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RESUMO

Os parasitos do género Trypanosoma sao descritos em uma ampla variedade
de espécies de peixes. Devido ao pleomorfismo destes protozoarios e a rara
especificidade quanto ao hospedeiro vertebrado, muitas das espécies descritas
podem ter sua validade contestada. Visando contribuir para o conhecimento dos
tripanossomas de peixes que circulam no Brasil, este estudo apresenta a
caracterizacdo morfolégica e morfométrica das formas tripomastigotas sanguineas
encontradas em cascudos Hypostomus affinis e Hypostomus luetkeni, de duas
localidades no estado de Minas Gerais, aliada ao seu isolamento e manutengéo em
meios de cultura. A infeccao por tripanossomas foi detectada em 100% de H. affinis
e em 84,6% de H. luetkeni amostrados, com uma tendéncia no registro das
parasitemias mais elevadas nos hospedeiros menores. As andlises morfolégicas
permitiram o agrupamento dos tripomastigotas sanguineos em quatro morfotipos
distintos, sendo que dois aparentemente ndo apresentam semelhancas a nenhum
outro tripanossoma de peixe ja descrito no Brasil. O isolamento in vitro dos parasitos
foi possivel nos trés meios bifasicos testados, enquanto a manutengcdo dos mesmos
pbde ser realizada apenas no meio hiposmético. O tempo necessario para
observacédo dos primeiros epimastigotas in vitro diferiu entre as duas localidades. As
formas evolutivas observadas por exame direto das culturas foram
“‘esferomastigotas”, epimastigotas e tripomastigotas sendo 0 processo de
multiplicacdo, caracterizado como divisdo binaria. A sequéncia de duplicacdo das
organelas seguiu tanto o padrdo registrado para tripanossomas de peixes de agua
doce, com segregacdo do cinetoplasto anterior a do nucleo, quanto de agua
salgada, com o nucleo se multiplicando anteriormente ao cinetoplasto. Ao final do
processo de divisdo puderam ser gerados dois tripomastigotas, dois epimastigotas
ou um tripomastigota e um epimastigota. Os isolados deste trabalho apresentaram
caracteristicas in vitro distintas da unica espécie isolada no Brasil, especialmente no
que se refere as caracteristicas fisiologicas e a ordem de divisdo das organelas,
sugerindo que eles possam pertencer a espécies distintas, o que s6 podera ser

confirmado por analises moleculares.

Palavras chave: hemoparasitos, morfometria, taxonomia, Trypanosoma.



ABSTRACT

Parasites of the Trypanosoma genus have been described in a great number
of fish species. Due to the pleomorphism presented by these protozoans and the rare
specificity related to the vertebrate host, a lot of described species can have their
validity questioned. Aiming to contribute with the knowledge about Brazilian fish
trypanosomes, this study provides morphological and morphometric characterization
of blood trypomastigotes from Hypostomus affinis and Hypostomus luetkeni collected
in two sites of Minas Gerais state, along with their culture isolation and maintenance.
The trypanosome infections were detected in 100% of H. affinis and 84,6% of H.
luetkeni, showing a tendency of highest parasitemias on smaller hosts. The
morphological analyses have allowed the distinction of four morphotypes, two of wich
are possibly not related with any fish trypanosome species previously described in
Brazil. The in vitro isolation of parasites was achieved in three biphasic media that
were tested; however, their maintenance was possible only in the hyposmotic
medium. The time required for the observation of first in vitro epimastigotes was
different for each sampling site. The culture forms observed were spheromastigote-
like, epimastigote and trypomastigote, and that latest two have showed a binary
fission multiplication process. The multiplication sequence of cell organelles has
followed the typical pattern of freshwater fish trypanosomes, with kinetoplast division
starting before nucleus division, and also the salt water trypanosomes arrangement,
with nucleus multiplication occurring previously to the kinetoplast. As result of the
division process were generated two trypomastigotes, two epimastigotes, or one
trypomastigote and one epimastigote. The trypanosomes isolates described here
have showed in vitro features distinct from those of single trypanosome species
isolated in Brazil, nominally: their physiological characteristics related to the medium
growth and the division sequence of cell organelles. Altogether, these results can
suggest that these trypanosomes could belong to different species; however, this

hypothesis can only be confirmed by molecular analysis.

Key words: hemoparasites, morphometry, taxonomy, Trypanosoma.
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1 INTRODUCAO

1.1 Os Protozoarios do Género Trypanosoma

Os protozoérios do género Trypanosoma Gruby, 1843 sdo flagelados da
familia Trypanosomatidae Doflein, 1901 que pertencem a ordem Trypanosomatida
(Kent, 1880) da classe Kinetoplastea (Honigberg, 1963) (MOREIRA, LOPEZ-
GARCIA e VICKERMAN, 2004). A familia Trypanosomatidae inclui outros géneros
de organismos exclusivamente parasitos encontrados em praticamente todas as
classes de animais vertebrados, algumas classes de invertebrados e também em
plantas (STEVENS, 2008; LIMA, 2011; BOTERO et al., 2013).

Os tripanossomatideos sdo conhecidos por serem agentes etioldgicos de
importantes enfermidades humanas, como a doenca de Chagas causada pelo
Trypanosoma cruzi Chagas, 1913 e as leishmanioses causadas por diferentes
espécies de Leishmania Ross,1903 (SIMPSON et al., 2004; SIMPSON, STEVENS e
LUKES, 2006), e também por causarem doencas em animais de criacdo, como
Trypanosoma vivax (Zieman, 1905) em bovinos (D’ARCHIVIO et al., 2013; SILVA et
al., 2013). Além disso, estes protozoarios sao importantes por terem divergido
evolutivamente h&a cerca de 100 milhdes de anos (STEVENS e GIBSON, 1999;
SIMPSON, STEVENS e LUKES, 2006), permitindo que eles acumulassem, em seu
DNA, aspectos Unicos e intrigantes quanto a sua biologia (SIMPSON et al., 2000;
LUKES et al., 2002).

Os tripanossomatideos apresentam diferentes formas de desenvolvimento
durante seu ciclo de vida (Fig. 1) (VICKERMAN, 1976; McGHEE e CROSGROVE,
1980; MASLOV, PODLIPAEV e LUKES, 2001), mas todas possuem apenas um
flagelo (McGHEE e CROSGROVE, 1980; DOLEZEL et al., 2000; MOREIRA,
LOPEZ-GARCIA e VICKERMAN, 2004) e um cinetoplasto com o DNA (kDNA)
organizado em mini e maxi-circulos em forma de rede catenada (BREWSTER,
ASLETT e BARKER, 1998; DOLEZEL et al., 2000; KLINGBEIL et al., 2001; LUKES
et al., 2002; MOREIRA, LOPEZ-GARCIA e VICKERMAN, 2004).
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Figura 1 Formas evolutivas que podem ser apresentadas por protozoarios da familia
Trypanosomatidae: amastigota (A), endomastigota (EN), coanomastigota (C), opistomorfo (OM),
promastigota (P), opistomastigota (O), epimastigota (E) e tripomastigota (T). Fonte: Maslov et al.
(2013, p. 45).

O primeiro relato de tripanossomas € atribuido a Valentin (1841) que teria
observado esses hemoflagelados em amostras sanguineas de trutas-marrom Salmo
trutta L., 1758, porém Laveran e Mesnil (1901 apud HOARE, 1972) contestaram esta
identificacdo e sugeriram que o0 protozoario em questao seria pertencente ao género
Trypanoplasma (Leidy, 1846). Em 1843, Mayer encontrou diversas formas de um
mesmo parasito de anuro, descrevendo-o como Amoeba rotatorium, Paramecium
loricatum e Paramecium costatum; em seguida, Gruby identificou os mesmos
organismos e propds o nome de Trypanosoma sanguinis (apud WENYON, 1926).
Visando solucionar esse problema taxondémico, Laveran e Mesnil (1901) propuseram
a modificacdo do nome da espécie para Trypanosoma rotatorium, tornando essa a
espécie tipo do género (BARDSLEY e HARMSEN, 1973 apud LEMOS, 2012).

Desde a constatacdo das doencas causadas pelos tripanossomas,
principalmente em mamiferos, o interesse em seu estudo cresceu e diversas
espécies passaram a ser estudadas e descritas levando em consideracdo a doenca
que causavam, 0s seus hospedeiros e a sua distribuicdo biogeografica (GIBSON,
2007). Entretanto, como algumas espécies podem compartilhar hospedeiros em uma
mesma regido e podem ser morfologicamente muito similares, os pesquisadores

passaram a guestionar e a reavaliar estes estudos (HOARE, 1972; GIBSON, 2007).
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Com o advento da taxonomia molecular, muito tem sido descoberto a respeito
destes parasitos, retomando a discussdo sobre as caracteristicas que realmente
podem permitir a diferenciacéo entre as espécies (GIBSON, 2007; ZINGALES et al.,
2009; ADAMS et al., 2010; VOTYPKA et al., 2015). Atualmente, a biologia molecular
tem auxiliado os investigadores na validacdo e identificacdo das espécies de
tripanossomas posicionando-as dentro de arvores filogenéticas, que além de
indicarem suas relacbes umas com as outras, também podem inferir se as
diferencas genotipicas sédo suficientes, ou ndo, para a definicio de uma nova
espécie (ZINGALES et al., 2009; ADAMS et al., 2010; VOTYPKA et al., 2015).

1.2 Os Tripanossomas Parasitos de Peixes

Levando em consideracdo o0 conhecimento disponivel a respeito dos
tripanossomas de mamiferos, o estudo sobre os tripanossomas de peixes ainda
pode ser considerado um campo negligenciado (GRYBCHUK-IEREMENKO et al.,
2014). Desde a observacao de Valentin até os dias atuais, mais de 200 espécies de
tripanossomas foram descritas em peixes de agua doce e salgada (LOM, 1979;
EIRAS et al., 2012; HAYES et al., 2014; LEMOS et al., 2015) em todo o mundo,
inclusive no Brasil (Tabela 1). Entretanto, a maior parte destas espécies foi
tradicionalmente identificada de acordo com sua morfologia no sangue do
hospedeiro vertebrado (FROES et al., 1979; BARA, 1984; GUPTA, 2006) e também
considerando-se a hipotese da especificidade parasito-hospedeiro (LETCH, 1977;
FROES et al., 1978). Desta forma, assim como constatado no passado para 0s
tripanossomas de mamiferos, atualmente acredita-se que a validade da descricéo de
algumas espécies de tripanossomas de peixes possa ser contestada (WOO e
BLACK, 1984; EIRAS et al., 2012; HAYES et al., 2014).
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Tabela 1 Espécies de Trypanosoma registradas em peixes de agua doce do Brasil.

Espécie Hospedeiro? Estado Autores
Trypanosoma abeli Hypostomus affinis MG Lemos et al. (2015)
Hypostomus luetkeni MG Lemos et al. (2015)
Ancistrus sp. N.lL.¢ Lemos et al. (2015)
Trypanosoma affonsoi Hypostomus tietensis SP Lopes et al. (1992c)
Trypanosoma Hypostomus albopunctatus SP Fonseca e Vaz (1928a)
albopunctatus
Trypanosoma anusi Loricariichthys anus RS Froes et al. (1979)
Trypanosoma azoubeli Pterodoras granulosus MS Albuquergue et al. (1996)¢
Trypanosoma barrettoi Hypostomus paulinus SP Lopes et al. (1990a)
Trypanosoma barrosi Hypostomus sp. GO Ribeiro et al. (1992)
Trypanosona birmani Hypostomus commersoni SP Ribeiro et al. (1991)
Trypanosoma brasiliensis Hemisorubim platyrhynchus PR Eiras (1991)
Trypanosoma brenteganii Squaliforma emarginata GO Ribeiro et al. (1992a)
Trypanosoma britskii Loricaria lentiginosa SP Lopes et al. (1991a)
Trypanosoma bourrouli Synbranchus marmoratus RJ Neiva e Pinto (1926)
Trypanosoma camposi Pimelodus maculatus MG Lopes et al. (1993b)
Trypanosoma chaetostomi  Chaetostomus sp. SP Fonseca e Vaz (1929)
MG Horta (1910)
Trypanosoma chagasi Hypostomus punctatus RJ Horta (1910)
RJ Bara (1984)
Trypanosoma clarus Schizodon borellii PR Eiras (1991)
Trypanosoma commersonii  Hypostomus commersoni RS Froes et al. (1979)
Trypanosoma coriaceus Trachelyopterus coriaceus PR Mendes et al. (1992)d
Trypanosoma costae Leporinus elongatus PR Satake et al. (1992)
Trypanosoma dominguesi  Hypostomus alatus MG Lopes et al. (1989)
Trypanosoma dorbignyi Rhinodoras dorbignyi SP Fonseca e Vaz (1928a)
Trypanosoma ferreirae Characinidae n.i.b SP Fonseca e Vaz (1928a)
Trypanosoma francirochai ~ Hisonotus francirochai SP Fonseca e Vaz (1928b)
Trypanosoma garavelloi Rhamdia quelen SP Lopes et al. (1992a)



Trypanosoma grandinii

Trypanosoma guaibensis

Trypanosoma guairaensis
Trypanosoma hypostomi
Trypanosoma iheringi
Trypanosoma immanis
Trypanosoma itoi
Trypanosoma lamanoi
Trypanosoma limae
Trypanosoma larai
Trypanosoma lopesi
Trypanosoma loricariae
Trypanosoma macrodonis
Trypanosoma maculatus
Trypanosoma margaritiferi
Trypanosoma nupelianus
Trypanosoma nutii
Trypanosoma paranaensis
Trypanosoma petenuscii
Trypanosoma piavae
Trypanosoma pintoi

Trypanosoma piracicabae

Trypanosoma plecostomi
Trypanosoma pradoi
Trypanosoma regani

Trypanosoma regoi

Pimelodus maculatus

Hypostomus commersoni
Loricariichthys anus
Hypostomus punctatus

Megalancistrus parananus
Hypostomus auroguttatus
Franciscodoras marmoratus
Loricariichthys anus
Hypostomus sp.
Hypostomus ancistroides
Hoplias lacerdae
Prochilodus sp.

Rhinelepis aspera

Loricaria sp.

Hoplias malabaricus
Pimelodus maculatus
Hypostomus margaritifer
Rhinelepis aspera
Piaractus mesopotamicus
Trachydoras paraguayensis
Hypostomus sp.
Characinidae n.i.?
Hypostomus sp.

Loricaria piracicabae

Plecostomus sp.
Hypostomus ancistroides
Hypostomus regani

Loricariichthys platymetopon

PR

RS
RS
RJ

PR

SP

SP

SP

SP

SP

MT

SP

SP

SP

SP

SP

SP

PR

SP

PR

PR

SP

SP

SP

SP

SP

SP

PR
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Lopes et al. (1992)¢

Frées et al. (1978)
Frées et al. (1978)
Bara (1984)

Eiras et al. (1989)
Splendore (1910)
Fonseca (1935)

Froes et al. (1978)
Ribeiro et al. (1990a)
Costa et al. (1992)¢
Lopes et al. (1996)¢
Fonseca e Vaz (1929)
Ribeiro et al. (1989)
Fonseca e Vaz (1928b)
Botelho (1907)
Albuquergue et al. (1992)¢
Fonseca e Vaz (1928b)
Eiras et al. (1990)
Ribeiro et al. (1993a)
Eiras (1991)

Carraro et al. (1992)¢
Fonseca e Vaz (1928)
Ribeiro et al. (1990b)

Fonseca e Vaz (1929)

Fonseca e Vaz (1928b)
Ribeiro et al. (1993b)
Fonseca e Vaz (1928)

Eiras (1991)
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Trypanosoma rhamdiae Rhamdia quelen gg Ercgzlshgt(;ﬁ C()RWS)
Trypanosoma saadi Rhamdia quelen SP Lopes et al. (1990b)
Trypanosoma salae Hoplias malabaricus PR Lopes et al. (1993a)
Trypanosoma satakei Rhamdia quelen SP Nuti-Sobrinho et al. (1987)
Trypanosoma scrofae Prochilodus lineatus PR Eiras e Pavanelli (1989)
Trypanosoma splendorei Rhamd!a quelen SP Sp]endore (1910)
Rhamdia quelen RS Froes et al. (1978)
Trypanosoma strigaticeps Hypostomus strigaticeps SP Fonseca e Vaz (1928a)
Trypanosoma valerii Pterodoras granulosus GO Lopes et al. (1991b)
Trypanosoma vallei Hypostomus sp. SP Lopes et al. (1992b)

Pterygoplichthys

Trypanosoma vasconcelosi I
yp multiradiatus

GO Ribeiro et al. (1992b)

Trypanps_oma Hypostomus plecostomus RS Frées et al. (1979)
venustissimum

Trypanosoma watanabei Pterygoplichthys lituratus GO Lopes et al. (1992d)
Trypanosoma zungaroi Zungaro zungaro SP Fonseca e Vaz (1928a)

@ Nomes de espécies atualizados de acordo com FishBase (FROESE e PAULY, 2015).
b Espécie nao identificada da familia Characinidae.

¢ Localidade de coleta identificada como Bacia Amazénica, estado ndo informado.

d Apud Eiras et al. (2012).

Diante do problema taxondémico encontrado dentre os tripanossomas de
peixes, a caracterizagdo molecular surgiu como ferramenta alternativa, sobretudo
para auxiliar na identificacdo de espécies (GRYBCHUK-IEREMENKO et al., 2014;
HAYES et al.,, 2014; LEMOS et al., 2015), com ampla utilizacdo dos genes que
codificam a menor subunidade de RNA ribossémico (18S rRNA) (MASLOV et al.,
1996; DAVIES et al., 2005; GIBSON et al., 2005; GU et al., 2007a; GU et al., 2010;
GRYBCHUK-IEREMENKO et al., 2014). Embora essa ferramenta venha permitindo
a confirmacgdo de espécies ja descritas e/ou identificacdo de novas de espécies de
tripanossomas de peixe em todo o mundo, no Brasil, at¢é o momento, apenas
Trypanosoma abeli Lemos & Souto-Padrén, 2015 teve sua caracterizagdo molecular
realizada (LEMOS et al., 2015).

Da mesma forma, apesar de o isolamento e a manutencao dos tripanossomas

de peixes in vitro terem sido realizados para algumas espécies da América do Norte
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e da Europa (PRESTON, 1969; JONES e WOO, 1991b; DAVIES et al., 1992; CRUZ,
1995; BIENEK e BELOSEVIC, 1997), no Brasil somente T. abeli foi isolado até o
momento (LEMOS e SOUTO-PADRON, 2014; LEMOS et al., 2015). O isolamento
em cultivo, aléem de permitir o estudo das formas de desenvolvimento desses
parasitos (JONES e WOO, 1991b; LEMOS, 2012; LEMOS e SOUTO-PADRON,
2014; LEMOS et al., 2015), também é de grande importancia para a caracterizacao
molecular dos tripanossomas, pois a producdo de clones isolados permite que a
caracterizacdo seja realizada sem a interferéncia de possiveis infeccdes mistas
encontradas na natureza (GRYBCHUK-IEREMENKO et al., 2014; LEMOS et al.,
2015).

1.2.1 Morfologia e Taxonomia

Os tripanossomas sdo encontrados na corrente sanguinea dos peixes na
forma tripomastigota (CRUZ, 1995) que é caracterizada por apresentar cinetoplasto
posterior ao ndcleo e uma porcao livre do flagelo na extremidade anterior do corpo.
O flagelo emerge da extremidade posterior e margeia a extensao corporal, causando
o efeito de uma membrana ondulante em virtude do seu batimento (Fig. 2)
(VICKERMAN, 1969).

Figura 2 Forma tripomastigota de Trypanosoma sp. observada na circulagdo sanguinea de bagres
Tachysurus fulvidraco (Richardson, 1846). Fonte: Gu et al. (2007b, p. 728).

Existem diversas descricbes morfologicas de espécies de tripanossomas de
peixes na literatura (FONSECA, 1935; FROES et al., 1978, 1979; EIRAS, REGO e
PAVANELLI, 1989, 1990), porém atualmente sabe-se que grande parte desses
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parasitos exibem um consideravel pleomorfismo (FROES et al., 1979; WOO e
BLACK, 1984; CRUZ, 1995; GUPTA, 2006; EIRAS et al., 2012; LEMOS et al., 2015).
O pleomorfismo € a manifestacdo de diferentes tipos morfolégicos
(morfotipos) para um mesmo gendtipo (GUPTA, 2006), sendo que suas causas
podem ser o estagio da infeccdo (KHAN, 1976; GUPTA, 2006) e a espécie
hospedeira (WOO e BLACK, 1984; HAYES et al., 2014). No inicio da infeccdo no
hospedeiro vertebrado, as formas menores e delgadas dos tripanossomas Sao
frequentemente observadas e, com o0 passar dos dias, 0s tripanossomas podem
apresentar aumento de tamanho, variacdes na coloracdo em esfregaco sanguineo,
aumento do numero de granulos e/ou vacuolos em seu citoplasma e cariossoma
nuclear evidenciado (KHAN, 1976; LETCH, 1980; CRUZ, 1995; GUPTA, 2006). Woo
e Black (1984) demonstraram que, de acordo com a espécie do hospedeiro
vertebrado infectado, Trypanosoma danilewskyi Laveran & Mesnil, 1904 apresenta
variacdes morfométricas em parametros considerados importantes na identificacédo
de espécies de tripanossomas, como comprimento do nucleo, distancia da
extremidade posterior ao centro do cinetoplasto e comprimento do corpo.

Algumas descricdes de espécies foram feitas baseadas na hipétese da
especificidade parasito-hospedeiro, assumindo, assim, que todos os tripomastigotas
encontrados em um determinado hospedeiro pertenceriam a uma Unica espécie
pleomoérfica (HORTA, 1910; FONSECA e VAZ, 1928a, 1928b, 1929; FONSECA,
1935; FROES et al.,, 1978, 1979). Entretanto, conforme observado para T.
danilewskyi, muitos tripanossomas de peixes ndo sado especificos quanto ao
hospedeiro vertebrado (WOO e BLACK, 1984; DAVIES et al., 2005; GU et al.,
2007b; LEMOS et al., 2015) e podem apresentar alteracdes morfolégicas de acordo
com a espécie de peixe parasitada (WOO e BLACK, 1984). Além disso, esta claro
que mais de uma espécie de tripanossoma pode ocorrer simultaneamente no
mesmo hospedeiro (BARA, 1984; DAVIES et al., 2005; GU et al., 2007b; LEMOS et
al., 2015). Por exemplo, Bara (1984) encontrou infeccdo simultanea por
Trypanosoma chagasi Horta, 1910 e Trypanosoma guaibensis Froes, Fortes, Lima &
Leite, 1978 em cascudos da espécie Hypostomus punctatus Valenciennes, 1840, no
Rio de Janeiro, Brasil, enquanto Davies et al. (2005) e Gu et al. (2007b) observaram
gue peixes da mesma espécie podem ser infectados por tripanossomas
geneticamente distintos. Lemos et al. (2015), estudando os tripanossomas de peixes

no Brasil, encontraram evidéncias moleculares que sugerem que uma mesma
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espécie de peixe pode ser infectada por mais de uma espécie de tripanossoma e,
também, que T. abeli pode parasitar distintas espécies de peixes.

Diante da constatacdo de que o pleomorfismo pode induzir a inconsisténcias
taxonémicas (WOO e BLACK, 1984; CRUZ, 1995; EIRAS et al., 2012; LEMOS,
2012), a observacao de outros aspectos biolégicos, como os relacionados ao ciclo
de vida e caracterizacdo das formas de desenvolvimento in vivo, no hospedeiro
invertebrado, e in vitro, passaram a ser utilizadas e consideradas de grande
importancia para a caracterizacao e identificacdo destes parasitos (JONES e WOO,
1990, 1991a, 1991b). Assim, Jones e Woo (1990) descreveram Trypanosoma
phaleri enfatizando seu pleomorfismo em diferentes espécies de peixes e também a
especificidade que possui quanto ao hospedeiro invertebrado.

Outra ferramenta adicional que pode ser utilizada para a caracterizacao
desses parasitos € a ultraestrutura celular (LEMOS, 2012; LEMOS et al., 2015).
Entretanto, os estudos envolvendo este aspecto foram realizados em menor escala
guando comparados aos estudos morfoldgicos, tendo sido empregado apenas para
poucas espécies descritas (PRESTON, 1969; LEWIS e BALL, 1980; PATERSON e
WOO, 1984; DAVIES et al.,, 1999; GU et al.,, 2007c; LEMOS et al., 2015). Nos
estudos realizados até o momento, foram investigadas as formas encontradas no
sangue do hospedeiro vertebrado de T. danilewskyi, Trypanosoma pseudobagri
Dogiel & Achmerov, 1959 e T. abeli (PATERSON e WOO, 1984; GU et al., 2007c;
LEMOS et al., 2015), as formas encontradas no hospedeiro invertebrado de
Trypanosoma cobitis Mitrophanow, 1883 e T. abeli (LEWIS e BALL, 1980; LEMOS et
al., 2015), e as formas em cultura de Trypanosoma raiae (Laveran & Mesnil, 1902),
Trypanosoma granulosum Laveran & Mesnil, 1902 e T. abeli (PRESTON, 1969;
DAVIES et al., 1999; LEMOS et al., 2015).

Além disso, nas Ultimas décadas, a utilizacdo de métodos moleculares na
taxonomia destes tripanossomas vem aumentando e acrescentando informacdes
que auxiliam na caracterizacdo e identificacdo das espécies (KOLESNIKOV et al.,
1995; FIGUEROA et al., 1999; GU et al., 2007a; GU et al., 2007b; GU et al., 2010;
LEMOS et al., 2015). As sequéncias utilizadas baseiam-se na amplificacdo de genes
como o gene do 18S rRNA (MASLOV et al., 1996; GU et al., 2007a; LEMOS et al.,
2015), gene do 5S rRNA (LEMOS, 2012), o gene do spliced leader RNA (GIBSON et
al., 2000; LEMOS, 2012), o gene do GAPDH (LEMOS et al., 2015) e também genes
mitocondriais (KOLESNIKOV et al., 1995).
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Davies et al. (2005), estudando tripanossomas de peixes da Africa,
analisaram o gene 18S rRNA dos tripanossomas com similaridades morfolégicas a
Trypanosoma mukasai (Hoare, 1932) e constataram que eles pertencem a diferentes
subgrupos genéticos. Trypanosoma pleuronectidium Robertson, 1906 e
Trypanosoma murmanense Nikitin, 1927 encontrados em bacalhau-do-atlantico
Gadus morhua L., 1758 além de serem distintos morfologicamente também
apresentam diferencas genéticas quanto ao gene 18S rRNA (KARLSBAKK e
NYLUND, 2006). Gu et al. (2007a) utilizaram sequéncia do gene 18S rRNA
combinada com as caracteristicas morfolégicas dos tripanossomas encontrados na
carpa chinesa Siniperca chuatsi (Basilewsky, 1855) para redescrever Trypanosoma
siniperca Chang, 1964. Lemos et al. (2015) utilizaram as regides hipervariaveis do
gene 18S rRNA e o gene que codifica para a enzima GAPDH associados a
morfologia e ao processo de desenvolvimento, tanto in vitro quanto no hospedeiro
invertebrado, para caracterizar T. abeli encontrado em cascudos de diferentes
biomas do Brasil.

Desta forma, constata-se que uma possivel solucdo para a taxonomia dos
tripanossomas de peixes é o0 isolamento in vitro (JONES e WOO, 1991b;
GRYBCHUK-IEREMENKO et al., 2014; LEMOS et al.,, 2015) aliado ao uso da
biologia molecular (GRYBCHUK-IEREMENKO et al., 2014; LEMOS et al., 2015) e da
caracterizacdo morfoldgica tradicional (GU et al., 2007b; GRYBCHUK-IEREMENKO
et al., 2014; HAYES et al., 2014; LEMOS et al., 2015).

1.2.2 Ciclo de Vida

Os hirudineos, popularmente conhecidos como sanguessugas, Sao 0S
hospedeiros invertebrados dos tripanossomas de peixe e representam a Unica via de
infecc@o até hoje conhecida para o hospedeiro vertebrado (JONES e WOO, 1991a;
WOO, 2006). Eles tornam-se infectados ao ingerir 0s tripomastigotas presentes no

sangue de peixes parasitados, que se reproduzem e se diferenciam no interior do
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seu sistema digestorio (Fig. 3) (KHAN, 1976; LECTH, 1980; WOO, 1981; JONES e
WOO, 1990, 1992; KARLSBAKK, HAUGEN e NYLUND, 2005; WOO, 2006).

O desenvolvimento dos tripanossomas no hospedeiro invertebrado, embora
ainda ndo seja um processo conhecido para todas as espécies, foi estudado e
descrito por Brumpt (1906 apud LEMOS, 2012) das seguintes formas: 1)
desenvolvimento exclusivamente no estbmago com migracdo para a probdscide
somente no momento da hematofagia, 2) desenvolvimento no estébmago e no
intestino com migracdo para a probdscide antes da hematofagia, e 3)
desenvolvimento no estdbmago com migragcdo para a proboscide antes da
hematofagia.

D’Agosto e Serra-Freire (1993) observaram formas amastigotas,
epimastigotas e tripomastigotas na probdscide e no estdbmago de hirudineos do
género Batracobdella Viguier, 1879. Recentemente, Lemos et al. (2015), ao
investigarem o desenvolvimento dos tripanossomas em sanguessugas Haementeria
brasiliensis Pinto, 1923, encontraram formas epimastigotas nos cecos estomacais e
intestinos, e tripomastigotas na probdscide e também nos cecos estomacais. As
formas tripomastigotas observadas no hospedeiro invertebrado se mostraram
menores e mais delgadas do que as encontradas na circulacdo do hospedeiro
vertebrado (D’AGOSTO e SERRA-FREIRE, 1993; LEMOS et al., 2015).

O processo de transmissdo da infeccdo ao hospedeiro vertebrado ocorre no
momento da hematofagia das sanguessugas infectadas, em que a ferida aberta no
tegumento do peixe permite que as formas tripomastigotas metaciclicas atinjam sua
corrente sanguinea (LEMOS, 2012). Uma vez na circulacdo sanguinea do
hospedeiro vertebrado, os tripomastigotas metaciclicos podem iniciar seu processo
reprodutivo (Fig. 3) (WOO, 1981; BURRESON e KARLSBAKK, 2007; PADUA et al.,
2011; SU et al., 2014).

A divisdo desses parasitos nos peixes se inicia com a formacédo de um novo
flagelo seguida pela divisdo binaria do cinetoplasto; a extremidade posterior do
corpo se alarga adquirindo um formato mais arredondado; o novo flagelo cresce, se
direcionando posteriormente; o ndcleo se divide e um deles migra posteriormente
posicionando-se apds o0s cinetoplastos; a citocinese ocorre por constricdo do corpo
em um ponto entre os dois cinetoplastos (WOO, 1981; PATERSON e WOO, 1984;
JONES e WOO, 1991b; WOO, 2006). Devido a fatores ndo compreendidos, o

processo reprodutivo pode apresentar anormalidades, como a presenca de dois
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ndcleos e um cinetoplasto ou a presenca de um cinetoplasto e auséncia de nucleo
(WOO, 1981), podendo ainda diferir quanto a sequéncia de duplicacdo das
organelas, como a segregacao tardia do cinetoplasto em Trypanosoma pacifica
Burreson & Pratt, 1972, somente apd6s a divisdo do nucleo (BURRESON e
KARLSBAKK, 2007).

Figura 3 Ciclo de vida de Trypanosoma percae Brumpt, 1906 adaptada de Olsen (1974, p. 47).
Tripomastigotas (a, b, c), forma em transicdo de tripomastigota para epimastigota (d), divisdo e
formagédo de epimastigotas (e, f) e tripomastigotas metaciclicos (g, h, i, j, k).

1.2.3 Fatores Preponderantes a Dindmica da Infeccéo

Alguns estudos sobre infecgbes naturais abordaram a relagédo entre a

parasitemia e parametros epidemioldgicos, como tamanho/idade do hospedeiro
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vertebrado (TANDON e JOSHI, 1973; BARA, 1984; BARA e SERRA-FREIRE, 1985;
CRUZ, 1995; MALOVIC, HEMMINGSEN e MACKENZIE, 2010; LEMOS, 2012), sexo
dos hospedeiros (MALOVIC, HEMMINGSEN e MACKENZIE, 2010; LEMOS, 2012),
area de coleta (MALOVIC, HEMMINGSEN e MACKENZIE, 2010) e estacfes do
ano/temperatura da agua (HORTA, 1910; LEMOS, 2012).

Segundo Malovic, Hemmingsen e Mackenzie (2010), os parametros que
podem influenciar nas altas parasitemias de T. murmanense podem diferir de acordo
com a espécie do hospedeiro, sendo observado que em G. morhua os hospedeiros
com idade inferior a dois anos apresentaram menor carga parasitaria; em “haddock”
Melanogrammus aeglefinus (L., 1758), a area de coleta foi o fator de influéncia na
parasitemia; e em solha americana Hippoglossoides platessoides (Fabricius, 1780),
a maior parasitemia foi encontrada nos exemplares do sexo feminino.

Ao contrario do que foi observado para infeccbes de T. murmanense em G.
morhua (MALOVIC, HEMMINGSEN e MACKENZIE, 2010) e também para T.
granulosum em enguias da Europa (CRUZ, 1995), diversos autores registraram,
para diferentes espécies de tripanossomas e de peixes, uma carga parasitaria maior
nos hospedeiros menores e mais jovens (TANDON e JOSHI, 1973; BARA, 1984;
BARA e SERRA-FREIRE, 1985; MALOVIC, HEMMINGSEN e MACKENZIE, 2010;
LEMOS, 2012).

Lemos (2012), ao relacionar a carga parasitaria em cascudos Hypostomus
affinis (Steindachner, 1877) com as estacbes do ano e com a maturagao sexual,
registrou o pico da infeccdo no inverno e maior carga parasitaria nas fémeas.
Observacdes com 0 mesmo tipo de alteracdo sazonal também foram feitas por Horta
(1910) quando investigou a infeccdo por T. chagasi em cascudos da espécie H.
punctatus.

Além disso, é importante considerar que alteracbes na temperatura do
ambiente podem influenciar a velocidade de multiplicacdo dos tripanossomas
(ISLAM e WOO, 1992), o metabolismo e sistema imunoldgico dos peixes (BOWDEN
et al., 2007; BOWDEN, 2008; DITTMAR et al., 2014) e, também, o comportamento
de algumas espécies de sanguessugas, que podem tornar-se mais responsivas a
perturbacdes na agua (ELLIOT e TULLET, 1986; ELLIOT e KUTSCHERA, 2011).
Desta forma, os fatores ambientais, aliados as caracteristicas dos hospedeiros,
podem causar desequilibrios na relacdo parasito-hospedeiro, resultando em altas

parasitemias.
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1.2.4 Aspectos Patogénicos da Infecgc&o no Hospedeiro Vertebrado

A infeccdo por tripanossomas em peixes tem curso crbnico, sendo a
parasitemia mais alta no inicio da infeccdo, reduzindo progressivamente com o
decorrer do tempo (KHAN, 1976; LETCH, 1980; ISLAM e WOO, 1991b). Dentre os
disturbios causados nos animais infectados, a anemia é considerada um sinal clinico
cldssico (KHAN, 1985) e esta diretamente relacionada com a parasitemia (WOO,
2006; AHMED et al., 2011). Alguns fatores, como o aumento do volume de sangue
de acordo com o aumento da parasitemia, a secrecdo de proteases pelos
tripanossomas, que promovem a lise de eritrOcitos na auséncia de anticorpos
especificos (ISLAM e WOO, 1991a; WOO, 2006; GUPTA e GUPTA, 2012) e a falha
dos oOrgdos hematopoiéticos (DYKOVA e LOM, 1979; KHAN, 1985), sio
considerados causas provaveis desta anemia.

Em peixes marinhos experimentalmente infectados por T. murmanense foram
observadas alteracdes fisiopatologicas em diferentes 6rgdos e maior taxa de
mortalidade nos espécimes jovens (KHAN, 1985). Por exemplo, Dykova e Lom
(1979) registraram diversas alteracbes em 0Orgaos vitais, tais como: hiperplasia
acentuada de precursores hematopoiéticos e células plasmaticas nos rins;
modificagdes no epitélio do tubulo renal; pequenos focos de necrose e infiltrados de
tripanossomas e macréfagos no baco; alteracdes nos hepatdcitos; aumento do
tamanho das células endoteliais das veias hepdticas; desintegracdo excessiva de
eritrocitos nos rins e no baco. Além disso, em infeccbes experimentais por T.
danilewskyi em peixes-dourados Carassius auratus (L., 1758) foi verificada anorexia
associada com alta parasitemia (ISLAM e WOO, 1991b).

Embora algumas espécies de tripanossomas causem mortalidade e
morbidade dos hospedeiros vertebrados (ARDELLI e WOO, 1998), a persisténcia da
infeccdo com a sobrevivéncia do hospedeiro pode indicar uma coevolucéo parasito-
hospedeiro, com um delicado balan¢o entre os mecanismos de evasao do parasito e
0 sistema imune dos peixes (OVERATH et al., 1999; WIEGERTJES e FORLENZA,
2010). Desta forma, a correta identificacdo das diferentes espécies de
tripanossomas de peixes que ocorrem no Brasil torna-se importante ndo so para o

conhecimento de potenciais patdgenos da ictiofauna, mas também para auxiliar
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estudos filogenéticos que visem compreender as adaptacfes sofridas por esses
parasitos para sobreviver em diferentes hospedeiros e em diferentes regides
geograficas (KELLY et al., 2014), assim como tem sido registrado para
tripanossomas de mamiferos (ECHODU et al., 2015; GREIF et al., 2015).

1.3 Técnicas Aplicadas ao Estudo dos Tripanossomas de Peixes

A escolha do método de diagndstico parasitolégico a ser utilizado varia de
acordo com os recursos disponiveis, mas principalmente de acordo com o objetivo
do estudo (FAO, 1998) e com os aspectos epidemiolégicos da doenca (LUCKINS,
1993). Dentre as técnicas utilizadas no estudo dos tripanossomas de peixes, serao
discutidas o esfregaco sanguineo, a cultura in vitro e a biologia molecular.

As técnicas de microscopia, por exame de sangue a fresco ou de esfregacos
sanguineos corados, representam um meétodo facil e de rapida aplicacdo (LUCKINS,
1993) que permite o diagndstico e a identificacdo dos parasitos (ROSENBLATT,
2009; MUIEED, CHAUDHARY e SHAKOORI, 2010). A cultura in vitro, além de
representar outra técnica para deteccao da infeccdo (DAVIES et al., 1992; LEMOS,
2012; BORGES et al., dados ndo publicados?), permite a obtencdo de grandes
nameros de parasitos que podem ser requeridos e utilizados em diferentes estudos
(VISVESVARA e GARCIA, 2002). Os testes moleculares, tais como a reacdo em
cadeia polimerase (PCR), tém sido cada vez mais utilizados (MASLQOV et al., 1996;
DAVIES et al., 2005; GIBSON et al.,, 2005; GU et al.,, 2007a; GU et al., 2010;
LEMOS, 2012), ndo s6 para o diagnéstico (DAVIES et al.,, 2005; GRYBCHUK-
IEREMENKO et al., 2014), mas principalmente para auxiliar na identificacdo das
espécies dos tripanossomas de peixes (KARLSBAKK e NYLUND, 2006; GU et al.,
2007a; LEMOS et al, 2015).

1 Trabalho em fase de elaboracao.
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1.3.1 Esfregac¢o Sanguineo

O esfregaco sanguineo € um método de diagndéstico de baixo custo
(VALKIUNAS et al., 2008) amplamente utilizado em estudos parasitoldgicos. A
sensibilidade de deteccdo dos parasitos por meio desta técnica €, no entanto,
claramente influenciada pelo nivel de experiéncia do observador, nivel da
parasitemia (MUIEED, CHAUDHARY e SHAKOORI, 2010), numero de campos
analisados (ROSENBLATT, 2009) e pela qualidade do esfregago (VALKIUNAS et
al., 2008).

Lemos et al. (2015) registraram 100% e 90% de prevaléncia da infecgao por
tripanossomas em cascudos H. affinis e Hypostomus luetkeni (Steindachner, 1877),
respectivamente, utilizando o exame de esfregacos sanguineos. Entretanto,
diferentes estudos demonstraram que esta técnica pode levar a subestimacdo da
prevaléncia (BARA e SERRA-FREIRE, 1985; DAVIES et al., 2005; PADUA et al.,
2011). Considerando o curso cronico da infeccdo caracterizada por baixas
parasitemias, os esfregacos sanguineos sdo indicados em combinagdo com outros
métodos de diagndstico, tais como exame a fresco (BARA e SERRA-FREIRE, 1985;
PADUA et al., 2011), centrifugacéo de micro-hematdcrito (BARA e SERRA-FREIRE,
1985; PADUA et al., 2011; FUJIMOTO et al., 2013) e, também, PCR (DAVIES et al.,
2005).

Apesar de suas limitacdes, o esfregaco sanguineo pode ser empregado para
a identificacdo de espécies (ROSENBLATT, 2009), enquanto as técnicas de
concentracdo, como centrifugacdo do micro-hematdcrito, interferem na morfologia
dos parasitos (WOO, 1969) e as técnicas moleculares ignoram este aspecto
(GRYBCHUK-IEREMENKO et al., 2014). Assim, atendendo a necessidade de se
combinar analises morfolégicas com a caracterizacdo molecular para a identificacdo
das espécies de tripanossomas de peixes (GU et al., 2007b), o esfregaco sanguineo
apresenta-se como uma técnica de fundamental importancia em estudos que visem

contribuir para a elucidacao da taxonomia destes parasitos.
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1.3.2 lIsolamento em Cultura

Desde o inicio dos estudos com protozoarios do género Trypanosoma, O
estabelecimento de protocolos eficientes para cultura in vitro desses parasitos tém
sido um dos principais objetivos da comunidade cientifica (SCHUSTER e SULLIVAN,
2002). Atualmente, essa técnica representa um segmento essencial na
protozoologia de parasitos (AHMED, 2014), permitindo estudos sobre sua fisiologia,
comportamento e metabolismo, como também produzindo numero suficiente de
parasitos para realizacdo de ensaios imunoldgicos e quimioterapicos (VISVESVARA
e GARCIA, 2002; AHMED, 2014) e, também, de investigacdes detalhadas sobre sua
ultraestrutura (LEMOS et al., 2015). Entretanto, a padronizacdo de uma cultura ndo
€ uma tarefa simples (AHMED, 2014), sendo necessaria uma cuidadosa observacao
e combinacao das exigéncias nutricionais do parasito com a temperatura e pH ideais
(PRESTON, 1969; ABOLARIN, 1970; CRUZ, 1995; ARDELLI e WOO, 1998;
VISVESVARA e GARCIA, 2002; AHMED, 2014; LEMOS e SOUTO-PADRON,
2014). Alem disso, seu emprego no diagndstico de parasitos deve ser feito com
cautela, pois existem evidéncias de que, em casos de infec¢cdes mistas, pode
ocorrer selecao de espécies (LEMOS et al., 2015).

O primeiro isolamento in vitro de tripanossomas de peixes foi realizado por
Thomson (1908), que manteve estes parasitos por cerca de 40 dias, utilizando o
meio de Novy e McNeal com modificacbes de Nocht e Mayer (apud THOMSON,
1908). Jones e Woo (1991b) utilizaram um meio bifasico, constituido de base de
agar sangue modificada de Ponselle (1913 apud JONES e WOO, 1991b) como fase
sélida e Meio Basal de Eagle suplementado com soro fetal bovino e hemina como
fase liquida, para o isolamento de Trypanosoma catostomi Daly & DeGiusti, 1971 e
T. phaleri. Davies et al. (1992) desenvolveram um método simples para o isolamento
de T. granulosum, parasito de enguias, que consiste de solugcéo de Ringer associada
a base de agar sangue. Bienek e Belosevic (1997) demonstraram que a adicao de
soro de peixes pode aumentar significativamente o crescimento in vitro de T.
danilewskyi quando comparado a adicdo de soro de mamiferos, enquanto Overath et
al. (1998) verificaram que a manutencdo de Trypanosoma carassii (Mitrophanow,

1883) nao é possivel sem a suplementacdo com soro de peixes de agua doce.
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O desenvolvimento dos tripanossomas de peixes em cultivo é caracteristico,
iniciando-se com uma fase de crescimento exponencial (fase logaritmica) em que
ocorre predominancia das formas epimastigotas (CRUZ, 1995; LEMOS et al., 2015).
A seguir observa-se uma fase estacionaria na reproducado desses parasitos, em que
podem ser visualizados tripomastigotas e esferomastigotas (LEMOS et al., 2015),
chegando a uma fase de declinio, com diminui¢do critica do nimero de parasitos
(CRUZ, 1995). A observacdo de aglomerados dos parasitos formando rosetas é
relatada na literatura, sendo indicada como caracteristica da fase de crescimento
exponencial (DAVIES et al., 1992; CRUZ, 1995).

A morfologia e morfometria dos tripanossomas isolados em cultura podem
diferir daquelas observadas no hospedeiro vertebrado (DAVIES et al., 1992; CRUZ,
1995; LEMOS, 2012; LEMOS et al., 2015). Nesse contexto, foi demonstrado que as
formas de T. granulosum isoladas e mantidas em cultura tendem a ser menores e
mais largas do que aquelas observadas no sangue de enguias (DAVIES et al., 1992;
CRUZ, 1995). Contudo, para T. carassii, as formas em cultura mostraram-se
indistinguiveis das formas observadas no hospedeiro vertebrado ressaltando trés
critérios: a morfologia dos tripomastigotas, compartilhamento de epitopo de
superficie para anticorpo monoclonal e superficie celular envolta por um glicocélice
rico em carboidrato (OVERATH et al., 1998). Lemos (2012), estudando T. abeli
isolado de cascudos provenientes de Minas Gerais, relatou diferenca morfologica
entre os tripomastigotas observados nos primeiros dias do isolamento in vitro das
formas encontradas no sangue do hospedeiro vertebrado e também o pleomorfismo
das formas tripomastigotas e epimastigotas nas passagens em cultivos
subsequentes. As rosetas, quando observadas, tém a parte posterior do corpo no
centro com o flagelo projetando-se para fora (CRUZ, 1995; LEMOS e SOUTO-
PADRON, 2014).

No Brasil, Botelho (1907) e Horta e Machado (1911) tentaram, sem sucesso,
isolar e manter os tripanossomas de peixes utilizando, respectivamente, os meios
agar sangue, para Trypanosoma rhamdiae Botelho,1907, e Novy e MacNeal, para T.
chagasi. Em 2014, Lemos e Souto-Padron testaram diversos meios de cultura e
realizaram o primeiro isolamento destes parasitos no pais a partir do sangue de
cascudos H. affinis e H. luetkeni. Assim, até 0 momento apenas uma espécie de
tripanossoma de peixe, T. abeli, foi isolada no pais (LEMOS e SOUTO-PADRON,
2014; LEMOS et al., 2015).
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1.3.3 Biologia Molecular

As técnicas moleculares podem ser empregadas tanto para o diagnéstico
qguanto para fornecer informacdes que auxiliem na identificacdo de espécies dos
tripanossomas (DAVIES et al., 2005; GU et al., 2010; GRYBCHUK-IEREMENKO et
al., 2014; LEMOS et al, 2015). Estas ferramentas, embora muitas vezes
classificadas como altamente sensiveis, podem apresentar limitacdes decorrentes
de baixas parasitemias, do numero reduzido de copias do gene alvo e pelo
protocolo de PCR adotado (BERN et al., 2011; QVARNSTROM et al., 2012). Dentre
os estudos moleculares realizados sobre os tripanossomas de peixes, aqueles que
utilizam sequéncias do gene 18S rDNA sao os mais frequentes (MASLOV et al.,
1996; DAVIES et al., 2005; GIBSON et al., 2005; GU et al., 2007a; GU et al., 2010;
LEMOS et al., 2015), o que pode ser devido ao enfoque filogenético da maior parte
desses trabalhos.

Os estudos de filogenia molecular visam demonstrar a histéria evolutiva dos
taxons através da comparacdo de sequéncias de DNA, ou de proteinas, dos
organismos (PATWARDHAN, RAY e ROY, 2014). Neste sentido, é preciso observar
gue enguanto alguns genes sdo considerados importantes biomarcadores para
estudos filogenéticos de tripanossomas, como aqueles do DNA ribossémico (rDNA)
e do GAPDH, outros sdo menos propicios para essa finalidade por apresentarem,
por exemplo, mdultiplas copias que podem exibir ambiguidades, dificultando a
obtencdo de arvores robustas (PHILIPPE et al., 2011; CAPELLA-GUTIERREZ,
RAUFF e GABALDON, 2014; PATWARDHAN, RAY e ROY, 2014; FERMINO et al.,
2015).

O rDNA dos eucariotos € formado por sequéncias codificadoras conservadas
separadas entre si por sequéncias intercalares nao-codificantes, que sao variaveis
intra e interpopulacionalmente (HILLIS e DIXON, 1991; MATEUS et al., 2006). As
regides conservadas sao unidades repetitivas que codificam para os RNAs 18S,
5.8S e 28S (LSU rRNA) (HILLIS e DIXON, 1991; MATEUS et al., 2006) e sao muito
utilizadas em estudos filogenéticos por estarem presentes em todos 0S organismos
vivos, pelo seu tamanho e por possuirem diferentes taxas de variabilidade (HILLIS e
DIXON, 1991; OLSEN e WOESE, 1993). Nesse sentido, o uso do gene 18S rDNA
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pode permitir ndo sé a separacdo de grupos filogeneticamente distantes, devido a
sua baixa taxa de variabilidade (HILLIS e DIXON, 1991; OLSEN e WOESE, 1993),
como também pode proporcionar a diferenciacdo em nivel especifico, quando séo
consideradas suas regides hipervariaveis (LEMOS et al., 2015).

Assim, a escolha do gene 18S rDNA como fragmento alvo de amplificacao
permite, além do diagndstico, a realizacdo de estudos que visem a identificacdo de
espécies de tripanossomas de peixes através da taxonomia molecular (DAVIES et
al., 2005; GU et al., 2007a; GU et al., 2010; GRYBCHUK-IEREMENKO et al., 2014;
LEMOS et al., 2015). Atualmente no Brasil, o Unico estudo sobre tripanossomas de
peixes envolvendo ferramentas moleculares foi realizado para a identificagcdo da
nova espécie T. abeli (LEMOS et al., 2015), demonstrando a caréncia de

investigacdes com este enfoque.



39

2 JUSTIFICATIVA

O Brasil possui a maior diversidade de peixes em aguas continentais do
mundo (IBAMA, 2008). Estima-se que existam no pais aproximadamente 5000
espécies, sendo que somente cerca de metade delas sdo conhecidas e registradas
(ROSA e LIMA, 2005; IBAMA, 2008). Entretanto, pouco se conhece sobre os
tripanossomas que parasitam estes animais.

Até o momento, a maior parte dos estudos realizados sobre os
tripanossomas de peixes no Brasil tiveram como objetivo principal a identificacéo
das espécies por meio de descricdes morfoldgicas e/ou o simples registro de
ocorréncia desses parasitos (HORTA, 1910; SPLENDORE, 1910; FONSECA e VAZ,
1928a, 1928b, 1929; FONSECA, 1935; FROES et al., 1978, 1979; EIRAS, REGO e
PAVANELLI, 1989, 1990; PADUA et al., 2011; LEMOS et al., 2015). Cabe ressaltar
que, dos 27 estados brasileiros, somente 10 foram investigados quanto a ocorréncia
de tripanossomas em peixes (MARTINS et al., 2015), evidenciando, novamente, a
caréncia de dados em relacdo a estes parasitos frente a extensa pesquisa sobre os
tripanossomas de mamiferos e a diversidade de peixes existente em nosso pais.

Embora o pleomorfismo e a falta de especificidade desses parasitos ja fossem
conhecidos e divulgados, muitos trabalhos de identificacdo das espécies brasileiras
das décadas de 80 e 90 ainda utilizaram a morfometria como o parametro principal
para a sua identificacdo (NUTI-SOBRINHO et al., 1987; LOPES et al., 1989, 1990a,
1990b, 1991a, 1992a, 1992b, 1992c, 1993a, 1993b; RIBEIRO et al., 1989, 1990a,
1990b, 1992a, 1992b, 1993a, 1993b; SATAKE et al., 1992). Assim, a validade das
espécies descritas para o Brasil permanece uma questdo controversa (EIRAS et al.,
2012).

Desde a década de 90, os estudos moleculares dos tripanossomas de peixes
vém aumentando e sendo considerados promissores para a solucado dos problemas
taxondmicos encontrados neste grupo, com ampla utilizacdo do gene 18S rRNA
(MASLOQV et al., 1996; DAVIES et al., 2005; GIBSON et al., 2005; GU et al., 2007a;
GU et al.,, 2010; LEMOS et al., 2015). Entretanto, a PCR a partir do sangue total
pode gerar haplétipos devido a infecgbes mistas, ressaltando-se, assim, a

importancia da obtencdo de clones isolados em cultura para a caracterizagdo
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molecular (GRYBCHUK-IEREMENKO et al., 2014; LEMOS et al., 2015). No entanto,
no Brasil, até o presente momento, somente um estudo envolvendo estas
ferramentas foi realizado, resultando na identificacdo de uma Unica espécie de
tripanossoma em cascudos (LEMOS et al., 2015).

Além disso, estudos que investiguem o potencial patogénico destes parasitos
(DYKOVA e LOM, 1979; KHAN, 1985; ISLAM e WOO, 1991a, 1991b) ou a sua
relacdo com o sistema imunolégico dos peixes (JOERINK et al., 2006; OLADIRAN e
BELOSEVIC, 2009, 2010, 2012), embora realizados desde a década de 70 na
América do Norte e na Europa, ainda séo raros no Brasil (FUJIMOTO et al., 2013;
LEMOS et al., 2015). Neste sentido, é importante a producao de isolados em cultura,
nao so para a identificacdo dos parasitos, mas também para possibilitar a realizacéo
de infec¢cdes experimentais que permitam avaliar estes aspectos em condicdes
controladas e sem a interferéncia de infecgbes mistas, que sdo frequentemente
encontradas na natureza.

Considerando todo o exposto acima, torna-se indiscutivel a existéncia de
varias lacunas no conhecimento dos tripanossomas de peixes do Brasil, tornando
necessarias novas pesquisas que visem contribuir para o conhecimento das
espécies que realmente circulam no pais, unindo as técnicas classicas de morfologia

e morfometria com a obtencéo de isolados em cultivo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Este estudo teve por objetivo investigar a ocorréncia de protozoarios do
género Trypanosoma em peixes (Osteichthyes) de dgua doce provenientes de dois
afluentes da bacia do rio Paraiba do Sul no estado de Minas Gerais, Brasil,

realizando sua caracterizagcdo morfologica e seu isolamento in vitro.

3.2 Objetivos Especificos

e Determinar a prevaléncia da infec¢do utilizando o exame microscopico de
esfregacos sanguineos, o isolamento in vitro e a amplificagdo do gene 18S
rRNA,;

e Determinar a carga parasitaria nos peixes infectados por meio da andlise de
esfregacos sanguineos;

e Caracterizar morfologica e morfometricamente os tripanossomas observados
no sangue, comparando os dados obtidos com as descricdes de espécies
presentes na literatura;

e Estabelecer um protocolo eficiente para a manutencdo in vitro dos
tripanossomas a partir do isolados coletados em campo;

e Caracterizar morfologicamente as formas evolutivas observadas in vitro;

e Analisar aspectos biol6gicos dos parasitos isolados e mantidos in vitro, tais

como metabolismo e eventos/sequéncia de multiplicacéo.
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4 METODOLOGIA

4.1 Coletados Hospedeiros e Obtencao dos Tripanossomas

Os peixes foram capturados nos meses de fevereiro, marco e abril, com
auxilio de tarrafa, em dois locais da bacia do rio Paraiba do Sul: rio Xopoté, afluente
do rio Pomba, localizado préximo a cidade de Guidoval (21°13°'40” S, 42°48°'00” O) e
no ribeirdo Forquilha, afluente do rio Cagado, proximo a cidade de Guarara
(21°45’16.8” S, 43°00'48.5” O), no estado de Minas Gerais. Os animais foram
submetidos a banhos anestésicos contendo solugédo alcodlica de 6leo de cravo
(Eugenol) 50 mg/L (INOUE e MORAES, 2007) e, entdo, inspecionados para a
presenca de sanguessugas, pesados e medidos quanto ao comprimento total do
corpo. Em seguida, amostras de sangue foram coletadas por puncdo cardiaca
(BARA e SERRA-FREIRE, 1985; DAVIES et al., 2005) com seringa e agulha de
calibres variaveis, de acordo com o tamanho do hospedeiro.

O sangue coletado foi imediatamente utilizado para: 1) confeccdo de
esfregacos sanguineos; 2) inoculacdo em distintos meios de cultivo; e 3) obtencéo
de DNA para os estudos moleculares. As amostras utilizadas na obtencdo de DNA
foram acondicionadas em tubos contendo K2EDTA (BD) e congeladas a -20 °C até o
uso.

ApOs a obtencdo do sangue, todos os peixes foram eutanasiados, por
excesso de anestésico, e fixados em etanol 70% para identificacdo e inclusédo na
Colecéo de Ictiologia da Universidade Federal de Juiz de Fora, sob responsabilidade
do Dr. José Carlos de Oliveira (nameros de registro: UFJF 3258, UFJF 3259, UFJF
3151, URJF 3152). As coletas foram efetuadas com autorizagcdo do IBAMA/SISBIO
(Instituto dos Recursos Naturais e Renovaveis e Sistema de Autorizagdo e
Informacdo em Biodiversidade), numero 17730-1, e a manipulagdo dos animais foi
realizada segundo a metodologia aprovada pelo Comité de Etica no Uso de Animais

da Universidade Federal de Juiz de Fora, autorizagdo namero 046/2013.
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4.2 Técnicas Parasitologicas para o Diagndstico dos Tripanossomas

As técnicas parasitologicas utilizadas para o diagnéstico da infeccdo foram
esfregacos sanguineos, isolamento em cultivo e amplificacdo do gene 18S rRNA. A
prevaléncia foi expressa em porcentagem e calculada de acordo com Bush et al.
(1997), sendo determinada pelo numero de hospedeiros infectados por
tripanossomas dividido pelo nimero de hospedeiros amostrados.

A parasitemia, definida como o nimero de tripanossomas encontrados em um
anico hospedeiro (BUSH et al.,, 1997), e a parasitemia média, definida como o
namero total de tripanossomas encontrados nos hospedeiros dividido pelo nimero
de hospedeiros infectados (BUSH et al.,, 1997), foram obtidas pela andlise do

esfregaco sanguineo.

4.2.1 Esfregacos Sanguineos

Uma gota de sangue, aproximadamente 9 uL, de cada hospedeiro foi utilizada
na confeccdo de esfregacos sanguineos finos, com cerca de 12 cm? de area. Os
esfregacos foram secados ao ar, fixados em Metanol por 3 min. e corados com
Giemsa 10% por 30 min.

O diagnostico da infeccdo foi realizado concomitantemente com o registro do
namero de parasitos encontrados, que foram utilizados para o calculo da
parasitemia. Para isso, foi realizada a analise randémica de 250 campos (1 cm?) de
cada lamina em microscépio Optico de campo claro (x100 Objetiva).

O numero total de parasitos visualizados foi contabilizado e o calculo da

parasitemia foi estimado em parasitos/mL da seguinte forma:

12 cm? ----- 9 uL n° de parasitos encontrados ---- 0,75 pL
1cm? ----- 0,75 pL X ---- 1000 pL
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4.2.2 Culturaln Vitro

Para a tentativa de isolar os tripanossomas foram utilizados meios bifasicos
preparados em tubos de vidro (JONES e WOO, 1991b; LEMOS e SOUTO-PADRON,
2014). A fase solida foi composta por Meio Modificado de Ponselle (PO), Meio
Modificado de Ponselle acrescido de 8 g/L de NaCl (PO.8) ou Base Agar Sangue
(BAB) e a fase liquida por Meio Basal de Eagle (BME) (JONES e WOO, 1991b;
LEMOS e SOUTO-PADRON, 2014).

Os meios bifasicos foram preparados cerca de 24 horas antes do momento da
coleta e mantidos a 25 °C. Aproximadamente 1 mL da fase soélida foi depositado em
cada tubo de vidro, sendo recobertos por 300 uL de meio liquido (LEMOS e SOUTO-
PADRON, 2014). Apés a inoculacéo de cinco gotas do sangue do hospedeiro, todas
as hemoculturas foram mantidas em estufa B.O.D. a 25 °C e analisadas diariamente,
por exame direto, para a detecgcdo dos tripanossomas. Aproximadamente 4 pL da
fase liquida foram utilizados para a andlise, por exame direto, em microscépio optico
(x40 Objetiva) com contraste de fase 2.

O isolamento em cultivo foi determinado pela presenca das formas
tripomastigotas, enquanto a manutencdo foi caracterizada pelo surgimento das
formas epimastigotas (LEMOS, 2012).

4.2.2.1 Meios de fase sélida

Meio Modificado de Ponselle: O preparo deste meio solido seguiu as
recomendacdes do fabricante, dissolvendo-se 20 g de Agar Bacteriologico em 1 L de
agua deionizada. A mistura foi, entdo, autoclavada e em cada tubo foram
acrescentadas duas partes de agar para uma parte de sangue desfibrinado de
carneiro estéril inativado por calor (JONES e WOO, 1991b). ApGs o preparo, 0s
tubos foram mantidos 24 horas em temperatura ambiente para verificagcdo de

esterilidade e armazenados a 4 °C até o uso.
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Meio Modificado de Ponselle com acréscimo de 8 g de NaCl: O preparo deste
meio foi realizado dissolvendo-se 20 g de Agar Bacterioldgico e 8 g de NaClem 1 L
de 4gua deionizada. A mistura foi autoclavada e em cada tubo foram acrescentadas
duas partes de agar para uma parte de sangue desfibrinado de carneiro estéril
inativado por calor (JONES e WOO, 1991b). Ap6s o preparo, os tubos foram
mantidos 24 horas em temperatura ambiente para verificacdo de esterilidade e

armazenados a 4 °C até o uso.

Base Agar Sangue: O preparo desta fase sélida consistiu em 40 g de Base Agar
Sangue dissolvido em 1 L de agua deionizada. A mistura foi autoclavada e em cada
tubo foram acrescentadas trés partes de agar para uma parte de sangue
desfibrinado de carneiro estéril inativado por calor (JONES e WOO, 1991b). Apés o
preparo, os tubos foram mantidos 24 horas em temperatura ambiente para

verificacdo de esterilidade e armazenados a 4 °C até o uso.

4.2.2.2 Meio de fase liquida

Meio Basal de Eagle: A fase liquida foi preparada de acordo com Jones e Woo
(1991b) contendo Meio Basal de Eagle diluido 50% (v/v) em agua deionizada,
suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino inativado por calor (56 °C por 30 min.),
20 pg/mL de Hemina, 100 U/mL de Penicilina, 100 pg/mL de Estreptomicina, 0,25
ug/mL de antimicético e tamponado com 25 mM de HEPES (pH 7.2). A fase liquida
foi preparada, filtrada e mantida a 37 °C por 24 horas para verificacdo de

esterilidade. ApGs este periodo, foi acondicionada a 4 °C até o uso.
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4.3 Caracterizagdo dos Tripomastigotas Sanguineos

Os tripomastigotas sanguineos encontrados nos esfregacos foram
fotografados utilizando microscopio de luz Olympus BX53 equipado com camera
digital DP73 e analisados pelo programa cellSens Dimension®.

Os parasitos foram agrupados de acordo com sua morfologia, de maneira
independente de localidade ou hospedeiro, e 20 individuos de cada grupo foram
utilizados na morfometria, sendo aferidos 0s seguintes parametros: comprimento
total do corpo, incluindo o flagelo livre (CT); comprimento do corpo, excluindo o
flagelo livre (CC); comprimento do nucleo (CN); comprimento do cinetoplasto (CK);
comprimento do flagelo livre (F); largura do corpo (LC) e largura do nacleo (LN),
medidas no centro do nucleo; largura do cinetoplasto (LK); distancia da extremidade
posterior ao centro do cinetoplasto (PK); distancia da extremidade posterior ao
centro do nucleo (PN); distancia do centro do cinetoplasto ao centro do nucleo (NK)
e distancia da extremidade anterior ao centro do nucleo (NA) (Fig. 4).

Q
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Figura 4 Parametros biométricos utilizados na caracterizacdo morfométrica dos tripanossomas de
peixes. Adaptada de Bara (1984, p. 34).

O indice nuclear (IN = PN/NA), que expressa a posi¢cao do nucleo na célula, e
o indice do cinetoplasto (IK = PN/NK), que indica a posi¢cado do cinetoplasto, foram
calculados e podem ser interpretados da seguinte maneira, de acordo com Cruz
(1995):
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v IN = 1: o ndcleo esta situado no centro da célula;

v IN > 1: o nucleo se situa em posi¢cdo anterior, relativamente ao centro
da célula;

v" IN < 1: o ndcleo se situa em posicao posterior, relativamente ao centro
da célula;

v' IK = 1: o cinetoplasto se localiza na extremidade posterior;

v' IK = 2: o cinetoplasto se a meia distancia entre a extremidade posterior
e o centro do nucleo;

v' IK < 2: o cinetoplasto se localiza mais proximo da extremidade posterior
que do nucleo;

v IK > 2: o cinetoplasto se localiza mais proximo do nucleo que da

extremidade posterior.

4.4 Manutencgao dos Tripanossomas Isolados em Cultura

Apés a inoculacdo do sangue, todas as hemoculturas foram mantidas em
estufa B.O.D. a 25 °C e analisadas diariamente para a presenca de tripanossomas,
conforme descrito anteriormente. Apdés a observacdo das primeiras formas
epimastigotas em cultura, foram adicionados 200 pL de fase liquida e,
aproximadamente 24 horas apés a adicdo, os parasitos foram transferidos para
novos tubos contendo a mesma fase liquida e a mesma fase sélida em que se
multiplicaram. Para isso, a fase liquida foi totalmente aspirada, centrifugada a 3.000
X g por 4 min. (LEMOS, 2012) e o sobrenadante foi descartado. O sedimento
contendo os parasitos foi ressuspendido em 50 pL de fase liquida e transferido para
um novo tubo contendo a fase solida e 450 pL de fase liquida.

A passagem dos isolados para garrafas de cultura de 25 cm? foi realizada
guando a contagem dos parasitos livres em camara de Neubauer foi de, no minimo,
5 x 10° parasitos/mL. As garrafas foram preparadas com 5 mL de fase sélida e 3 mL
de fase liquida.
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Para a determinacao da curva de crescimento foram escolhidos dois cultivos
representativos, sendo um de cada localidade. A curva foi iniciada com um in6culo
de 1 x 107 parasitos/mL e os parasitos foram contados diariamente em camara de
Neubauer por um periodos de 15 dias consecutivos. Os experimentos foram
realizados em triplicata em garrafas de cultura de 25 cm?.

Para a criopreservacédo, 1 x 107 parasitos/mL foram recolhidos da cultura e
centrifugados a 3000 x g por 4 min., sendo o sobrenadante descartado. Os
tripanossomas foram ressuspendidos em solucdo contendo 90% de Soro Fetal
Bovino e 10% de DMSO (LEMOS e SOUTO-PADRON, 2014) e, entdo, congelados a
-80 °C por 24 h e estocados em nitrogénio liquido. A verificacdo de viabilidade
celular foi realizada por observacdo da motilidade do flagelo e manutencdo da

capacidade de multiplicag&o in vitro mais de 180 dias ap0s a criopreservagao.

4.5 Caracterizagdo dos Tripanossomas Mantidos em Cultura

Para a caracterizacdo das formas evolutivas observadas nas culturas, os
meios foram levemente homogeneizados, sendo cerca de 10 pL da fase liquida
recolhida e levemente espalhada com a ponteira em uma lamina de vidro. Os
esfregacos foram secados ao ar e corados em Giemsa (3 gotas do corante a cada 1
mL de &gua tamponada) por 30 min.

A analise foi realizada em microscopio de luz de campo claro (x100 Obijetiva)
e as imagens foram registradas em microscopio de luz Olympus BX53 equipado com

camera digital DP73.
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4.6 Técnicas Moleculares de Diagnostico e Identificacdo dos Tripanossomas

A amplificacdo do gene 18S rRNA por PCR a partir do sangue total foi
utilizada para o diagnostico da infeccdo, além das técnicas parasitoldgicas descritas
anteriormente. A PCR do mesmo gene foi realizada para os parasitos isolados em

cultura.

4.6.1 Obtencdo do DNA

O DNA dos parasitos, tanto do sangue total quanto das culturas, foi extraido
utilizando o kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega).

A extracdo a partir do sangue total foi adaptada do protocolo fornecido pelo
fabricante. Aproximadamente 100 pL de cada amostra de sangue total,
armazenadas a -20 °C, foram adicionadas a tubos de microcentrifuga com 300 uL de
solucéo de lise celular, agitados vigorosamente (com auxilio de agitador de tubos
tipo Vortex) e incubados por 15 min. a 25°C. Em seguida, os tubos foram
centrifugados a 13000 x g por 1 min. e o sobrenadante foi descartado. Este processo
foi repetido duas vezes com acréscimo da mesma quantidade de solucédo de lise
celular. O sedimento foi agitado vigorosamente e 100 pL de solucdo de lise nucleica
foram adicionados e os tubos submetidos a nova agitacdo e centrifugacao a 13000 x
g por 1 min. Cerca de 3 pL de solucdo de RNase foram adicionados, misturados por
inversao e os tubos foram incubados a 37 °C por 15 min. Apés este tempo, os tubos
foram deixados por 5 min. a temperatura ambiente e depois centrifugados a 13000 x
g por 1 min. precedentes a adi¢cdo de 33 pL da solucdo de precipitacdo de proteina.
Seguiu-se uma agitacdo vigorosa e a centrifugacdo a 13000 x g por 3 min. Os
sobrenadantes foram transferidos cuidadosamente para novos tubos contendo 100
pL de isopropanol em temperatura ambiente e misturados gentilmente por agitacao
até que o DNA fosse visivel. Entdo, os tubos foram centrifugados a 13000 x g por 1

min., sendo o sobrenadante descartado a seguir. Entdo, 100 pyL de etanol 70% em
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temperatura ambiente foram adicionados e misturados por inversdo para lavar o
DNA. Apds um novo processo de centrifugagcdo a 13000 x g por 1 min., o etanol foi
descartado e os tubos foram deixados invertidos por 15 min. para que o sedimento
fosse secado ao ar. Ao final, 50 pL de solucdo de reidratacdo de DNA foram
adicionados, misturados e os tubos foram incubados por 1 hora a 65 °C. O DNA foi
armazenado a -20 °C até o uso.

Para a extracdo do DNA dos parasitos provenientes do cultivo, 1 x 107
parasitos/mL foram coletados e lavados duas vezes com 300 pL de PBS estéril.
Apés este processo, os parasitos foram ressuspendidos em 300 pL de PBS estéril e
armazenados a -20 °C até o uso (SILVA, 2009) ou foram imediatamente submetidos

a extracdo de DNA seguindo as recomendacdes do fabricante.

4.6.2 Reacdo em Cadeia Polimerase

Para amplificacdo do gene 18S rRNA foram utilizados os iniciadores S-762
(GACTTTTGCTTCCTCTAAIT)TG) e S-763 (CATATGCTTGTTTCAAGGAC)
(MASLOQV et al., 1996) que podem amplificar fragmentos com cerca de 1400 a 2200
pb. A mistura de reacdo enziméatica foi preparada em um volume final de 25 pL
contendo: 10 ng de DNA genémico, 1,2 uM de cada iniciador, 200 uM de cada
dNTP, 1,5 mM de MgClz e 25 U/mL de Tag DNA polimerase em tampéao (pH 8,5). A
reacdo de amplificacdo foi realizada nas condi¢cbes previamente padronizadas em
nosso laboratoério: desnaturacéo inicial a 95 °C por 5 min., 35 ciclos de 95 °C por 2
min., 55 °C por 30 seg., 68 °C por 2 min. e extensao final a 68 °C por 10 min.

Os produtos amplificados foram separados por eletroforese em gel de
poliacrilamida 6%. Aproximadamente 8 uL da mistura, contendo 5 pL dos produtos
amplificados e 3 pL do tampdo de carregamento Blue Orange Loading Dye
(Promega), foram aplicados em cada poco. Foram utilizados 2 pL de marcador de
peso molecular GelPilot® 1kb Plus Ladder (Qiagen). Os fragmentos foram revelados
por técnica de impregnacao por nitrato de prata e fotografados com camera manual.
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4.7 Testes Estatisticos

Os dados epidemioldgicos quantitativos, peso e tamanho dos hospedeiros e
parasitemia, foram submetidos a estatistica descritiva para a verificacdo do padrao
de distribuicdo e calculo da parasitemia média. Considerando que o numero de
amostras em cada grupo foi inferior a 50, o teste de normalidade adotado foi
Shapiro-Wilk. Os parametros que contrariaram a distribuicdo normal foram
logaritmizados em base 10 (Logl0) para nova verificacdo da normalidade. Para
analisar se os dados respeitavam a hipotese de homogeneidade, foi empregado o
teste de Levene. O teste U de Mann-Whitney foi realizado para avaliar se as
parasitemias médias registradas para cada espécie de peixe coletada diferiram
significativamente ao nivel de 5%. A correlacdo de Pearson, com nivel de
significancia de 5%, foi utilizada para avaliar a inter-relacéo entre a parasitemia e o
tamanho e peso dos hospedeiros, sem levar em consideracdo a qual espécie eles
pertenciam.

Os dados morfométricos foram submetidos a estatistica descritiva, para o
calculo da média, do desvio padrédo e construcdo de graficos de caixa (boxplot) a
partir da mediana, e também ao teste de Shapiro-Wilk (n < 50) para verificacdo do
padrdo de distribuicdo. Apds esta etapa, 0os parametros que contrariaram a hipétese
de normalidade foram transformados em Logl0 e novamente testados quanto a
distribuicdo. Além disso, a homogeneidade de variancia foi verificada pelo teste de
Levene para todos os parametros com padrdo de distribuicdo normal.

Desta forma, a variancia dos dados classificados como normais e
homogéneos foi analisada pelo teste ANOVA de uma via e a analise dos dados
normais e ndo homogéneos foi realizada pelo teste de igualdade de médias. Os pos-
testes utilizados foram Tukey, para os parametros com numero de amostras iguais, e
GT2 de Hochberg, para os parametros com numero de amostras diferentes. O nivel
de significancia considerado foi de 5%. Além disso, o teste Kruskal-Wallis com nivel
de significancia de 5% também foi empregado na analise de variancia dos dados
com distribuicdo ndo paramétrica e o teste U de Mann-Whitney foi utilizado como
pos-teste, com nivel de significancia ajustado para 1%. A correlacdo entre as

variaveis foi verificada pelos testes de correlagcdo de Pearson e Spearman, com
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niveis de significancia de 5% e 1%. A Analise de Componentes Principais (do inglés
Principal Components Analysis, ou PCA) foi realizada para avaliar a contribuicdo dos
parametros no agrupamento dos morfotipos. Além disso, o critério de informacéo de
Akaike (AICc) foi utilizado para investigar quais parametros morfométricos poderiam
contribuir para diferenciagdo entre 0s morfotipos como um modelo mais
parcimonioso. Para isso, os dados foram logaritmizados em base 10 e o critério
AAICc < 2 foi adotado para separar os modelos mais provaveis. Um resumo dos

testes empregados para cada parametro encontra-se apresentado na Tabela 2.

Tabela 2 Testes estatisticos aplicados na analise dos morfotipos.

Parametros* TeS.tAe d_e Pés-teste Correlagdo Multivariada Bayesiana
Variancia
CT ANOVA GT2 de Hochberg - - -
CcC ANOVA Tukey Pearson PCA -
CN Igualdade de Tukey Pearson PCA AICc
Médias
CK Igualgia_de de Tukey Pearson PCA AlCc
Médias
Igualdade de
F Médias GT2 de Hochberg - - -
LC Igualdade de Tukey Pearson PCA AICC
Médias
LN Igual(lja_de de Tukey Pearson PCA AlCc
Médias
LK Kruskal-Wallis U de Mann-Whitney =~ Spearman PCA AlCc
Igualdade de
PK_Logl10 Médias Tukey Pearson - -
PN ANOVA Tukey Pearson PCA AlCc
NK ANOVA Tukey Pearson PCA -
NA ANOVA Tukey Pearson PCA AlICc

* CT = comprimento total do corpo, incluindo o flagelo livre; CC = comprimento do corpo; CN
comprimento do nucleo; CK = comprimento do cinetoplasto; F = comprimento do flagelo livre; LC
largura do corpo; LN = largura do nucleo; LK = largura do cinetoplasto; PK_Log10 = distancia entre a
extremidade posterior e o centro do cinetoplasto transformada em logaritmo de base 10; PN =
distancia entre a extremidade posterior e o centro do nicleo; NK = distancia entre o centro do
cinetoplasto e o centro do nicleo; NA = distancia entre a extremidade anterior e o centro do nucleo.
-O simbolo indica que o teste em questédo néo foi aplicado para o parametro relacionado.

As andalises foram realizadas com auxilio dos softwares IBM SPSS® Statistics
versao 21, R versdo 3.2.2 e Spatial Analysis in Macroecology - SAM - versao 4.0
(RANGEL et al., 2010).
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5 RESULTADOS

5.1 Infeccdo por Tripanossomas em Peixes da Bacia do Paraiba do Sul

No rio Xopot6 foram coletados 13 cascudos, sendo identificados como
Hyspotomus affinis (n = 1) ou Hypostomus luetkeni (n = 12), e no ribeirdo Forquilha
foram amostrados nove cascudos, também identificados como H. affinis (n = 8) ou H.
luetkeni (n = 1). Portanto, dos 22 cascudos utilizados no estudo, nove (41%) foram
da espécie H. affinis e 13 (59%) da espécie H. luetkeni (Tabela 3).

A infec¢do por protozoarios do género Trypanosoma foi observada em 12
(54,6%) hospedeiros quando considerado o exame de esfregacos sanguineos, em
18 (81,8%) quando considerados os resultados obtidos a partir da cultura, e em 13
(59,1%) quando consideradas as amplificacfes do gene do 18S rRNA (Tabela 3).

Analisando-se a Tabela 3 é possivel observar que um dos cascudos positivos
pelo exame microscopico de esfregaco sanguineo néo teve a infeccdo detectada por
meio da cultura ou PCR. Da mesma forma, a PCR possibilitou o deteccdo da
infeccdo em um hospedeiro que ndo havia sido positivamente diagnosticado pela
cultura ou pelo esfregaco. Assim, quando combinadas, as técnicas utilizadas
permitiram a deteccdo da infeccdo em 90,9% dos hospedeiros (n = 20). Quando
observadas separadamente, as espécies dos hospedeiros apresentaram uma
prevaléncia da infeccdo de 100% em H. affinis e de 84,6% em H. luetkeni.

Apesar da presenca de sanguessugas ter sido observada nas aguas do rio
Xopoto, nenhuma foi encontrada aderida aos peixes amostrados. Por esta razéo,

elas ndo foram utilizadas no estudo.
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Tabela 3 Positividade da infec¢éo por tripanossomas em cascudos da bacia do rio Paraiba do Sul em
Minas Gerais, Brasil, considerando-se a andlise de esfregaco sanguineo, exame direto de culturas in
vitro e reacdo em cadeia polimerase (PCR) do gene 18S rDNA.

Identificacdo Hospedeiro Afluente SE::];eL?i?]%% Eﬁ%?ﬁﬂ:g 188P(r:DRNA
01-X Hypostomus luetkeni Xopoto - - -
02-X Hypostomus affinis Xopoto + + -
03-X Hypostomus luetkeni Xopoto + + +
04-X Hypostomus luetkeni Xopoto + + -
05-X Hypostomus luetkeni Xopoto + + +
06-X Hypostomus luetkeni Xopoto - - +
07-X Hypostomus luetkeni Xopoto + + -
08-X Hypostomus luetkeni Xopotd + - -
09-X Hypostomus luetkeni Xopoto + +
10-X Hypostomus luetkeni Xopoto - + -
11-X Hypostomus luetkeni Xopotd + + +
12-X Hypostomus luetkeni Xopotd - + +
13-X Hypostomus luetkeni Xopotd + + +
01-F Hypostomus affinis Forquilha - + +
02-F Hypostomus affinis Forquilha + + -
03-F Hypostomus affinis Forquilha - + +
04-F Hypostomus affinis Forquilha - + +
05-F Hypostomus affinis Forquilha + + +
06-F Hypostomus affinis Forquilha + + +
07-F Hypostomus affinis Forquilha - + +
08-F Hypostomus affinis Forquilha + +
09-F Hypostomus luetkeni Forquilha - -

- = resultado negativo
+ = resultado positivo

Interessantemente, apesar dos cascudos da espécie H. affinis terem

concentrado a maior prevaléncia de infeccdo (100% versus 84,6% em H. luetkeni), a

parasitemia média observada nesses animais foi inferior a observada em cascudos

da espécie H. luetkeni (2,3 x 10° parasitos/mL versus 6,3 x 10° parasitos/mL,

respectivamente). Entretanto, a diferenga observada néo foi significativa (p > 0,05; U

de Mann-Whitney).

Observou-se, ainda, correlacdo negativa entre as altas

parasitemias e o tamanho dos hospedeiros (p < 0,05; r = 0,635) e seu peso
(p <0,05; r = 0,629) (Tabela 4).
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Tabela 4 Dados epidemiolégicos da infeccdo por tripanossomas em peixes cascudos coletados na
bacia do rio Paraiba do Sul em Minas Gerais, Brasil.

Comprimento Parasitemia

Identificacdo Hospedeiro Afluente Peso (g9) Total (mm) (parasitos/mL)
01-X Hypostomus luetkeni Xopoto 154 240 -
02-X Hypostomus affinis Xopoto 135 240 1,33 x 108
03-X Hypostomus luetkeni Xopoto 74 185 2,67 x 103
04-X Hypostomus luetkeni Xopoto 77 192 5,33 x 103
05-X Hypostomus luetkeni Xopoto 69 180 2,67 x 103
06-X Hypostomus luetkeni Xopoto 53 175 -
07-X Hypostomus luetkeni Xopoto 46 163 5,33 x 103
08-X Hypostomus luetkeni Xopoto 38 150 10,67 x 108
09-X Hypostomus luetkeni Xopoto 33 145 1,33 x 108
10-X Hypostomus luetkeni Xopotd 43 155 -
11-X Hypostomus luetkeni Xopoto 37 145 8,00 x 103
12-X Hypostomus luetkeni Xopoto 34 143 -
13-X Hypostomus luetkeni Xopotd 34 145 14,67 x 103
01-F Hypostomus affinis Forquilha 208 280 -
02-F Hypostomus affinis Forquilha 168 275 1,33 x 108
03-F Hypostomus affinis Forquilha 128 245 -
04-F Hypostomus affinis Forquilha 61 190 -
05-F Hypostomus affinis Forquilha 59 210 5,33 x 103
06-F Hypostomus affinis Forquilha 70 215 1,33 x 108
07-F Hypostomus affinis Forquilha 106 245 -
08-F Hypostomus affinis Forquilha 65 210 -
09-F Hypostomus luetkeni Forquilha 311 320 -

- = amostra negativa na analise do esfregaco.

5.2 Caracterizacdo Morfolégica e Morfométrica dos Tripanossomas

Foram fotografados 443 tripomastigotas sanguineos no total, sendo 370
provenientes dos esfregacos de cascudos do rio Xopoté e 73 de esfregacos de
cascudos do ribeirdo Forquilha. Para a determinacdo dos morfotipos, foram
considerados somente agrupamentos morfolégicos com, pelo menos, 20 individuos.
Desta forma, foram determinados quatro morfotipos a partir das analises

morfométricas (Tabela 5). E interessante notar que, embora a localidade n&o tenha
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sido levada em consideragéo para o agrupamento dos tripomastigotas, os morfotipos
1, 2 e 3 foram registrados somente nos peixes coletados no rio Xopotd, enquanto o
morfotipo 4 foi registrado somente nos peixes do ribeirdo Forquilha. Para fins de
descrigcdo, foram considerados “largos” os tripanossomas com largura média do
corpo superior a 3 uym e “longos” aqueles com comprimento do corpo superior a 45
pum. A seguir, encontra-se a caracterizacdo morfologica destes parasitos.

Morfotipo 1 (Fig. 5 A - C, Fig. 6): possui corpo delgado e longo com as duas
extremidades afiladas, principalmente a anterior em direcédo ao flagelo. O formato do
corpo pode ser espiral (Fig. 5 A) ou flexionado em “C” (Fig. 5 B) ou “S” (Fig. 5 C). O
citoplasma é finamente granular com a presenca de vacuolos (Fig. 5 B, C, Fig. 6) e €
intensamente corado. Alguns parasitos podem apresentar estrias na regido anterior
do corpo, que sdo mais nitidas quando observadas ao microscopio e por isso estao
representadas em desenhos esquematicos (Fig. 5 C, Fig. 6). A regidao entre o
cinetoplasto e a extremidade posterior € sempre fracamente corada, ocasionalmente
com uma discreta extensdo delgada. O flagelo livre € geralmente longo e seu
batimento causa ondulacfes conspicuas da membrana celular. O ndcleo tem
formato oval, apresenta alta afinidade pelo corante, com pontos de cromatina
evidenciados em grande parte dos individuos (Fig. 6), e localiza-se préximo ao
centro do corpo, estando levemente deslocado em direcao a regido anterior na maior
parte dos parasitos observados (IN = 1,11 + 0,13). O cinetoplasto geralmente tem
formato oval, podendo ser ocasionalmente visto em formato circular, e localiza-se
muito préximo a extremidade posterior na maioria dos individuos observados (IK =
1,03 £ 0,01).

Morfotipo 2 (Fig. 5 D - F, Fig. 7): possui corpo delgado e curto com a
extremidade anterior levemente afilada em direcdo ao flagelo. Assim como o
morfotipo 1, o formato do corpo pode ser espiral (Fig. 5 D) ou flexionado em “C” (Fig.
5 E) ou “S” (Fig. 5 F). O citoplasma é fortemente corado com pequenos vacuolos
(Fig. 5 D, Fig. 7) e granulos discretos. A regido entre o cinetoplasto e a extremidade
posterior € geralmente muito evidente devido a afinidade com o corante, sempre
com uma extensao corporal apos o cinetoplasto em formato triangular ou delgada. A
porcao do flagelo livre é geralmente longa com seu contorno evidenciado ao longo
do corpo. O nucleo tem formato oval, € deslocado em dire¢do a regido anterior do
corpo (IN = 1,24 + 0,19) e pode apresentar pontos de cromatina evidenciados (Fig.

7). O cinetoplasto € normalmente circular, embora alguns parasitos com cinetoplasto
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oval também tenham sido observados, geralmente parece ultrapassar os limites da
largura da célula e localiza-se proximo a extremidade posterior (IK = 1,06 + 0,02).
Morfotipo 3 (Fig. 5 G-I, Fig. 8): apresenta corpo largo e curto com
extremidade anterior afilada, normalmente estreitando-se proximo ao nucleo e
seguindo gradativamente em direcdo ao flagelo, e extremidade posterior
acentuadamente alargada. O formato do corpo é flexionado (Fig. 5 G, H, 1), com
parasitos em formato espiral sendo raramente visualizados. O citoplasma é
fortemente corado com presenca de estrias inclusive na regido do nucleo, que
devido a forte afinidade pelo corante sdo mais perceptiveis em observacdo ao
microscoépio (Fig. 5 H, Fig. 8), pequenos vacuolos (Fig. 8) e granulacdes. A regido
entre o cinetoplasto e a extremidade posterior € geralmente muito corada e em
formato triangular. O flagelo livre possui tamanho variavel e nem sempre é visivel,
mas as ondulacdes da membrana plasmatica sdo sempre evidentes. O nucleo € oval
ou reniforme, é sempre deslocado em direcdo a regido anterior do corpo (IN =1,32 +
0,17) e apresenta cromatina evidenciada em alguns individuos (Fig. 8). O
cinetoplasto € normalmente circular e localiza-se proximo a extremidade posterior (IK

hY

1,08 + 0,04) normalmente deslocado lateralmente em direcdo a membrana

plasmética.

Morfotipo 4 (Fig. 5 J-L, Fig. 9): apresenta corpo largo e longo com as duas
extremidades afiladas. O corpo € normalmente mais retilineo quando comparado
aos outros morfotipos, apresentando apenas uma ou duas flexuras pronunciadas
(Fig. 5 K, L), e podem ser observados alguns poucos parasitos com a regiao anterior
do corpo em espiral (Fig. 5 L). O citoplasma ¢é fortemente corado, podendo
apresentar vacuolos proximos as duas extremidades (Fig. 5 L, Fig. 9) e algumas
areas fracamente coradas proximas as extremidades e também ao longo do corpo,
que parecem acompanhar as ondulagdes da membrana (Fig. 9). O flagelo livre
normalmente ndo € visualizado e as ondulacbes da membrana plasmatica sao
conspicuas. O nucleo é oval, cora-se homogeneamente, embora alguns parasitos
apresentem cariossoma evidenciado (Fig. 9), e encontra-se levemente deslocado
em direcdo a regido anterior do corpo (IN = 1,11 = 0,11) na maior parte dos
parasitos. O cinetoplasto € normalmente oval, envolto por uma area sem coloracgéo e

localizado na regido terminal do corpo (IK =1,02 + 0,01).
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Figura 5 Morfotipos de tripomastigotas sanguineos encontrados em Hypostomus affinis e
Hypostomus luetkeni da bacia do rio Paraiba do Sul, MG, registrados por microscopia de luz de
campo claro. Morfotipo 1 (A - C) de corpo delgado e longo, morfotipo 2 (D - F) de corpo delgado e
curto, morfotipo 3 (G - 1) de corpo largo e curto e morfotipo 4 (J - L) de corpo largo e longo. O
cinetoplasto (c), o nucleo (N), o flagelo (F), os vacuolos (V) e as estrias (E) estdo indicados. Barra =
10 pm.
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10 ym

Figura 6 Desenhos esquematicos de tripomastigotas sanguineos do morfotipo 1 encontrados em
Hypostomus affinis e Hypostomus luetkeni da bacia do rio Paraiba do Sul, MG. Cromatina nuclear
(C), estrias (E) e vacuolos (V) encontram-se exemplificados.
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10 ym

Figura 7 Desenhos esquematicos de tripomastigotas sanguineos do morfotipo 2 encontrados em
Hypostomus affinis e Hypostomus luetkeni da bacia do rio Paraiba do Sul, MG. Cromatina nuclear (C)
e vacuolos (V) encontram-se exemplificados.
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Figura 8 Desenhos esquematicos de tripomastigotas sanguineos do morfotipo 3 encontrados em
Hypostomus affinis e Hypostomus luetkeni da bacia do rio Paraiba do Sul, MG. Cromatina nuclear
(C), estrias (E) e vacuolos (V) encontram-se exemplificados.
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o

10 ym

Figura 9 Desenhos esquematicos de tripomastigotas sanguineos do morfotipo 4 encontrados em
Hypostomus affinis e Hypostomus luetkeni da bacia do rio Paraiba do Sul, MG. Areas de
descoloragdo (Ad), cromatina nuclear (C) e vacuolos (V) encontram-se exemplificados.
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Tabela 5 Dados morfométricos dos morfotipos sanguineos dos tripanossomas de Hypostomus
affinis e Hypostomus luetkeni da bacia do rio Paraiba do Sul, MG. Os valores estdo apresentados
em um e dispostos em média + desvio padrdo, amplitude (minimo - maximo) e coeficiente de
variacdo de Pearson.

Morfotipos
Parametros* 1 2 3 4
CT 67,52 + 3,982 57,56 + 6,90¢ 62,42 £9,81a¢ 74,76 + 5,28
(59,41 - 73,60) (40,78 - 68,31) (41,25 - 76,18) (66,17 - 80,45)
0,06 0,12 0,16 0,07
CC 47,02 + 3,852 37,01 +£5,10° 40,19 + 2,94 58,47 + 4,82¢
(39,79 - 54,40) (29,37 - 48,64) (32,55 - 44,37) (50,52 - 65,81)
0,08 0,14 0,07 0,08
CN 4,27 + 0,432 3,49 + 0,36° 4,33 +0,512 4,63 +£0,672
(3,20 - 4,94) (2,85 - 4,30) (3,60 - 5,25) (3,16 - 5,70)
0,10 0,10 0,12 0,15
CK 1,02 + 0,092 1,01 £ 0,092 0,89 + 0,16° 0,95+ 0,15ab
(0,87 - 1,22) (0,87 - 1,22) (0,53-1,10) (0,70 - 1,23)
0,09 0,09 0,18 0,16
F 20,42 + 1,322 20,07 + 3,202 21,72 + 8,792 15,59 + 1,652
(18,70 - 22,92) (10,97 - 26,06) (4,69 - 35,16) (13,50 - 17,65)
0,06 0,16 0,40 0,11
LC 2,85+ 0,34ab 2,43 + 0,472 3,23+0,57°¢ 3,57 +0,73¢
(2,21 - 3,37) (1,67 - 3,60) (2,54 - 4,65) (2,19 - 4,91)
0,12 0,19 0,18 0,20
LN 2,42 +0,33ab 2,03 +0,282 2,69 +0,57° 3,32 +£0,74¢
(1,80 - 3,02) (1,32 - 2,44) (1,75 - 3,95) (1,93 - 4,91)
0,14 0,14 0,21 0,22
LK 0,86 + 0,092 0,94 + 0,12 0,83 +£0,16¢ 0,98 + 0,144
(0,70 - 1,05) (0,79 - 1,22) (0,53-1,10) (0,79 - 1,23)
0,10 0,13 0,19 0,15
PK 0,73 +0,252 1,08 + 0,22b 1,66 + 0,82¢ 0,50 + 0,11¢
(0,47 - 1,37) (0,56 - 1,42) (0,64 - 4,09) (0,32 -0,81)
0,34 0,20 0,49 0,21
PN 24,69 + 2,432 20,25 + 2,36° 22,71+217¢ 30,71 + 2,074
(20,11 - 30,41) (16,77 - 25,71) (19,09 - 27,07) (26,79 - 35,63)
0,10 0,12 0,10 0,07
NK 23,91 +£ 2,312 19,12 +2,41P 21,01 +2,09¢ 30,17 + 2,06¢
(19,59 - 29,16) (14,96 - 24,43) (16,34 - 24,07) (26,25 - 34,95)
0,10 0,13 0,10 0,07
NA 22,33+ 2,262 16,71 + 3,23 17,38 £ 1,73 27,80 + 3,20¢
(16,76 - 25,64) (11,58 - 25,08) (13,96 - 20,11) (22,82 - 33,79)
0,10 0,19 0,10 0,11

* CT = comprimento total do corpo, incluindo o flagelo livre; CC = comprimento do corpo; CN =
comprimento do nucleo; CK = comprimento do cinetoplasto; F = comprimento do flagelo livre; LC =
largura do corpo; LN = largura do nicleo; LK = largura do cinetoplasto; PK = distancia entre a
extremidade posterior e 0 centro do cinetoplasto; PN = distancia entre a extremidade posterior e o
centro do nucleo; NK = distancia entre o centro do cinetoplasto e o centro do nucleo; NA = distancia
entre a extremidade anterior e o centro do nucleo.

ab.c.d| etras iguais simbolizam variancia ndo significativa na média entre os grupos (p > 0,05).
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Conforme demonstrado na Tabela 5, alguns parédmetros morfométricos

permitiram a diferenciagcdo entre todos os morfotipos, como LK, PK, PN e NK. Além

desses, é possivel notar que o morfotipo 1 se diferencia dos demais quanto ao CC e

NA, que o morfotipo 2 se diferencia quanto ao CN e o 4 se distingue dos demais

pelo CC, PK, PN, NK e NA (Fig. 10).
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Figura 10 Boxplot de distintos parametros morfométricos obtidos a partir da mediana e que
evidenciam diferencas entre os morfotipos de tripanossomas de Hypostomus affinis e Hypostomus
luetkeni do rio Paraiba do Sul, MG. Letras diferentes simbolizam diferencas significativas obtidas a
partir das médias de cada morfotipo. M1 = morfotipo 1, M2 = morfotipo 2, M3 = morfotipo 3 e M4 =

morfotipo 4.
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Outra estratégia adotada na literatura para a verificacdo de possiveis
diferencas entre os morfotipos € o0 emprego da correlacdo entre os parametros, que,
em alguns casos, também pode contribuir para a compreensao dos resultados da
analise de variancia. Assim, as correlacdes de Pearson e de Spearman foram
realizadas e, dentre os resultados obtidos, foram considerados somente aqueles
com forte grau de correlacdo (r > 0,6) e cujos parametros nao representavam
medidas complementares entre si (Tabela 6).

Dentre os resultados, € possivel notar que o morfotipo 1 apresenta correlagcao
positiva entre CC e PK que ndo é apresentada pelos demais morfotipos e que o
morfotipo 4 apresenta, isoladamente, correlacdo positiva entre CC e CN e também
entre CN e NA. Todos os morfotipos apresentaram correlacdes positivas entre 0s
parametros LC e LN. E interessante notar que o morfotipo 1 apresenta um
coeficiente de variacdo do PK maior que 30% (Tabela 5), valor que pode ser
considerado alto. Diante do resultado da correlagdo € possivel perceber que este
parametro responde as variacdes no CC, o que pode contribuir para esta dispersao

dentro das amostras.

Tabela 6 Correlacéo entre os parametros morfométricos adotados na caracterizacdo dos morfotipos
de tripanossomas de cascudos Hypostomus affinis e Hypostomus luetkeni.

Graus de correlagdo entre as variaveis de acordo com os morfotipos

Parametros

correlacionados 1 2 3 4
CC-CN - - - 0,656**
CC-PK 0,687** - - -
LC-LN 0,755** 0,823** 0,681** 0,942**
CN - NA - - - 0,636**

** Correlagdo é significativa ao nivel de significAncia de 0,01.
- Auséncia de correlacédo dentro do critério estabelecido (r > 0.6).

A Andlise de Componentes Principais foi utilizada para verificar a distribuicdo
dos morfotipos frente a varidncia da populacdo observada na morfometria.
Considerando que os dados referentes ao flagelo livre, e consequentemente o
comprimento total, ndo puderam ser obtidos em todos os tripanossomas medidos,
estes parametros foram excluidos na Analise de Componentes Principais. Além
destes, a distancia entre a extremidade posterior e o centro do cinetoplasto também

nao foi utilizada por apresentar coeficiente de variancia maior que 20% dentro de
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cada um dos quatro morfotipos, sendo, por isso, considerada como um parametro
pouco robusto para o seu agrupamento.

A PCA pb6de explicar, nos eixos 1 e 2, cerca de 70% dos dados. Diante dos
valores dos escores de cada componente em relacdo aos eixos (Tabela 7) e do
agrupamento gerado (Fig. 11), € possivel perceber que a separacdo entre o
morfotipo 4 e os demais foi influenciada, principalmente, pelo CC. Além deste
parametro, PN, NK e NA também exerceram forte influéncia. Ja o comprimento do
cinetoplasto (CK) interferiu para a diferenciacdo do morfotipo 3 com relacdo aos
morfotipos 1 e 2.

Tabela 7 ContribuicBo dos pardmetros morfométricos no agrupamento dos morfotipos de
tripanossomas de cascudos da bacia do rio Paraiba do Sul, MG, para os dois primeiros eixos da
Analise de Componentes Principais.

Parametros* Eixo 1 Eixo 2
CcC 1,6512 -0,3823
CN 1,1028 0,2869
CK -0,1662 -1,3852
LC 1,1465 0,8684
LN 1,2786 0,7343
LK 0,3516 -0,4677
PN 1,6185 -0,2886
NK 1,6198 -0,3470
NA 1,5549 -0,4220

* CC = comprimento do corpo; CN = comprimento do nucleo; CK = comprimento do cinetoplasto; LC =
largura do corpo; LN = largura do ndcleo; LK = largura do cinetoplasto; PN = distancia entre a
extremidade posterior e o centro do nicleo; NK = distancia entre o centro do cinetoplasto e o centro
do ndcleo; NA = distancia entre a extremidade anterior e o centro do nucleo.
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Eixo 2

Eixo 1

Figura 11 Andlise de Componentes Principais e agrupamento dos morfotipos de tripanossomas
identificados em Hypostomus affinis e Hypostomus luetkeni da bacia do rio Paraiba do Sul, MG. Os
pardmetros analisados foram: comprimento do corpo (CC), comprimento do nlcleo (CN),
comprimento do cinetoplasto (CK), largura do corpo (LC), largura do nucleo (LN), largura do
cinetoplasto (LK), distancia entre a extremidade posterior e o centro do nucleo (PN), distancia entre o
centro do cinetoplasto e o centro do nucleo (NK) e distancia entre a extremidade anterior e o centro
do nucleo (NA).

Considerando que os dados obtidos com a PCA isoladamente ndo foram
suficientes para distinguir claramente os morfotipos, o critério de informacdo de
Akaike foi utilizado na tentativa de obter um melhor modelo de separacéao entre os
morfotipos. Para essa analise as variaveis utilizadas foram LC, CN, LN, CK, LK, PN
e NA. Estes parametros foram escolhidos por terem sido utilizados com frequéncia
nos estudos morfolégicos de tripanossomas disponiveis para a comparagdo. O CC
nao foi utilizado, pois as informagdes das distancias extremidades-nucleo sao

complementares a ele. Além disso, foi considerado que estes parametros poderiam
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fornecer mais informagdes por terem apresentado diferencas significativas entre
todos os morfotipos.

Com base nos resultados (Tabela 8) é possivel notar que apenas dois
modelos atenderam ao critério estabelecido (AAICc < 2). O primeiro modelo (R2 =
0,424; AICc = 216,31) incluiu os parametros LC, CK, LK, NA e PN, enquanto que o
segundo modelo (R2 = 0,394; AICc = 217,92) incluiu LC, CK, NA e PN.
Considerando que o modelo mais parcimonioso obtido pode explicar apenas 42,4%
e que a PCA também néo foi suficiente para a separacdo entre todos os morfotipos,
fica demonstrada a fragilidade dos critérios morfométricos isoladamente para a

definicdo de diferencas morfolégicas.

Tabela 8 Resultados dos modelos selecionados de acordo com o critério de informacdo de Akaike
(AICc), probabilidade do modelo (L (gi | X)) e peso do Akaike (AIC wi). Nesta tabela estdo dispostos
somente os modelos com os valores de AAICc inferior a 2 e com os maiores valores de R2.

Parametros incluidos Parametros

5 . .
Modelo no modelo* selecionados* R AlCc  AAICc L(gi|x) AICc Wi
LC, CN, LN, CK, LK, LN, CK, LK, 0,424 216,31 0 1 0,173
NA, PN NA, PN
Morfotipo

LC, CN, LN, CK, LK, LN, CK, NA, 0,394 217,92 1612 0.447 0,077
NA, PN PN

* LC = largura do corpo; CN = comprimento do nucleo; LN = largura do nudcleo; CK = comprimento do
cinetoplasto; LK = largura do cinetoplasto; NA = distancia entre a extremidade anterior e o centro do
nacleo; PN = distancia entre a extremidade posterior e o centro do ndcleo.

5.3 Isolamento, Manutencéo e Caracteristicas Bioldgicas e Morfol6gicas dos

Tripanossomas in vitro

Na coleta no rio Xopoto foram utilizados os meios de cultura contendo as trés
fases solidas descritas (PO, PO.8 e BAB) acrescidas de BME 50%. Os meios
bifasicos contendo as fases sélidas BAB e PO.8 possibilitaram apenas o isolamento
dos parasitos, enquanto o meio composto por PO foi capaz de permitir a

diferenciacéo dos parasitos em formas epimastigotas (Fig. 12 A - E).
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Assim, na primeira coleta do ribeirdo Forquilha, em que foram amostrados os
primeiros quatro cascudos, foram utlizados apenas os meios de PO e BAB
acrescidos de BME 50%. Da mesma forma que observado na coleta do rio Xopoto,
somente o meio PO permitiu o isolamento e manutencao dos tripanossomas. Desta
maneira, na segunda coleta no ribeirdo Forquilha foi utilizado somente o meio PO
acrescido de BME 50%.

De maneira geral, os primeiros tripomastigotas que puderam ser observados
nos meios de cultura, 24 horas pés-inoculacdo (p.i.), foram semelhantes aos
observados na circulagcdo do hospedeiro vertebrado. Interessantemente, o tempo
necessario para a observacao dos primeiros epimastigotas nas culturas (Fig. 12 A -
E) diferiu entre os dois locais de coleta, sendo de aproximadamente 120 horas p.i.
para as culturas inoculadas com o sangue de peixes do rio Xopot6é e 72 horas p.i.
para aquelas inoculadas com o sangue dos cascudos do ribeiréo Forquilha. Ao todo,
foi possivel a manutencéo de seis isolados de tripanossomas em laboratério, sendo
trés de cada localidade.

Nas culturas em fase de estabelecimento foram visualizados epimastigotas
menores (Fig. 12 B, C), enquanto em culturas ja estabelecidas os epimastigotas
mostraram-se com o corpo mais alongado (Fig. 12 A, D, E). Em ambas as fases de
cultura foi notado o pleomorfismo dos epimastigotas, sendo observadas formas
piriformes (Fig. 12 A, B) e formas delgadas (Fig. 12 D, E).

Os epimastigotas piriformes possuem as regifes anterior e mediana do corpo
alargadas, enquanto a porcéao final € mais delgada. O cinetoplasto é em forma de
barra e localiza-se muito proximo ao nucleo, sendo dificil visualizar e distinguir as
duas organelas em grande parte dos parasitos observados. A porcao do flagelo livre
€ curta e nem sempre visivel. Os epimastigotas delgados ndo apresentam o
alargamento do corpo observado nos piriformes, o cinetoplasto é normalmente
circular e localizado préximo ao nucleo, mas geralmente ndo adjacente a ele e de
facil distincdo. Alguns parasitos podem apresentar o cinetoplasto em forma de barra
e mais proximos ao nucleo, mas, diferente do observado para os epimastigotas
piriformes, a distincdo entre as organelas é de facil visualizacéo. A por¢ao do flagelo
livre é longa e nem sempre visivel. A morfometria destas formas evolutivas
encontram-se relacionadas na Tabela 9.

Os tripomastigotas das culturas (Fig. 12 F - 1) foram morfologicamente

diferentes daqueles encontrados na circulacdo sanguinea dos peixes, sendo mais
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curtos e delgados (Tabela 9). O cinetoplasto é circular ou oval e mais proximo ao
ndcleo do que da regido terminal do corpo, por esta razdo, a formacdo da membrana
ondulante é observada, frequentemente, a partir da regido mediana do corpo. A
porcdo de flagelo livre destes parasitos € acentuadamente curta e nem sempre
visualizada.

Estagios de transicdo entre tripomastigotas e epimastigotas foram
visualizados, apresentando cinetoplasto lateral ou sobreposto ao nucleo (Fig. 12 J,
K). Tanto nas formas epimastigotas, tripomastigotas e estagios de transicao
puderam ser observados, ocasionalmente, granulagdes no citoplasma (Fig. 12 K).
Estas formas evolutivas foram observadas dispostas em rosetas agrupadas tanto
pela regido posterior (Fig. 12 L) quanto pela regido anterior (Fig. 12 M) do corpo.

Interessantemente, algumas formas semelhantes a esferomastigotas foram
ocasionalmente visualizadas (Fig. 12 N, O). O corpo dessas formas evolutivas
apresenta formato normalmente oval com o citoplasma fracamente corado (Tabela
9). Nucleo e cinetoplasto sdo, na maior parte das vezes, possiveis de distinguir
apenas em observacdo ao microscopio, pois frequentemente encontram-se

sobrepostos.
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Figura 12 Formas evolutivas de tripanossomas, isolados a partir do sangue de Hypostomus affinis e
Hypostomus luetkeni e mantidos in vitro, observados por microscopia de luz de campo claro.
Epimastigotas (A-E), tripomastigotas (F-I), estagio de transicdo entre epimastigotas e tripomastigota
(J, K), rosetas de parasitos agrupadas pela regido posterior do corpo (L), rosetas de parasitos
agrupadas pela regido anterior do corpo (M), formas semelhantes a esferomastigotas (N, O). O
cinetoplasto (c), o nucleo (N), o flagelo (F) e os granulos do citoplasma (G) estéo indicados. Barra =
10 pm.
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Tabela 9 Caracteristicas morfométricas das formas evolutivas dos tripanossomas de Hypostomus
affinis e Hypostomus luetkeni observados nas culturas in vitro. Os valores estdo apresentados em
pum e dispostos em média + desvio padrdao, amplitude (minimo - maximo) e coeficiente de variacao

de Pearson.
Forma Evolutiva N* Comprimento do Largurado Compnmento do
Corpo Corpo Flagelo Livre
. . 12,33+ 0,46 2,90+£0,51 6,63+ 1,18
p'fr‘f;g?nsé'ggﬁf‘o 10 (9,46 - 10,85) (1,93 - 3,43) (5,21 - 8,62)
0,04 0,18 0,18
Epimastigota 14,02 £+ 2,12 3,15+0,34 7,91+ 1,33
=P 9 10 (11,83 - 17,81) (2,73 - 3,87) (6,38 - 10,01)
piriforme longo 015 011 017
. . 14,32 + 1,00 1,41 +0,23 10,33 £ 2,75
Ep'mas“fjuorttide'gado 10 (13,00 - 15,49) (1,06 - 1,68) (6,28 - 15,10)
0,07 0,16 0,27
. . 22,16 £1,81 1,41 +0,33 12,69 + 3,16
Ep'maStl'gﬁt%de'gado 10 (19,53 - 25,56) (1,11 - 1,94) (9,97 - 20,28)
9 0,08 0,23 0,24
20,70 £ 2,84 3,12 £ 0,65 3,22+1,14
Tripomastigotas 14 (15,70 - 25,62) (2,02 - 4,70) (2,17 -5,13)
0,14 0,21 0,35
3,61+£0,35 2,03+£0,25
“Esferomastigotas” 10 3,10-4,24 1,58 - 2,48
0,10 0,12

* Nimero de individuos amostrados

Quanto a reproducao, foram observados 135 parasitos em processo de
divisdo binaria e, destes, foi possivel a visualizacdo da ordem de divisdo das
organelas em 36. A avaliacdo quanto a simetria da divisdo foi observada somente
em 31 exemplares. O primeiro sinal da divisdo celular foi a formacdo de um novo
flagelo, caracteristica que pode ser observada tanto em tripomastigotas (Fig. 13 A)
quanto em epimastigotas (Fig. 13 B), sugerindo que ambas sédo replicativas. Apos a
formacdo do novo flagelo seguiu-se a divisdo das organelas, que em 39% dos
parasitos ocorreu com a multiplicacdo e segregacdo do nucleo anterior a do
cinetoplasto (Fig. 13 C, D) e em 61% com a divisdo do cinetoplasto antecedendo a
do nucleo (Fig. 13 E). A diviséo do citoplasma foi iniciada na parte anterior do corpo
e se concretizou por constricdo da extremidade posterior (Fig. 13 F). Com relagéo a
simetria da divisdo, foram registradas 84% de divisbes simétricas, com a formacéao
de dois epimastigotas ou dois tripomastigotas (Fig. 13 F, G), e 16% de divisdes
assimétricas, com a formagéo de um epimastigota e um tripomastigota (Fig. 13 H).

Alem disso, algumas divisdes atipicas foram ocasionalmente registradas.
Nesse caso, 0s parasitos pareciam iniciar um outro processo de divisdo sem que o

primeiro tivesse sido finalizado, originando, assim, trés parasitos (Fig. 13 |) ou mais.
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Figura 13 Processo de multiplicagc&o in vitro dos tripanossomas de Hypostomus affinis e Hypostomus
luetkeni da bacia do rio Paraiba do Sul, MG. Tripomastigota em inicio de divisdo (A), epimastigota em
inicio de divisdo (B), divisdo do nucleo anterior a do cinetoplasto (C, D), divisdo do cinetoplasto
anterior a do nucleo (E), divisdo simétrica com formacéo de dois tripomastigotas (F), divisédo simétrica
com formacao de dois epimastigotas (G), divisdo assimétrica com formacdo de um tripomastigota e
um epimastigota (H), processo de divisdo anormal (l). Barra = 10 um.

A curva de crescimento dos tripanossomas de peixes coletados no rio Xopoté
apresentou uma longa fase de crescimento exponencial (fase log) (Fig. 14). Até o 3°
dia, os parasitos apresentaram uma discreta multiplicacdo. A fase estacionaria foi
atingida entre 0 9° e 0 11° dia e o numero de tripanossomas obtido no 10° dia foi
cerca de oito vezes maior do que o inéculo inicial. A curva realizada com os
tripanossomas de peixes do ribeirdo Forquilha apresentou caracteristicas

semelhantes até o 10° dia de experimento, quando a contagem foi interrompida.
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Figura 14 Curva de crescimento in vitro de tripanossomas isolados de Hypostomus affinis e
Hypostomus luetkeni do rio Xopoté, MG. As marcas representam a média e o desvio padrdo da
quantificacdo dos tripanossomas a partir do experimento conduzido em triplicatas.

O processo de criopreservacao ndo causou danos a viabilidade celular, pois
ao serem descongelados os tripanossomas apresentaram eficiente capacidade de
multiplicacdo. Além disso, os parasitos observados apds descongelamento nao

demonstraram alterag6es morfolégicas evidentes.
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6 DISCUSSAO

Os protozoarios do género Trypanosoma apresentam uma ampla variedade
de espécies, das quais muitas sdo profundamente estudadas no contexto médico e
veterinario. Entretanto, no que concerne aos tripanossomas de peixes, muitas
lacunas ainda permanecem por serem esclarecidas, sobretudo no que se refere a
variedade de espécies, sua distribuicdo biogeografica e relacdes evolutivas, seus
hospedeiros invertebrados e importancia patogénica. Portanto, este trabalho teve
por objetivo contribuir para o estudo desses parasitos através de sua caracterizacdo
morfolégica e bioldgica, produzindo isolados in vitro que podem propiciar novos

estudos em diferentes campos da protozoologia de parasitos.

6.1 Aspectos Relacionados a Infeccao

BN

No que se refere a infectividade, o presente estudo demonstrou a alta
prevaléncia de tripanossomas em H. affinis (100%) e H. luetkeni (84,6%), peixes
coletados na bacia do rio Paraiba do Sul e popularmente conhecidos como
cascudos. No entanto, os dados de prevaléncia registrados para a familia
Loricariidae, em que se agrupam os cascudos (Tabela 1), sdo muito variaveis, tendo
sido observadas desde prevaléncias baixas, como 9,5% em Hypostomus
auroguttatus Kner, 1854 (SPLENDORE, 1910), até muito altas, como 100% em H.
punctatus, H. affinis, Pseudacanthicus spinosus (Castelnau, 1855) e
Leporacanthicus galaxias Isbrticker & Nijssen, 1989 (BARA, 1984; FUJIMOTO et al.,
2013; LEMOS et al., 2015). Considerando as altas prevaléncias observadas em H.
affinis e H. luetkeni neste estudo, em conjunto com os dados de prevaléncia
apresentados por Lemos et al. (2015), 100% e 90% respectivamente, é possivel
sugerir que estas duas espécies apresentam uma alta tendéncia a infeccdo por

tripanossomas. Entretanto, é preciso considerar que alguns fatores podem
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influenciar as analises da prevaléncia, como o comportamento do hospedeiro
vertebrado (BARA, 1984; FUJIMOTO et al., 2013), a abundancia do hospedeiro
invertebrado no ambiente (LETCH, 1977; OVERATH et al., 1999) e o método de
diagndstico utilizado (BARA e SERRA-FREIRE, 1985; PADUA et al., 2011).

Apesar de o comportamento dos hospedeiros vertebrados néo ter sido o foco
deste estudo, sabe-se que o0s peixes da familia Loricaridae possuem hébitos
semelhantes, com comportamento agregativo durante o dia e dispersivo durante a
noite (CAPPS e FLECKER, 2013), o que pode contribuir para a disseminacdo da
infeccdo por facilitar a dispersdo das sanguessugas entre eles. Além disso, alguns
estudos sugerem que o habito bentbnico de peixes, como o0s cascudos, pode
favorecer a infestacdo dos mesmos por sanguessugas (LETCH e BALL, 1979; BARA
e SERRA-FREIRE, 1985; FUJIMOTO et al., 2013).

Embora tenham sido encontradas sanguessugas na agua do local, a coleta
destes invertebrados nao foi realizada, pois o fato de estarem infectados por
tripanossomas nao indicaria, com seguranca, que estes estariam agindo como
vetores dos mesmos parasitos encontrados nos peixes. De fato, sabe-se que nem
mesmo 0 encontro da sanguessuga aderida ao peixe poderia indicar, com certeza,
essa relacdo hospedeiro-vetor, pois estudos recentes sugerem que a andlise
molecular dos tripanossomas oriundos das sanguessugas € imprescindivel para esta
afirmacdo, uma vez que algumas sanguessugas encontradas parasitando peixes
infectados podem estar, na realidade, infectadas por tripanossomas geneticamente
distintos daqueles observados no sangue do hospedeiro vertebrado (HAYES et al.,
2014; LEMOS et al., 2015).

Dentre os métodos de diagndstico adotados neste estudo, o mais sensivel foi
o isolamento em meios de cultura (81,8%), seguido pela PCR (59,1%) e, finalmente,
pela analise do esfregaco sanguineo (54,6%). No entanto, foi demonstrado que,
embora mais sensivel, a cultura ndo foi eficiente para diagnosticar a infeccdo em
dois hospedeiros. Estudos que validem a cultura como método de diagndstico da
infecc@o para tripanossomas de peixes ainda sdo necessarios, visto que a maior
parte das investigacdes realizadas até o momento foi focada na validacdo de
protocolos a partir de hospedeiros comprovadamente positivos e na avaliacdo das
caracteristicas dos tripanossomas isolados (JONES e WOO, 1991b; DAVIES et al.,
1992; CRUZ, 1995; OVERATH et al., 1998; LEMOS e SOUTO-PADRON, 2014). Na

literatura consultada, somente Lemos (2012) empregou a cultura como método
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complementar de diagnostico aos esfregagcos e impressfes de 0rgéaos,
demonstrando sensibilidade de, apenas, 30% dentre os hospedeiros diagnosticados
como positivos pela microscopia. Considerando que a parasitemia meédia observada
em nosso estudo foi, pelo menos, de 10 vezes maior do que a registrada por Lemos
(2012) e que o isolamento dos parasitos em cultura também demonstrou maior
sensibilidade no presente estudo, € possivel sugerir que o sucesso deste método
também se relacione com a parasitemia no hospedeiro no momento da coleta do
sangue e com a quantidade de sangue empregada para o0 isolamento
(aproximadamente 50 pL neste estudo versus 30 pL daquele). Além disso, os
resultados de Lemos et al. (2015) sugerem que a cultura pode agir como fator de
selecdo das espécies de tripanossomas. Assim, a falha da cultura poderia estar
relacionada a baixa parasitemia. Por outro lado, considerando-se que em nosso
estudo um dos hospedeiros apresentou alta parasitemia (Tabela 4), é possivel
sugerir que os tripanossomas destes peixes pertencam a espécies diferentes, o que
s6 poderia ser confirmado por sequenciamento do DNA dos parasitos.

Conforme mencionado anteriormente, a prevaléncia da infeccdo pode ser
influenciada pela técnica de diagndstico utilizado. Nesse sentido, apesar de a PCR
ter diagnosticado a infeccdo em um peixe negativo pela microscopia e cultivo, a
mesma falhou em detectar a presenca dos tripanossomas no sangue de seis
hospedeiros positivos pela microscopia e/ou pelo cultivo (Tabela 3). O emprego da
PCR em estudos de tripanossomas de peixes € relativamente recente e na maior
parte dos casos foi utilizada para o sequenciamento de genes visando contribuir
para a identificacdo de espécies e investigacdo de suas relacbes filogenéticas
(MASLQV et al., 1996; GIBSON et al.,, 2005; GU et al.,, 2007a; GU et al., 2010;
HAYES et al., 2014; LEMOS et al., 2015). Assim, dados que avaliem o seu uso no
diagndstico da infeccao sdo escassos. Davies et al. (2005) utilizaram a amplificacéo
de DNA e a analise de esfregacos sanguineos como meétodos de diagnostico para
tripanossomas de peixes da Africa e observaram que ambas as técnicas
apresentaram falhas na detecgéo dos parasitos, no entanto, apesar das limitagcoes
impostas pela quantidade e qualidade do DNA utilizado, os autores consideraram a
PCR o método mais sensivel de diagndéstico. Outro aspecto que aparentemente
pode limitar a sensibilidade do diagnostico pela PCR € a parasitemia
(QVARNSTROM et al., 2012) e, também por esta razdo, o diagndstico molecular de

tripanossomas de mamiferos, como T. cruzi, tem sido constantemente aprimorado
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(QVARNSTROM et al., 2012; BUA et al, 2013; MOREIRA et al., 2013).
Considerando, no entanto, que em nosso estudo alguns dos hospedeiros negativos
pela PCR apresentaram alta parasitemia (Tabela 3, 4), é possivel sugerir que outros
fatores, que ndo os niveis de parasitos circulantes, possam influenciar no resultado
de técnicas moleculares. Desta forma, € provavel que o diagnédstico tenha sido
negativo, assim como sugerido por Davies et al. (2005), devido a problemas na
etapa de obtencdo do DNA dos tripanossomas no sangue total.

O diagnéstico por analise de esfregacos sanguineos mostrou-se menos
sensivel, mas foi capaz de detectar a infeccdo em um hospedeiro com alta
parasitemia e negativado pelas outras duas técnicas (Tabela 3, 4). De fato,
diferentes estudos relataram a menor sensibilidade do diagnostico por esfregaco
gquando comparado a outros métodos, como de aglomeracdo dos parasitos,
observacdes a fresco e PCR (BARA e SERRA-FREIRE, 1985; DAVIES et al., 2005;
PADUA et al., 2011). Os resultados obtidos por Bara e Serra-Freire (1985)
demonstraram que o esfregaco detectou a infeccdo em apenas 72,9% dos cascudos
positivamente infectados e que a sua sensibilidade poderia flutuar de acordo com as
parasitemias. Por outro lado, em estudo recente foi observada elevada sensibilidade
do diagndstico por meio de preparac¢des sanguineas, detectando a infeccdo em 98%
dos hospedeiros, apesar das baixas parasitemias médias registradas (LEMOS et al.,
2015). Nesse caso, uma possivel explicacdo seria o fato de ter sido utilizado sangue
da circulacdo visceral para as preparacfes, através da impressao de 6rgdos como
coracao e rins, que, por sua vez, podem representar sitios de maior ocorréncia dos
tripanossomas (LEMOS, 2012; LEMOS et al., 2015).

As parasitemias meédias aqui registradas em H. affinis e H. luetkeni podem ser
consideradas de intensidade mediana (2,3 x 103% parasitos/mL e 6,3 x 10°
parasitos/mL, respectivamente) quando comparadas a outros estudos de infeccdes
naturais. Por exemplo, a menor parasitemia média registrada por Bara e Serra-Freire
(1985) em cascudos H. punctatus foi de 1,2 x 10° parasitos/mL, enquanto a maior foi
de 9,6 x 10° parasitos/mL. Por outro lado, Lemos et al. (2015) registraram
parasitemias de 0,9 x 102 e 1 x 10? parasitos/mL em cascudos H. affinis e H.
luetkeni, respectivamente. Dentre os varios fatores que poderiam explicar as
diferencas na parasitemia dos hospedeiros, pode-se ressaltar a ocorréncia de
flutuacdo sazonal, a influéncia da idade dos hospedeiros e, também, a resposta
imune desencadeada (HORTA, 1910; TANDON e JOSHI, 1973; COTTRELL, 1977,
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LETCH e BALL, 1979; BARA, 1984; BARA e SERRA-FREIRE, 1985; CRUZ, 1995;
JOERINK et al., 2006; LEMOS, 2012; LEMOS et al., 2015).

Com relacdo a flutuacdo sazonal da parasitemia, a temperatura é apontada
como o fator de influéncia preponderante. Em paises do hemisfério Norte, as
estacdes do ano de maior infectividade variaram de acordo com o local em que o
estudo foi conduzido (COTTRELL, 1977; LETCH e BALL, 1979; CRUZ, 1995). Ja no
Brasil, as maiores parasitemias e, também prevaléncias, da infeccdo foram
observadas nos meses de inverno e/ou primavera (HORTA, 1910; BARA e SERRA-
FREIRE, 1985; LEMOS, 2012). Por serem ectotérmicos, 0s peixes tem seu sistema
imune afetado pela temperatura da agua e, ainda, cada espécie de peixe possui
uma temperatura Otima para que tanto o sistema imune inato quanto o adquirido
sejam completamente ativos (DITTMAR et al., 2014). Além disso, 0s tripanossomas
podem apresentar alteracées no metabolismo e, consequentemente, na velocidade
de multiplicagcdo em diferentes temperaturas (ISLAM e WOO, 1992; CRUZ, 1995).
Finalmente, as mudancas na temperatura também afetam o comportamento das
sanguessugas (ELLIOT e TULLET, 1986; ELLIOT e KUTSCHERA, 2011).

Além disso, foi observada a correlacdo negativa da carga parasitaria com o
comprimento e o peso dos hospedeiros, 0 que também poderia explicar a
parasitemia média mais alta observada nos cascudos H. luetkeni (Tabela 4). De
maneira geral, o comprimento dos hospedeiros pode ser entendido como a idade,
significando, assim, que hospedeiros menores seriam também o0s mais jovens.
Infec¢Bes por diferentes espécies de tripanossomas em cascudos do Brasil também
demonstraram que o0s hospedeiros mais jovens apresentavam maiores cargas
parasitarias (HORTA, 1910; BARA, 1984; BARA e SERRA-FREIRE, 1985; LEMOS,
2012). Considerando que a tripanossomiase em peixes tem curso crénico (KHAN,
1976; LETCH, 1980; ISLAM e WOO, 1991b) e que a resposta imunolégica pode ndo
s6 auxiliar no controle da parasitemia de uma infeccdo em curso, como também
promover memoria imunolégica no hospedeiro exposto (JOERINK et al.,, 2006;
OLADIRAN e BELOSEVIC, 2012), é possivel que os hospedeiros mais jovens
apresentem parasitemias mais altas devido a recente exposi¢cao ao parasito e a falta
de memoria imunologica.

Com relacdo as altas parasitemias associadas ao menor peso dos
hospedeiros, € possivel sugerir que exista uma relacdo entre a carga parasitéria e

um efeito patogénico, conforme relatado em diferentes estudos (KHAN, 1985; ISLAM
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e WOO, 1991a, 1991b; AHMED et al., 2011; SU et al., 2014). De acordo com o que
foi demonstrado por Islam e Woo (1991b), peixes-dourados experimentalmente
infectados por T. danilewskyi podem apresentar diminuicdo do consumo de comida
durante o periodo de altas parasitemias. Este resultado vai ao encontro da
observacdo de Tandon e Joshi (1973), que relataram menor peso dos peixes que
estavam infectados por Trypanosoma maguri Tandon & Joshi, 1973. Entretanto,
para confirmar o potencial patogénico dos tripanossomas de H. affinis e H. luetkeni
sao necessarios outros estudos em condicdes controladas de laboratoério.

Diante do exposto, é possivel notar que os resultados deste estudo
corroboram dados apresentados na literatura com relacdo a prevaléncia e
tendéncias das cargas parasitarias. Além disso, nota-se que a realizacdo de
pesquisas adicionais, visando o aprimoramento das técnicas de diagndstico e a
investigacdo do potencial patogénico dos parasitos, é de fundamental importancia
para o estudo dos tripanossomas de peixes.

6.2 Caracteristicas Morfoldégicas e Morfométricas dos Tripomastigotas

Sanguineos

Neste trabalho foram definidos quatro morfotipos de tripomastigotas
sanguineos encontrados nos peixes coletados. Embora o agrupamento em
morfotipos tenha sido realizado de maneira independente da localidade de coleta, os
morfotipos 1, 2 e 3 foram observados somente nos peixes coletados no rio Xopoté,
enquanto o morfotipo 4 foi registrado apenas nos peixes do ribeirdo Forquilha. No
entanto, devido ao grande pleomorfismo dos tripanossomas e a nao-especificidade
guanto ao hospedeiro vertebrado (WOO e BLACK, 1984; CRUZ, 1995; EIRAS et al.,
2012), ndo é possivel definir se esses morfotipos representam ou ndo espécies
distintas. Além disso, a distribuicdo biogeografica também ndo pode ser utilizada
como critério de distincdo para estes parasitos, pois resultados recentes

demonstraram uma grande plasticidade adaptativa de T. abeli que foi encontrado
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infectando peixes de diferentes biomas do Brasil (LEMOS et al., 2015). Desta forma,
os morfotipos sdo assim chamados apenas para fins de compara¢des morfoldgicas
neste estudo, mas analises moleculares posteriores s80 nhecessarias para a
definicdo taxonbmica destes tripanossomas.

Atualmente sdo descritas no Brasil 63 espécies de tripanossomas de peixes
de agua doce (Tabela 1) e, destas, apenas T. abeli representa uma espécie bem
definida, com identificacdo baseada em isolamento em cultura e filogenia molecular
(LEMOS et al., 2015). Entretanto, embora bem caracterizada molecularmente, a
morfologia dos tripomastigotas sanguineos desta espécie ndo pbéde ser definida
devido ao encontro de infec¢gbes mistas nos hospedeiros vertebrados (LEMOS et al.,
2015). Desta forma, as comparacdes morfolégicas deste estudo serdo limitadas as
demais espécies de tripanossomas, enquanto T. abeli serd priorizado nas
comparacodes das caracteristicas de cultura.

Precedendo a essa discussdo, € importante notar que, nas descricbes de
espécies realizadas no Brasil, os autores desconsideraram a possibilidade de
infeccbes mistas e descreveram distintos tipos morfolégicos para uma mesma
espécie. Assim, é possivel que equivocos tenham sido cometidos na descricdo
desses tipos.

O morfotipo 1 deste estudo apresenta muitas semelhancas com a espécie
descrita por Splendore (1910), identificada como Trypanosoma hypostomi, no que
concerne as caracteristicas do citoplasma granular, corpo afilado nas duas
extremidades, area de descoloracdo préxima ao cinetoplasto, ndcleo com granulos
de cromatina e posicionado na regido central ou levemente deslocado para a regiao
anterior. No entanto, vale ressaltar que o autor descreve uma area clara proxima ao
ndcleo, que ndo é apresentada por todos os individuos do morfotipo 1, mas por
grande parte deles, e que séo apresentados somente dois desenhos pouco
detalhados dos parasitos, tornando essa comparacdo morfologica pouco precisa.
Além disso, dentre os poucos parametros aferidos, as dimensdes do comprimento
do corpo e do flagelo livre séo distintas. Outra espécie de tripanossoma que poderia
apresentar semelhancas com esse morfotipo foi descrita por Frées et al. (1979)
como Trypanosoma comersonii. Essa semelhanca pode ser percebida na
morfometria e, na auséncia de uma descri¢cdo detalhada, em algumas caracteristicas
morfolégicas observadas no desenho, como aparente granulacdo do citoplasma,

areas de descoloracédo proxima ao nudcleo, e ao cinetoplasto e, por fim, evidente
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contorno do corpo pelo flagelo. Entretanto, é importante destacar que 0s proprios
autores relataram que T. comersonii apresentava muitas semelhancas com outra
espécie descrita por eles em 1978, identificada como T. guaibensis, e que a Unica
justificativa para a definicdo de uma nova espécie seria a aparente auséncia de uma
porcdo livre do flagelo neste dltimo. Interessantemente, os desenhos de T.
guaibensis sugerem que ndo ha granulacdo no citoplasma e tampouco a presenca
de vacuolos, assim como as medidas de largura do corpo diferem do morfotipo 1 e
de T. comersonii. Outro ponto de destaque € que uma das fotos apresentadas para
T. guaibensis pelos autores assemelha-se muito mais ao morfotipo 4 descrito neste
estudo do que ao 1,0 que € confirmado pelo trabalho de Bara (1984). Assim,
considerando que, segundo os autores desta espécie, ela seria semelhante a T.
comersonii, pode-se desconsiderar a possivel semelhanca entre este e o morfotipo 1
sugerida pelos desenhos e morfometria.

O morfotipo 2 apresenta algumas caracteristicas compartilhadas com
Trypanosoma chetostomi tipo | e Trypanosoma albopunctatus tipo Il descritos por
Fonseca e Vaz (1928, 1929). As caracteristicas similares a T. chetostomi tipo | séo
referentes ao aspecto granuloso do citoplasma, descoloracdo em algumas éareas,
que poderiam corresponder aos vacuolos descritos neste estudo, cinetoplasto
alongado em sentido transversal em alguns parasitos e as medidas de CN e LN.
Entretanto, ndo existem semelhancas com relacéo as descri¢cdes de pouca afinidade
do ndcleo com o corante, extremidade posterior descrita como “romba” e a distancia
entre o centro do cinetoplasto e a extremidade posterior (FONSECA e VAZ, 1929).
Além disso, os autores nao disponibilizaram desenhos esquematicos ou fotos deste
parasito, dificultando a comparacdo. Com relacdo a T. albopunctatus tipo Ill, sdo
notadas semelhancas com relacdo ao aspecto geral do corpo, com citoplasma
granuloso e levemente descorado ao redor do cinetoplasto. Além disso, como visto
em alguns exemplares deste estudo, o0 nucleo pode exibir cromatina evidenciada e
normalmente ocupa toda a largura do corpo do parasito. Contudo, o cinetoplasto néo
parece extravasar os limites da célula, de acordo com o desenho esquematico
disponivel, e o flagelo ndo & bem marcado pelo corante (FONSECA e VAZ, 1928;
FONSECA, 1935). Além deste, Trypanosoma venustissimum tipo | descrito por
Froes et al. (1979), apresenta medidas de alguns parametros similares e também é
sugerido, pelo desenho, que o cinetoplasto parece extravasar os limites do corpo,

conforme relatado para o morfotipo 2. Contudo, os parametros morfométricos
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aferidos sdo poucos, a descricdo ndo € detalhada e, conforme observado para T.
comersonii, as interpretacdes baseadas somente em desenhos podem ndo condizer
com a realidade.

O morfotipo 3 é, dentre todos, o mais peculiar por apresentar a regiao
posterior do corpo alargada, cinetoplasto deslocado lateralmente e nucleo sempre
deslocado para a regido anterior do corpo. Desta forma, chamam a atengédo as
descricbes de T. chetostomi tipo Il e Trypanosoma ferreirae tipo | Fonseca & Vaz,
1928 devido a esse deslocamento lateral do cinetoplasto. Entretanto, a posicao
relativa do nicleo ndo é informada e tampouco o alargamento da regido posterior
(FONSECA e VAZ 1928, 1929). Além disso, o unico espécime de T. chetostomi tipo
Il ndo é representado por desenho ou fotografia, as medidas apresentadas para os
poucos espécimes de T. ferreirae tipo | sdo distintas das obtidas no morfotipo 3,
sendo muito mais longos que este e com cinetoplasto maior, e no desenho
esquematico ndo é representado o alargamento da regido posterior (FONSECA,
1935).

O morfotipo 4 pode ser considerado o mais semelhante aos tripanossomas ja
descritos no Brasil. Foram considerados correlatos a ele, tanto em morfologia quanto
em morfometria, Trypanosoma saadi tipo | descrito por Lopes et al. (1990b) em
bagres, Trypanosoma birmani tipo | e Trypanosoma britskii tipo Il registrados por
Ribeiro et al. (1991) e Lopes et al. (1991a), respectivamente, em cascudos. E
importante considerar que estas descricbes consideraram as caracteristicas
morfolégicas, sem suporte estatistico, a ocorréncia geografica e a espécie do
hospedeiro para serem identificadas como novas (LOPES et al., 1990b; LOPES et
al., 1991a; RIBEIRO et al., 1991).

Considerando os resultados estatisticos das andlises de variancia, € possivel
notar que os parametros LK, PK, PN e NK apresentam diferencas significativas entre
todos os morfotipos e que a correlacéo revela que os morfotipos 1 e 4 apresentam
relacbes lineares exclusivas, o que contribui para a sua diferenciagdo dos demais.
Por outro lado, nem todos os parametros contribuem para a diferenciacdo entre os
grupos, como no caso de F. A aparente fragilidade deste parametro para a
diferenciacdo de espécies foi registrada por Karlsbakk e Nylund (2006), que
destacaram a importancia em se avaliar grandes numeros de parasitos para a
observacéo desse caréater, pois muitas vezes ele pode estar sobreposto pelo corpo

do parasito ou ndo evidenciado devido ao protocolo de coloracdo adotado.
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Frente aos resultados obtidos a partir da Analise de Componentes Principais,
€ possivel perceber que muitas vezes a morfometria por si s6 ndo € capaz de
identificar as grandes diferencas morfologicas observadas entre os tripanossomas.
Além disso, o resultado do critério de informacdo de Akaike, que revelou que o
modelo mais parcimonioso diante dos dados morfométricos consegue explicar
apenas 42,4% dos dados, demonstra a importancia de se observar um ndamero
estatisticamente satisfatorio de tripomastigotas sanguineos, visando diminuir os
desvios dentro da populacdo. Estes dados vdo ao encontro dos registros de
Karlsbakk e Nylund (2006), que sugerem a existéncia de aspectos morfolégicos
similares dentro de uma espécie, independentemente de variagcbes morfométricas,
como o comprimento do corpo do tripanossoma.

Diante do exposto, torna-se evidente a dificuldade em se realizar
comparacdes morfoldégicas dentre os tripanossomas de peixes do Brasil, devido a
poucas fotografias disponiveis, desenhos pouco detalhados, descricbes muitas
vezes superficiais e falta de padronizacdo entre as caracteristicas morfométricas
observadas. Ainda assim, seria possivel considerar o morfotipo 1 semelhante a T.
hypostomi e o morfotipo 4 a T. saadi tipo I, T. birmani tipo | e T. britskii tipo 1. Os
morfotipos 2 e 3 ndo foram considerados correlatos a nenhuma outra espécie
descrita. Além disso, os resultados mateméaticos evidenciam, uma vez mais, 0
inconveniente gerado nas identificacbes de espécies baseadas apenas em
caracteristicas morfologicas e/ou morfométricas de poucos tripomastigotas
sanguineos. Assim, é possivel comprovar a necessidade do uso de ferramentas
complementares a morfologia, sobretudo andlises moleculares com o

sequenciamento de genes que propiciem estudos filogenéticos.

6.3 Caracteristicas dos Tripanossomas Mantidos In Vitro

No contexto do estudo de tripanossomas de peixes, o desenvolvimento de

técnicas de cultura podem trazer grandes beneficios no que tange o conhecimento



85

de aspectos biologicos desses parasitos, proporcionando ndo s6 o aprofundamento
dos conhecimentos sobre o metabolismo e a fisiologia desses organismos, mas
também permitindo estudos que necessitem de grandes quantidades de individuos e
de condi¢des controladas, como ensaios imunoldgicos.

No presente trabalho, o isolamento e manutencao in vitro de tripanossomas
de peixes de diferentes locais da bacia do rio Paraiba do Sul, MG, foi possivel
somente em meio PO recoberto por BME 50%. Os outros dois meios bifasicos
testados (BAB e PO.8) permitiram apenas o isolamento dos parasitos sem a
diferenciacdo em epimastigotas. O emprego de meios de cultura bifasicos no estudo
de tripanossomas de peixes pode promover seu isolamento e manutencdo em
laboratorio, sugerindo que a difusdo gradual de nutrientes da fase soélida para a fase
liguida favorece seu crescimento in vitro (STOHLMAN, MASTRIGHT e KAZAN,
1973; JONES e WOO, 1991b; LEMOS e SOUTO-PADRON, 2014). Além disso, a
osmolaridade do meio de cultura pode interferir no crescimento dos tripanossomas
(PRESTON, 1966; JONES e WOO, 1991b), sugerindo preferéncias fisioldgicas
destes organismos. Estes aspectos foram observados em T. phaleri e em T. abeli,
que demonstraram tolerancia ao crescimento em meios hipo, iso e hiperosméticos
(JONES e WOO, 1991b; LEMOS, 2012; LEMOS e SOUTO-PADRON, 2014; LEMOS
et al., 2015). Considerando que o meio PO é hiposmdético e que o meio PO.8 é
isosmatico (JONES e WOO, 1991b), é possivel considerar que os tripanossomas
isolados neste estudo apresentaram preferéncia pelo crescimento em meio
hiposmatico e intolerdncia ao meio isosmético, uma vez que nao foi possivel sua
manutencdo neste Ultimo. Estes resultados assemelham-se as observagfes
realizadas para T. catostomi, parasito de peixes de agua doce registrado na América
do Norte (JONES e WOO, 1991b). Assim, os isolados obtidos neste trabalho
apresentam fisiologia diferente da Unica espécie de tripanossoma de peixe isolado
no Brasil até 0 momento.

Outra caracteristica interessante, observada para os tripanossomas deste
estudo, é que os isolados de cada localidade apresentaram divergéncias no tempo
de diferenciacdo em epimastigotas, sendo maior para aqueles obtidos na coleta do
rio Xopoto. Neste caso, € importante considerar que a coleta do rio Xopotd ocorreu
no més de abril, que apresentou temperaturas menores (aproximadamente 21 °C no
dia da coleta) do que as dos meses de coleta do ribeirdo Forquilha (fevereiro e

marco; aproximadamente 25 °C). Observando que pequenas alteracdes na
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temperatura podem interferir na velocidade de multiplicagdo dos parasitos (ISLAM e
WOO, 1992; CRUZ, 1995), ndo é possivel afirmar que os distintos tempos de
diferenciacdo dos isolados estejam necessariamente atrelados a diferencas
metabdlicas entre os tripanossomas de cada localidade.

As formas evolutivas registradas em cultura foram “esferomastigotas”,
epimastigotas pleomoérficos e tripomastigotas menores e mais delgados do que os
observados na circulacdo do hospedeiro vertebrado. Além disso, foram registradas
formas de transicdo entre epimastigotas e tripomastigotas. Diferencas morfologicas
entre 0s tripomastigotas sanguineos e o0s mantidos in vitro, observadas neste
estudo, foram relatadas para T. granulosum (DAVIES et al., 1992; CRUZ, 1995) e T.
abeli (LEMOS e SOUTO-PADRON, 2014; LEMOS et al., 2015). A observacéo de
epimastigotas, indicacbes de seu pleomorfismo e formas de transicdo entre
epimastigotas e tripomastigotas foram relatadas para diferentes espécies de
tripanossomas em cultura (JONES e WOO, 1991b; DAVIES et al.,, 1992; CRUZ,
1995; LEMOS, 2012; LEMOS e SOUTO-PADRON, 2014; LEMOS et al., 2015).

Considerando que os meios de cultura podem simular tanto o organismo do
hospedeiro vertebrado quanto do invertebrado (VISVESVARA e GARCIA, 2002) e
que, por esta razdo, podem influenciar nas formas evolutivas dos tripanossomas
(PRESTON, 1966), é possivel sugerir que o meio PO simule o organismo das
sanguessugas. Tal sugestdo pode ser corroborada pelas diferencas observadas
entre os tripomastigotas do cultivo e do hospedeiro vertebrado, que também foram
notadas nos tripomastigotas presentes nas sanguessugas (LETCH, 1980;
D’AGOSTO e SERRA-FREIRE, 1993; LEMOS, 2012), sendo estas formas menores
e mais delgadas consideradas tripomastigotas metaciclicos (KHAN, 1976; LETCH,
1980). Além disso, em sanguessugas também foram registradas formas
epimastigotas, conforme observado nas culturas deste trabalho (D’AGOSTO e
SERRA-FREIRE, 1993; LEMOS, 2012; HAYES et al., 2014 LEMOS e SOUTO-
PADRON, 2014; LEMOS et al., 2015).

A formacao de grandes rosetas pelos tripanossomas em cultura, observadas
em nosso estudo, corrobora registros da literatura para T. abeli. (LEMOS e SOUTO-
PADRON, 2014; LEMOS et al., 2015), T. granulosum (DAVIES et al., 1992; CRUZ,
1995), T. phaleri (JONES e WOO, 1991b) e Trypanosoma rajae (Laveran & Mesnil,
1902) (PRESTON, 1966). Em 1995, Cruz relacionou 0 surgimento destes
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aglomerados com a fase de crescimento exponencial do cultivo de T. granulosum,
porém a investigacdo desta relacdo ndo foi realizada neste estudo.

Em relacéo a divisdo dos parasitos, foi possivel observar que essa iniciou-se
com a formacdo de um novo flagelo livre, tanto em epimastigotas quanto em
tripomastigotas, corroborando o que foi observado para distintas espécies de
tripanossomas (JONES e WOO, 1991b; BURRESON e KARLSBAKK, 2007; LEMOS,
2012; LEMOS et al., 2015). ApoOs esta etapa seguiu-se a divisdo das organelas, que
na maior parte dos parasitos ocorreu com a divisdo do cinetoplasto precedendo a do
ndcleo. Esta sequéncia de divisdo é relatada para tripanossomas de peixes de agua
doce, no entanto, acreditava-se que a divisdo do ndcleo anterior a do cinetoplasto,
gue também foi observada neste estudo, ocorresse somente em tripanossomas de
peixes de agua salgada (JONES e WOO, 1991b; BURRESON e KARLSBAKK,
2007; LEMOS, 2012; LEMOS e SOUTO-PADRON, 2014). Assim, os isolados de
cascudos do rio Xopoté e do ribeirdo Forquilha apresentam um padrdo de divisdo
das organelas que ainda ndo havia sido registrado em tripanossomas de peixes de
agua doce, incluindo T. abeli, o que torna esse achado também inédito. No entanto,
outros experimentos, como microscopia de fluorescéncia, devem ser realizados para
confirmar essa observacao.

O final da divisdo, por sua vez, ocorreu por constricdo da extremidade
posterior do corpo, originando normalmente dois parasitos iguais, produtos de uma
divisdo simétrica. Em menor frequéncia, foram observadas divisGes assimétricas,
com formacdo de um epimastigota e um tripomastigota. Estas caracteristicas de
divisdo foram relatadas para T. phaleri e T. catostomi (JONES e WOO, 1991b). Além
disso, neste estudo foi registrado um processo que sugere uma divisdo anormal
destes parasitos, tendo sido registrados trés ou mais flagelos, e organelas
correspondentes, ainda ligados pelo citoplasma. Essa observacdo poderia estar
relacionado a algum erro durante a fissdo binaria e ja foi relatado para T. phaleri,
sendo identificados como corpos multinucleados (JONES e WOO, 1991b).

Quanto ao desenvolvimento dos parasitos in vitro, observou-se, por meio de
curvas de crescimento, padroes semelhantes para as duas localidades.
Comparando este resultado com o padrdo de crescimento de T. abeli € possivel
notar que as multiplicacées dos isolados deste estudo s&o substancialmente mais
lentas (LEMOS, 2012; LEMOS e SOUTO-PADRON, 2014). Embora a observagéo

das caracteristicas de desenvolvimento in vitro seja importante para a caracterizacao
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de espécies destes parasitos (CASTELLANI e WILEY, 1905 apud JONES e WOO,
1991b), conforme mencionado anteriormente, as diferencas de temperatura em que
0s meios foram mantidos podem ser responsaveis pelos padrbes de crescimento
distintos, ndo sendo possivel afirmar que T. abeli e o0s presentes isolados
representem espécies diferentes devido as suas caracteristicas metabdlicas.

Assim, embora as diferencas metabdlicas observadas entre os isolados deste
estudo e T. abeli ndo possam ser consideradas devido as diferencas de
temperatura, é possivel sugerir que eles pertencam a espécies distintas baseado em

suas caracteristicas fisioldgicas e no padrdo de multiplicacdo apresentado.

Diante de todo o exposto, € possivel concluir que este estudo apresenta
resultados interessantes acerca da biologia dos tripanossomas de peixes do Brasil e
abre futuras perspectivas para a investigacdo destes protozoarios. Frente a
taxonomia tdo controversa, € possivel perceber que as incongruéncias sobre as
espécies de tripanossomas de peixes do Brasil persistem, devido a falta de detalhes
e rigorosidade nas classificacdes, direcionando a solucdo para a taxonomia
molecular. Existem ainda muitos pontos a serem investigados sobre os
tripanossomas obtidos neste estudo, como o potencial patogénico destes isolados e

sua relacéo filogenética com T. abeli.
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CONCLUSOES

Os cascudos Hypostomus affinis e Hypostomus luetkeni provenientes da Bacia
do Rio Paraiba do Sul apresentam infeccdo por protozoarios do género

Trypanosoma,;

O uso simultaneo de distintos métodos de diagnoéstico faz-se necessario para a
obtencdo de dados mais fidedignos quanto a prevaléncia da infeccdo por

tripanossomas em peixes;

Apesar de dois dos morfotipos (1 e 4) descritos neste estudo se assemelharem
a espécies ja descritas na literatura, os morfotipos 2 e 3 ndo sdo correlatos a

qualquer espécie de tripanossomas ja registrados no pais;

Os modelos estatisticos utilizados neste estudo demonstram que analises
puramente morfométricas podem ndo refletir claramente as diferencas

morfolégicas dos tripomastigotas sanguineos;

Os tripanossomas isolados de H. affinis e H. luetkeni apresentam propensao ao
crescimento em meio de cultura hiposmoético (PO), o que o diferencia

fisiologicamente da Unica espécie ja isolada no Brasil;

As formas evolutivas in vitro dos tripanossomas provenientes de H. affinis e H.
luetkeni sdo epimastigotas e tripomastigotas. Apesar de formas semelhantes a
esferomastigotas terem sido observadas, por meio de esfregacos corados com
Giemsa, técnicas mais sensiveis devem ser realizadas para comprovar esse

encontro;

Os tripanossomas em cultura foram observados agrupados em rosetas tanto
pela regido anterior quanto posterior do corpo, o que os diferencia do padréo

descrito para T. abeli;

A sequéncia de divisdo das organelas dos isolados deste estudo ndo segue um
padrdo unico, podendo ocorrer tanto com segregacao do cinetoplasto anterior ao

nacleo, conforme relatado para tripanossomas de peixes de agua doce, quanto
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bY

com a divisdo do nucleo anterior a do cinetoplasto, caracteristica de

tripanossomas de peixes de 4gua salgada;

Os dados bioldgicos aqui apresentados sugerem que os parasitos isolados neste
estudo podem pertencer a uma espécie de tripanossoma ainda ndo descrita na
literatura. No entanto, somente ferramentas moleculares poderdo confirmar essa

hipotese.
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