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Resumo

GALINDO, G.M. Aspectos histométricos hepaticos e de cistos de Nematoda em Gymnotus
aff. inaequilabiatus (Actinopterygii: Gymnotiformes) provenientes do Pantanal, Brasil. 2015.
Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade

Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2015.

O objetivo desse estudo foi avaliar aspectos morfoldgicos e morfométricos do figado de
Gymnotus aff. inaequilabiatus parasitados naturalmente por formas cisticas de Nematoda.
Foram utilizados 89 espécimes adultos. Apds eutanasia, procedeu-se registro do peso total (g),
comprimento total (cm), necropsia para analise macroscopica do figado, contagem das
estruturas cisticas do o6rgdo, peso do figado (g) e relacdo hepatossomatica (RHS). Um
fragmento hepatico do lobo maior foi retirado para andlise histopatologica e
histomorfométrica. O peso total médio dos espécimes foi de 137,4+30,7g, comprimento total
de 34,1+2,8cm. Do figado o peso foi de 0,8+0,2g e a RHS de 0,6+0,1. Do total de figados
avaliados macroscopicamente 69 (87,3%) apresentaram cistos parasitarios com amplitude de
0 a 200. Na analise microscopica 79 (100%) dos fragmentos dos figados avaliados
apresentaram cistos parasitarios. A analise microscopica revelou hepatdcitos distribuidos
uniformemente no parénquima com citoplasma de textura homogénea formando grupos que
usualmente se juntavam paralelamente ao espaco sinusoidal. O nucleo e nucléolo eram
evidentes. Observou-se a presenca de ductos biliares e centro de melanomacréfagos dispersos
em todo parénguima hepéatico. O percentual médio das estruturas hepaticas foi de 73,0
+14,1% para hepatécitos, 19, 3 +£13,3% para sinuséides, 3,2 +2,6% para 0s centros de
melanomacrofagos (CMMs), 2,1 +3,7% para vasos sanguineos e 1,0 £0,8% para ductos
biliares. Ndo foram encontradas alteracdes histoldgicas regressivas e progressivas no tecido
hepéatico. As estruturas cisticas parasitarias ocuparam em média 1,8 +5,8% do parénguima

hepatico e eram constituidas por uma cépsula externa colagenosa de espessura variavel,



usualmente circundada por CMMs e celulas granulociticas eosinofilicas (CGEs). A densidade
dos hepatdcitos correlacionou-se com o percentual de cistos parasitarios contados
microscopicamente por fragmento (r=-0,32, P<0,001). Embora os coeficientes de correlacdo
tenham sido baixos, as medidas morfométricas dos cistos parasitarios apresentaram
correlagdes significativas com todas as variaveis morfométricas dos hepatdcitos, exceto a
parede cistica (um) e deposicédo de colageno pericistico (um) com o perimetro do hepatocito e
a circularidade nuclear. Houve correlacdo significativa entre nimero de cistos de Nematoda
avaliados microscopicamente com as CGEs pericisticas (r=0,47, P<0,001) e CMMs
pericisticos (r=0,85, P<0,001). Com deste estudo foi possivel concluir que Gymnotus aff.
inaequilabiatus possui uma eficiente resposta imune inata contra a infeccdo por Nematoda,
sem alteracGes importantes no parénquima hepatico, mesmo em animais com parasitismo

intenso.

Palavras-chave: figado, Gymnotus, histomorfometria, Nematoda, cistos, histologia



Abstract

GALINDO, G.M. Aspects histometric liver and Nematoda cysts in Gymnotus aff.
inaequilabiatus from the Pantanal, Brazil. 2015. Dissertacdo (Mestrado) — Veterinary
Medicine and Animal Science College, Federal University of Mato Grosso do Sul, Campo
Grande, MS, 2015.

The aim of this study was evaluate morphological and morphometric aspects of liver
Gymnotus aff. inaequilabiatus naturally parasitized by cystic forms of Nematoda. This study
we used 89 adults specimens. After euthanasia, we proceeded to the necropsy to evaluate
macroscopic liver, counting cystic structures, fish weight (g), liver weight, total length (cm)
and hepatosomatic index (IHS). Liver fragment of the largest lobe was removed for
histopathological and histomorphometric analysis. The average weight of the specimens was
137,4+30,7g, total length was 34,1+2,8cm. The liver weight was 0,8+0,2g and IHS was
0,6+0,1. The total of liver evaluated macroscopically liver, 87,3% had parasitic cystic
structure with amplitude 0-200. The histological analysis showed the hepatic tissue
constituted by hepatocytes cords surrounded by sinusoids. The nuclei and nucleoli were
evident. It was observed the presence of bile ducts and melanomacrophages centers (MMCs)
with diffused distribution throughout liver parenchyma. The average percentage of liver
structures was 73,0+14,1% for hepatocytes, 19,3+£13,3% for sinusoids, 3,2+2,6% for MMCs,
2,1+3,7% for blood vessels and 1,0+0,8% for bile ducts. There were no degenerative,
circulatory or inflammatory changes throughout the liver tissue. Parasitic cystic structures
filled on average 1,8+5,8% of the hepatic parenchyma and consisted of an capsule of varying
thickness collagenous, usually surrounded by MMCs and eosinophilic granule cells (EGCs).
There was correlation between density of hepatocytes and percentage of parasitic cysts count
microscopically (r=-0,32, p<0,001). Although the correlation coefficients were low, the
morphometric measurements of parasitic cysts showed significant correlations with all the
morphometric variables of hepatocytes, except the cyst wall (um) and deposition of collagen
around the cyst (um) with perimeter of hepatocyte and nuclear form. The was a significant
correlation between number of cysts microscopically with EGCs (r=0,47, p<0,001) and
MMCs (r=0,85, p<0,001) around the cysts. By this study was possible to conclude that
Gymnotus aff. inaequilabiatus has an efficient innate immune response against infection by
Nematoda, without major changes in the hepatic parenchyma, even in animals with intense

parasitism.

Keywords: liver, Gymnotus, histomorphometry, Nematode, cysts, histology
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INTRODUCAO

A ordem Gymnotiforme compreende os peixes elétricos ou Knifefishes, conhecidos
popularmente como tuviras, sarap0s, carapd, itui e poraqués denominacdes que variam de
regido para regifo. E endémica da regifo Neotropical e esta amplamente distribuida, desde os
Pampas na Argentina até ao México, e alcangam sua maior abundancia na bacia Amazonica e

no Pantanal. S&o peixes exclusivos de agua doce (Oyakawa et al., 2006).

Gymnotus aff. inaequilabiatus séo teledsteos encontrados no Pantanal em ambientes
Iénticos cobertos por vegetacdo aquética (macrofitas) e ricos em matéria organica (Resende et
al., 2006) e baixa concentracdo de oxigénio (Moraes et al., 2002). Devido a respiracao aérea
acessoria permite uma boa sobrevivéncia em pequenas areas, constituindo uma das razbes
para 0 seu amplo uso como isca viva na pesca esportiva no Mato Grosso do Sul. E uma
espécie de habito noturno e alimentacdo predominantemente carnivora constituida de
pequenos invertebrados (insetos), peixes e crustaceos (Resende et al., 2006). Hahn (1997)

também cita como componentes da dieta de Gymnotus sp., peixes, protozoarios e moluscos.

O hébito alimentar do Gymnotus sp. pode favorecer a ingestdo de larvas parasitarias de
Nematoda, visto que alguns parasitos de nematodas dependem de hospedeiros intermediarios,
como moluscos e crustaceos, para completar o ciclo de vida. Outros fatores que podem
influenciar a ingestdo ou composicdo da fauna parasitéaria sdo: género do animal, diferencas
fisiolégicas ou bioldgicas, idade, sazonalidade, qualidade da &gua, imunidade do animal e
tamanho do animal (Isaac et al., 2004; Moraes et al., 2002; Agius, 1980). Isaac et al. (2004),
observaram em Gymnotus spp. no rio Baia em Mato Grosso do Sul que a variedade alimentar

desta especie foi importante na composicao da fauna endoparasitaria.

Nematoda é o maior grupo que parasita 0s peixes, geralmente causam poucos danos
aos hospedeiros (Luque, 2004). A severidade do parasitismo pode variar pela quantidade de
parasitos, a espécie e o estagio de vida do nematodas, assim como idade, espécie, imunidade e
orgdo infectado do peixe (Onaka, 2009). Os nematodas adultos, no intestino, podem causar
danos no epitélio e competir com os nutrientes ingeridos pelos peixes (Onaka, 2009). Estes
parasitas sdo cilindricos, relativamente longos com as extremidades afiladas. Possuem
dimorfismo sexual. Os nematodas adultos sdo encontrados no trato digestivo dos peixes ou

cavidades corporeas (Onaka, 2009).Ja as larvas podem ser encontradas na forma de cistos, em
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diversos 6rgaos internos, bexiga natatoria, camadas musculares da pele e nadadeiras (Yanong,
2011).

Os peixes podem ser infectados quando ingerem alimentos contaminados por larvas ou
estdo em ambientes que promovem o crescimento de outros individuos (hospedeiros
intermediérios ou paraténicos) que contém larvas infectantes que dardo continuidade ao ciclo.
Estes parasitos podem ser transmitidos para 0 homem (hospedeiro acidental) quando ingerem

peixes contaminados (cistos) (Pavanelli et al., 2008).

O ciclo de vida deste grupo varia muito de espécie para espécie, pode ser de maneira
geral, direto ou indireto. Se o ciclo de vida for direto ndo havera hospedeiro intermediario e a
infeccdo ocorre diretamente pela ingestdo de ovos ou larvas contaminados de peixe para
peixe. J& no ciclo indireto aves piscivoras, peixes carnivoros ou mamiferos infectados liberam
ovos ha agua, que se desenvolvem em larvas (L1, L2), estas podem passar por dois
diferentes organismos (hospedeiros intermediarios), onde um destes pode ser o0 peixe
(Yanong, 2011). No ciclo indireto o peixe pode ser hospedeiro intermediario ou final. Quando
0 peixe é hospedeiro definitivo, o nematoda na forma de larva ou ovo ira hospedar em um
invertebrado como, crustaceo, molusco, pequenos anelideos do género Tubifex (conhecidos
como vermes do lodo, como minhocas vermelhas), larvas de insetos, no qual irdo se
desenvolver até um peixe se alimentar deste individuo contaminado. Algumas espécies de
nematoda atingem a maturidade sexual e se reproduzem dentro do peixe (hospedeiro
definitivo). No caso em que o peixe é hospedeiro intermediario, 0 nematoda utiliza o peixe
nas formas larvais, e o hospedeiro definitivo pode ser outro peixe, aves piscivoras ou

mamiferos (Yanong, 2011).

A patogenia deste grupo ndo € bem elucidada. Em alguns casos ocorre fibrose ao redor
dos cistos, perda de peso e atraso no crescimento dos animais infectados, distensdo do
abdémen. Os endoparasitas alimentam-se de nutrientes ja processados pelo hospedeiro e
podem causar alteracfes intestinais, além de levar o peixe a subnutrigdo. As larvas podem ser
destruidas quando cozidas ou congeladas, e as larvas encistadas da espécie Eustrongylides spp

podem causar esterilizacdo quando infecta as gonadas (Onaka, 2009).

A espécie Camallanus sp infecta o trato gastrointestinal dos peixes de dgua doce e tem
como caracteristica ovipor diretamente no anus do peixe, as fémeas adultas perfuram alguns
tecidos durante este trajeto e causam hiperemia e edema tecidual (Luque, 2004). Menezes et

al, 2006, observaram em alguns peixes ornamentais (Poecilia reticulata e Beta splendens)
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coletados em uma fazenda do estado de S&o Paulo a presenca da espécie Camallanus no qual

0s peixes apresentavam distenséo abdominal, apatia e parasitos avermelhados no anus.

A anasaquiase € uma zoonose causada pelos estagios larvais de alguns géneros de
nematoda da Familia Anisakidae quando o peixe infectado € consumido cru. Nas Ultimas
décadas ocorreu 0 aumento do consumo de comidas orientais, como “sushimi” e “shushi”, que
sdo preparadas com peixe in natura. O homem é um hospedeiro acidental que ingere as larvas
do nematoda e essas ndo conseguem atingir o estagio adulto. Acredita-se que as larvas dos
géneros  Anisakis, Belanisakis, Pseudoterranova, Cleoascaris, Contracaecum e

Hysterothylacium sdo agentes etioldgicos da doenga (Shamsi, 2014).

Dezfuli et al. (2009) observaram larvas encapsuladas de Raphidascaris acus
(Nematoda: Anasasakidae) no figado de Phoxinusphoxinus (Cypriniformes: Cyprinidae) e ao
redor dos cistos descreveram a presenca de células granulociticas eosinofilicas (CGEs),
macrofagos e neutrofilos. De acordo com Moravec (2009) as larvas de Contracaecum
rudolphii (Nematoda: Anisakidae) sdo encapsuladas depois de algumas semanas de ingeridas
pelo hospedeiro intermediario (peixe) e podem sobreviver até dois anos. Os nematodas
adultos no intestino podem causar danos ao epitélio e competir com 0s nutrientes ingeridos

pelos peixes (Onaka, 2009).

Rodrigues et al. (2002) descreveram a presenca de cisto parasitario de Neocucullanus
neocucullanus (Nematoda: Cucullanidae) no figado de Salminus maxillosus (Osteichthyes:
Characidae) e observaram na regido circunscrita ao cisto células inflamatérias, deposicéo de
fibrina e capsula delgada constituida por fibroblastos e fibras colagenas justaposta ao parasito.
Relataram ainda, que no inicio do encapsulamento do parasito ocorreu reacao inflamatéria
aguda seguida por processo crénico devido a persisténcia do estimulo. A formacéo do cisto do
parasito € uma resposta de defesa do hospedeiro e também do parasito que garante a
sobrevivéncia de ambos (Dezfuli et al., 2015). A deposicdo de colageno pericistico é a

resposta imune do hospedeiro para tentar isolar o parasito (Rodrigues et al., 2002).

Estudos histopatoldgicos realizados em diversas espécies de peixes resultantes de
infeccBes por nematodas tém descrito cistos parasitarios em diversos 6rgaos como: figado,
musculo esquelético, bago, estdbmago, rim, cavidade visceral e intestino (Fernandes et al.,
2012; Vieira et al., 2010; Isaac et al., 2004; Thatcher, 1999; Moravec, 1998).

Existem poucos estudos que registram endoparasitas em Gymnotus spp. No Mato

Grosso do Sul, Isaac et al. (2004), observaram peixes do género Gymnotus com dezesseis
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espécies de helmintos, sendo que 93,7% eram larvas. Moravec (1998), relatou larvas de
Brevimulticaecum sp. em espécimes de Gymnotus carapo na Venezuela. Vieira et al. (2010),
observaram larvas de Brevimulticaecum sp. na cavidade abdominal, figado, mesentério,
parede do estbmago e musculo esquelético em Gymnotus inaequilabiatus no Pantanal do
Mato Grosso do Sul. Fernandes et al. (2012), reportaram a presenca de cistos multifocais em
figados de Gymnotus sp , popularmente conhecido como tuvira, parasitadas pelo

Brevimulticaecum.

O figado do peixe é um o6rgdo bastante utilizado para estudos histopatolégicos como
indicador nutricional, fisiol6gico e ambiental (Bombonato et al., 2007; Teh et al., 1997) pois €
responsavel pelo metabolismo de substancias toxicas que podem alterar a estrutura e o
metabolismo mediante a exposicdo de poluentes, alimentos, toxinas, parasitos e
microrganismos (Bombonato et al., 2007).Em teledsteos, o figado, possui muitas funcbes
vitais e fisiologicas, como metabolismo de proteina, lipidios e carboidratos, secrecdo da bile e
€ o primeiro 6rgdo a participar do processo na biotransformacdo dos xenobidticos, além de
auxiliar na funcdo hematopoiética, visto que estes animais sdo desprovidos de medula déssea e
linfonodos (Matushima, 1995). O tamanho, forma e volume do figado estdo adaptados
anatomicamente de acordo com as caracteristicas da cavidade celomética. Na maioria das
espécies de teledsteos, esta dividido em trés lobos hepéticos, porém em alguns peixes podem
apresentar variacdes (Brusle e Anadon, 1996). O padrdo geral da arquitetura do parénquima
hepatico dos teledsteos constitui-se de hepatdcitos, ndcleos grandes, arredondados,
localizados na regido central ou basal da célula, nucléolo proeminente e sinuséides presentes

entre os hepatdcitos (Bombonato et al., 2007).

A resposta inflamatoria em teledsteos frente ao parasitismo se caracteriza pelo
aumento de neutréfilos, mondcitos/macrofagos (Reite e Evensen, 2006), centro de
melanomacrofagos (CMMs), células eosinofilicas granulociticas (CGES) ou mastcells e rodlet
cells (Wolke, 1992).

As CGEs além de participarem ativamente da resposta imune em diferentes tecidos,
apresentam outras funcdes importantes como: fagocitose de patdgenos resistentes como
esporos de parasitos e bactérias; processamento de antigenos na resposta imune; destruicdo,
detoxicacdo ou reciclagem de materiais enddgenos ou exogenos; deposito de metabolicos de
células mortas (Roberts, 1975; Agius, 1980; Zapata, 1982). Em geral sdo encontradas em
diferentes tecidos como o baco, rim e figado (Wolke, 1992; Messeguer et al., 1994). As CGEs

encontradas em teleGsteos possuem a funcdo semelhante aos mastocitos em mamiferos.
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Tecidos com agressdes agudas estimulam a degranulacédo destas células induzindo a liberacéo
de mediadores da inflamacéo, e o recrutamento macigo de novas células caracterizando a
persisténcia do processo inflamatério (Reite, 1997). O aumento no namero destas células é
frequentemente encontrado em tecidos cronicamente inflamados por nematodas (Reite e
Evensen, 2006) associado a deposi¢do de tecido fibroso sobre a superficie do agente agressor
(Reite, 1997).

Os CMMs conhecidos também como agregados de macrdfagos, nos peixes sao
encontrados principalmente no baco, figado e rim. Em teledsteos os CMMs geralmente sao
formados por linfécitos, macrofagos, pigmentos (como melanina e lipofuscina),
hemossiderina, radicais livres (ferro), metabolicos de células (Agius e Roberts, 2003).
Possuem diversas funcdes tais como: fagocitose de patdégenos como esporos de parasitos e
bactérias; processamento de antigenos na resposta imune; destruicdo, detoxificacdo ou
reciclagem de materiais endogenos e exdgenos ,depdsito de metabolitos de células mortas,
incluindo-se os eritrécitos e resposta a corpos estranhos (Agius e Roberts, 2003; Roberts,
1975). Podem aumentar em tamanho e quantidade em peixes sob condicdo de estresse
especialmente em ambientes com baixa concentracdo de oxigénio da agua, deficiéncia
nutricional, idade do animal, poluicdo quimica da dgua e doencas infecciosas ou infeccdes
parasitarias (Agius, 1980; Agius e Roberts, 2003)

Estudos detalhados das diferentes alteracGes macroscopicas e microscopicas, associados
a infeccdo parasitaria, assim como o perfil citopatologico e histomorfométrico tém sido pouco
estudados. A histopatologia é usada como biomarcador para o estudo das transformacdes
teciduais (incluindo o nivel de intensidade) e, quando associada a histomorfometria, possibilita
quantificar essas transformacdes celulares em diferentes tecidos responsivos a agentes toxicos
(Ferguson, 1989; Connel, 1997). As mudancas histologicas sdo consideradas mais sensiveis que
0s parametros relacionados apenas com o crescimento ou reproducdo do individuo (Teh al.,
1997).

Objetivou-se avaliar aspectos morfoldgicos e morfométricos do figado de Gymnotus

aff. inaequilabiatus parasitados naturalmente por formas cisticas de Nematoda.
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Resumo

O objetivo desse estudo foi avaliar aspectos morfologicos e morfométricos do figado de
Gymnotus aff. inaequilabiatus parasitados naturalmente por formas cisticas de Nematoda.
Foram utilizados 89 espécimes adultos. Apos eutanasia, procedeu-se registro do peso total (g),
comprimento total (cm), necropsia para analise macroscopica do figado, contagem das
estruturas cisticas do o6rgdo, peso do figado (g) e relacdo hepatossomatica (RHS). Um
fragmento hepético do lobo maior foi retirado para andlise histopatoldgica e
histomorfométrica. O peso total médio dos espécimes foi de 137,4+30,7g, comprimento total
de 34,1+2,8cm. Do figado o peso foi de 0,8+0,2g e a RHS de 0,6+0,1. Do total de figados
avaliados macroscopicamente 69 (87,3%) apresentaram cistos parasitarios com amplitude de
0 a 200. Na analise microscépica 79 (100%) dos fragmentos dos figados avaliados
apresentaram cistos parasitarios. A andlise microscopica revelou hepatécitos distribuidos
uniformemente no parénquima com citoplasma de textura homogénea formando grupos que
usualmente se juntavam paralelamente ao espaco sinusoidal. O nucleo e nucléolo eram
evidentes. Observou-se a presenca de ductos biliares e centro de melanomacréfagos dispersos
em todo parénquima hepéatico. O percentual médio das estruturas hepaticas foi de 73,0
+14,1% para hepatécitos, 19, 3 +£13,3% para sinusbides, 3,2 +2,6% para 0s centros de
melanomacrofagos (CMMs), 2,1 +3,7% para vasos sanguineos e 1,0 £0,8% para ductos
biliares. N&do foram encontradas alteracdes histoldgicas regressivas e progressivas no tecido
hepatico. As estruturas cisticas parasitarias ocuparam em média 1,8 £5,8% do parénquima
hepatico e eram constituidas por uma cépsula externa colagenosa de espessura variavel,
usualmente circundada por CMMs e células granulociticas eosinofilicas (CGES). A densidade
dos hepatdcitos correlacionou-se com o percentual de cistos parasitarios contados
microscopicamente por fragmento (r=-0,32, P<0,001). Embora os coeficientes de correlacdo
tenham sido baixos, as medidas morfométricas dos cistos parasitarios apresentaram

correlacBes significativas com todas as variaveis morfométricas dos hepatocitos, exceto a
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parede cistica (um) e deposicao de colageno pericistico (um) com o perimetro do hepatdcito e
a circularidade nuclear. Houve correlacao significativa entre nimero de cistos de Nematoda
avaliados microscopicamente com as CGEs pericisticas (r=0,47, P<0,001) e CMMs
pericisticos (r=0,85, P<0,001). Com deste estudo foi possivel concluir que Gymnotus aff.
inaequilabiatus possui uma eficiente resposta imune inata contra a infeccdo por Nematoda,
sem alteracGes importantes no parénquima hepatico, mesmo em animais com parasitismo

intenso.

Palavras-chave: figado, Gymnotus, histomorfometria, Nematoda, cistos, histologia
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Introducéo

Gymnotus aff. inaequilabiatus sdo peixes teledsteos encontrados no Pantanal em
ambientes Iénticos cobertos por vegetacdo aquatica (macrofitas) rica em matéria organica. A
espécie possui habito noturno e alimentacdo predominantemente carnivora constituida de
pequenos invertebrados (insetos), crustaceos, peixes, protozoarios e moluscos [1], [2]. O
habito alimentar do peixe pode favorecer a ingestdo de larvas parasitarias de Nematoda, visto
que alguns parasitos de nematodas dependem de hospedeiros intermediarios, como moluscos

e crustaceos, para completar o ciclo de vida.

Nematoda € o maior grupo que parasita 0s peixes, geralmente causam poucos danos
aos hospedeiros [3]. A severidade do parasitismo pode variar pela quantidade, espécie e
estagio de vida do Nematoda, assim como a idade, espécie, imunidade e 6rgdo infectado do
peixe [4]. Na forma adulta sdo encontrados principalmente no trato gastrointestinal e as larvas
em forma de cistos, nos musculatura esquelética, figado, superficie das visceras, cavidade
visceral e intestino [5]. Os sinais visiveis da infeccdo sdo geralmente nddulos (cistos),

inflamacéo no local da infeccdo e necrose.

Existem poucos estudos que relatam endoparasitas em Gymnotus sp.. Por sua vez,
alguns autores descreveram em peixes do género Gymnotus dezesseis espécies de helmintos,
sendo que 93,7% eram larvas,em Mato Grosso Sul [6]. Foi relatado larvas de
Brevimulticacum sp. em espécimes de Gymnotus carapo. na Venezuela [7]. Outro estudo
descreveu larvas de Brevimulticaecum sp. em Gymnotus inaequilabiatus na cavidade
abdominal, figado, mesentério, parede do estdmago e musculo esquelético no Pantanal, Mato
Grosso do Sul [8].

O figado dos teledsteos possui muitas fungdes vitais e fisioldgicas, como metabolismo
de proteinas, lipidios e carboidratos, secrecdo de bile e é o primeiro 6rgdo na
biotransformacdo dos xenobidticos, auxilia na funcdo hematopoiética, visto que estes animais
sdo desprovidos de medula 6ssea e linfonodos [9]. Este 6rgdo é bastante utilizado em estudos
como indicador nutricional, fisiologico e ambiental [10], [11]. O padrdo geral de constituicdo
do parénquima hepatico dos teledsteos constitui de hepatdcitos com ndcleos grandes,
arredondados, localizados na regido central ou basal da célula, com nucléolo proeminente,

com vasos sinusoides presentes entre os hepatdcitos [10]
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A resposta inflamatéria em teledsteos frente ao parasitismo se caracteriza pelo
aumento de neutrofilos, mondcitos/macréfagos [12], de células eosinofilicas granulociticas
(CGEs) ou mastcells [13]. Centros de melanomacréfagos (CMMs) ou agregados de
macrofagos sdo estruturas encontradas nos teleosteos, em diferentes tecidos, como o baco, rim

e figado, geralmente presente em inflamacd@es crénicas [13], [14].

Estudos detalhados das diferentes alteracbes macroscépicas e histoldgicas, associados
a infeccéo parasitaria, assim como o perfil citopatoldgico e histomorfométrico tém sido pouco
estudados. A histopatologia é usada como biomarcador para o estudo das transformacdes
teciduais (incluindo o nivel de intensidade) e, quando associada a histomorfometria,
possibilitam quantificar essas transformacdes celulares em diferentes tecidos responsivos a
agentes toxicos [15], [16]. As mudancas histologicas sdo consideradas mais sensiveis que 0s

parametros relacionados apenas com o crescimento ou reproducéo do individuo [11].

Assim sendo, objetivou-se avaliar aspectos morfoldgicos e morfométricos do figado
de Gymnotus aff. inaequilabiatus parasitados naturalmente por formas cisticas de Nematoda.
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Material e Métodos

Espécimes e Biometria

Espécimes de Gymnotus aff. inaequilabiatus (Actinopterygii: Gymnotiformes) (n=89),
provenientes de Porto Morrinho/MS (latitude 21°41'56"sul e longitude 57°52'57" oeste),
foram adquiridos bimestralmente (abril/2013 a fevereiro/2014) em casa especializada de iscas
vivas no municipio Campo Grande/MS. Os espécimes foram transportados em caixas
térmicas oxigenadas até o comércio e, posteriormente, até o L aboratério de Patologia do

Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.

Para coleta dos dados biométricos os espécimes foram eutanasiados em solucdo
aquosa 2% de 2-fenoxietanol (5 ml/L) por 12 minutos. Registrou-se o comprimento total (cm)
e peso (g) para determinacdo do fator condicdo (FC) de acordo com a: FC (%) = 100 x
peso/comprimento’ [17]. Todos os espécimes da amostra foram considerados sexualmente
maduros [18], tendo comprimento superior a 26 cm (32,9+4,3). Em seguida, 0s espécimes
foram submetidos a necropsia para avaliagdo macroscopica do figado e contagem de
estruturas cisticas parasitarias, peso do o6rgdo (g) e calculo da relacdo hepatossomatica

(RHS=peso do figado/peso corporal x 100).

Para identificacdo das larvas encistadas dez figados foram colhidos aleatoriamente,
durante o periodo experimental, o tecido foi digerido em solucao de &cido cloridrico e pepsina
(pepsina 5g; HCI 37%, 10 mL em 1000 mL de &gua destilada) durante 12h em agitacdo a 37
°C [19]. Apds a digestdo, o material foi centrifugado a 1500 r.p.m. durante 2 minutos. O
sedimento foi suspenso em solugdo de cloreto de sodio (0,7%) para classificacdo das formas
em estereomicroscopia. Os parasitos foram fixados e clarificados em lactofenol de Amann,

examinados em microscopico de luz com contraste de fases e identificados [20].

Analise histolégica

Para a andlise histologica foi obtido um fragmento, seccionado do I6bulo maior,
sentido longitudinal (n=79). Os fragmentos foram fixados em solucdo de formol 10% e
processados histotecnicamente para inclusdo em parafina, cortados a 5 pm de espessura e

corados pela técnica de Hematoxilina Eosina (H&E) e Tricromico de Masson [21]. A analise
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desses fragmentos foi realizada em microscopia de campo claro com magnitude de 40x, 100x
e 400x, verificando-se as possiveis alteracdes histopatoldgicas, assim como a arquitetura e
organizacdo teciduais. Considerou-se a presenca de alteracGes regressivas, inflamatorias
circulatérias eprogressivas, bem como, o nimero de cistos parasitarios, presenca de centros de

melanomacrofagos pericisticos e de células eosinofilicas granulociticas pericisticas.

Densidade hepatica

A analise da densidade das estruturas hepaticas foi feita em 30 espécimes,
considerando-se 10 imagens do mesmo plano de cada individuo. As imagens foram
capturadas por camera fotogréfica (Nikon D3100) acoplada a adaptador (P95-T2 1,6x DSLR)
em microscépio de campo claro (Zeiss Primo Star) na magnitude de 400x (4608x3072 pixels).
Para as mensuragoes utilizou-se o software ImageJ 1.45m [22], calibrado para uma escala de
0,830 pixels/micra. Com o auxilio do software as imagens foram divididas em gradiculas
ajustadas para 50.000 pixels? totalizando 294 intersec¢bes. Em cada interseccéo determinou-
se as seguintes estruturas: hepatdcitos, espacos sinusoidais, vasos sanguineos (artéria ou veia,
capilar arterial ou venoso), centro de melanomacréfagos (CMMs), cistos, ductos biliares.
Posteriormente, o percentual de cada estrutura foi calculado para cada imagem: Estrutura (%)
= (contagem total/294) x100.

Morfometria dos hepatocitos e mensurages cisticas

Para as analises morfométricas dos hepatdcitos, foram obtidas 10 imagens , (coradas
por Tricromico de Masson) de 30 espécimes, escolhidas aleatoriamente, em microscopia de
campo claro, em magnitude de 1000x (4608x3072 pixels). Utilizou-se o software Motic 2.0
(Motic Asia, Hong Kong). Mensurou-se o diametro nuclear (um), perimetro (um) e area
(um?) nucleares e citoplasméticos de 60 hepatdcitos escolhidos ao acaso de cada imagem. A
partir dessas medidas, obteve-se a relacdo da area do nucleo e do citoplasma (Rnc), do volume
nuclear (VN pum°) e circularidade do ntcleo (CN), de acordo com as seguintes equacdes:
Rnc=(&rea nuclear/area citoplasma x 100); VN (um®)=4/3.x.r*; onde r’=diametro nuclear/2 e

CN = p®/4.m.a, onde p?= perimetro nuclear e a= area nuclear, respectivamente [23] [24].
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O diadmetro (um), a espessura da camada colagenosa pericistica (um) e a espessura do
cisto (um) foram mensurados em, no minimo 10 cistos, observados, ao acaso em 5 imagens
(magnitude de 100x) por lamina, como descrito anteriormente. Para determinacdo do diametro
considerou-se a média de quatro medidas perpendiculares, repetindo-se esse método para a
espessura da parede do cisto. A média da espessura da camada colagenosa pericistica foi
obtida a partir de pelo menos duas medidas. Essas andlises foram realizadas no software
Motic 2.0 (Motic Asia, Hong Kong).

Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados de forma descritiva, considerando-se a média,
desvio padrdo, valor minimo, maximo, mediana, primeiro e terceiro quartis, assimetria e
curtose. Posteriormente, o percentual de cistos observados pela analise da densidade hepatica
foi correlacionado com o percentual das demais estruturas; didmetro cistico, espessura da
parede cistica e espessura do coladgeno pericistico com as demais medidas morfométricas dos
hepatocitos e, por fim, o total de cistos parasitarios avaliados microscopicamente com o total
de CMMs pericisticos e CGEs pericisticas. Para essas analises utilizou-se 0 método de

Pearson (binomial, cauda dupla). O software SPSS 17.0 foi usado para as analises.
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Resultados

Aspectos macroscopicos do figado e das estruturas cisticas hepéticas estdo
representados na Figura 1. O figado apresenta dois lobos distintos. Um na porcao ventral da
cavidade celomatica e o outro na porcéo dorsal, ou superior. O lobo superior é subdividido em
duas porgoes alongadas que se estendem em direcdo a regido caudal. Ambos os l6bos estdo
localizados acima do estdbmago e intestino. As estruturas cisticas parasitarias se estenderam
por todo o parénquima hepatico em ambos os lobos, com variacdo de tamanho e forma.
Usualmente as larvas apresentavam-se circunscritas a face interna dos cistos preenchendo
total ou parcialmente o espaco cistico.

Os dados biométricos e a contagem macroscopica de cistos parasitarios estdo descritos
na Tabela 1. Peso, peso do figado e os cistos parasitarios apresentaram os maiores desvios.
Dos figados avaliados, 87,3% (69/79) apresentavam estruturas cisticas observadas
macroscopicamente. Dos dez figados destinados a identificacdo das larvas cisticas
contabilizou-se 1370 larvas, das quais 85,8% foram de Brevimulticaecum sp. (Nematoda:
Anisakidae), 0,1% de Porrocaecum sp., (Nematoda: Ascarididae), 5,5% de Ascaridoidea

(Nematoda) e 8,6% ndo foi possivel realizar a identificagéo [20].

Tabela 1. Estatistica descritiva para varidveis biométricas e estruturas cisticas hepaticas
observadas em Gymnotus aff. inaequilabiatus (n=79) provenientes do Pantanal sul-
mato-grossense

Percentis
Média DP Min. Max. Mediana 25% 75%  Assimetria Curtose
Peso (g) 1374 30,7 38,6 2186 136,8 1141  157,2 -0,3 14
Comprimento (cm) 34,1 2,8 26,0 39,50 34,5 32,5 36,0 -0,7 0,8
Fator de condicdo 0,3 01 0,22 0,51 0,3 0,3 0,4 0,4 -0,7
Peso do figado (g) 0,8 02 02 15 0,7 0,6 0,7 0,5 1,0
RHS 0,6 01 03 1,0 0,6 0,5 0,6 0,9 1,8
Cistos* 49,8 570 0,0 200 25,0 10,0 67,0 1,2 15

DP=desvio padrdo; Min.=minimo; Max.=maximo; RHS=relacdo hepatossomatica; Comprimento total (cm) e Peso total (g)
*contados macroscopicamente
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Figura 1. A, Exemplar de Gymnotus aff. inaequilabiatus e macroscopia hepdtica das
estruturas cisticas parasitarias. B, localizagdo do figado na cavidade celomdtica (note a
presenca de alguns cistos parasitarios em ambos os lobos, setas). C, figado em plano dorsal
com destaque para os lobos ventral e dorsal (subdivido). D, regido ventral hepdtica
apresentando diversos cistos parasitarios. E, figado em plano ventral, com destaque para o
tronco vascular (artéria e veia porta, seta). F, cistos parasitarios projetados a superficie
hepatica. G, cistos parasitarios contendo larvas de Nematoda.
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Figura 2. Box plot (mediana e quartis) representando varidveis morfométricas de cistos
hepéticos, percentual de Centros de Melanomacréfagos (CMMs) pericisticos e percentual de
Células Granulociticas Eosinofilicas (CGEs) observados em Gymnotus aff. inaequilabiatus

(n=30) provenientes do Pantanal sul-mato-grossense.

Tabela 2.  Estatistica descritiva para densidade das estruturas hepaticas e morfometria dos

hepatdcitosobservados em Gymnotus aff. inaequilabiatus(n=30) provenientes do

Pantanal sul-mato-grossense.

Percentis
Média DP Min. Max. Mediana 25% 75%  Assimetria  Curtose

Densidade (%)
Hepatdcito 73,0 141 27 96,2 75,8 684 82,0 -1,9 58
Espaco sinusoidal 19,3 133 20 93,2 16,7 12,6 224 3,2 12,8
Vaso sanguineo 2,1 3,7 0,0 22,5 0,0 0,0 34 2,3 6,5
Ducto biliar 1,0 0,8 0,0 11,2 0,0 0,0 0,0 11,8 157,5
CMMs 3,2 2,6 0,0 12,6 2,7 1,0 47 1,0 0,8
Cisto 1,8 5,8 0,0 38,4 0,0 0,0 0,0 3,7 14,0
Morfometria
Area hepatdcito (pum2) 619 215 100 1420 640 480 760 0,1 0,1
Perimetro hepatdcito (um) 30,6 58 13,0 91,0 31,0 28,0 34,0 0,1 5,4
Area nuclear (um?) 10,8 4,18 1,0 25,0 11,0 8,0 14,0 -0,2 -0,5
Perimetro nuclear (um) 11,8 24 1,0 18,0 12,0 10,0 13,0 -0,7 0,1
Volume nuclear (um?) 22,1 122 0,7 89,5 21,2 12,7 29,9 0,5 0,7
Circularidade nuclear (0-1) 0,9 0,1 0,3 1,0 0,9 0,8 09 -2,5 11,3
Rel. Nucleo/citoplasma 18,2 5,6 2,0 450 18,0 140 21,0 15 0,6

DP=desvio padrdo; Min.=minimo; Max.=maximo; RHS=relacdo hepatossomatica;
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Na Figura 2 estdo descritos os valores medianos, quartis e amplitude de variaveis
morfométricas relacionadas as estruturas cisticas parasitarias. Todas as variaveis apresentaram
valores outliers. A distribuicdo do percentual de centros de melanomacrofagos (CMMs) e
células granulociticas eosinofilicas (CGEs) revelou que a maior concentracdo dessas
estruturas foi entre o segundo e terceiro quartis, com trés amostras outliers nos CMMs e duas
nas CGEs.

Os dados de densidade das estruturas hepaticas e morfometria dos hepatocitos estéo
apresentados na Tabela 2. Os hepatdcitos representaram 73,0 £14,1%, seguidos do espaco
sinusoidal (19,3 +13,3%), CMMs (3,2 £2,6%), vasos sanguineos (2,1 +3,7%) e ducto biliar
(1,0 +£0,8%). As estruturas cisticas parasitarias ocuparam em média 1,8 £5,8% do parénquima
hepatico, contudo um espécime atingiu valor proximo a 40,0% do parénquima do 6rgao. Das
variaveis morfomeétricas dos hepatocitos, a circularidade nuclear e a relagdo nucleo/citoplasma
apresentaram menor dispersdo. Os valores concentraram-se entre 0,8 e 0,9 na circularidade
nuclear e entre 14,0 e 21,0 na relagdo nucleo/citoplasma.

Todos os fragmentos de figado (n=79) avaliados microscopicamente apresentaram
pelo menos um cisto. Aspectos microscopicos do parénguima hepéatico normal e a estrutura
dos cistos parasitarios estdo representados na Figura 3. Os hepatécitos sdo distribuidos
uniformemente no parénquima com citoplasma de textura homogénea, formando grupos, que
usualmente se juntam paralelamente ao espacgo sinusoidal. Embora de tamanho variado, 0s
nucleos localizam-se no centro dos hepatocitos e, em sua maioria com nucléolos destacados.
N&o foi evidenciada a presenca de triade portal. Artérias, veias e capilares distribuem-se
aleatoriamente no parénquima, sem formacéo lobular. Verificou-se a presenca de ductos
biliares com epitélio colunar, circundado por tecido conectivo de sustentacdo tambem
distribuido aleatoriamente no parénquima. Cistos parasitarios foram constituidos por capsula
externa colagenosa de espessura variavel, usualmente circundada por centros de
melanomacrofagos (CMMs) e células granulociticas eosinofilicas (CGEs). Em algumas
estruturas foi possivel identificar internamente depositos proteicos em conjunto com material
amorfo basofilico. Ndo foram encontradas lesGes regressivas, progressivas, inflamatérias e
circulatorias no parénquima hepatico de todos os espécimes avaliados. Discreto espagcamento
sinusoidal com retencdo de hemacias foi observado em alguns espécimes sem relagdo com
outras alteraces teciduais.

Nas Figuras 4, 5 e 6 estdo representadas as correlagbes entre cistos parasitarios com
variaveis hepaticas. A analise com a densidade das estruturas hepaticas (Figura 4) revelou que

apenas o percentual de hepatdcitos correlacionou-se com o percentual de cistos parasitarios
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(r=-0,32; p=0,001). Embora os coeficientes de correlagdo tenham sido baixos, as medidas
morfométricas dos cistos parasitarios apresentaram correlac@es significativas com todas as
varidveis morfométricas dos hepatocitos, exceto a parede cistica (um) e deposicdo de
colageno pericistico (um) com perimetro do hepatécito e circularidade nuclear (Figura 5).
Tanto as CGEs quanto os CMMs correlacionaram-se com a quantidade de cistos observados
microscopicamente em todas as amostras (r=0,47 e r=0,87; P=0,001; respectivamente),

conforme a Figura 6.
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Figura 3. Microscopia hepética e de cistos de Nematoda em Gymnotus aff
inaequilabiatus. A, parénquima normal. Hepatdcitos apresentam formato circular
tipico com citoplasma visivel e homogéneo; nucleos de tamanho uniforme,
circularidade simétrica com nucléolos evidentes; sinusdides parcialmente
preenchidos por sangue (H&E, barra=20 um). B, parénquima hepatico repleto de
estruturas cisticas. Cistos apresentam ampla variedade de tamanhos, formas e
espessura da camada pericistica. Marcada deposicdo de larvas internamente as
estruturas. Nao ha evidéncia de reacdo inflamatoria pericistica ou parenquimatosa
(H&E, barra=200 um). C e D, estruturas cisticas com evidente deposicdo de
colageno periférico (coloragcdo Tricbmico de Masson, barra=100 um). Em D, nota-
se presenca de depdsito proteico (vermelho) revestindo internamente o cisto. E,
deposicdo de células granulociticas eosinofilicas (CGESs) periféricas a parede de
um cisto (H&E, barra=20 um). F e G, cistos com reacdo periférica caracterizada
pela deposicdo de melanomacréfagos.
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Figura 4. Correlacdo de Pearson (r) entre o percentual de cistos observados
microscopicamente com diferentes estruturas hepaticas em Gymnotus aff.
inaequilabiatus (n=30) do Pantanal sul-mato-grossense
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Figura 5. Correlagdo de Pearson (r) entre medidas morfométricas dos cistos de
Nematoda com medidas morfométricas dos hepatdcitos em Gymnotus aff

inaequilabiatus (n=30) do Pantanal sul-mato-grossense. *=n&o significativo
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Figura 6. Correlagdo de Pearson (r) entre nimero de cistos de Nematoda avaliados
microscopicamente com células granulociticas eosinofilicas (CGEs) pericisticas e centro de
melanomacrofagos (CMMs) pericisticos em Gymnotus aff. inaequilabiatus (n=79) do
Pantanal sul-mato-grossense.
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Discussao

Os nematodas constituem um importante grupo de parasitas em peixes de agua doce.
Embora sua patogenia, ciclo biologico e distribuicdo nos 6rgdos do hospedeiro sejam bem
reconhecidos, sdo amplamente variaveis de acordo com fatores bidticos e abioticos [25]. No
Pantanal, estudos mostram que o habito alimentar dos hospedeiros e o local de captura
influenciam a prevaléncia e a espécie de Nematoda. Em Gymnotus sp. a ampla variacdo da
prevaléncia desse grupo pode variar entre 1,8 a 66,7%, com predominio no mesentério,
intestino, gbnadas, figado e musculatura esquelética [6], [8]. No presente estudo, a
identificacdo de parte da populacdo avaliada (11,24%) revelou que a maior prevaléncia
(85,8%) foi de Brevimulticaecum sp., corroborando com outros achados [8]. No Pantanal,
Brevimulticaecum baylisi, B. regoi e B. steoveni foram descritos em diferentes microrregides
em arraias fluviais (Paratrygonidae) [26] e em jacarés (Caiman crodilus yacare) [27]. Neste
trabalho, houve ampla variacdo da contagem de cistos parasitarios no figado (0 a 200)
podendo esta diferenca estar relacionada com o periodo de coleta dos espécimes (abril/2013 a
fevereiro/2014), visto que na planicie pantaneira ocorrem dois periodos distintos
(enchente/cheio e vazante/seco) que modificam o meio abi6tico e bidtico [28].

Morfologicamente as caracteristicas encontradas no figado foram semelhantes as
reportadas previamente por outros autores em G. carapo e G. inaequilabiatus [7], [8]. De
maneira geral, a histoarquitetura do figado de Gymnotus aff. inaequilabiatus se assemelha ao
ja descrito na literatura para outros teledsteos [10], [29]. A maior parte do parénquima foi
composta por hepatécitos, seguido pelos espacos sinusoidais, importantes para o transito
celular e homeostasia eletrolitica [30]. Porem, a analise de correlagdo mostrou que apenas o
percentual de hepatdcitos diminui conforme aumenta o percentual de cistos parasitarios
(Figura 4). Portanto, ndo houve grandes mudangas na estrutura hepatica em fungdo da
presenca dos cistos parasitarios. Ressalta-se aqui, que nesta analise, 0s CMMs sdo observados
em todo o parénquima, demonstrando sua varia¢do independente da presenca ou nao dos
cistos parasitarios. Por outro lado, mesmo que os coeficientes de correlacdo entre as medidas
morfométricas dos cistos e as medidas morfométricas dos hepatdcitos tenham sido baixos,
houve aumento do tamanho dos hepatdcitos de acordo com o aumento do diametro, parede
cistica e colageno pericistico (Figura 5). Isso sugere a ocorréncia de possiveis mudancas
estruturais com um processo adaptativo do parénquima hepatico, sem prejuizos substancias ao

hospedeiro. Esse parece ser um processo comum na relagdo parasito-hospedeiro,
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especialmente naqueles de fase larval, que utilizam o peixe como hospedeiro intermediario ou
paraténico [31], [6]. Portanto, a auséncia de lesdes no parénquima e na superficie hepatica,
sugere que a rota de migracdo das larvas encontradas no figado ocorra via sistema porta-
hepatico.

Os nematodas, na sua maioria, causam quadros infecciosos variados, sem extensa
manifestacdo patoldgica. No aparelho digestivo, onde ha maior ocorréncia de migracao larval
h& maior resposta inflamatdria, com a presenca de células gigantes multinucleadas [32].
Quando livres, as larvas podem ser encontradas aderidas ao periténio ou visceras celomaticas
juntamente com tecido conjuntivo fibroso, macréfagos, neutréfilos e células granulociticas
eosinofilicas [32], [33]. A infeccdo hepética por Nematoda, assim como as caracteristicas
gerais morfoldgicas macro e microscopicas, especialmente em Gymnotus sp., ndo tém sido
reportadas na literatura. Além disso, pouco se conhece sobre a arquitetura e a constitui¢do
histolégica do parénquima hepético dessa espécie, especialmente da natureza e patogenia da
infecgdo parasitaria pelo Nematoda. Considerando que todas as amostras apresentaram formas
cisticas parasitarias ao exame microscopico, € possivel inferir que este 6rgdo atue como um
sitio de armazenamento ou ainda, simplesmente, por receber sangue portal (mesentério), atue
como uma rede de retencdo desses parasitos. A deposi¢cdo de formas encistadas parece nao
alterar a funcdo hepética uma vez que ndo foram observadas lesbes degenerativas nos
hepatdcitos ou areas de hepatite granulomatosa, tipicamente encontradas por larvas de outros
Nematoda [31], [34] [35].

As larvas em hospedeiros paraténicos raramente se desenvolvem e, quando em
hospedeiros intermediarios as larvas cessam seu crescimento devido as limitacfes de defesa
do hospedeiro [35] [36], neste estudo foram encontrados, no parénquima hepatico, diversos
tamanhos de cistos parasitarios sugerindo que ocorreu a ingestdo dos parasitos pelo Gymnotus
aff. inaequilabiatus de diferentes estagios larvais ou que ocorreu variagdo na resposta imune
do hospedeiro frente as diferentes especies e quantidades de parasitos encontrados no
parénquima hepatico avaliado.

A variagdo da espessura da parede cistica, da deposicdo de colageno pericistico e
CMMs pericisticos demostram que este processo é dinamico, resultando em pronta
estimulacdo a resposta imune inata, incluindo as CGEs pericisticas [12], [37]. Por outro lado,
0 processo de encapsulacdo das larvas como principal estratégia de defesa do sistema imune
pode ser eficiente nesta espécie, evitando processos lesivos mesmo frente a grandes
quantidades de formas cisticas. S&o escassos 0s trabalhos sobre reagbes imunoldgicas

adaptativas em peixes contra o parasitismo.
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Uma possivel evidéncia para esse aspecto foram as correlagcdes encontradas entre o
namero de cistos com o numero de CGEs (r=0,47; Figura 3, E) e CMMs (r=0,85; Figura 3, F
e G). Enquanto as CGEs podem sofrer degranulacdo proximos aos sitios infecciosos, como
lamina propria do epitélio intestinal ou, nas proximidades dos cistos parasitarios em infeccdes
aguda, os CMMs concentram células responsaveis pela fagocitose de estruturas anémalas ao
tecido e degranulacdo de CGEs [35], [36]. [39], [40]. A maior deposicdo dos CMMs nos
tecidos e o recrutamento das CGEs nao degranuladas, nas estruturas cisticas, indicam reacdes
infecciosas cronicas [13], [41].

Conclui-se que Gymnotus aff. inaquilabiatus provenientes do Pantanal possui alta
infeccdo de cistos parasitarios, no figado, por Nematoda e que a espécie Brevimulticaecum sp.
representa um importante grupo que parasita estes animais. Devido a presenca de CMMs,
CGEs pericisticas e das larvas parasitarias encistadas mostra-se que estes peixes possuem uma
eficiente reposta imune inata contra a infecgdo. Estes parasitos ndo causaram alteragoes
importantes no parénquima hepatico. Mas, a presenca dos cistos de nematodas reduz o
percentual da densidade dos hepatocitos e influencia nos parametros morfométricos dos
hepatdcitos e de seus nucleos.

Um fator relevante é que o Gymnotus aff. inaquilabiatus é um peixe que faz parte da
base da cadeia alimentar e como hospedeiro paraténico ou intermedirio possui grande
potencial de disseminacao destes parasitos.
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