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RESUMO

Os protozoarios do género Trypanosoma séao flagelados do Filo Euglenozoa
e sao parasitas de um grande numero de hospedeiros. Os tripanossomas,
transmitidos por hirudineos foram reportados em diversas espécies de peixes
de agua salgada e doce, a maioria descrita com base nas caracteristicas
morfolégicas. Novos estudos moleculares envolvendo marcadores diferentes
do SSU rRNA estdo sendo empregados para resolver a filogenia do grupo,
bem como uma descricdo de novas espécies. Este trabalho tem como
objetivos caracterizar morfologicamente as diferentes formas de
Trypanosoma observadas em infecgdo natural de hirudineos e peixes do
género Hypostomus coletados no rio Mogi-Guagu; caracterizar por técnicas
moleculares os exemplares de Trypanosoma spp. encontradas no sangue
dos cascudos e hirudineos; determinar relagbes filogenéticas entre
tripanossomas encontrados nesse estudo, entre espécies de tripanossomas
de outras espécies de peixes com base na sequéncia dos genes SSU V7V8 e
gGAPDH; comparar também padrbes filogenéticos dos tripanossomas e
analisar os grupos obtidos com seus hospedeiros e respectivos vetores e
finalmente identificar os hospedeiros invertebrados. Entre agosto de 2012 e
setembro de 2014 foram coletados 433 exemplares de cascudos sendo 138
Hypostomus albopunctatus, 160 Hypostomus regani e 135 Hypostomus
strigaticeps. O sangue foi coletado e esfregagos foram confeccionados, para
a determinagdo da positividade e densidade. A prevaléncia geral de
tripanossomas foi de 78% e densidade média geral de 0,8 parasitas/ ul de
sangue. As analises estatisticas mostraram relacdo apenas entre a
prevaléncia e o ano de coleta. Relagdes com peso, comprimento dos peixes
e estagdo do ano ndo foram significativas. Hirudineos do género Haementeria
sp. foram coletados para analises histolégicas, morfolégicas e moleculares.
Foram medidos 60 parasitas tripomastigotas, vinte parasitas para cada
espécie de peixe e os valores foram comparados com os de outras espécies
de peixes do género. Os parasitas encontrados nas trés espécies de peixes



apresentaram polimorfismo intraespecifico evidente e nao foi possivel
separar em espécies. As analises histologicas dos hirudineos sugerem a
presenga de ninho de amastigota. Os resultados moleculares incluiram um
grande numero de isolados novos na filogenia do género Trypanosoma. Os
estudos moleculares e morfolégicos corroboram a existéncia de pelo menos
uma espeécie nova de tripanossoma em cascudos brasileiros, As analises
filogenéticas baseadas nos genes SSU rRNA e gGAPDH apoiaram a

monofilia dos tripanossomatideos de peixes.

Palavras-chave: Trypanosoma, gGAPDH, V7V8, hirudineos, cascudos, rio
Mogi-Guagu.
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ABSTRACT

The flagelates of genus Trypanosoma belong to Phylum Euglenozoa and are
parasites of a large number of hosts. Trypanosomes transmitted by leeches
have been reported in several species of fish that inhabit salt and fresh
waters. The majority of these protozoan species are described based on
morphologic features. New molecular studies involving different markers of
SSU rRNA are being used to resolve the group phylogeny, as well as the
description of new species. This work aims to characterize the morphology
and by molecular techniques Trypanosoma spp. parasites found in infected
leeches and catfish of the genus Hypostomus from Mogi-Guagu river, and
determine phylogenetic relationships among trypanosomes found in this study
and others, based on the sequence of the SSU gene and V7V8, gGAPDH,
also compare phylogenetic patterns of trypanosomes and analyze the groups
obtained with their hosts and their vectors and finally identify the species of
invertebrate hosts. Between august 2012 and september 2014, 433
specimens of armored catfish were collected (138 Hypostomus
albopunctatus, 160 Hypostomus regani, and 135 Hypostomus strigaticeps).
Blood was collected for blood smears preparation to analysis of positive
presence and density of trypanosomes. A prevalence of 78,0% with an
average density of 0,8 parasites/pl of blood was found. Statistical analyzes
showed a relationship only between prevalence and year of collection. No
relation between the presence of the parasite and the weight, fish length or
season were found. Leeches genus Haementeria sp. were collected from the
body surface of the catfish, for molecular, histological and morphological
analysis. A total of 60 trypanosomes were measured, twenty of each species,
and the measurements were compared with those of other parasite species
found in different species of fish. The parasites found in the three species of
fish presented evident polimorfism so it was impossible to separate species.



The leeches histological analyzes suggested the presence of amastigotes.
The molecular results included a large number of new isolates of the genus
Trypanosoma. Molecular and morphological studies support the existence of
at least one new species of trypanosome in Brazilian catfishes. Phylogenetic
analyzes based on SSU rRNA genes and gGAPDH supported the monophyly
of fish trypanosomes.

Keywords: Trypanosoma, gGAPDH, V7V8, leeches, armored catfishes, Mogi-

Guacu river.
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INTRODUCAO

Area de estudo

A bacia do rio Parana é uma ampla regido sedimentar do continente
sul-americano que inclui por¢des territoriais do Brasil meridional, Paraguai
oriental, nordeste da Argentina e norte do Uruguai, totalizando uma area que
se aproxima dos 1,5 milhdo de quildmetros quadrados. A bacia possui uma
forma ovalada com eixo maior Norte e Sul (Milani et al, 2007). A bacia esta
inserida no segundo maior sistema de drenagem da América do Sul,
abrigando uma ictiofauna bastante diversa, mas ainda pouco conhecida
(Lowe- McConnell, 1999). A regido do alto Parana inclui os cursos de agua
de maior porte do Estado de S&o Paulo e é conhecida pela grande
diversidade de peixes, com 38 familias, 236 espécies nativas descritas.
(Langeani et al, 2007).

O rio Mogi Guagu, pertencente a bacia do Parana, possui 473 km de
extensdo, nasce no Estado de Minas Gerais a 1.594m de altitude no
municipio de Bom Repouso (Brigante & Espindola, 2003). No Estado de S&o
Paulo, desagua no rio Pardo a uma altitude de 490 m, no municipio de Pontal
(SP), e se junta ao rio Grande, um dos afluentes do rio Parana, percorrendo a
maior parte de seu curso (84%) em territério paulista (Brigante & Espindola,
2003). Em seu trecho meédio, o rio Mogi-Guagu apresenta uma extensa
planicie alagavel, com mais de 90 lagoas marginais de dimensdes variadas e
diferentes graus de conectividade com o rio. Este trecho compreende a
regido de Cachoeira de Emas nos municipios de Pirassununga e Luis Antbnio
(SP), onde o género de peixe mais encontrado é o Hypostomus (Gongalves &
Braga, 2008).

Hospedeiro vertebrado

Os peixes sdo os vertebrados mais diversificados e os de maior
variagdo genética conhecida (Torres & Pereira, 2008), com aproximadamente
20.000 espécies descritas (Lowe- McConnell, 1999). Os peixes de agua doce
sdo responsaveis por 20 a 25% da biodiversidade de vertebrados e ha
indicios de que somente na América do Sul ocorram mais de 8.000 espécies,

tendo em vista apenas duas ordens descritas (Characiformes e Siluriformes)
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(Torres & Pereira, 2008). A biota de peixes de agua-doce da América do Sul
e Central sdo as maiores do mundo, mas a grande diversidade de animais é
com certeza subestimada. A resposta para tamanha diversidade € ainda
obscura, algumas hipoteses estdo concentradas entre processos geologicos
e/ou ecolodgicos (Reis et al, 2003).

Os peixes desse tipo de ecossitema oferecem uma oportunidade unica
para estudos biogeograficos e, isso acontece, pois, sua dispersdo depende
diretamente das conexdes que existem ou se formam entre rios e seus
afluentes. Com esses estudos € possivel entender a geologia e cronologia
dos eventos ocorridos nos rios de muitos anos atras (Berminghan & Martin,
1998; Montoya- Burgos, 2003; Chiachio et al, 2008).

A ordem Siluriformes compreende mais de 3093 espécies de peixes de
agua-doce e marinha, habitando todos os continentes, exceto a Antartida,
contudo mais de 50% das espécies, incluindo os loricarideos vivem na
América tropical (Da Silva et al, 2014, Silva et al, 2014).

A familia Loricariidae é a mais numerosa da ordem Siluriformes, com
800 espécies descritas e 300 reconhecidas, mas ainda sem descricao.
Estudos morfolégicos e moleculares suportam a monofilia dos loricarideos
(Lucena et al, 2012). A grande maioria dos loricarideos s&o peixes de fundo
(Covain & Fish-Muller, 2007; Ferraris Jr., 2007), geralmente de tamanho
pequeno a médio (Ferraris jr. 2007; Lucena et al, 2012; Reis et al, 2003). Os
exemplares pertencentes a essa familia apresentam caracteristicas proprias,
0 corpo coberto por placas 0sseas e labios modificados em uma espécie de
ventosa. Essas modificagdes possibilitam a colonizagdo de todos os tipos de
habitat. Com extenso numero de placas ésseas, os loricarideos possuem a
maior taxa de fosfato de calcio em seu corpo, em comparacédo a todas as
espécies ja analisadas para esse composto (Vanni et al, 2002), caracteristica
que os tornam importantes ecologicamente na dinamica de nutrientes de
muitos rios neotropicais (Knoll et al, 2009). Esta familia € composta de seis
subfamilias: Delturinae, Hypostominae, Hypoptopomatinae, Lithogeneinae,
Loricariinae e Neoplecostominae (Reis et al, 2006; Ferraris Jr., 2007).

Dentro dessa familia, particularmente no género Hypostomus, ha uma
grande semelhanga morfolégica entre as espécies, o que dificulta sua
identificacdo. Os peixes desse género sao nativos da América do Sul e
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abrigam espécies ornamentais e de consumo (Da Silva et al, 2014; Silva et
al, 2014). Somente na Bacia do Parana existem mais de 16 espécies de
Hypostomus conhecidas (Agostinho & Julio Jr., 1999). Os peixes da
subfamilia Hypostominae podem respirar facultativamente ar atmosférico,
caso a taxa de oxigénio dissolvido na agua esteja muito baixa. Estes animais
utilizam o estbmago, que possui inumeros capilares, como orgao respirador
acessorio (Mattias et al, 1998). S&o peixes obrigatoriamente de fundo e se
alimentam principalmente de um conjunto de detritos e algas (Buck &
Sazima, 1995). O género Hypostomus é confirmado e considerado
hospedeiro mais comum de tripanossomatideos (Ribeiro et al,1990). No
Brasil mais de 60 espécies de tripanossomas foram descritas em peixes
marinhos e de agua-doce como por exemplo Trypanosoma hypostomi, T.
chagasi, T. guaibensis, e T.lopesi, descritas em loricarideos. A alta
prevaléncia em cascudos pode ser consequéncia dos habitos semi-
sedentarios, que possibilita maior infestagcao por ectoparasitas, que por sua
vez transmitem os protozoarios (Froés et al,1978).

Os peixes do género Hypostomus sao popularmente conhecidos como
cascudos e as espécies de interesse para esse trabalho sdo: Hypostomus
albopunctatus (Regan, 1907), que apresenta uma distribuicdo ao longo da
bacia do Parana (Froese & Pauly, 2010), ocorre em trechos loticos e em
tributarios. Hypostomus regani (Ilhering, 1905) uma espécie encontrada nas
bacias do Parana, Paraguai e Uruguai (Britto, 2003; Froese & Pauly, 2010) e
Hypostomus strigaticeps (Regan, 1907), espécie abundante e amplamente
distribuida na bacia do Parana, especificamente na bacia do Tieté (Casatti et
al, 2005).

Género Trypanosoma

O filo Euglenozoa (Eukaryota, Excavata) compreende trés ordens:
Diplomida, Euglenida e Kinetoplastida, abriga animais com estilos de vida
diversos como: Euglenoza (autotrofos fotossintetizantes), heterdtrofos de
vida-livre como Bodo saltans e parasitas facultativos ou obrigatérios como o
género Trypanosoma (Stevens, 2008).

Com o aumento do numero de espécies descritas e o advento de

novos parametros taxondmicos, caracteristicas morfologicas, bioldgicas e
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moleculares tém havido alteragdes no posicionamento taxondédmico dos
membros do filo euglenozoa. Os organismos deste filo foram reclassificados
em 3 classes: Kinetoplastea, Euglenoidea e Diplonemea (Moreira et al, 2001;
Simpson & Roger, 2004).

Os membros da classe Kinetoplastea se caracterizam pela presenca
do cinetoplasto, que € uma regido especializada da unica mitocondria,
constituida por moléculas de DNA circular concatenadas, localizada na base
flagelar e que contém o DNA mitocondrial (Vickerman, 1976). Um estudo
recente baseado em filogenia molecular dividiu a classe Kinetoplastea em
duas subclasses: a) Prokinetoplastina, contendo as espécies basais
Ichtyobodo necator e Perkinsiella amoebae; b) Metakinetoplastina,
compreendendo a ordem Tripanosomatida e trés novas ordens, Eubodonida,
Parabodonida e Neobodonida. Esta classificacdo determinou que a ordem
Trypanosomatida abrigasse 11 géneros da familia Trypanosomatidae:
Phytomonas, Endotrypanum, Leishmania, Sauroleishmania e Trypanosoma
(ciclo de vida heteroxénico), Crithidia, Blastocrithidia, Wallaceina,
Leptomonas, Herpetomonas e (monoxénicos) Serglia, Argomonas,
Strigomonas, Wallaciomonas, Paratrypanosoma, Norrymonas (Moreira et al,
2004; Adl et al, 2012).

De acordo com os parametros taxonémicos tradicionais, que envolvem
caracteristicas morfolégicas e ciclo de vida, os cinetoplastideos foram
classificados em duas subordens: Bodonina e Trypanosomatina. As espécies
da subordem Bodonina apresentam 2 flagelos localizados em lados opostos,
sendo habitantes de ambientes aquaticos de agua doce ou salgada (vida
livre), ectoparasitas ou endoparasitas de animais aquaticos. A subordem
Trypanosomatina compreende protozoarios uniflagelados, endoparasitas
obrigatérios e pertencentes a apenas uma famila, Trypanosomatidae
(Vickerman, 1976; Moreira et al, 2004; Simpson et al, 2006). A familia
Trypanosomatidae € parasita de todas as classes de vertebrados, incluindo
seres humanos, plantas e invertebrados, principalmente insetos. Os parasitas
de plantas (Phytomonas) e vertebrados, géneros Leishmania e Trypanosoma,
podem ser patogénicos a seus hospedeiros a quem s&o transmitidos por
vetores invertebrados (Viola et al, 2008a e b;Teixeira et al, 2011; Borghesan
et al, 2013). Os tripanossomatideos sdo o grupo de maior sucesso de



21

parasitas na terra, incluindo muitas espécies de importancia médica,
veterinaria e econdmica (Simpson et al, 2004).

As espécies de Trypanosoma possuem uma distribuicdo global e
variavel, abrigando desde espécies hospedeiro-especificas a parasitas
generalistas. A gama vai de parasitas n&o patogénicos até aqueles altamente
patogénicos. Os artropodes s&o os vetores de tripanossomas de aves e
mamiferos, enquanto as sanguessugas transmitem os protozoarios entre os
vertebrados aquaticos ou para hospedeiros que tiveram qualquer parte do
seu ciclo de vida no ambiente aquatico. Os parasitas de anfibios e répteis
podem ser transmitidos por sanguessugas, moscas e mosquitos (Hoare,
1972; Stevens et al, 2001; Hamilton et al, 2004 2007; Ferreira et al, 2007,
2008; Viola et al, 2008a e b, 2009a e b).

O género Trypanosoma é vasto e diverso, compreendendo mais de
470 espécies nomeadas, parasitando um vasto numero de hospedeiros. Sao
de dificil deteccdo em microscopia optica quando analisados em hospedeiros
com baixa carga parasitaria. A divergéncia entre as espécies, a ampla
variedade de hospedeiros e a distribuicdo global sugerem que
tripanossomatideos teriam ao menos 100 milhdes de anos e datariam dos
primeiros vertebrados habitantes do planeta (Stevens et al, 2001; Hamilton et
al, 2004, 2007; Viola et al, 2009a). Os Kinetoplastidas sdao um grupo
facilmente reconhecido, todos compartilham o fato de serem parasitas de
vertebrados, além de possuirem uma morfologia caracteristica, na forma
tripomastigota, no sangue dos vertebrados. Outra caracteristica impar é a
presenca de uma unica mitocondria contendo moléculas de DNA
concatenadas. (Hoare, 1972; Lake et al, 1988; Vickerman, 1994). Esse kDNA
pode apresentar diferentes padrdées de distribuicdo, sendo uma massa
concentrada na base do flagelo (eukinetoplastea), podendo ser dispersa por
toda a mitocondria em pequenas por¢cdes de massas de tamanhos iguais
(polykinetoplastea), ou desigualmente distribuida em por¢des difusas e de
diversos tamanhos na mitocdndria (pankinetoplastea). Ndo somente essas
caracteristicas unicas atrairam a atencdo de estudiosos para esse grupo,
mas também a presencga de grupos de grande importancia médica e o fato de
kinetoplastideos de vida livre serem tdo abundantes e serem predadores

microbioloégicos de grande importédncia em ecossistemas aquaticos e
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terrestres. Todo esse interesse traz um grande desejo de se reconstruir uma
robusta filogenia do grupo para o melhor entendimento de sua evolugéo
geneética, bioquimica e estrutural (Moreira et al, 2004).

Estes organismos apesar de apresentarem a morfologia simples de
organismos unicelulares, possuem diversas estratégias e s&o capazes de
desenvolver as mais diferentes solugdes para os problemas comuns de ser
uma célula eucariotica. As peculiaridades dos kinetoplatidas s&o inumeras,
entre elas, presenca de trans-splicing, transcricdo policistronica e glicose
compartimentalizada (Simpson et al, 2006).

Embora capazes de recombinagdo génica os tripanossomas nao se
beneficiam da troca genética para validar sua taxonomia (Gaunt et al, 2003;
Borghesan et al, 2013). Diversos estudos tém demonstrado que
recombinacdes genéticas (reproducédo sexuada) sdo eventos raros entre os
tripanossomatideos que, em geral, se propagam na natureza como
populagdes clonais, apesar da formagao de hibridos ja ter sido sugerida em
T. cruzi (Gaunt & Miles, 2000). Entretanto, os estudos de diversidade
genética demonstram que a estrutura populacional dos tripanossomatideos é
basicamente clonal e que, se existentes na natureza, recombinag¢des sao

muitos esporadicas (Tibayrenc, 1995).

Evolugao dos tripanossomatideos

Duas origens evolucionarias tem sido propostas para o género. A
primeira adota que os parasitas tenham vindo de um hospedeiro vertebrado e
teriam evoluido de um parasita intestinal. Outra teoria traz esses protozoarios
como originados de um Trypanosoma parasita de invertebrado. No centro da
resolucdo dessa teoria estda uma problematica ainda maior, teriam os
parasitas uma unica origem evolucionaria? Seriam eles monofiléticos? O
primeiro estudo filogenético, baseado na comparag¢ao dos genes mitocondrial
e ribossomal RNAs (rRNA), mostraram o grupo como sendo parafilético.
Entretanto a inclus&o de outros taxons e de uma ampla gama de hospedeiros
suportaram a teoria do grupo ser monofilético (Maslov et al,1996; Hamilton et
al, 2004; Stevens, 2008).

Baker (1963) afirmou que o género Trypanosoma gera muitas

especulagdes sobre seu surgimento e origem. Afirmou ainda que em 1904
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Léger propOGs que os tripanossomas teriam se originado dos biflagelados
tripanoplasmas, mais tarde porém nesse mesmo ano ele sugeriu que alguns
tripanossomas poderiam ter se originado dos uniflagelados Leptomonas,
parasitas de intestino de invertebrados, com isso ele afirmava o grupo como
sendo difilético, com alguns se originado de tripanoplasmas e tendo o flagelo
situado na parte posterior e outros se originando de leptomonas e que
ficaram com o flagelo situado na parte anterior. Mostrou que em estudo de
1906 Woodcock expressou suas afirmacdes sobre os flagelados terem
derivado de parasitas intestinais de insetos. Em 1908 Brumpt relatou a
transmissao transovariana de tripanossomas de agua doce de sanguessugas
para seus descendentes, com isso ele sugeriu que as sanguessugas seriam
os primeiros hospedeiros dos tripanossomas. Essa hipdtese foi refutada
pensando que se os tripanossomas poderiam ser passados de geragao para
geragao de hirudineos n&o havia necessidade de se parasitar vertebrados e
por isso a evolugédo ndo podia ser explicada. Em mesmo estudo Baker (1963)
afirmou que em 1910, Hartmann & Jollos publicaram arvores filogenéticas
mostrando a origem dos tripanossomatideos de um unico ancestral comum
que seriam leptomonas. Com estudos posteriores se chegou ao consenso
que realmente o ancestral dos flagelados seriam mesmo os parasitas do
intestino de invertebrados.

A hipotese de que os flagelados teriam evoluido de parasitas do trato
intestinal de insetos € aceita, a proximidade morfolégica em algum estagio da
vida de todos os tripanossomatideos faz com que seja altamente provavel
eles terem evoluido de um grupo ancestral comum. Na histéria evolutiva é
dificil imaginar como uma grande variedade de insetos ndo hematéfagos
teriam se tornado hospedeiros desse grupo de parasitas, isso somente seria
explicado caso o propio inseto tenha sido o primeiro hospedeiro, qualquer
tentativa de transferéncia desses flagelados de vertebrados para esses
invertebrados parece improvavel (Baker, 1963).

Em estudos posteriores as evidéncias sugerem a monofilia do grupo
que possui uma unica origem evolucionaria. O ancestral mais provavel seria
um Trypanosoma parasita de inseto. De uma uUnica origem os parasitas
teriam irradiado para todas as classes de vertebrados e passaram a possuir
uma larga variedade de vetores. As filogenias propostas até o momento
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mostram que os tripanossomas de peixes se acumulam todos em um unico e
bem suportado clado, nas arvores filogenéticas de gGAPDH e nas de SSU
rRNA no chamado “clado aquatico”, que inclui todos os hirudineos
transmissores de Trypanosoma sp. (Hamilton et al, 2004; Stevens, 2008).

Concomitante, essa evidéncia sugere o seguinte cenario: O primeiro
Trypanosoma provavelmente parasita de um inseto sugador, sofreu uma
adaptacdo e se tornou dependente de um hospedeiro vertebrado, dando
entdo origem aos outros tripanossomas, como sugerido por Hoare (1972).
Essa mudanga de inseto hospedeiro para inseto transmissor foi
provavelmente um evento terrestre. A adaptacdo para a transmissao de
tripanossomas para peixes e anfibios, por hirudineos aquaticos, seria um
evento secundario como sugeridos por Maslov et al (1996); Hamilton et al
(2004) e Stevens (2008).

As analises filogenéticas baseadas na subunidade menor do gene 18S
(SSU rRNA) e o gene glyceraldehnyde 3- phosphate dehydrogenase
(gGAPDH) unicas e combinadas, mostram os tripanossomas como sendo
monofiléticos com o género dividido em oito clados bem suportados (Figura 1).
O "Clado cruzi”, que inclui dois tripanossomas de mamiferos do novo mundo
(T. cruzi e T. rangeli) além de tripanossomas de morcegos do novo e velho
mundo e um tripanossoma de canguru australiano e tripanossomas de uma
grande variedade de roedores, uma espécie em lagomorfos e uma na ordem
insectivora. O "Clado brucei”, que abriga tripanossomas de mamiferos
africanos que s&o transmitidos por moscas tse-tse, a maioria sendo
patogénica para animais domésticos (T. brucei, T. congolense, T. evansi, T.
simiae e T. vivax), sendo que duas espécies de T. brucei sdo patogénicas
para o homem. O "Clado de aves” que possuem tripanossomas de aves e
artrépodes. O 7"Clado lagartos e serpentes” que abriga espécies de
tripanossomas de cobras e lagartos "Clado crocodilianos” onde estdo os
tripanossomas de jacarés e crocodilos e finalmente o "Clado aquatico” que
inclui principalmente tripanossomas de vertebrados aquaticos e anfibios,
apesar de pertencerem a esse clado também uma espécie de tripanossoma
de tartaruga e uma espécie de tripanossoma de ornitorrinco. Dos clados
aceitos todos, exceto o clado aquatico é predominante ou restrito a uma
classe de hospedeiros vetebrados. No clado aquatico existe uma restricao
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em dois subclados, formados por tripanossomas de anuros e outro por
tripanossomas de peixes, nesse ultimo porém os hospedeiros nado sao
monofiléticos incluindo peixes cartilaginosos e teleosteos. No caso dos
hospedeiros invertebrados cinco dos oito clados aceitos apresentam restricao
a um hospedeiro vetor (Hamilton et al, 2007).
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Figura 1: Filogenia do género Trypanosoma baseada nos marcadores moleculares SSU
rDNA e gGAPDH. Modificado de Fermino et al (2015).
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Os animais dos filos Annelida e Arthropoda descenderam de um grupo
ancestral comum e divergiram no curso da evolugdo no periodo pré
cambriano, muito antes do surgimento dos vertebrados. Existem, portanto,
trés explicacbes para a presenca de tripanossomas tanto em insetos como
em anelideos, isso levando em conta que os flagelados sdo monofiléticos e
teriam sido primeiro parasitas de invertebrados: a primeira seria que os
tripanossomas de hirudineos e vertebrados aquaticos teriam todos evoluido
desses insetos, outra hipotese seria que os tripanossomas de insetos
evoluiram dos encontrados em sanguessugas e por ultimo a hipétese que os
dois grupos de tripanossomas seriam descendentes de um parasita
encontrado no ancestral comum desses animais. As analises das variagdes
de desenvolvimento do parasita no seu hospedeiro, bem como os eventos
evolucionarios necessarios para explicar sugerem a terceira proposta como a
mais plausivel e passivel de aceitacdo. A conhecida presenca de leptomonas
no intestino de moluscos, nematddeos e rotiferas sugerem que os
tripanossomatideos estavam presentes em animais invertebrados muito
antes da divergéncia dos grupos de anelideos e artropodes, isso pois
acredita-se que moluscos, nematodeos e rotiferas tiveram seu processo de

diferenciagdo anterior aos Annelida e Arthopoda (Baker, 1963).

Hospedeiro invertebrado

Os hirudineos pertencem ao filo Annelida e classe Hirudinea, com
cerca de 500 espécies de sanguessugas encontradas em ambientes
marinhos e dulcicolas. A Classe Hirudinea é dividida em 3 subclasses:
Branchiobdellida, Achantobdellida e Euhirunea, a ultima abrigando a maioria
das sanguessugas. Existem espécies de hirudineos consideradas
predadoras, mas na sua grande maioria, sdo ectoparasitas sanguineas de
um grande numero de hospedeiros. Apesar de serem raramente restritas a
uma especie de hospedeiro, estudos mostram que as sanguessugas
parasitam apenas uma classe de vertebrados. As sanguessugas de agua
doce estdo distribuidas por varias regidbes na America do sul onde
predominam espécies da familia Glossiphoniidae (ordem Rhynchobdellida) e
da subordem Hirudiniformes (ordem Arhynchobdellida).
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Desenvolvimento e ciclo biolégico

As formas dos parasitas encontrados nos peixes sdo as
tripomastigotas (Eiras, 1994; Woo, 1995).

Em peixes, o ciclo de vida da maioria dos tripanossomas é
desconhecida, mas os hirudineos tém sido identificados como os hospedeiros
e vetores dos tripanossomas para peixes de agua doce (Khan, 1976; Jones &
Woo, 1991). Hirudineos também sdo os vetores provaveis para
tripanossomas de peixes marinhos, especialmente no hemisfério norte,
embora muitas vezes, a transmissdo nao seja comprovada (Hayes et al,
2014).

A patogenia das tripanossomiases de peixes € pouco conhecida. Os
estudos que vém sendo realizados estdo geralmente relacionados a
infeccbes experimentais. (Becker, 1977; Eiras et al, 1990; Eiras et al, 2008).
Apesar da maioria dos peixes infectados serem assintomaticos, a infeccao
severa pode provocar sinais como anemia, esplenomegalia, hipoglicemia
(Islam & Woo, 1991b; Su et al, 2014).

Os hirudineos que parasitam peixes, o fazem apenas temporariamente
para se alimentarem. Em infestagcdes severas, sanguessugas podem causar
anemia e até morte do hospedeiro, quadro que pode ser agravado se
associado ao numero elevado de flagelados presentes no sangue do animal
(Islam & Woo, 1991a; Woo, 1995; Thatcher, 2006).

O fator de condic¢ao representa um indicativo quantitativo do estado de
saude do peixe (Vazzoler, 1996). As analises das variacbes deste fator,
encontrados entre populagdes e ou entre individuos, podem ser usados para
demonstrar os efeitos que algumas situagdes, tais como a qualidade do
ambiente ou disponibilidade de alimento, podem ter nos organismos (Bolger
& Conolly, 1989). Por ser uma medida dependente da saude do animal,
tembém pode ser efetiva para indicar os efeitos dos parasitas em seus
hospedeiros, tanto em ambiente natural como artificial (Ranzani-Paiva et al,
2000).

O fator de condicao e a presenga ou abundancia de certas espécies de
parasitas sao variaveis (Ranzani-Paiva et al, 2000). Geralmente um peixe &
naturalmente infectado por algumas espécies de parasitas que coexistem,
cada hospedeiro abriga uma infracomunidade de parasitas (Bush et al, 1997).
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O desenvolvimento do parasita nos peixes compreende varias etapas
com caracteristicas distintas, com uma fase patente e uma crénica, sendo
esta ultima de longa duragdo. Em espécies polimérficas a forma
tripomastigota é tipica da fase crbénica. Estudos mostram que ndo ocorrem
divisbes ou mudangas de fase do parasitas, sugerindo que os tripanossomas
de peixes se multiplicam exclusivamente no vetor. (Lom, 1979; Lom &
Dykova, 1992; Eiras, 1994; Eiras et al, 2008).

O desenvolvimento de tripanossomas em sanguessugas ocorre
inicialmente no ceco ou no estdbmago dos invertebrados com formas
epimastigotas em divisdo, posteriormente ocorre uma migragdo para a
proboscide onde sdo encontradas as formas metaciclicas, que serdo depois

transmitidas ao hospedeiro vertebrado (Martin & Desser, 1991).

Taxonomia de tripanossomatideos

Ao contrario dos tripanossomas de mamiferos, existem poucos
parametros taxondmicos claramente definidos e utilizados pela comunidade
cientifica para a classificacdo de tripanossomas de anfibios, répteis, aves e
peixes (Hoare & Wallace, 1966).

O conhecimento de tripanossomas de peixes marinhos na Africa do
Sul, em 2006, estava limitada a trés espécies nomeadas com base em seus
hospedeiros vertebrados e, até o momento, os estudos sobre relagdes
filogenéticas entre tripanossomas e peixes séo limitados a espécies de agua
doce (Hayes et al, 2014).

Os ciclos de vida de tripanossomas revelam problematicas frequentes,
além disso as relagdes filogenéticas entre estes flagelados sédo incertas. Em
espécies de peixes de agua doce predominam os estudos filogenéticos de
tripanossomas, utilizando sequéncias de rDNA 18S. Apenas algumas
espécies marinhas, como Trypanosoma boissoni (Ranque, 1973) e
Trypanosoma senegalense (Ranque,1973) oriundos do Senegal,
Trypanosoma  pleuronectidium  (Robertson,1906) e Trypanosoma
murmanense (Nikitin,1927), da Noruega, possuem estudos envolvendo

biologia molecular (Hayes et al, 2014).
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A descricdo de novas espécies de tripanossoma de peixes envolve
diversos problemas, como a grande variedade de hospedeiros, a grande
distribuicdo geografica e morfometria dos parasitas.

Existem poucas informag¢des sobre a diversidade genética, relagbes
filogenéticas, gama de hospedeiros, vetores, ciclo de vida e distribuicdo
geografica desses parasitas. Consequentemente a taxonomia desse grupo
continua problematica (Teixeira et al, 2011; Lima et al, 2012).

Diversas espécies de tripanossomas estdo descritas em diversos
grupos de vertebrados, porém algumas dessas espécies podem ser
sinbnimos. A identificagcdo taxondmica convencional de tripanossomas de
peixes € baseada nas diferencas das caracteristicas morfolégicas dos
parasitas (Lopes et al, 1989; Eiras et al, 1990). Outro método inconclusivo € a
classificagcdo baseada na especificidade do hospedeiro, essa teoria se torna
fraca pela facilidade em se obter infecgdo cruzada experimental (Viola et al,
2008b, Viola et al, 2009b). Até recentemente, identificacdo de géneros e
espécies de tripanossomas eram baseadas na morfologia, comportamento e
caracteristicas bioquimicas dos parasitas, além da analises de seus
hospedeiros e origem dos mesmos. No caso de tripanossomas com mais de
um hospedeiro, particularmente a espécie T. cruzi o estudo era facilitado pela
existéncia do ciclo de vida envolvendo insetos hematofagos, animais
silvestres e domésticos bem como seres humanos. Isso ndo ocorre porém
com tripanossomatideos parasitas exclusivamente de insetos por exemplo,
que sao morfologicamente indistinguiveis, os outros fatores comumente
utilizados para descricdo de novas espécies também ndo funcionam nesse
caso pois as espécies de tripanossomas, bem como os insetos que as
abrigam, sdo encontrados em uma distribuicdo mundial, além da
possibilidade de um inseto abrigar mais de uma espécie de
tripanossomatideo. Todas essas problematicas enfraquecem o tradicional
sistema de taxonomia que vinha sendo proposto (Borghesan et al, 2013)

A taxonomia tradicional ndo possibilita a determinacdo de novas
espécies com seguranga, devido em grande parte ao pleomorfismo dos
parasitas do género Trypanosoma. Técnicas moleculares tém sido mais

efetivas quando aplicadas nas determinagdes taxondmicas envolvendo
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tripanossomas (Figueroa et al, 1999; Karlsbakk & Nylund, 2006; Gu et al,
2007a; Gu et al, 2007b).

A taxonomia dos Tripanossomatideos adquiriu a atual forma depois
que Hoare & Wallace (1966) propuseram um critério para definicdo de
género, baseado em fendtipo e ciclo de vida. Esse critério resolveu a
desordem vigente na taxonomia de tripanossomatideos, porém ainda mostra
problemas. Um problema recorrente era resultado da dificuldade no
reconhecimento dos morfotipos utilizados para definir cada género, que
requeria especialista e treinamento. O critério ainda esbarrava em outra
problematica, nem todos o0s novos tripanossomatideos descritos se
encaixavam no modelo de género propostos por Merzlyak et al (2001),
Svobodova et al (2007) e Lima et al (2012).

Vem se tornando evidente que a analise molecular pode promover
uma reavaliagdo da taxonomia do grupo de tripanossomatideos. Uma
abordagem interessante seria a separagdo das espécies de Trypanosoma
baseando-se nas linhagens de seus ancestrais, além dos critérios ja
utilizados como o fendtipo do parasita, especificidade e origem do
hospedeiro. Analises moleculares, morfologia, informagdes sobre o
comportamento e biogeografia do hospedeiro contribuem e sdo de grande
valia para designacdo de uma espécie de Trypanosoma (Borghesan et al,
2013).

O conhecido polimorfismo de tripanossomas sanguineos pode
facilmente ser efeito da ocorréncia de infec¢gdes mistas. Estudos moleculares
tem revelado um grande numero de parasitas encontrados na natureza e que
apresentam formas indistinguiveis. Todos esses fatores impedem a correta
avaliacdo de toda a colecdo de tripanossomas existentes, sua diversidade,
seus hospedeiros e seu alcance geografico (Fermino et al, 2015).

Marcadores moleculares

Os genes nucleares de DNA ribossomal (rDNA) dos
tripanossomatideos possuem uma estrutura complexa e caracteristica, com
um dos mais complexos padrdes de moléculas de RNA. Os genes de rDNA
(18S e 24S) sempre foram considerados adequados para se realizar testes

de inferéncias de relacionamentos filogenéticos, isso ocorre principalmente



31

porque esses genes se apresentam em todos os organismos, além de
possuirem uma equivaléncia funcional. A regido geralmente escolhida para
as analises € a subunidade menor (SSU), devido a sua facilidade de
amplificagdo por PCR, seu tamanho e o fato de possuir regides variaveis
flanqueadas por regides conservadas. Estudos utilizando sequéncias de SSU
rDNA tém contribuido para o esclarecimento de questdes filogenéticas e
evolutivas dos tripanossomas. (Hernandez et al, 1990)

O clado tripanossoma é de dificil determinagdo em decorréncia de
problemas de alinhamento envolvendo o 18S rDNA com regides de muita
variagdo de nucleotideos e grande numero de insergdes e delegbes. Por
esses e outros motivos, analises filogenéticas utilizando a sequéncia total do
18S e outros genes vem sendo utilizadas (Hamilton et al, 2004, 2007; Austen
et al, 2009). Essas sequéncias de genes adicionais podem vir a resolver a
filogenia do grupo (Viola et al, 2009a).

O sequenciamento (barcoding) da regido variavel V7V8 da SSU rDNA
(Figura 2) foi confirmada como uma ferramenta poderosa para avaliar a
diversidade genética dos tripanossomatideos em geral (Maia da Silva et al,
2004; Ferreira et al, 2007,2008; Viola et al, 2008a, 2009 a, b e Lima et
al,2012).

SSU LsSuU

A ——
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Figura 2: Esquema do fragmento V7V8 (SSU rDNA).

As sequéncias V7V8 séao suficientes para distinguir as espécies, sao
uteis para analises de polimorfismo e relagbes genéticas entre espécies
préximas, além de poderem ser incluidas em largas sequéncias para inferir
filogenias. Entretanto, apesar de possibilitar a distingdo entre espécies de
Trypanosoma o uso parcial ou total apenas da SSU rDNA é considerada
insuficiente para analisar nos niveis especificos da filogenia. Por todos esses
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motivos, o sequenciamento do gGAPDH vem sendo utilizado na filogenia
desses grupos. (Viola et al, 2009 a, b).

O gene gGAPDH (Figura 3) aparenta ser um grande candidato para
reconstrugao da filogenia do género Trypanosoma, pois evolui lentamente em
comparagao a SSU rDNA. O gene em questéo (glyceraldehyde 3- phosphate
dehydrogenase) € uma enzima glicolitica essencial, por ser um gene de copia
unica, os genes codificantes de proteinas trabalham com restrigdes
evolutivas bem diferentes e por isso o estudo desses genes podem
complementar as analises baseadas em SSU rDNA. Esse gene possui menor
taxa de evolucdo molecular, tornando-se, portanto, uma boa op¢do para
estudos evolutivos em escalas de tempo maior. O gene gGAPDH vem sendo
estudado em membros de todas as trés ordens do filo Euglenozoa, incluindo
0s proprios tripanossomatideos, um Bodonida (Wiemer et al, 1995), um
Euglenida (Henze et al, 1995) e dois diplonemidas (Qian & Keeling, 2001) e
ja existem diversas sequéncias disponiveis (Hamilton et al, 2004).

CGAPDH ,/  QgGAPDH  gGAPDH

Figura 3: Esquema da regiao gGAPDH.

Filogenia de tripanossomatideos

Existe um consenso no estudo do género Trypanosoma que o divide
em dois grandes clados: terrestre e aquatico. No clado terrestre estdo
inseridos os tripanossomas de maior interesse médico e veterinario. O clado
aquatico estaria dividido em dois grupos principais, um cujo vetor séo
sanguessugas, isoladas de peixes de agua doce e salgada, de ornitorrinco e
de tartaruga. O outro grupo € formado por tripanossomas de anuros e um
isolado de camaledo. O posicionamento do clado aquatico nas analises
filogenéticas do grupo gera algumas questdes, alguns trabalhos sugerem que
este seja o grupo irmédo dos demais tripanossomas (Hamilton et al, 2004,
Stevens et al, 2001) e outros que esse seja uma irradiagdo interna ao género
(Wright et al, 1999; Martin et al, 2002).
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A combinagao de técnicas moleculares e analises morfolégicas é a
melhor estratégia para identificagdo de espécies até o momento (Svobodova
et al, 2007; Yurchenko et al, 2008, 2009; Viola et al, 2009 a, b); Maslov et al,
2010; Lima et al, 2012). A gradual melhora e mudancgas nas classificacdes é
uma parte da dindmica taxonémica que apresenta constantes descobertas.
Existem estudos que separam as espécies baseando-se em linhagens
ancestrais descendentes substituindo critérios como fendtipos, geografia e
hospedeiros de origem, no entanto concomitantemente as informacoes
filogenéticas, as caracteristicas bioldgicas, morfolégicas, comportamentais
bem como biogeograficas s&o de extrema importancia para a designacéo de
novas espécies (Borghesan et al, 2013).

Em geral, no entanto, apesar dos parasitas de peixes representarem
modelos importantes para estudos ecologicos e evolutivos, apenas alguns
deles sao atualmente examinados em detalhe, o que limita o conhecimento
da biodiversidade. (Scholz & Choughury, 2014).

Interagbes entre espécies € a forma fundamental de entender os
padroes macro evolutivos e de diversificacdo. Um dos mais relevantes
exemplos de interacdo inter-especifica € o padrdo co-evolutivo entre
hospedeiros e parasitas. Nessas interagdes, a co-especiacdo pode surgir se
os dois organismos dividem uma historia evolutiva comum, e nesse caso 0s
parasitas seguem os eventos de especiagdo do seu hospedeiro (Nieberding
et al, 2008). A histéria é favorecida pela forga da relagdo parasita-hospedeiro
bem como o alto nivel de especiagdo entre hospedeiro e parasita e a
capacidade de transmissdo vertical de parasitas entre os hospedeiros. No
nivel filogenético, a historia comum entre dois taxons & melhor observado em
arvores filogenéticas congruentes (Nieberding et al, 2008).

A co- especiagao € um processo em constante evolugéo, porém a co-
diferenciagdo entre linhagens de um hospediero e seu parasita devem ser
detectaveis nos niveis intraespecificos (Nieberding et al, 2008). Em geral
hospedeiros simpatricos e filogeneticamente relacionados que dividem o
mesmo nicho ecologico, exibem comunidades semelhantes de parasitas,
estas determinadas por semelhanga nos recursos e possivelmente pela
fisiologia do hospedeiro. Entretanto a troca de hospedeiro pode enfraquecer
esses links evolutivos. Aléem de que algumas espécies podem infectar
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hospedeiros entre pouca ou grande distancia filogenética. A similaridade
entre parasitas geralmente diminui com o aumento da distancia geografica
entre as populagdes de hospedeiros (Garcia et al, 2011).

O numero de estudos filogenéticos de tripanossomas de peixes tem
aumentado nos ultimos anos, estes focados em parasitas coletados
diretamente do sangue de peixes europeus, africanos e asiaticos. Os
resultados mostram que os estudos moleculares e filogenéticos s&o
necessarios para a identificacdo dos tripanossomas de peixes brasileiros
(Lemos et al, 2015).

Existe uma crescente evidéncia de que as histérias evolutivas de
hospedeiros e parasitas estdo associadas e, consequentemente os parasitas
podem servir como representantes para entender a histéria evolutiva.
Filogeografia comparativa e biogeografia de hospedeiros e seus parasitas
obrigatérios podem revelar as impressdes deixadas em espécies
contemporaneas, de processos evolutivos como a co-evolugao, dispersao e
colonizagéo (Fermino et al, 2013).

Os tripanossomas de peixes constituem um grupo amplamente
distribuido, porém, esta entre os menos estudados do género Trypanosoma.
Embora estes tripanossomas apresentem um grande numero de espécies
hospedeiras e, desta forma, sejam amplamente distribuidos no mundo,
apenas poucos isolados foram analisados em estudos filogenéticos.

Informagdes mais confiaveis sobre a diversidade de tripanossomas de
peixes e seu relacionamento com tripanossomas de outros hospedeiros
necessitam da analise de um grande numero de isolados, de diferentes
regides e hospedeiros, com a utilizacdo de diversos métodos de analise de
polimorfismos e filogenia, baseados em genes e sequéncias distintas.
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JUSTIFICATIVA

A maioria dos estudos sobre tripanossomas de peixes se restringe a
descrigdes morfolégicas. Embora os parametros taxondmicos tradicionais,
tais como morfologia e hospedeiro de origem, sejam insuficientes, estes séo
ainda adotados na classificacdo e pouco se conhece sobre variabilidade
genética, posicionamento taxonémico e filogenia desses tripanossomas. Um
aspecto muito peculiar e interessante desses tripanossomas € a transmissao
de suas espécies por sanguessugas (vetores aquaticos).

As diferentes analises filogenéticas geraram controvérsias sobre o
posicionamento desse grupo nas filogenias do género Trypanosoma. N&o
existem informagbes sobre a diversidade morfolégica e molecular,
relacionamentos genéticos e filogenia de tripanossomas de peixes sul-
americanos, onde se concentra grande parte da diversidade desses
hospedeiros.

Portanto, considerando que existem poucos estudos sobre
tripanossomas de peixes brasileiros e que a diversidade genética, filogenia e
taxonomia dos tripanossomas de peixes em geral sdo aspectos ainda pouco
explorados e bastante controversos, novos estudos nessa area séo de
grande importancia. Com base nesses dados um estudo molecular poderia

alterar o numero de espécies, além de confirmar possiveis novas espécies.
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OBJETIVOS

- Caracterizar, baseando-se em dados morfologicos e morfométricos, as
diferentes formas de Trypanosoma observadas em infec¢gdes naturais de
hirudineos e peixes do género Hypostomus.

- Caracterizar por técnicas moleculares os exemplares de Trypanosoma
encontrados no sangue dos cascudos e hirudineos vetores em infecgoes
naturais.

- Determinar graus de relacionamento genético e inferir relagdes filogenéticas
entre tripanossomas encontrados neste estudo e isolados de outras regides
do mundo, e entre espécies de tripanossomas de outras espécies de peixes e
hirudineos, com base na sequéncia dos genes V7V8 (SSU rDNA) e
gGAPDH.

- Analisar padrdes filogenéticos dos tripanossomas e dos respectivos peixes
hospedeiros.

- Identificar os hospedeiros invertebrados dos tripanossomas de peixe.
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MATERIAL E METODOS

Local de coleta

As coletas foram realizadas no Rio Mogi-guagu, (Figura 4 (A))
Cachoeira de Emas, municipio de Pirassununga, SP (21°55'65"S e
47°22'37"W) (Figura 4 (B)).

Os parametros indicadores de qualidade de agua foram: Coloragéao
marrom, a quantidade de oxigénio dissolvido variou entre 6 a 9mg/L (padrao
CONAMA >5), pH entre 6 a 8U. pH (padrao CONAMA 6 até 9), temperatura
da agua entre 20,1°C a 29,1°C (sem padrdao). Para os parametros
ecotoxicologicos o rio € considerado néo téxico. Em relagcdo aos parédmetros
fisicos e quimicos, ndo atenderam os padroes de qualidade da resolugcao
CONAMA em trés parametros: aluminio dissolvido, ferro dissolvido e fosforo
total. Os padrées hidrobiologicos (nivel de clorofila-a e feofitina-a) e
microbioldgicos (Numero de unidades formadoras de coldnias de Escherichia
coli) estdo dentro da normalidade exigida pela resolugéo.
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Figura 4: Rio Mogi-Guagu, Cachoeira de Emas, Pirassununga, SP. A: Vista da barragem . B:
Local da coleta.

Coleta de peixes
Trés espécies de Hypostomus (Figura 5,Figura 6 € Figura 7) foram
coletados mensalmente, entre agosto de 2012 e junho de 2014.
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Figura 5: Exemplar de Hypostomus strigaticeps.

Figura 6: Exemplar de Hypostomus regani.
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Figura 7: Exemplar de Hypostomus albopunctatus.

Os peixes foram coletados com auxilio de tarrafas e mantidos em
tanques circulares de 1000 L (Figura 8 A)), € ou em tanques retangulares de
5000L (Figura 8 B)) no Centro de Pesquisa e Gestdo dos Recursos
Pesqueiros Continentais do Instituto Chico Mendes de Conservagao da
Biodiversidade — CEPTA/ICMBIio. Em seguida foi realizada a biometria antes
da coleta de sangue. Apds a coleta de sangue, os peixes amostrados foram

devolvidos ao rio.

Figura 8: Tanques de manutengcdo do CEPTA/ICMBIO. A: Tanques circulares. B: Tanques
retangulares.
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Coleta de Hirudineos

Os ectoparasitas foram coletados em ambiente natural, retirados da
superficie externa dos peixes com auxilio de pinga (Figura 9). Alguns
exemplares foram distendidos em concentragdes crescentes de etanol,
fixadas em tampéo de formol 10% e depois conservados em etanol 70%,
para posterior identificacdo e disseccdo para procura de formas
tripomastigotas no tubo digestorio (Moser et al, 2006). Outros hirudineos
foram mantidos vivos para diferentes finalidades: criagdo em laboratério para
obtengdo de geragbes livres de infecgdo, para analises moleculares,
preparagdes histoldégicas e preparagdes em microscopia eletrbnica de

varredura.

Figura 9: Hirudineos na superficie externa do cascudo.

Criacdo e Manutencao de hirudineos

Para a manutencao, os hirudineos foram colocados em recipientes
pequenos com agua declorada, a temperatura ambiente e alimentados com
figado de camundongo (fragmentos de figado fresco adicionados ao aquario
duas vezes por semana, por periodos de uma a duas horas, e na sequéncia
efetuada a troca da agua do recipiente). Seguindo Letch (1979, 1980), os
hirudineos foram mantidos junto ao progenitor até o momento do primeiro

repasto sanguineo. Assim os jovens foram retirados do ventre da
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sanguessuga adulta com um pincel macio (Letch, 1979) e separados em dois
grupos, o primeiro mantido em aquarios para obtengao de geragdes futuras, o
segundo grupo para se alimentar de peixes infectados obtidos em ambiente
natural.

Alguns hirudineos adultos foram preparados para identificagdo por
analise morfologica.

Histologia

As sanguessugas foram fixadas em formol 10%. As amostras fixadas
passaram pelo processo de desidratacdo, utilizando alcool etilico em
concentragbes crescentes (70°GL, 80°GL, 90°GL e Absoluto), em seguida
foram diafanizadas em xilol e incluidas em parafina.

O material emblocado foi cortado em micro6tomo, com espessura de Sum.
As laminas foram desparafinadas, coradas com Hematoxilina e Eosina e

montadas em balsamo do Canada.

Microscopia Eletronica de Varredura

As sanguessugas foram colocadas em tubos conicos e preparadas para
exame sob microscopia eletrénica de varredura:

- Lavagem com tampé&o cacodilato, por 30min (3x10’)

- Fixagdo em glutaraldeido 2,5% por 24horas.

- Segunda lavagem com tamp&o cacodilato, por 30min (3x10’)

- Fixagdo com tetréxido de ésmio por 1 hora.

- Terceira lavagem com tampé&o cacodilato, por 30min (3x10’).

ApOs essas etapas as amostras passaram pelo processo de desidratagao
em ordem crescente de alcoois do 50°GL a Absoluto com 30min de duracao
para cada alcool. As amostras, apos a desidratacdo, foram submetidas ao
ponto critico, montagem em stubs, metalizacdo em ouro e analises ao

Microscopio Eletrénico de Varredura.

Esfregaco Sanguineo

O sangue dos peixes foi obtido, por de puncéo cardiaca (Figura 10) com
auxilio de uma seringa de 1mL. Foram retiradas cinco aliquotas de 5ul com
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as quais foram confeccionadas cinco laminas de extensdo em camada
delgada, que foram fixadas em metanol e coradas com Giemsa para
pesquisa de flagelados.

Figura 10: Puncao cardiaca em Hypostomus strigaticeps.

Analise Morfométrica

Para avaliagdo das caracteristicas morfolégicas das formas
tripomastigotas, imagens dos parasitas foram capturadas em fotomicroscopio
através do programa Leica Image Manager IM 50°, e medidas (Figura 11)
seguindo os parametros: comprimento do corpo (CC), comprimento do flagelo
livre (FL), distadncia da parte posterior até o nucleo (PN), distancia da parte
anterior até o nucleo (AN), largura do corpo (LC), largura do nucleo (LN),
comprimento do nucleo (CN), area do nucleo (ArN), largura do cinetoplasto
(LK), comprimento do cinetoplasto (CK), distancia do cinetoplasto a
extremidade posterior (DKP) e area do cinetoplasto (ArK). Para o
estabelecimento do indice flagelar (IF), indice nuclear (IN), do volume nuclear
(VN) e volume do cinetoplasto (VK) foram utilizadas férmulas segundo Lopes
et al (1989) e Eiras et al (1990).
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Figura 11: CC: comprimento total do corpo (sem flagelo), FL: comprimento do flagelo
livre, PN: distancia da extremidade posterior ao nucleo, AN: distancia da extremidade anterior
ao nucleo, LC: Largura do corpo, LN: largura do nucleo, CN: comprimento do nucleo, LK:
largura cinetoplasto, CK comprimento do cinetoplasto, DKP: distancia do cinetoplasto a
extremidade posterior.

Para o estabelecimento do indice flagelar (IF), indice nuclear (IN), do volume nuclear
(VN) e volume do cinetoplasto (VK) foram utilizadas as seguintes férmulas (Lopes et al, 1989;
Eiras et al, 1990).

__cC _ _PN

IF= —Z— IN= — A —
T

VN e/ou VK = —— D1.D2 x (D1.D2)

6
Onde D1 e D2 sédo as medidas do comprimento e largura do nucleo e/ou cinetoplato.

Cultura dos parasitas

Foi testado o meio proposto por Ahmed et al (2014) para o cultivo das
formas tripomastigotas sanguineos.

Foram feitas quatro coletas para os experimentos de cultura, sendo
utilizados 18 peixes, seis exemplares de cada espécie. Tubos falcon de 15
mL contendo 1mL de meio de cultura LIT foram levados para o campo, ja
refrigerados. Antes da utilizagdo, os tubos contendo meio foram deixados a
temperatura ambiente e nesses foram inoculados 0 mesmo volume de
sangue (1mL) de peixes, retirado por pungdo cardiaca. Os tubos foram
lacrados e mantidos a temperatura ambiente até a chegada ao laboratorio
onde foram armazenados em estufa com temperatura controlada de 25°C. A
cada quatro dias os meios contendo os parasitas foram examinados e foram

feitas ldminas para pesquisa de evidéncia de divisdo dos parasitas.

Analise Estatistica
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A prevaléncia e a densidade foram calculadas segundo os critérios
definidos por Bush et al (1997).

Foi realizado o teste qui-quadrado para verificar a associagao entre as
trés espécies de peixes e as variaveis: ano de coleta e estacdo do ano.

Depois foram calculadas as estatisticas descritivas das variaveis peso
e comprimento dos peixes, esses valores foram relacionados com a
prevaléncia de infeccdo dos peixes, e utilizados para comparar as diferencas
entre os parametros morfométricos entre as espécies de peixes.

Com os testes prontos foi ajustado um modelo de regressao logistica
para a probabilidade da prevaléncia (positividade diferente de 0). O modelo
foi testado para as variaveis: Ano de coleta, estacdo do ano, péso e
comprimento dos peixes.

Foi realizado o teste ANOVA para cada variavel morfologica (CC, FL,
PN, AN, LC, LN, CN, LK, CK, DKP, IF, IN, VN, e VK), utilizando uma
transformagdo em Log para achar a normalidade. Para as variaveis com
resultados significativos para diferénciar as espécies obtidos no ANOVA, foi
aplicado o teste comparagao multipla de Tukey com intervalo de confianca de
5%.

Analise multivariada (Johnson & Wichern, 2007) foi realizada utilizando
PCA (Analise de componentes principais) e analises Cluster. Devido a alta
porcentagem de valores faltantes (>50%), as variaveis (FF, IF, DKP) foram
excluidas da analise multivariada. Para obter uma melhor aproximagao do
normal, uma transformagdo em log de todas as variaveis foi utilizada. E
importante dizer que cada componente € uma combinagao linear de todas as
variaveis originais, em qual todos os componentes s&o independentes.

Todos os testes foram aplicados com intervalo de confianca igual a
5%. As anadlises estatisticas foram realizadas com auxilio do programa
estatistico SAS (SAS Inc., 9.3).

Extragcdao do DNA
O DNA foi obtido de amostras de sangue fixados em etanol absoluto e
armazenados a temperatura ambiente, e de hirudineos inteiros coletados dos

paixes.
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Parte do sangue coletado dos peixes foi utilizado para extracdo do
sangue total seguindo protocolo segundo Hamilton et al (2004).

Inicialmente, coletava-se um pouco do sangue total e o conteudo era
centrifugado a 13000rpm por 5 minutos. Era entdo descartado o etanol do
tubo e adicionado 200 pL de Digsol Buffer (50mM de TRIS-HCL, 200mM
EDTA, 117mM NaCl 1% SDS), e 10 yL de Proteinase K, o tubo entédo era
homogeneizado e incubado por 3 horas a 55°C. Apods a incubagdo
acrescentava-se 400 pyL de acetato de amdnia (solugdo 4M) e o tubo era
levado ao vortex por 15 minutos. Depois disso o material era centrifugado a
13000rpm por 15 minutos a temperatura de 10°C, logo apds o sobrenadante
era transferido para outro tubo onde eram adicionados 1ml de etanol 100%
homogeneizava-se o tubo. Apdés essa etapa a amostra passava por
centrifugacdo a 15000rpm por 15 minutos e entdo o etanol era descartado e
era acrescentado 1ml de etanol 70% e centrifugado novamente a 15000rpm
por 15 minutos, apds isso o etanol era descartado e o tubo era deixado para
secar em temperatura ambiente por 2 dias e finalmente era adicionado 30 uL
TE (TRIS-HCL e EDTA).

Foram coletados hirudineos presentes na superficie do corpo e na
regido oral dos cascudos para extragdo do DNA utilizando o mesmo método
referido para extragdo de sangue, com diferenga apenas na primeira etapa,
no caso das sanguessugas estas foram primeiramente maceradas.

Foram utilizados 34 peixes para os experimentos moleculares sendo (8
H. strigaticeps, 12 H. albopunctatus e 14 H. regani) e as sanguessugas

retiradas desses peixes.

Amplificacao do DNA

Nas reac¢des de PCR foi utilizada a seguinte mistura de reagdo: 200mM
de dNTP; 100ng de cada oligonucleotideo; 100ng de DNA gendmico; Sul de
tampao (200mM de Tris-HCI, pH 8.4; 500mM de KCI e 1,5mM de MgCI2);
2,5u de Taq DNA Polimerase e agua bidestilada deionizada e autoclavada
(gsp 50ul).

Foram utilizados os marcadores V7V8 do SSU rRNA e gGAPDH para
identificacdo de tripanossomas em hirudineos e no sangue dos peixes. A
amplificagdo do marcador LCO/HCO (COl), foi feita apenas para as amostras
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de hirudineos, para identificacdo das mesmas.

PCR da regido SSU rRNA foi feita utilizando os primers (609F) 5’CAC
CCG CGG TAA TTC CAG C3 e (706R) 5CTG AGA CTG TAA CCT CAA 3
(Noyes et al, 1999).

Nested PCR da sequéncia gGAPDH foi feita utilizando primeiro round
de primers (GAPDH SF) 5 GTG GCG GTK GTY GAC ATG AAC A3 e
(GAPDH SR) 5 TTG GAG TCR TAG ATR GAG CT3’, e o segundo round de
primers internos (GAP 3F) 5 GTG AAG GCG CAG CGC AAC 3’ e (GAP 5R)
5" CCG AGG ATG YCC TTC ATG 3.

PCR da regidao LCO/HCO foi feita utilizando os primers (LCO1490F) &’
GGT CAA CAA ATC ATA AAG ATA TTG G3’ e (HCO2198R) 5° TAA ACT
TCA GGG TGA CCA AAAAAT CA 3.

De 2 a 5ul do produto da reagéo foram aplicados em gel de agarose
2% com tampao TAE 2x, utilizando-se o marcador de peso molecular 1Kb,
corados com brometo de etideo e fotografados sob luz U.V. As condi¢des
para a amplificacdo do gene foram diferentes para cada regido:

Programa PCR GAPDH- desnaturagao inicial a 94°C por 3 minutos,
seguido de mais 35 ciclos com desnaturagao (94°C por 1’), anelamento (55°C
por 1') e extensado (72°C por 1’) e finalmente extensao final a 72°C por 10
minutos.

Programa PCR V7V8- desnaturacdo inicial a 94°C por 5 minutos,
seguido de mais 35 ciclos com desnaturagdo (94°C por 45”), anelamento
(48°C por 45”) e extensao (72°C por 1°) e finalmente extensao final a 72°C
por 7 minutos.

Programa PCR LCO/HCO - desnaturagéo inicial a 94°C por 5 minutos,
seguido de mais 30 ciclos com desnaturagdo (94°C por 45”), anelamento
(48°C por 45”) e extensao (72°C por 1°) e finalmente extenséo final a 72°C

por 7 minutos.

Purificacao, Clonagem e Sequenciamento

O DNA obtido foi clonado e 6 clones foram sequenciados para cada
gene, de cada amostra de Trypanosoma. A clonagem foi feita utilizando o kit:
pGEM® -T and pGEM -T Easy Vector System (Promega), de acordo com
protocolo do fabricante.
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As amostras foram purificadas utilizando e kit: Wizard® Plus SV
minipreps DNA purification System (Promega).

O sequenciamento foi realizado no ICBIl- USP (setor de
sequenciamento de DNA). As reagdes de sequenciamento foram feitas
utilizando o BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit . As corridas
foram feitas em capilares de 36cm utilizando o polimero POP7. As
sequéncias foram analisadas pelo software Sequencing Analysis 5.3.1

utilizando o Base Caller KB.

Filogenia

Para inferéncias filogenéticas utilizando analises de Maxima
Verossimilhanga (ML), as sequéncias foram alinhadas utilizando CLUSTALX
(Thompson et al, 1997). Dois alinhamentos foram criados, um contendo a
regido V7V8 da SSU rRNA (820 pb), um contendo a regido gGAPDH (608
pb), utilizando alinhamentos prévios incluindo um grande numero de taxons
como guia (Hamilton et al, 2004). As analises ML foram feitas utilizando
RAXML v.2.2.3 (Stamatakis, 2006) como descrito anteriormente (Ferreira et
al, 2008, Borghesan et al, 2013). O GTR (general time reversible) modelo de
substituicdo de nucleotideos com a proporg¢ao de invariaveis e a distribuicao
Gamma foram escolhidos para as analises genéticas. O modelo GTR foi
utilizado em cada analise individual.

As porcentagens de similaridade foram calculadas no programa MEGA5
(Tamura et al, 2011) pelo método de distancia p.

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica na Experimentagdo
Animal (Atual CEUA/Unicamp) sob protocolo N°2786-1.
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Foram coletados, entre agosto de 2012 e setembro de 2014, 433
exemplares de trés espécies de cascudos, sendo 138 Hypostomus
albopunctatus (peso médio 301,5 + 72,1g e comprimento médio 26,4 +
2,2cm), 160 Hypostomus regani (peso médio 297,5 + 69,8g e comprimento
meédio 28,5 £ 2,9cm) e 135 Hypostomus strigaticeps (peso meédio 289,0 +
85,4g e comprimento médio 28,2 £ 2,7cm). Dos 433 peixes examinados, 338
estavam positivos para Trypanosoma sp., equivalendo a uma prevaléncia
geral de 78,0%, sendo 76,0% para Hypostomus albopunctatus, 80,0% para
Hypostomus regani e 77,0% para Hypostomus strigaticeps. A densidade
média de tripanossomas presentes no esfregagco sanguineo foi de 0,8
parasitas/ul de sangue.

Existem poucos trabalhos relatando prevaléncia e parasitemia de
tripanossomas em sague de peixes. Molina et al (2016) em trabalho anterior
relataram prevaléncias mais baixas para as mesmas espécies de peixes,
assim como uma menor prevaléncia geral (47,6%). As prevaléncias relatadas
por Lemos et al (2015) para Hypostomus affinis (100%) e Hypostomus
luetkeni (90%), encontradas no mesmo género de hospedeiro, foram maiores
do que as encontradas no presente estudo. Quando comparada com
descrigdes de prevaléncias encontradas em outras familias de hospedeiro, os
valores do presente estudo sdo maiores que os valores encontrados por
Khan (1977) em peixes do Atlantico Norte — Hippoglossoides platessoides
26%, Limanda ferruginea 11%, Glyptocephalus cynoglossus 11%, Lycoides
reticulatus 30%, Anarhichas minor 29%, Anarhichas lupus 23% - e Burreson
(2007) em peixes do Pacifico — Parophrys vetulus (Trypanosoma pacifica
16,1%), Microstomus pacificus (T. khani 9,8%), semelhante do que Zintl et al
(1997) encontraram em enguias européias (Anguilla anguilla — 77,7%) maior
do que os resultados de Davies et al (2005) em peixes de agua doce da
Africa (53%).

Em relagdo a densidade, os valores relatados nesse trabalho
mostraram que estes resultados ficaram acima daqueles encontrados por
Khan (1977) — 0,1 parasitas/yL de sangue para Hippoglossoides platessoides
e para Limanda ferruginea, e abaixo dos valores descritos por Gu et al (2007
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(b)) em Cyprinus carpio (62,5 parasitas/uL de sangue). Lemos et al (2015)
relataram uma parasitemia de 0,9 x10°parasitas/ml de sangue para
Hypostomus affinis e 1,0 x10%parasitas/ml de sangue para Hypostomus
luetkeni, resultados maiores do que o encontrado no presente estudo.
Amostras de sangue obtidas do coragdo e/ou rins podem garantir uma
sensibilidade maior na deteccédo de tripanossomas de peixes, isso pelo fato
de serem os sitios de infeccdo mais comuns destes parasitas (Lemos et al,
2015).

A literatura sobre descricdo de espécies de Trypanosoma em
Loricariidae € extensa, mas sao poucas as referéncias de prevaléncia ou
densidade destes protozoarios em seus hospedeiros (Molina et al, 2016).
Além da diferenca de hospedeiros, fatores fisicos, quimicos e biologicos da
agua bem como a disponibilidade do hospedeiro invertebrado podem explicar
essas diferencas nos valores de prevaléncia e densidade.

No presente estudo apesar da alta prevaléncia encontrada nenhuma
patologia aparente foi observada nos peixes coletados.

Foi calculado o qui quadrado entre as prevaléncia das trés espécies de
peixes e as estacdes do ano e entre o ano de coleta. Para a variavel estacao
do ano, nao foram encontradas correlagdes significativas. Para a variavel ano
de coleta foram encotrados valores significativos para Hypostomus regani e
Hypostomus strigaticeps (Tabela 1). Os resultados obtidos com esse teste

confirma o obtido com o modelo.

Tabela 1: Valores de p para Qui-quadrado, entre as a prevaléncia das trés espécies de
peixes e as variaveis, estagado do ano e ano de coleta.

Espécie de Peixe Ano de coleta Estacdo do ano
H. strigaticeps P= <0,0001 P=0,3830
H. regani P=0,6616 P=0,9671
H. albopunctatus P= 0,0004 P=0,0481

As andlises de estatisticas descritivas para as varidveis peso e
comprimento nao encontraram resultados significativos, observando os
valores encontrados das médias, maximo e minimo dos valores biométricos é
possivel concluir que ndo existe relacdo entre os dados morfométricos dos

peixes e a prevaléncia de infecgdo (Tabela 2).



54

Tabela 2: Valores das estatisticas descritivas das variaveis peso e comprimento,
relacionadas com a prevaléncia de infecg¢ao.

Espeécie Preval NObs Variavel Médias DP Minimo Méaximo
0 31 C 28,00 2,27 22,40 32,00
o 0 31 P 301,45 64,50 178,00 414,00
H. strigaticeps
1 104 C 27,41 2,69 20,00 36,50
1 104 P 276,01 74,82 104,00 537,00
Espécie Preval NObs Variavel  Média DP Minimo Méaximo
0 40 C 29,73 2,79 24,50 37,00
. 0 40 P 317,13 80,92 210,00 591,00
H. regani
1 128 C 29,28 3,13 21,00 35,80
1 128 P 308,59 85,74 95,00 567,00
Espécie Preval NObs Variavel Média DP Minimo Méaximo
0 29 C 28,09 4,51 12,20 33,00
H. albopunctatus 0 29 P 288,17 72,12 100,00 396,00
1 105 C 28,74 2,80 21,00 36,50
1 105 ) 29937 68,13 95,00 537,00

Onde: (0) caracteriza prevaléncia negativa e (1) prevaléncia positiva, (C) variavel

comprimento e (P) variavel peso.

Esses resultados ajudam a suportar a hipétese que a prevaléncia da
infeccdo depende mais de fatores como a disponibilidade de vetor e ndo das
caracteristicas do hospedeiro. Existem poucos relatos de comparagao de
prevaléncias com caracteristicas biométricas do hospedeiro, Molina et al
(2016) também n&o encontraram relagdes significativas entre a prevaléncia e
os valores morfométricos para as mesmas espécies de peixes.

Os resultados obtidos com o modelo de regressado logistica para as
quatro variaveis, apresentaram valores significativos apenas para a variavel
ano de coleta, os valores foram significativos apenas para Hypostomus
strigaticeps e Hypostomus albopunctatus, confirmando o resultado do teste
qui-quadrado. Para Hypostomus strigaticeps observou-se que a raz&do de
chance de ser positivo foi de 5,7 vezes maior em 2012 do que em 2014 e 9,0
vezes maior de ser positivo em 2013 do que em 2014. Para a espécie
Hypostomus albopunctatus a relagdo foi inversa, ou seja, foi obtida uma
razao de chance de 15,6 vezes maior de os peixes serem positivos em 2014
do que em 2012 e 6,84 vezes maior que em 2013. Esses resultados podem

sugerir a ocorréncia de eventos externos especificos (temperatura,
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disponibilidade de vetor, bem como suscetibilidade do hospedeiro). Zintl et al
(1997) ja haviam relatado que flutuacbes na parasitemia podem ocorrer
possivelmente por fatores locais como alteragdes nas populacdes de
hirudineos e mudancas bruscas na temperatura ou migragao do hospedeiro
vertebrado. Khan (1982), associou a baixa prevaléncia de hemoflagelados
em peixes ao aumento excessivo na temperatura ambiente, sendo esse um
fator impeditivo para a sobrevivéncia e reproducdo das sanguessugas
(Johanssonia arctica).

No periodo correspondente foram coletados hirudineos para a
manutencdo em laboratorio. No total foram coletados 85 exemplares.
Nenhuma nova geragcao de hirudineos (F2) foi obtida. As sanguessugas de
coletas posteriores foram fixadas para histologia e para analises moleculares.
Foram encontrados hirudineos aderidos a boca (Figura 12), nadadeiras e

branquias com prevaléncia geral de 25,3%.

Figura 12: Hirudineos aderidos a boca de Hypostomus strigaticeps.

As sanguessugas foram observadas ao microscépio eletrébnico de
varredura e os resultados poderao auxiliar na identificacdo da espécie (Figura
13).

A sanguessuga encontrada foi a mesma para as trés espécies de

peixes. Foi sequenciado o gene COIl e comparando com as sequéncias ja
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descritas no banco de dados mundial GenBank foi possivel identificar apenas
0 género, Haementeria, e pelo método molecular usado (barcoding) sugere

ser uma espeécie nova.

75X 10kv 0028 250¢510kY

0025 800X 10 kv 0024 400X 10 kY

Figura 13: MEV de sanguessugas encontradas em Hypostomus. (A) visdo ventral,

(B). Ventosa posterior, (C) Detalhe do tegumento, (D) Regiado anterior.

Estudos anteriores examinando sanguessugas, as formas
esferomastigotas foram observadas no sistema digestivo, e as formas
epimastigotas no intestino, enquanto as formas tripomastigotas metaciclicas
aparecem na proboéscide apds a digestao sanguinea. Porém estudos sobre a
migracao dos tripomastigotas de peixes em hirudineos ainda geram duvidas
(Khan, 1978; Jones & Woo, 1991, 1992).

Cortes histolégicos de hirudineos (Figura 14Figura 15) sugerem a

presenca de ninho de amastigota. Em estudo anterior Lemos et al (2015)
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observaram formas epimastigotas no ceco estomacal e intestino de
Haementeria brasiliensis.

A importancia desse achado auxilia na confirmagédo dos hirudineos
como hospedeiros, evidenciando o local onde as divisbes dos tripanossomas

ocorrem, ja que nao sao encontradas outras formas nos peixes, apenas

tripomastigotas.

Figura 14: Cortes histolédgicos de sanguessugas, espessura 5 micra, coloragdo por
hematoxilina-eosina. (A) corte transversal, aumento 10x. (B) corte transversal, aumento 40x.
(C) corte transversal, aumento 100x.
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Figura 15: Corte histologico transversal de hirudineo evidenciando ninho de amastigota.

Nos experimentos de cultura, os flagelados do sangue de peixes se
mantiveram vivos, mas nao foram observadas mudancas de forma, nem
multiplicacao.

Foram feitas culturas de tripanossomas em 4 coletas: marco, maio,
junho e julho de 2014. A primeira com 12 tubos contendo o meio LIT, sendo 4
tubos para cada uma das trés espécies de peixes. Desde a primeira até a
quinta semana, nao foram observados parasitas, apenas células de sangue.

Na segunda cultura foram utilizados 30 tubos com o meio LIT, 10 para
cada espécie de peixe, sabidamente positivos pelo exame de sangue a
fresco. Apenas 4 tubos, todos correspondendo a H. regani apresentaram
parasitas, 2 com movimento intenso e outros 2 com pouco ou nenhum
movimento. Em exame de10pul de cultura dos 4 tubos, foram contados 8, 3, 9,
e 6 parasitas na primeira semana de cultura. Nas 4-5 semanas subsequentes
nao foram observadas modificagdes expressivas.

Na terceira cultura em meio LIT foram utilizados 6 tubos, 2 para cada

espécie de peixe sabidamente positivos. Dois tubos de H. regani mostraram
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parasitas vivos, com grande movimentagao, com 35 e 22 especimes em 10,
respectivamente. Estes tripomastigotas mantiveram-se nesta forma nas 3
semanas seguintes. Nesta terceira cultura houve contaminagéo por bactéria e
tratados com antibidticos, os parasitas ndo sobreviveram.

Na quarta tentativa foram utilizados 18 tubos contendo o meio de
cultura proposto, 6 tubos para cada espécie de peixe. O mesmo padrdo das
outras tentativas foi observado, foram encontrados parasitas vivos nos tubos,
nas primeiras semanas, porém nas subsequentes nao foi observada a divisao
dos tripanossomas, até a morte dos mesmos.

As formas sanguineas de Trypanosoma de peixes caracteristicamente
se multiplicam por divisdo binaria, em dois tripomastigotas iguais, e
geralmente em formas epimastigotas nos meios de cultura. O produto final do
metabolismo de protozoarios consiste em didxido de carbono, piruvato, uréia
e amonia (Bryant, 1982; Larsen et al, 1988). Esses “metabdlitos” sdo toxicos
aos parasitas e sdo responsaveis pela lise dos flagelados e pela formagao de
formas arredondadas (Li & Woo, 1991). Isso ocorre primeiramente porque as
culturas se tornam pobres nutricionalmente e também por esses residuos se
acumularem no meio (Ahmed et al, 2014).

Sessenta tripomastigotas foram fotografados e medidos com auxilio
do fotomicroscopio, sendo, 20 de cada espécie de peixe do presente estudo.
Na Tabela 3 encontram-se as médias dos parametros de mensuragao
morfolégica dos parasitas. A identificacdo taxondmica tradicional das
espécies de tripanossomas de peixes baseada nas caracteristicas
morfoldgicas dos parasitas, traz diversos problemas e divergéncias associado

ao polimorfismo.

Tabela 3: Valores (em ym) da média das medidas dos tripanossomas encontrados nas trés
espécies de cascudos, entre agosto de 2012 e setembro de 2014.

Espécie cc FL PN AN LC LK LN CN IN AN DKP CK AK IF VN VK
Hypostomus = 5, g5 770 1013 0930 196 061 143 255 171 407 045 102 055 290 564 028
albopunctatus
Hy‘;‘fgg[q’}“s 20,60 1545 1132 689 194 058 159 234 188 472 033 095 052 195 579 024
Hypostomus 5 16 1170 1020 720 193 063 150 270 178 408 041 097 065 287 58 029
strigaticeps

Comprimento do corpo (CC), flagelo livre (FL), distancia da parte porterior ao nucleo(PN), distancia da parte anterior
ao nucleo(AN), Largura do corpo (LC), largura do nucleo(LN), comprimento do nucleo (CN), area do nucleo (AN),
largura do cinetoplasto (LK), comprimento do cinetoplasto (CK), indice nuclear (IN), volume do nucleo (VN).
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Os tripomastigostas sanguineos encontrados em H. regani, H.
strigaticeps e H. albopunctatus se mostraram polimorficos, sendo que o
numero e a propor¢ao dos morfotipos variaram entre as amostras de sangue.

A variagdo morfologica observada, se utilizada como unico critério
taxonémico, poderia suportar a descricdo de um numero errado de espécies
nessas amostras. Uma possibilidade seria que os diferentes morfotipos
encontrados possam representar distintos estagios de desenvolvimento da
mesma especie.

O pleomorfismo se caracteriza pela presenga de varias formas de
desenvolvimento do parasita no mesmo organismo hospedeiro. Em
flagelados sanguineos de peixes, da mesma forma que em outros, o
pleomorfismo é entendido como uma manifestacédo fenotipica sequencial de
um genotipo que aparece no estagio de tripomastigota em hospedeiros
vertebrados. O pleomorfismo pode se expressar nos seguintes aspectos:
mudangas no comprimento total e na largura do corpo (formas delgadas ou
largas), no numero de ondulagbes na membrana ondulante, na presenga de
estrias na superficie do corpo, na presenga € no numero de vacuolos
citoplasmaticos, na distadncia do cinetoplasto da parte posterior, no
comprimento do flagelo livre (Lom, 1979).

Diferente dos resultados obtidos por Molina et al (2016), que
encontraram difererencgas significativas para o comprimento do corpo e a
largura do nucleo, as analises estatisticas do presente estudo mostraram que
apenas para os parametros LK e VK existiram diferengas significativas (com
intervalo de significancia de 0,05 de Tukey) entre as espécies, onde
Hypostomus strigaticeps e Hypostomus albopunctatus ficaram iguais
(agrupado) e Hypostomus regani apareceu diferente. Os valores diferentes
encontrados para as mesmas espécies de peixe confirma a hipétese de que
os parametros morfologicos das formas tripomastigotas do sangue dos
peixes sao fatores fracos para a diferenciacdo dos parasitas, considerando o
alto pleomorfismo (Figueroa et al, 1999; Karlsbakk & Nylund, 2006; Gu et al,
2007a; Gu et al, 2007b).

Testes de comparacédo multipla foram feitas e os dados ndo formaram
grupos. Na matriz de correlagdo entre os parametros medidos é possivel
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visualizar de forma clara e imediata, potenciais relacbes entre os dados.
Mostra que os parametros analisados nao criam relagbdes fortes, ficam
relacionados apenas variaveis dependentes (Tabela 4). O resultado obtido com
os testes ANOVA foram os mesmos que os resultados obtidos nas analises
de componentes principais (PCA). Na Tabela 5 podemos ver que com apenas
dois componentes do teste PCA, 66% da variabilidade pode ser explicada.

Tabela 4: Matriz de correlagdo entre as variaveis morfométricas das formas

tripomastigotas sanguineas encontradas nas trés espécies de cascudos.

logCC logPN logAN logLC logLK IlogLN 1logCN logIN IlogArN IlogArK logVN IlogVK logCK

logCC 1,00 0,80 0,79 0,51 -0,11 0,35 0,58 -0,24 0,48 0,03 0,51 0,02 0,20
logPN 0,80 1,00 0,35 0,36 -0,28 0,26 0,39 0,34 0,38 -0,06 0,36 -0,14 0,12
logAN 0,79 0,35 1,00 0,47 0,05 0,38 0,64 -0,76 0,53 0,03 0,55 0,07 0,06
logLC 0,51 0,36 0,47 1,00 0,02 0,73 0,45 -0,23 0,62 0,15 0,67 0,09 0,13
logLK  -0,11 -0,28 0,05 0,02 1,00 -0,07 0,21 -0,25 -0,22 0,78 -0,15 0,90 0,37
logLN 0,35 0,26 0,38 0,73 -0,07 1,00 0,60 -0,20 0,89 0,09 0,91 -0,05  -0,01

logCN 0,58 0,39 0,64 045 -0,21 0,60 1,00 -0,37 0,82 -0,13 0,87 -0,21 -0,15
logIN -0,24 0,34 -076 -023 025 -020 -0,37 1,00 -0,27 -0,08 -0,31 -0,17 0,03
logArN 0,48 0,38 0,53 062 -0,22 0,89 0,82 -0,27 1,00 -0,10 0,96 -020 -0,12
logArK 0,03 -0,06 0,03 0,15 0,78 0,09 -0,13  -0,08 -0,10 1,00 -0,01 0,85 0,61
logVN 0,51 0,36 0,55 0,67 -0,15 0,91 0,87 -0,31 0,96 -0,01 1,00 -0,14  -0,08
logVK 0,02 -0,14 0,07 0,09 0,90 -0,05 0,21 -0,17 -0,20 0,85 -0,14 1,00 0,73
logCK 0,20 0,12 0,06 0,13 0,37 -0,01 -0,15 0,03 -0,12 0,61 -0,08 0,73 1,00

As analises de componentes principais ndo suportaram a formacao de
grupos entre as trés espécies (Figura 16). As analises multivariadas assim
como os resultados das analises de cluster ndo mostraram a formacgao de
grupos. Nas analises de cluster encontramos 40 grupos de um total de 60
elementos, o que suportou os achados das outras analises.

Tabela 5: Autovalores da matriz de correlagdo da analise de componentes principais
mostrando a porcentagem de explicacdo da variabilidade dos dados.

N° de componentes Autovalores Diferengca  Proporgao Cumulativo
1 5,31 2,03 0,40 40%
2 3,28 1,66 0,25 66%
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Figura 16: Analises de componentes principais dos parametros morfolégicos dos
tripanossomas encontrados nas trés espécies de cascudos coletados entre agosto de 2012 e
setembro de 2014, no Rio Mogi-Guagu, Pirassunuga, Sdo Paulo, Brazil. (Hypostomus regani
€ chamado aqui de (P), Hypostomus albopunctatus (R) e Hypostomus strigaticeps (B).

Os resultados estatisticos reforcam os resultados moleculares obtidos,
onde também nao foi encontrada uma divisao por espécie de hospedeiro, em
todos os clados formados nas analises filogenéticas observamos a presenga
de isolados das trés espécies de peixes bem como de isolados de hirudineos
retirados desses peixes. Os resultados corroboram o encontrado por Fermino
et al (2013, 2015) e Lemos et al (2015), onde os hospedeiros vertebrados
abrigam infec¢des mistas de tripanossomas.

Os tripanossomas de peixes de agua doce encontrados na Europa,
podem ser agrupados em monomorficos ou polimorficos, sendo que no
primeiro grupo os parasitas apresentam morfologia similar na fase inicial,
aguda e cronica da infecgao, diferindo apenas no comprimento. No segundo
grupo, os parasitas também mostram alteragdes no comprimento, mas
concomitantemente apresentam variagdes na largura do corpo na fase
cronica (Gibson et al, 2005).
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Em estudo do ciclo de vida do Trypanosoma cobitis, Letch (1980)
relata que a maioria dos peixes infectados por tripanossomas capturados em
ambiente natural mostraram grande leque de tripanossomas de diferentes
morfologias no sangue periférico, os quais podem ser resultados de
reinfeccoes.

Nas amostras de sangue nado foi possivel distinguir entre o
polimorfismo inter e intra especifico e por isso a impossibilidade de atribuir
determinado morfotipo para determinada espécie ou gendétipo encontrado.

Para facilitar a descricdo morfologica dos flagelados sanguineos,
dados morfologicos foram utilizados para dividir os tripomastigotas
sanguineos em trés morfotipos, foram escolhidos os parédmetros
morfoloégicos: comprimento do corpo, largura do corpo e tamanho do flagelo
livre.

Assim como observado por Lemos et al (2015) os morfotipos
apresentados nesse estudo podem representar a mistura de espécies e ou
genotipos desses tripanossomas como foi encontrado nas analises das
sequéncias moleculares.

Existe hoje mais de 30 espécies de tripanossomas reportadas em
loricariideos brasileiros, sendo pelo menos 25 em cascudos, incluindo
aproximadamente 15 espécies descritas em Hypostomus spp (Eiras et al,
2012).

No entanto nenhuma espécie foi descrita em H. regani, H. strigaticeps
e H. albopunctatus anteriormente a esse estudo.

Na Tabela 6 estdo os valores das médias obtidas dos paréametros
morfoldgicos, para as formas tripomastigotas do presente estudo e os valores
dos parémetros descritos em outras espécies de peixes, bem como o ja
relatado para as mesmas espécies de peixes e outros que compartilham o
mesmo género.

Os morfotipos identificados nas amostras de sangue dos cascudos
desse estudo se assemelham amplamente aos flagelados descritos
anteriormente em outros cascudos. No entanto, os tripomastigostas
encontrados nos sangue dos peixes desse estudo foram no geral menores
em comprimento e largura dos que os encontrados em outras espécies de

cascudos. Apesar disso, os tripomastigotas encontrados em outras espécies
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dividem caracteristicas morfolégicas em comum com pelo menos um dos
morfotipos aqui descritos, por exemplo apresentaram valores para
comprimento do corpo muito semelhantes a T. pradoi, encontrado em uma
outra espécie de Hypostomus. T. plecostomi | também divide formas
sanguineas similares com os morfotipos aqui descritos. O recém descrito
Trypanosoma abeli (divididos na tabela em 4 morfotipos) encontrados em
duas espécies de cascudos apresentaram valores maiores para o0s
parametros de comprimento do corpo e largura do corpo.

No geral os parasitas encontrados nas trés espécies de peixes
estudados apresentaram morfologicamente as seguintes caracteristicas:
polimorficos, citoplasma denso, nucleo eliptico bem visivel (Figura 19 € Figura
21), apresentando contornos nitidos, tocando ou ndo as bordas do corpo e de
cromatina frouxa, cinetoplasto terminal nitido (Figura 20). O corpo afila-se
gradualmente para ambas as extremidades. A membrana ondulante é nitida
na maioria dos exemplares, fazendo em alguns casos muitas ondulagdes
(Figura 21) e em outros casos o numero de ondulagbes é menor. Foram
observados parasitas que apresentaram no final da extremidade anterior um
flagelo livre longo (Figura 19). Alguns parasitas apresentaram a forma do
corpo curta (Figura 18) enquanto que outros apresentaram um corpo longo
(Figura 17).
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Tabela 6: Morfometria das espécies de Trypanosoma sp. descritos em diferentes
espécies de peixes. As espécies em destaque referem-se aos do presente estudo.

ESPECIE CcC LC FL PN AN LK VK LN CN IN VN HOSPEDEIRO  Referéncia
. . Eiras et
T nupelianus 1760 218 1270 1377 1210 075 028 120 310 114 396  Rhinelepisaspera o9,
. 20,10 1,93 11,70 10,20 7,20 0,63 1,50 2,70 1,78 5,82 H. strigaticeps  Presente
Morfotipo 1 estudo
Hypostomus Ribeiro et
7. pradoi | 2020 157 877 963 1057 067 067 123 210  0.91 2.34 fodieoth al. 193
. 20,60 1,94 1545 11,32 6,89 058 024 159 234 1,88 5,79 H. regani Presente
Morfotipo 2 estudo
Hypostomus sp. Fonseca &
T plecostomii 2150 230 1400 1200 - 050 - 210 290 - - Vew. 1928
Morfotipo3 22,02 1,96 7,70 1043 930 061 028 143 255 1,71 564 - albopunctatus P;zfjc"‘;e
Trypanosoma 5473 194 1545 1498 871 058 024 159 296 1.88 5.79 H. regani Molina et
Morf. | al., 2016
Trypanosoma 5501 193 1170 1512 943 063 029 150 281 178 582 H. strigaticeps . Molina et
Morf. II al., 2016
T. dominguesi 2550 210 940 1370 1230 070 018 140 390 1.10 7.09  Hypostomus alatus ';fp'fgsg et
TabeliMorf.4 2801 158 1349 - - - - - - - H.luetkeni/H. - Lemos et
affinis al., 2015
Trypanosoma 5945 492 1150 1652 1064 061 028 143 28 171 564 - albopunctatus  Molina et
Morf. 1Il al., 2016
T. barretoi 3620 3.87 1412 19.65 16.65 078 0.41 265 440 122  40.37 Hypostomus Lopss et
paulinus al., 1990
o 5720 3.80 940 3030 2690 090 043 250 490 110  27.30 Hypostomus  Ribeiro et
T. birmanii | commersonii al., 1991
) 57.80 3.60 16.70 30.30 27.50 0.80 0.39 280 380 1.10  19.60 Hypostormus Lopss et
T. affonsoi tietensis al., 1992
. H.luetkeni/ H. Lemos et
T.abeliMorf.3  61.00 55 4160 - - - - - - - - Pl al. 2015
T.zungaroi IV 6150 9.00 000 3200 - 7.00 - 450 550 - - Pseudopmelodus  Fonseca,
zungaro 1928
TabeliMorf.2 6457 273 2107 - ; ; ; ; ; ; - H.iuetkeni/H.  Lemos et
affinis al., 2015
T. limae 66.64 3.81 1122 3958 27.05 1.33 042 3.40 549 146 4152  Hoplias lacerdae ';fp'fg% et
TabeliMorf.1  67.30 408 2080 - ; ; ; ; ; ; - Hiuetkeni/H.  Lemos et
affinis al., 2015
T. venustissimum 7150 260 3.50 } : 1.00 } } 3.00 130 } Plecostomus Froés et
1 plecostomus al., 1979
T immanis Il 114.5 } 6.00 } : 0.70 } } } 1.20 } Loricariichthys Froés et
0 anus al., 1978

Comprimento do corpo (CC), flagelo livre (FL), distdncia da parte porterior ao
nucleo(PN), distancia da parte anterior ao nucleo(AN), Largura do corpo (LC), largura do
nacleo(LN), comprimento do nudcleo (CN), area do ndcleo (AN), largura do cinetoplasto (LK),
comprimento do cinetoplasto (CK), indice nuclear (IN), volume do nucleo (VN).

Estes achados corroboram o fato de que a morfologia e morfometria

nao sdo suficientes para distinguir espécies de tripanossomas de peixes,

porém sao de extrema importancia e relevancia e complementam a descricao

de qualquer espécie de tripanossoma (Lemos et al, 2015).
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Figura 17: Forma tripomastigota de Hypostomus strigaticeps evidenciando comprimento do
corpo (longo).
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Figura 18: Forma tripomastigota de Hypostomus strigaticeps evidenciando comprimento do
corpo (curto)
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Figura 19: Forma tripomastigota evidenciando flagelo livre (indicado pela seta azul) e nucleo
eliptico (indicado pela seta preta). Aumento de 100x.
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Figura 20: Forma tripomastigota evidenciando vacuolos citoplasmaticos (indicados pelas
setas verdes) e cinetoplasto terminal (indicado pela seta vermelha). Aumento de 100x.
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Figura 21: Forma tripomastigota evidenciando ondulagdo da membrana (indicada pela seta
laranja) e nucleo eliptico (indicado pela seta preta). Aumento de 100x.

Existe um consenso no estudo do género Trypanosoma que o divide
em dois grandes clados: terrestre e aquatico, essa divisdo provavelmente
ocorre pelo hospedeiro invertebrado. No clado terrestre predominam como
hospedeiros invertebrados e vetores, os dipteros hematéfagos e carrapatos,
e no clado aquatico predominam os hirudineos, com excecdao dos
tripanossomas de anuros que também poder ser transmitidos por dipteros.
No clado terrestre estao inseridos os tripanossomas de maior interesse

medico e veterinario (Hamilton et al, 2007).

O clado chamado aquatico, € composto de tripanossomas de
sanguessugas aquaticas, peixes e hospedeiros semi- aquaticos como
queldnios, sapos, ornitorrincos e jacarés. Em 1999 um estudo de Stevens &
Gibson, dividiram o clado aquatico em dois grupos. O primeiro formado por
tripanossomas cujo vetores seriam sanguessugas, neste grupo entao
estariam os isolados de peixes de agua doce e salgada, isolado retirado de
uma sanguessuga aquatica (7. sp K&A), uma espécie retirada de ornitorrinco

(T. binneyi) e um isolado de tartaruga (7. chelodina), isso comprova a relacao
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de co-evolugéo destes parasitas e seus vetores. O outro grupo foi formado
por tripanossomas de anuros e um isolado encontrado em camaleado (T.
therezieni). Até o momento ndo havia muita informacao sobre esses parasitas

em peixes da América do sul (Figura 22).
T avium
4';: T lewisi Grupo Extemo
T grayi
[T. chelodinae
T. binneyi
T sp K&A
_E T boissoni
T friglae

T sp Ts TLHOD
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T. neveulemairei

T. rofatorium

Figura 22: Filogenia do clado aquatico baseado em sequéncias do 18S. Modificado de
Gibson et al 2005.

A maioria dos estudos moleculares e filogenéticos de tripanossomas
de peixes sdo baseados em analises de sequéncias do SSU rRNA e mostram
um grande clado englobando todos os tripanossomas de peixes, dividindo-o
em dois, tripanossomas de peixes de agua doce e tripanossomas de peixes
marinhos. O posicionamento de tripanossomas de tartarugas e ornitorrincos &
mal resolvido, porém eles sempre agrupam junto com os tripanossomas de
peixes em arvores filogenéticas (Gibson et al, 2005; Gu et al, 2007(a); Gu et
al, 2010; Hayes et al, 2014; Su et al, 2014, Fermino et al, 2015; Lemos et al,
2015).

No presente estudo, amplificagdes obtidas de SSU rRNA e gGAPDH
obtidas diretamente do sangue de peixes tiveram de ser clonadas antes do

sequénciamento, devido a presenga de mais de uma sequéncia por amostra,
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indicando que os hospedeiros examinados no presente estudo possuiam
infecgdes mistas de tripanossomas. Os clones amplificados para cada
marcador bem como sua posigao na filogenia proposta estdo listados na
Tabela 7. Apesar de terem sido identificadas mais de um gendtipo de
tripanossoma pelas analises das sequéncias, a falta de organismos em

cultura dificulta sua descrigao.
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Tabela 7: Isolados utilizados no estudo, os respectivos marcadores utilizados e posi¢cao

filogenética.

ISOLADO Data HOSPEDEIRO MARCADORES CLONE POSICAO
1Bc1 Tripanossomas de Loricariidae/Hirudinea 02
1B jun/14 H. strigaticeps V7V8 1Bc3 Tripanossomas de Loricariidae/Hirudinea 02
1Bc4 T. abeli
1B jun/14 H. strigaticeps GAPDH 1Bc1 Tripanossomas de Loricariidae/Hirudinea 02
2R jun/14 H. albopunctatus GAPDH/ V7V8 2Rc4/ 2Rc2 T. abeli
3P jun/14 H. regani GAPDH/ V7V8 3Pc4/ 3Pc2 T. abeli
5P jun/14 H. regani GAPDH 5Pc1 T. clandestinus
5P jun/14 H. regani V7V8 5Pc3 T. abeli
6P jun/14 H. regani GAPDH 6Pc1 T. abeli
7R jun/14 H. albopunctatus GAPDH/ V7V8 7Rc1/ 7Rc3 Tripanossomas de Loricariidae/Hirudinea 02
8R jun/14 H. albopunctatus GAPDH/ V7V8 8Rc1/ 8Rc4 Tripanossomas de Loricariidae/Hirudinea 02
9P jun/14 H. regani GAPDH/ V7V8 9Pc2/ 9Pc3 T. abeli
10B jun/14 H. strigaticeps GAPDH 10Bc1 Tripanossomas de Loricariidae/Hirudinea 02
10B jun/14 H. strigaticeps V7V8 10Bc3 T. abeli
11R jun/14 H. albopunctatus GAPDH/ V7V8 11Rc3 Tripanossomas de Loricariidae/Hirudinea 02
12B jun/14 H. strigaticeps GAPDH 12Bc3 T. abeli
12B jun/14 H. strigaticeps V7V8 12Bc6 Tripanossomas de Loricariidae/Hirudinea 02
138 Jun/14 H. strigaticeps GAPDH gggl Tripanossomas detoarﬁ:zf'iidae/Hirudinea 02
14P jun/14 H. regani GAPDH 14Pc2 T. abeli
14P jun/14 H. regani V7V8 14Pc1 Tripanossomas de Loricariidae/Hirudinea 02
15B jun/14 H. strigaticeps V7V8 15Bc3 Tripanossomas de Loricariidae/Hirudinea 02
16P jun/14 H. regani GAPDH/ V7V8 16Pc1/ 16Pc5 T. abeli
17R jun/14 H. albopunctatus GAPDH 17Rc1 Tripanossomas de Loricariidae/Hirudinea 02
17R jun/14 H. albopunctatus V7V8 17Rc1 T. abeli
18B jun/14 H. strigaticeps V7V8 18Pc2 T. abeli
19P Jun/14 H. regani V7ve :g::z; Tripanossomas deloarﬁ:z:'iidae/Hirudinea 02
20B jun/14 H. strigaticeps GAPDH 20Bc2 T. abeli
20B jun/14 H. strigaticeps V7V8 20Bc3 Tripanossomas de Loricariidae/Hirudinea 02
22P fev/15 H. regani GapDH/v7ve  22Pe2IZ2Pel e qipanossomas de LoricaridaelHirudinea 02
23P fev/15 H. regani GAPDH 23Pc1 Tripanossomas de Loricariidae/Hirudinea 02
23p fev/15 H. regani V7V8 ggiz; Tripanossomas de#oarg::I;udae/leudmea 02
26R fev/15 H. albopunctatus V7V8 26Rc1 Tripanossomas de Loricariidae/Hirudinea 02
27R fev/15 H. albopunctatus V7V8 27Rc1 Tripanossomas de Loricariidae/Hirudinea 02
28P fev/15 H. regani V7Vv8 28Pc1 e 28Pc2 T. abeli
29P fev/15 H. regani V7V8 29Pc1 Tripanossomas de Loricariidae/Hirudinea 02
33R fev/15 H. albopunctatus V7V8 33Rc1 e 33Rc5  Tripanossomas de Loricariidae/Hirudinea 02
34Bc1 Tripanossomas de Loricariidae/Hirudinea 02
34B fev/15 H. strigaticeps V7V8 34Bc2 Tripanossomas de Pimelodus sp.
/Hypostomus sp.
5SSPc1/
5ss jun/14 Hirudineos de H. regani GAPDH/ COI/V7V8 58SPc1e Tripanossomas de Loricariidae/Hirudinea 02
5SSPc2
Tss jun/14 Hirudineos de H. albopunctatus GAPDH 7SSRc2 Tripanossomas de Loricariidae/Hirudinea 02
7ss jun/14  Hirudineos de H. albopunctatus v7V8 ;gggg; Tripanossomas deT'-_oarZ::”f“dae’ Hirudinea 02
8ss jun/14 Hirudineos de H. albopunctatus GAPDH 8SSRc2 T. abeli
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Além de fornecer alinhamentos altamente consistentes, as sequéncias
do gene gGAPDH s&o muito mais polimoérficas que as sequéncias obtidas de
SSU rRNA para a maioria dos clados de tripanossomas, resultando em
filogenias com consideravel melhora na sua resolugao e explicagdo (Hamilton
et al, 2004; Viola et al, 2009a; Lima et al, 2012; Fermino et al, 2013; Lima et
al, 2013). As inferéncias filogenéticas baseadas nas sequéncias de gGAPDH

estdo apresentadas na Figura 23.
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Figura 23: Arvore filogenética de tripanossomas de peixes e sanguessugas desses peixes
com o posicionamento dos isolados encontrados, os isolados encontrados no presente
estudo estdo representado por (k). Arvore filogenética feita em analise de méaxima
verossimilhanga de sequéncias de gGAPDH de tripanossomas de loricariideos brasileiros
desse estudo, sequéncias de T. abeli também de cascudos brasileiros, incluindo sequéncias
de tripanossomas de peixes da Europa, Africa e Asia, assim como sequéncias de
tripanossomas de tartarugas e ornitorrincos também colocados no clado aquatico.
Sequéncias de outros tripanossomas e tripanossomatideos nao tripanossomas foram
utilizados como outgroup nessa arvore filogenética. Numeros dos ramos representam
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suporte de bootstrap (>50) estimadas com 500 pseudoreplicadas in RaxML, utilizando
GTRGAMMA.

7

Nas inferéncias e analises filogenéticas do marcador gGAPDH é
possivel observar pela arvore que o isolado (5PC1) aparece irmao do
recentemente descrito Trypanosoma clandestinus (Fermino et al, 2015),
parasita de jacaré. Esse achado corrobora que mesmo hospedeiros
vertebrados distantes compartiham o mesmo parasita ou parasitas
geneticamente semelhantes com divergéncia genética ndo relevante. A
relagcao provavel para o achado estaria relacionado ao possivel vetor comum
para tripanossomas nesses hospedeiros. No continente americano, os
jacarés e crocodilos encontram oportunidades de troca de tripanossomas na
natureza, isso por estarem sempre em contato com areas de pantano que
moldam as presentes bacias hidrograficas (Fermino et al, 2013).
Tripanossomas de sapos e serpentes séo transmitidos por sanguessugas em
ambientes aquaticos e por insetos em nichos terrestres (Ferreira et al, 2008;
Viola et al, 2008 a, b), com isso & possivel que insetos e sanguessugas
possam transmitir Trypanosoma para os jacarés semiaquaticos Caiman sp.
embora até o momento, o ciclo descrito somente por sanguessugas foi
relatado (Fermino et al, 2015). Adaptagdo ecologica a um hospedeiro
descreve um processo onde organismos sao capazes de colonizar novos
hospedeiros como resultado de traco ja existentes. O processo de adequacéo
de hospedeiros resultante de adaptagdes biologicas de tripanossomas, no
lugar da co- especiagao, parece ter grande importancia na evolugdo dos
tripanossomas. A restricdo da maioria dos tripanossomas a alguns
hospedeiros sugere que a infecgdo de hospedeiros relacionados € mais
frequente de que com hospedeiros distantes. A associagdo entre clados de
tripanossomas e certos hospedeiros vertebrados e/ou invertebrados
permitem uma previsdo da transmissao natural com base na sua posi¢céo
filogenética, sugerindo possiveis candidatos a hospedeiros em infecgbes
experimentais (Hamilton et al, 2007). Dentro do mesmo clado ficaram os
isolados (TSC09, BSC97 e BSC100) encontrados em sanguessugas que
foram coletadas de cascudos do pantanal (Fermino et al, 2015).
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Ainda nas analises do marcador gGAPDH é observada a formagao de
um clado, aqui denominado clado Tripanossomas de loricariidae/ Hirudinea
02 (sera abreviado no texto como "clado 02”), com diversas sequéncias (
22PC2, 7SSPC2, 13BC4, 5SSPC1, 1BC1, 23RC1, 17RC1,11RC3, 10BCH1,
7R e 8RC1) e esse clado apresenta similaridade com um grupo de
tripanossomas de sanguessugas coletadas em cascudos do pantanal
(TSC11, TSC13) (Lemos et al, 2015). Apesar da proximidade dos
hospedeiros vertebrados, no caso mesma familia, & dificil relacionar o
compartilhamento ou a proximidade genética dos parasitas encontradas em
sanguessugas do pantanal e nos peixes e sanguessugas do presente estudo
coletadas em outras espécies de peixes e outra bacia. Outro isolado que
agrupou junto no "clado 02” foi BSC100 sequéncia retirada de cascudos do
Pantanal também mostrado por Fermino et al (2015) e Lemos et al (2015). O
achado mostra que o clado continua sendo apenas de isolados encontrados
em cascudos e em sanguessugas retiradas desses peixes, porém também

com isolados de outras bacias, como o pantanal.

Os outros gendtipos apresentados nesses estudo agruparam como
irmao do descrito Trypanosoma abeli, parasitas de Hypostomus luetkeni e
Hypostomus affinis, coletados do Rio Pomba, afluente da bacia do Paraiba
do Sul, Cidade de Guarani em Minas Gerais (Lemos et al, 2015). Os
genotipos aqui descritos (8RSSC2, 3PC4, 12BC3, 20BC2, 13BC1, 2RC4,
6PC1, 9PC2, 14PC2, 2RC) compatilham apenas o género do hospedeiro
vertebrado com T. abeli, porém foram coletados em bacias diferentes,

novamente a relacdo aparentemente estaria no vetor.

As analises de divergéncia, utilizando o marcador gGAPDH, intra-
especifica (intraclados) observamos uma baixissima divergéncia para o clado
clandestinus de 0,10% sugerindo provavelmente sequéncias genéticas quase
idénticas para os isolados desse grupo. Quando analisado o "clado abeli” foi
observado também uma divergéncia baixa de 1,25% entre as sequéncias
desse clado. No "clado 02" apesar da divergéncia ser maior, de 2,18%, ainda
nao é suficiente para separar em mais de uma espécie, precisamos fazer
uma filogenia com mais marcadores e incluir carcteristicas morfolégicas e

bioldgicas, como ciclo de vida, comportamento em cultura e formas evolutivas
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no vetor biolégico. As analises de gGAPDH costumam resolver melhor as
filogenias dos tripanossomatideos em geral.

Nas analises de divergéncia entre grupos € possivel ver que existem
bons valores para separar os clados. O “clado 02 apresentou uma
divergéncia de 7,63% para o "clado clandestinus” e 5,32% para o “"clado
abeli”, isso corrobora os resultados dos agrupamentos obtidos na filogenia e
auxilia no entendimento da posicdo desses isolados. A divergéncia
observada entre o "clado 02” e os isolados descritos para peixes da Europa,
Africa e Asia foi de 8,04%, suportando a monofilia dos tripanossomas de
peixes brasileiros.

Os dados apresentados na filogenia suportam fortemente, com valores
altos, com suporte de 99 para o “clado abeli” e 98 para o “"clado 02", o
posicionamento dos tripanossomas encontrados em cascudos do género
Hypostomus no Brasil, bem como de todo o conjunto de tripanossomas de

peixes.

Todas as sequéncias de gGAPDH obtidas dos tripanossomas de
cascudos utilizados nesse estudo, agruparam juntas nas inferéncias
filogenéticas, suportando a existéncia de um clado separado exclusivo para
tripanossomas de cascudos brasileiros e das sanguessugas provenientes

desses peixes.

O clado de tripanossomas de cascudos brasileiros ficou dentro do
“clado aquatico” composto por tripanossomas de sapos, peixes, tartarugas,
jacarés e ornitorrinco e sanguessugas aquaticas (Stevens et al, 2001;
Hamilton et al, 2004; Gibson et al, 2005; Hamilton et al, 2007). De acordo
com estudos filogenéticos anteriores, todos os tripanossomas de peixes se
agrupam em um unico clado que também abriga tripanossomas de tartarugas
e ornitorrincos, esse padrao de ramificagcdo complexa necessita da inclusédo
de mais tripanossomas para melhorar a resolu¢do do grupo (Lemos et al,
2015)

Nosso estudo mostra a existéncia de um grande repertério de espécies
de tripanossomas e/ou gendtipos infectando peixes brasileiros, em especial

cascudos, e suas sanguessugas. Existem também divergéncias relevantes
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distinguindo tripanossomas encontrados em espécies simpatricas de

Hypostomus e em espécimes da mesma espécie de peixe.

Os resultados obtidos reforcam a necessidade da caracterizacao
molecular utilizando abordagens sensiveis na tentativa de avaliar o repertorio
de espécies antes de conseguir se certificar e comprovar as possiveis
associacdes parasita-vetor entre as espécies de tripanossomas de peixe.

Nas inferéncias e analises filogenéticas do fragmento V7V8 rDNA,
(Figura 24) apenas visualizando a arvore é possivel afirmar que as sequéncias
sdo mais heterogéneas, foram obtidos uma maior diversidade de gendtipos.
Foi formado um clado (Tripanossomas de Pimelodus sp./Hypostomus sp.)
(sera abreviado no texto como "clado 01”), onde uma sequéncia encontrada
em Hypostomus do presente estudo (34BC2) agrupou com dois isolados
(BSC97, BSC98) retirados de bagres (Pimelodus sp.) do Pantanal (Fermino
et al, 2015). Esses achados sugerem que espécies idénticas, ou muito
similares de tripanossomas infectam diferentes espécies de peixes ao longo
das bacias hidrograficas da América do Sul. Outros estudos se tornam
necessarios para averiguar se a especificidade de tripanossomas esta
relacionada a espécies proximas de peixes ou podem explorar diferentes
familias de uma regido geografica (Poulin et al, 2011, Fermino et al, 2015).
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Figura 24: Arvore filogenética de tripanossomas de peixes e sanguessugas desses peixes
com o posicionamento dos isolados encontrados, os isolados encontrados no presente
estudo estdo representado por (k). Arvore filogenética feita em analise de méaxima
verossimilhanga de sequéncias de V7V8 de tripanossomas de loricariideos brasileiros desse
estudo, sequéncias de T. abeli também de cascudos brasileiros, incluindo sequéncias de



79

tripanossomas de peixes da Europa, Africa e Asia, assim como sequéncias de tripanossomas
de tartarugas e ornitorrincos também colocados no clado aquatico. Sequéncias de outros
tripanossomas e tripanossomatideos nao tripanossomas foram utilizados como outgroup
nessa arvore filogenética. Niumeros dos ramos representam suporte de bootstrap (>50)
estimadas com 500 pseudoreplicadas in RaxML, utilizando GTRGAMMA.

Diversos isolados do estudo ficaram agrupados com o chamado “clado
abeli”, onde se encontra o recém descrito T. abeli, ou seja estes isolados
dividem sequéncias idénticas ou muito similares com isolados de loricariideos
de outra bacia. Lemos et al (2015) relataram a espécie de hirudinea vetor de
T. abeli, (Haementeria brasiliensis), o que ajuda a explicar a possivel relagédo
existente entre os tripanossomas dessas espécies de peixes, que dividem o
mesmo género de hospedeiro e o mesmo género de vetor.

Nas analises do fragmento V7V8 também ocorreu a formagdo de um
grupo exclusivo formado por isolados do presente estudo, na analise
Tripanossomas de Loricariidae/ Hirudinea 02 (sera chamado de “clado 027),
estdo inseridos nesse clado isolados das trés espécies de cascudos e das
sanguessugas coletadas desses peixes.

No estudo realizado observamos uma divergéncia intra-especifica
(intraclados) nos clados propostos. O chamado "clado 01” apresentou uma
divergéncia de 3,42%, ou seja uma diversidade razoavel entre as sequéncias
dentro do clado. Existe um consenso no estudo de tripanossomas em geral
que divergéncias maiores que 3% sao suficientes para separar espécies
(Hamilton et al, 2004, 2007). Esse achado ajuda a confirmar a
heterogenicidade entre essas sequéncias. No chamado “clado abeli” a
divergéncia foi bem menor (1%) sugerindo que alguns dos isolados do
presente estudo possam ser geneticamente iguais a T. abeli. No chamado
"clado 02" onde estdo inseridos somente isolados do presente estudo
observamos uma diversidade ainda menor (0,70%).

Quando analisadas as divergéncias entreclados observamos que o
"clado 02” apresenta valores de divergéncia de 3,48% para o “clado 01" e
1,67% para o “clado abeli”, mostrando uma similaridade maior no segundo
caso, provavelmente relacionada a proximidade da regido geografica onde
foram encontrados bem como a maior proximidade do hospedeiro vertebrado.
A diversidade encontrada entre o clado exclusivo do presente estudo e o
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"clado clandestinus” foi de 2,80%, corroborando os resultados obtidos com o
marcador gGAPDH que esses hospedeiros podem compartilhar os vetores
desses tripanossomas. Analisando essa divergéncia para o clado de peixes
marinhos essa divergéncia aumenta consideravelmente para 6,19%
confirmando uma separagao para os peixes de agua doce brasileiros bem
como a monofilia destes.

Lemos et al (2015) encontraram nas analises do V7V8, sequéncias de
peixes brasileiros e sanguessugas que agruparam em um clado com
pequena heterogenicidade (media de ~0,8%), no entanto, observaram
também sequéncias relevantemente divergentes (> que 3,8%) que
separaram seus resultados de sequéncias disponiveis de tripanossomas de
peixes da Europa, Asia e Africa.

Concomitantemente a isso as analises filogenéticas utilizando as
sequéncias de V7V8 e gGAPDH, suportam a identificacdo de um clado de
novas espécies de tripanossomas de loricariideos brasileiros diferindo dos
outros tripanossomas de peixes caracterizados por metodologia molecular,
incluindo os encontrados em outra espécies de cascudos. Esse clado pode
estar associado com a historia evolutiva dos loricariideos serem restritos as
Américas do Sul e Central. Em contraste, estudos filogenéticos de
tripanossomas de peixes da Europa, Africa e Asia ndo suportam estruturas
geograficas, restricdo de hospedeiros por espécies, género ou familia
(Gibson et al, 2005; Grybchuck-leremenko et al, 2014; Hayes et al, 2014).
Entretanto é possivel que esses resultados sejam devido aos estudos terem
utilizado somente o gene ribossdémico como marcador filogenético, e pelo fato
de serem poucos isolados descritos (seis isolados de peixes e dois isolados
de sanguessuga) o que acaba por fornecer uma quantidade pequena de
informacao (Fermino et al, 2015).

A proximidade maior relativa aos tripanossomas de peixes brasileiros
foi T. sp K&A encontrado em uma sanguessuga Piscicola geometra de agua
doce da Europa (Stevens et al, 1998). A divergéncia observada entre os
isolados do estudo foi >7% para ambos os marcadores apresentados o que
mostra uma divergéncia alta entre esses tripanossomas. Sequéncias de
tripanossomas de diversos peixes de outras ordens e ou familias, incluindo

cascudos de outras partes do mundo, ndo agruparam com os encontrados
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nos loricariideos brasileiros ou com as sanguessugas encontradas aderidas
nesses peixes. Outros estudos s&o necessarios para verificar se o0s
tripanossomas de outras familias de peixes neotropicais também se agrupam
nesse clado.

Assim como o observado por Lemos et al, 2015, no presente estudo foi
encontrado polimorfismo nas sequéncias entre diferentes amostras da
mesma espécie de peixe, mas também diferencas entre amostras retiradas
dos peixes e suas sanguessugas e ainda entre amostras de diferentes
espécimes dentro da mesma espécie de peixe. Amostras de sangue
frequentemente abrigam diferentes sequéncias, indicando infecgdes mistas
de tripanossomas, em contraste com os isolados de cultura que em geral,
apenas uma sequéncia é recuperada, provavelmente devido a seleg¢ao pela
cultura.

No presente estudo ndo houve correspondéncia total de sequéncias de
tripanossomas encontradas em sanguessugas e as encontradas em sangue

dos peixes parasitados por essa sanguessuga.

O presente estudo € o trabalho com maior numero de gendtipos ja
apresentado para tripanossomas de peixe e possibilitou inclusdo de uma
diversidade de representantes na filogenia do grupo, contribuindo muito para

o entendimento de toda a filogenia do grupo.
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CONCLUSOES

- As analises podem sugerir a presenca de polimorfismo morfolégico nos
tripanossomas encontrados em Hypostomus albopunctatus, Hypostomus
regani e Hypostomus strigaticeps;

- Analises filogenéticas revelaram diversos genodtipos novos para
tripanossomas de peixes, que contribuiram para estudo da diversidade do

grupo;

- Os estudos moleculares e morfologicos corroboram a existéncia de pelo

menos uma espécie nova de tripanossoma em cascudos brasileiros;

- As analises filogenéticas baseadas nos genes SSU rRNA e gGAPDH

apoiaram a monofilia dos tripanossomas de peixe.
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