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RESUMO

Este trabalho avaliou as altera¢cdes branquiais provocadas pela presenca de fémeas adultas de Therodamas fluviatilis em
Paralichthys orbignyanus capturados no Estuario da Lagoa dos Patos e costa adjacente, Rio Grande do Sul, Brasil.
Macroscopicamente, 0s parasitos estavam parcialmente recobertos por uma reacdo tecidual do hospedeiro. A analise
histopatoldgica mostrou modificacdo no epitélio das lamelas primarias e secundarias dos filamentos branquiais contiguos ao
corpo dos copépodes, com possivel alteracdo da fungdo respiratéria. A presenca do copépode e a reacdo tecidual com forte
infiltracdo linfocitaria causam presséo sobre os tecidos adjacentes e estrangulamento da parede da artéria branquial. Além
disso, verificou-se que T. fluviatilis armazena ovécitos no interior do tronco, sugerindo um grande potencial patogénico desse
parasito. Um aumento na intensidade de infestacdo desses parasitos é esperado em condi¢cdes de cultivo. Portanto, devido a
patogenicidade de T. fluviatilis, se deve atentar para sua presenca quando em condi¢Bes de cultivo, evitando possiveis perdas
econdmicas.
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ABSTRACT
Histopathology of the gills of Paralichthys orbignyanus (Teleostei: Paralichthyidae) associated with the parasitism
of Therodamas fluviatilis (Copepoda: Ergasilidae)
This study evaluated changes in gill tissue caused by the presence of adult females of Therodamas fluviatilis in Paralichthys
orbignyanus caught in the estuary of Patos Lagoon and the adjacent coast, Rio Grande do Sul, Brazil. Macroscopically, the
parasites bodies were partially covered by a host tissue reaction. Complete histological series of the flatfish branchial arches
were analyzed. Histological analysis showed modified filaments contiguous to the copepods bodies, with possible decrease of
the respiratory function. A connective and epithelial hyperplasic reaction marked in the branchial arch involves the parasite
anterior end. Both, the presence of copepod and the tissular reaction with massive lymphocytic infiltration, make pressure on
the adjacent tissue, narrowing the wall of branchial artery. Moreover, it was found stored ovocytes inside the cephalothorax of T.
fluviatilis. An increase in the intensity of the infestation of such parasites is expected under cultivation conditions. Therefore
special attention should be paid towards the presence of T. fluviatilis in cultivation due to its pathogenicity to avoid possible

economic losses.
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INTRODUCAO

Os ectoparasitos mais comuns de peixes
marinhos sdo 0s crustaceos pertencentes a ordem
Copepoda (Dezfulli et al. 2010). Esses crustaceos
parasitas causam danos tanto em peixes cultivados
como selvagens (Costello 2006). Eiras (1994) postula
gue os danos causados por crustaceos parasitas nos
peixes podem ser prejudiciais tanto pela sua
presenca, devido a pressdo causada nos tecidos do
hospedeiro, como por sua fixacdo, gerando
importantes efeitos pela acdo mecanica. Além disso,
a alimentacdo a custa do hospedeiro causa danos
gue podem ser locais ou generalizados, dependendo
do tipo de acéo espoliativa do parasito (Eiras 1994).
Kabata (1970) mostra importantes efeitos nas
branquias, que podem ser danificadas ou ter sua
eficiéncia respiratdria reduzida pela presenca desses
parasitos. Com isso, é possivel ocorrer oclusdo
temporaria ou permanente da circulagdo branquial, o
que pode conduzir a necrose ou desintegracdo do
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tecido. A ocorréncia de surtos de doencas por
ergasilideos estd entre as principais causas de
mortalidade induzida por copépodes, tanto em
pisciculturas de 4gua doce como salobra, em muitos
paises (Johnson et al. 2004).

Entre os muitos crustaceos parasitas de peixes,
0S copépodes sd0 0s que causam maiores prejuizos
aos hospedeiros e, por isso, podem ser considerados
como gravemente patogénicos (Sindermann 1990).
Segundo Kabata (1970), os efeitos da parasitose podem
ser divididos em duas fases: (1) invasdo e fixagao,
resultando na destruicdo e deslocamento dos tecidos e
(2) alimentacao, resultando em perda de sangue. Esses
efeitos podem induzir o hospedeiro a perda de peso,
anorexia, reducdo da taxa de crescimento e,
eventualmente, morte (Roberts et al. 2004).

Os copépodes parasitas tém importancia
econdmica especialmente em peixes cultivados, pois o
tratamento dos hospedeiros é dificil, sobretudo, quando
0s parasitos tém oOrgdos de fixacdo agressivos (Eiras
1994). Os ergasilideos parasitam branquias de muitas
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espécies de peixes, tanto de ambientes dulceaquicolas
(Roberts  1979). A principal
particularidade desses copépodes € a pronunciada
modificacdo das antenas em fortes ganchos, que
permitem sua fixacdo ao hospedeiro (Eiras 1994).
Alteracbes histoldgicas em branquias, causadas pela
acdo de ergasilideos, tém sido estudadas por varios
autores (Paperna & Zwerwer 1982; Thatcher & Boeger
1983a, 1983b; Thatcher 1986; Amado & Rocha 1996;
Molnar & Székely 2004; Tsotetsi et al. 2005; Feist &
Longshaw 2008; Andrews et al. 2010; Dezfulli et al.
2011). Além dos danos branquiais, podem favorecer
infec¢Bes secundérias (Feist & Longshaw 2008).

Therodamas fluviatilis Paggi, 1976 (Copepoda:
Ergasilidae) foi encontrado parasitando branquias de
Paralichthys  orbignyanus  (Valenciennes,  1839)
(Teleostei: Paralichthyidae) no estuério da Lagoa dos
Patos, Rio Grande, RS — Brasil (Velloso et al. 2005). As
fémeas adultas de Therodamas sdo mesoparasitas (El-
Rashidy & Boxshall 2001) e todas as outras fases do
desenvolvimento e os machos adultos sé@o de vida livre
(Boxshall & Monta 1997). Por serem parasitos de
branquias, podem causar lesdes importantes nos arcos
e filamentos branquiais do hospedeiro, como mostrado
em outros estudos (Andrews et al. 2010).

Paralichthys orbignyanus tem sido estudado
com vistas ao cultivo. Esse linguado é tolerante as
condi¢Bes estressantes do estuario, apresentando um
bom potencial para a aquicultura (Bianchini et al.
2005). Pesquisas sobre a fauna parasitaria associada
sdo fundamentais antes do estabelecimento da
aquicultura comercial dessa espécie.

Neste estudo, sdo descritas as alteracfes
histolégicas das branquias de P. orbignyanus
provocadas pela parasitose de T. fluviatilis. O
conhecimento dessas alteracbes e as pesquisas sobre
biologia do parasito poderédo auxiliar no desenvolvimento
de estratégias de controle da parasitose.

como salobros

MATERIAIS E METODOS

Cento e nove linguados, P. orbignyanus, foram
obtidos junto a pescadores artesanais e a inddstria local,
provenientes do estuario da Lagoa dos Patos e costa
adjacente. Desse total, foram encontradas 38 fémeas de
T. fluviatilis, em 30 espécimes de P. orbignyanus. Os
indices parasitolégicos de prevaléncia, intensidade
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média de infestacdo e abundancia média foram
calculados de acordo com Bush et al. (1997).

Dentro dessa amostra, foram selecionadas
branquias parasitadas por T. fluviatilis para analise
histopatoldgica. As branquias utilizadas foram extraidas
e fixadas em formol 10% tamponado por 30 dias.
Amostras de branquias de linguados n&o parasitados
também foram fixadas, para posterior comparagéo.

Apés a fixacdo, os fragmentos branquiais (com
e sem parasitos fixados) foram colocados em uma
solugéo a 20% de EDTA (acido
etilenodiaminotetraacético)  onde
durante 3 semanas, para promover a descalcificacéo.
Na sequéncia, os tecidos foram desidratados em
séries crescentes de alcool etilico; diafanizados em
xilol; impregnados e incluidos em parafina.

Os cortes histoldgicos foram realizados em
micrétomo rotativo American Optical, com espessura
de 7um. Do material preparado a partir dos
fragmentos branquiais parasitados, foram obtidas 85
laminas histoldgicas e 400 cortes seriados, cobrindo
as reacgOes tissulares periféricas além de toda a
extensdo do corpo de T. fluviatilis.

Os cortes histoloégicos foram corados pela
técnica de rotina Hematoxilina-Eosina, pelo
Tricrdmico de Mallory e ainda, submetidos a reacéo
pelo Acido Periédico — Schiff (APS). As laminas foram
analisadas em microscopio trinocular JENAMED 2 —
Carl Zeiss, e o0s casos selecionados foram
fotomicrografados no mesmo equipamento.

permaneceram

RESULTADOS

Os indices parasitolégicos indicam uma
prevaléncia de 27,52%. A intensidade de infeccao
varia de 1 a 3 parasitos por hospedeiro infectado. Na
amostra total, foi obtida abundancia média de 0,35
parasitos por hospedeiro amostrado.

As fémeas adultas de T. fluviatilis encontradas
nas branquias de P. orbignyanus, acham-se firmemente
aderidas aos arcos branquiais e ndo se desprendem
com 0 manuseio e lavagem nos diferentes reagentes,
durante o processamento  histolégico.  Esses
mesoparasitas tém na regido cefalica um escudo, com
um par de antenas, e excrescéncias usadas para
ancoragem no tecido do hospedeiro. A regido cefélica é
seguida de uma porcdo semelhante a um pescoco,
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ligada com a regido alargada, onde estd a boca,
formando o tronco. Esses crustaceos sdo detectados
devido ao espacamento que ocorre entre os filamentos
branquiais, a formacédo de nédulos esbranquicados e,
ainda, a presenca dos sacos  ovigeros.
Macroscopicamente, enquanto a regido cefélica, o
pescoco pré-oral e o tronco encontram-se parcialmente
envoltos por uma massa acinzentada, 0s sacos
ovigeros aparecem livres entre os filamentos.

A analise microscépica das séries histolégicas de
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branquiais (LB). Col. Tricrdmico de Mallory. Escala: 0,3 mm.

branquias contendo os copépodes fixados permitiu
caracterizar as principais reacdes teciduais e lesbes
gue ocorrem nesse o6rgao, devido a infestagdo. A
estrutura normal das branquias (Figura 1), onde os
filamentos mostram uma distribuicdo regular e
uniforme das lamelas, ndo é observada nas regides
com presenc¢a dos parasitos (Figura 2). Nessas, 0s
filamentos branquiais contiguos a regido do corpo dos
copépodes encontram-se com metaplasia mucinosa

do epitélio respiratdrio (Figura 2).

WL TS ol

FIGURA 1 — Arco branquial de Paralichthys orbignyanus nédo parasitado,

com estrutura histolégica normal dos filamentos branquiais. Lamelas

FIGURA 2 — Estrutura alterada do arco branquial de Paralichthys orbignyanus, devido a presenca de Therodamas fluviatilis (Tf) circundado por
marcada reagdo celular do hospedeiro. Artéria branquial (Ar B); Epitélio respiratério das lamelas primarias e secundérias transformado em

Epitélio Estratificado (EE). Col. H.E. Escala: 0,3 mm.

A massa acinzentada, referida anteriormente,

gue envolve uma parte do corpo do copépode, é na
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realidade, uma reacdo epitelial hiperplasica do
hospedeiro. Nesses locais ocorre proliferacédo
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acentuada de células epiteliais de revestimento e
células mucosas que formam um espesso epitélio

estratificado (Figura 3).

FIGURA 3 — Corte histolégico de Therodamas fluviatilis (Tf), evidenciando ovécitos no interior do tronco (OV); saco ovigero (SO) entre os
filamentos branquiais anormais e marcada reacgéo tissular (RT) do hospedeiro, caracterizada pelo espesso epitélio estratificado com células

mucosas. Col. H.E. Escala: 0,3 mm.

A proliferagdo de tecido conjuntivo é acentuada
no arco branquial, onde se encontram inseridas uma
parte do pescoco pré-oral e a regido cefélica de T.
fluviatilis (Figura 4). Nesses locais, além da grande
guantidade de fibroblastos, aparecem alguns
macroéfagos e infiltrados inflamat6rios com predominio
de linfécitos. Entretanto, deve ser ressaltado que a

presenca de granulécitos (eosindfilos e neutrdfilos) é
bem discreta ou praticamente inexistente. Essa reacédo
tecidual do hospedeiro que se forma ao redor da regido
cefdlica do  parasito, provoca pressdo e
estrangulamento da parede da artéria branquial (Figura
2), alterando a configuracdo de outras estruturas e
tecidos da base dos filamentos e do préprio arco.

FIGURA 4 — Detalhe da regido cefélica de Therodamas fluviatilis (Tf) fixado ao arco branquial (AB); Acentuada proliferagéo de tecido conjuntivo

ao redor (setas). Col. H.E. Escala: 0,2 mm.

Além disso, pode ser verificado
histologicamente que fémeas adultas de T. fluviatilis
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armazenam ovécitos no interior do tronco (Figura 3).
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DISCUSSAO

A fixacdo dos Ergasilidae nas branquias pode
causar ocluséo parcial ou completa do vaso eferente
das lamelas secundarias por trombose ou pressao,
bem como fuséo das lamelas, provocando reduc¢éo da
superficie respiratéria (Eiras 1994). As analises
histopatolégicas das branquias de P. orbignyanus
mostraram reacao tecidual do hospedeiro ao redor da
regido cefalica de T. fluviatilis, que provoca presséo e
estrangulamento da parede da artéria branquial.
Resultados semelhantes foram encontrados por
Amado e Rocha (1996), ao observarem que T.
elongatus se fixa perto da principal artéria do septo
branquial, causando hiperplasia epitelial das lamelas
primarias e secundérias. Da mesma forma, Thatcher
(1986) postula que fémeas de Therodamas spp.
passam através dos tecidos flexiveis do arco
branquial até alcancar o suporte cartilaginoso, onde
se prendem fortemente com as antenas. Como a
regido cefélica penetra, a regido do pescoc¢o pré-oral
alonga-se até que a parte posterior fique livre, entre
os filamentos branquiais. Thatcher e Boeger (1983b)
afirmam que os diferentes graus de patogenicidade
dos Ergasilidae estdo relacionados com os diversos
modos de fixagao nas branquias.

A penetragdo da regi@o cefélica de T. fluviatilis
provoca uma reagdo no hospedeiro que estende uma
massa epitelial ao longo de todo pescogo pré-oral
(Thatcher 1986), o que também foi observado neste
estudo. Thatcher (1986) e Amado e Rocha (1996)
evidenciaram uma capsula fibrosa envolvendo a
regido cefélica e a parte superior do pescogo pré-oral,
da mesma forma que ocorre em T. fluviatilis. Porém,
calcificacdo desse tecido, como observado por
Thatcher (1986), ndo foi observada, corroborando
Amado e Rocha (1996).

Os filamentos branquiais do peixe se tornam
notavelmente transformados, com atrofias e dobras
(Amado & Rocha 1996). O epitélio respiratorio das
lamelas primarias e secundéarias dos filamentos
branquiais adjacentes ao ponto de insercdo do
parasito se transforma por metaplasia mucinosa em
um epitélio estratificado com células mucosas. O
aumento na quantidade de células mucosas também
foi observado por Thatcher e Boeger (1983a) na
reacdo provocada por Ergasilus colomesus parasita
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de Colomesus asellus. Essa transformacdo dos
filamentos, provavelmente esteja ocorrendo pela acdo
mecéanica da presenga do copépode, pois o0s
apéndices sao muito pequenos em relacdo ao corpo
para serem responsaveis pela abraséo dos filamentos
branquiais, como sugerido por Thatcher (1986).

Fémeas adultas de T. fluviatilis armazenam
ovacitos no interior do tronco. Esse fato aponta para o
grande potencial patogénico desse parasito, assim
como alguns autores ja tém demonstrado para outros
copépodes (Whitfield et al. 1988; Robaldo et al. 2002;
Thatcher & Pereira Jr. 2004). Muitas vezes, para o
tratamento da parasitose por copépodes tdo
agressivos como Therodamas spp., € necessario o
emprego de produtos altamente toxicos, que podem
ter efeitos adversos para os hospedeiros e o
ambiente (Stone et al. 2000). Outra forma de tratar a
parasitose € a remocdo manual dos parasitos.
Roberts et al. (2004) comparam clinica e
histologicamente esses dois tipos de tratamento,
reconhecendo que a remo¢do manual do parasito é
mais agressiva e menos eficaz para o hospedeiro.
Estudos sobre tratamento e prevencdo precisam
considerar o ciclo de vida do parasito em questdo e o
sistema de cultivo dos hospedeiros. Perdas
diretamente atribuidas ao parasito sdo geralmente
baixas, mas causam problemas respiratérios que
podem ser determinantes em momentos de estresse
de oxigénio ou temperatura (Kabata & Cousens
1973), fatores importantes na piscicultura.

Os resultados deste estudo mostram que a
infestac@o por T. fluviatilis causa importantes danos
ao epitélio respiratério de P. orbignyanus, além de
obstruir a artéria do arco branquial. Em condicdes
naturais, o prejuizo ao hospedeiro pode ndo parecer
tdo grave. Porém, em condi¢cdes de cultivo, onde é
esperado aumento na intensidade de infestagcdo
desses parasitos, os danos poderdo ser mais
intensos. Portanto, se deve atentar para a presenca
de T. fluviatilis, devido & sua patogenicidade.
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