos para observagdo dos
exemplares através de microscOpio estereoscOpio, devido os parasitos ndo poderem ser
comprimidos entre lamina e laminula para diferenciacdo do sexo por visualizagdo do poro
genital. A utilizagdo destes critérios facilita os procedimentos no campo, trazendo praticidade,
e otimizando o tempo das analises.

PARSHAD e CROMPTON (1982) especularam que pequenas diferengas
morfologicas nas extremidades posteriores do corpo, onde a cdpula ocorre, sdo mais
propensas a facilitar o reconhecimento sexual do que qualquer outro carater morfolégico. De
fato, essa especulacdo pode ser observada e confirmada neste trabalho na espécie N.
buttnerae, sendo uma das caracteristicas marcantes e precisa na diferencia¢ao sexual.

Segundo PARSHAD ¢ CROMPTON (1982) a diferenca mais marcante entre 0s sexos
de acantocéfalos ¢ a do tamanho corporal. Em 76 das 79 descri¢des taxondmicas,
YAMAGUTI (1963) relata que os acantocéfalos fémeos sdo mais longos do que os machos.
Nesse estudo foram medidos 20 exemplares, sendo 10 fémeas e 10 machos, as fémeas
apresentaram comprimento de 1,69 (£0,05) cm e os macho: 1,25 (+0,065) cm, os dados
corroboram com os descritos por MALTA et al, 2001 em seu estudo o comprimento dos
parasitos variaram de 1, 6 a 2,55 cm, confirmando o registro de YAMAGUTI (1963). Nas
espécies Moniliformis dubius (MEYER 1933), Heteroplus grandis (VAN CLEVE, 1916) e
Hexaspiron nigericum (DOLLFUS e GOLVAN, 1956), as fémeas maduras sao consideradas
cerca de cinco vezes maiores que os machos maduros. Enquanto que CROMPTON (1974)
observou que o macho e a fémea M. dubius cresciam a uma taxa similar, e continham
aproximadamente a mesma quantidade de nitrogénio (proteina) até um momento que
provavelmente coincidia com o inicio da copula.

As variagdes nos comprimentos ou tamanhos corporais dos sexos de algumas espécies
sdo associadas a idade, ao estado reprodutivo a estrutura populacional e a outros fatores que
estdo relacionados ao tipo de hospedeiro e sua dieta e ambiente em que vive. NESHEIM et al.

(1978) e PARSHAD et al. (1980) demonstraram que os comprimentos do corpo € as massas

8
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do corpo de machos e fémeas M. dubius poderiam ser afetados pela qualidade e quantidade de

carboidratos ingeridos pelo hospedeiro e pelo niimero de vermes presentes no intestino
delgado.

A diferenciacdo de machos e fémeas ocorre através da preparagdo de laminas
temporarias e/ou permanentes conforme recomendada na literatura (THATCHER, 2006;
PAVANELLI et al. 2008). Esses critérios sdo de facil execu¢do, ndo havendo a necessidade
de elaboragdo de procedimentos para microscopia, tornando o processo de identificagdo mais

pratico, facilitando os estudos direcionados a um dos sexos do parasito.

CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados alcancados nesta pesquisa sdo inéditos para o acantocéfalo N. buttnerae.
As andlises morfologicas nos permitem concluir que este parasito apresenta dimorfismo
sexual, com diferengas morfologicas marcantes entre macho e fémea. O estabelecimento dos
critérios de diferenciagdo sexual, através da coloragdo do corpo, presenca do 6rgdo sexual
masculino, bursa copulatoria no macho e tamanho do parasito, contribuirdo nos estudos que
necessitem identificar no campo, de forma pratica, a propor¢ao sexual dos parasitos, sem a
necessidade da preparagdo de amostras para microscopia. Apesar destas informacdes serem
béasicas no estudo morfolégico da espécie, ainda ndo haviam sido descritas na literatura.
Sendo assim, os critérios estabelecidos apresentam grande relevancia para pesquisas futuras,

que necessitem de identificagdo prévia do sexo com o parasito a fresco.
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