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RESUMO: Neste trabalho apresentam-se resultados obtidos em microscopia de luz (ML),
microscopia eletrénica de transmissio (TEM) e microscopia eletronica de varredura (SEM), do
ciclo de vida de algumas espécies de microsporidios (phylum Microsporidia Balbiani, 1882), parasitas
da fauna ictiol6gica da regido amazdnica. Dé-se especial realce aos aspectos ultra-estruturais das
diferentes fases do ciclo de vida, com especial destaque aos esporos, pois sio as células que
caracterizam as diferentes espécies. Relaciona-se o tecido hospedeiro com os aspectos de lise, que
freqiientemente ocorrem, bem como aspectos ultra-estruturais de xenomas que ocorrem em certas
espécies deste parasita. As alteracdes estruturais das células e dos tecidos hospedeiros sugerem que
estes parasitas, sendo letais para os seus hospedeiros, podem contribuir negativamente para os
diferentes aspectos econdmicos.

TERMOS PARA INDEXA(;AO: Microsporidio, Ciclo de vida, Ultra-estrutura, Peixes, Amaz6nia.

ULTRASTRUCTURAL DATA OF MICROSPORIDE’S
SPORES (PHYLUM MICROSPORIDIA) IN THE
ICHTHYOLOGIC FAUNA IN THE AMAZON REGION

ABSTRACT: This work describes the results obtained in the LM, SEM and TEM life cycle of
some microsporide species (phylum Microsporidia Balbiani, 1882) which parasites the ichthyofauna
of the Amazon region. Special emphasis to the ultra structural aspects of the different life cycle

Aprovado para publicacio em 06.11.03.

Professor Titular da UFRA, Departamento de Biologia Animal, Av. Tancredo Neves, 2501, Terra Firme, CEP 66077-
530, Belém, Pard, Brasil. e-mail: edmatos @ufra.edu.br

Bidloga, M.Sc., Professora Assistente da Universidade Federal do Pard, Departamento de Histologia e Embriologia,
Laboratério de Histologia de Animais Aquaticos.

Bidloga, M.Sc.. Departamento de Ciéncias Bioldgicas, Instituto Superior de Ciéncias da Sadde-Norte — Paredes e
CIIMAR - Universidade do Porto. Porto. Portugal.

Médica Veterindria. M.Sc.. Professora Substituta da UFRA

Técnica em Microscopia Eletronica. Departamento de Biologia Celular do Instituto de Ciéncias Biomédicas de Abel
Salazar e CIIMAR da Universidade do Porto. Porto. Portugal.

Bidlogo. Dr.. Professor Catedritico. Departamento de Biologia Celular do Instituto de Ciéncias Biomédicas de Abel
Salazar e CIIMAR da Universidade do Porto. Porto. Portugal.

]

[

o

o

-

Rev. ciénc. agrar., Belém, n. 39, p. 95-108, jan./jun. 2003



EDILSON MATOS, PATRICIA MATOS, GRACA CASAL, ELANE GIESE, LAURA CORRAL, CARLOS AZEVEDO

phases with evidence of the spores was given.The spores and life cycle stages characterized the
different species. The ultra structural organization of the host tissues with the lysed aspects of the
host, that frequently occurred, was discussed. This situation suggested that some parasites lethal to
the hosts had a negative contribution to different economic aspects.

INDEX TERMS: Microsporidia, Life Cycle, Ultrastructure, Fish, Amazonian Region.

1 INTRODUCAO

Os microsporidios (phylum
Microsporidia) sdo microorganismos que
apresentam caracteres especificos dos
eucariotas (presenca de niicleo) e dos
procariotas (possuem unidades ribossomais
tipicas dos procariotas). Estas particula-
ridades implicam que, taxonomicamente, 0s
microsporidios sejam incluidos no
grupo Archeozoa (SPRAGUE; BECNEL;
HAZARD, 1992; SPRAGUE; BECNEL,
1998).

Estes parasitas tém uma vida
exclusivamente intracelular, isto €, todo o
ciclo de vida ocorre no citoplasma das
células hospedeiras (AZEVEDO, 2001;
CALI; TAKVORIAN, 1999). Nos peixes,
os microsporidios ocorrem nos mais
diversos tecidos/érgdos, como tubo
digestivo, branquias, figado, sistema
nervoso, sistema tegumentar, gonadas e
outros (CANNING; NICHOLAS, 1980;
CANNING; LOM, 1986; LOM; DYKOVA,
1992; LARSSON, 1999; LOM, 2002).

Numa recente revisio, Shaw e Kent
(1999) referem que existem cerca de 100
espécies de microsporidios, incluidas em
virios géneros. Estas se encontram

distribuidas em dois grupos: um, em que

os esporos se desenvolvem em xenomas
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(Ichthyosporidium, Spraguea, Amazonspora,
Pseudoloma, Glugea, Loma e Tetramicra),
e outro em que 0s esporos se desenvolvem
em estruturas nio xendmicas, isto €, sem
qualquer organizagdo do tipo xenoma
(géneros Pleistophora, Heterosporis,
Kabatana e Nucleospora).

Embora freqiientes em 6rgaos vitais,
s6 alguns géneros estdo descritos como
patogénicos.

Este trabalho teve por objetivo
descrever e divulgar a organiza¢do ultra-
estrutural dos esporos e alguns aspectos do
ciclo de vida de microsporidios encontrados
em peixes coletados em rios de dgua docee
em regides estuarinas da bacia amazdnica
no Estado do Pard, das quais algumas
espécies sdo de grande interesse econdmico

para a regiao.

2 MATERIAL E METODOS

Fragmentos de diversos 6rgaos de
peixes coletados nas regides de rios de dgua
doce e em regides estuarinas da bacia
amazdnica no Estado do Pard, desde a
foz do rio Amazonas até a regido da
cidade de Augusto Correa, foram perio-
dicamente observados macroscopica e

microscopicamente, com o objetivo de

_encontrar microparasitas. Entre os
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microparasitas encontrados, a atencdo
recaiu sobre os microsporidios (Phylum
microsporidia).

Pequenos fragmentos de tecidos/
Orgdos parasitados foram usados em
esfregacos de modo a permitir a visua-
lizagdo de esporos isolados a fim de serem
identificados em microscopia de luz (ML).

Para microscopia eletrdnica de
transmissdo (TEM), pequenos fragmentos
de tecidos parasitados foram fixados em
glutaraldeido a 3-5%, tamponado com
cacodilato de sédio a 0,2 M a 4 °C, durante
8 a 10 horas. Depois de lavados a 4 °C no
mesmo tampdo durante a noite, os
fragmentos de tecidos parasitados foram
pos-fixados em tetréxido de 6smio a 2% no
mesmo tampéo a 4 °C durante 2 a 3 horas.
Depois de desidratados na série ascendente
de etanol e 6xido de propileno, os
fragmentos foram incluidos em Epon.

Os cortes semifinos foram corados com
azul de toluidina, colocados entre 14mina e
laminula e observado ao microscépio de
contraste diferencial (DIC). Os cortes
ultrafinos foram feitos com faca de diamante
e contrastados em acetato de uranila e citrato
de chumbo, sendo observados ao
microscopio eletrdnico de transmissio JEOL
100CXTI, operando a 60K V.

Para observacdo em microscopia
eletrénica de varredura (SEM), esporos
isolados ou pequenos fragmentos de tecidos
parasitados foram fixados e desidratados de
acordo com as técnicas usadas para TEM
(AZEVEDO; MATOS, 2003). Apés a
desidratacdo, o material foi submetido ao
ponto critico, metalizado com uma fina

Rev. ciénc. agrér., Belém, n. 39, p. 95-108, jan./jun. 2003

camada de ouro e observados ao SEM 35 C
operando a 30 KV.

3 RESULTADOS

Os esfregagos de tecidos parasitados
permitiram facilmente a observacgio
microscépica dos esporos e a identi-
ficagdo como pertencentes ao phylum
Microsporidia Balbiani, 1882. Os esporos
sdo células de pequenas dimensédes (entre 3
a5 mm de comprimento) de forma elipséide,
ovoide ou formas préximas (Figuras 1 a 4 -
Apéndices).

Observados ao microscépio DIC
(Figura 1 - Apéndices), o esporo apresenta
uma forma tridimensional semelhante i
forma observada em cortes semifinos
(Figuras 3 e 4 - Apéndices).

Ultra-estrutura:

O esporo observado em cortes
ultrafinos a0 TEM mostra uma organizago
tipica e exclusiva de todos os esporos de
microsporidios (Figura 1).

{
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Figura | - Desenho esquemtico de uma sec¢io longitudinal
(esquerda) e um desenho tridimensional (direita)
de um esporo de um microsporidio. mostrando
diferentes estruturas e organelas que fazem parte
do esporo. D — disco de ancoragem: Pp -
polaroplasto: T — tubo polar: N — niicleo: R —
polirribossomas: P — parede: V — vaciiolo.
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Os microsporidios sdo parasitas
exclusivamente intracelulares que podem
desenvolver o ciclo de vida isoladamente
ou agrupados, constituindo aglomeracoes
que podem atingir grupos de algumas
dezenas de esporos (Figura 4 - Apéndices).

Em muitos casos de aglomeracdo
esporal pode diferenciar-se em xenoma,
estrutura complexa, constituida por uma
célula hipertréfica rodeada por uma parede
espessa, constituida por vdrias camadas de
coldgeno (Figuras 2, 5 e 6 - Apéndices). O
ntcleo hipertréfico de grandes dimensoes
apresenta-se, geralmente, com profundas
ramificagbes (Figura 7 - Apéndices). Em

certas espécies de microsporidios, o ciclo

de vida desenvolve-se em vacuolos-

parasitéforos, sendo freqiiente encon-
trarem-se na mesma célula hospedeira
diferentes fases do ciclo de vida (Figuras
7,8, 11, 12, 13 e 14 - Apéndices).
Externamente, o esporo tem uma
parede, geralmente densa, de espessura
uniforme, exceto na regido apical que se
situa sobre o disco de ancoragem, estrutura
que a seguir € referida. A parede do esporo
€, geralmente, constituida por duas
por¢des, em que a por¢do mais externa
pode apresentar-se lisa, rugosa ou com
sulcos de contornos muito evidentes. A
parede do esporo envolve uma célula, a
qual, na maior parte das espécies, €
uninucleada e localiza-se na zona central

do esporo (Figura 9 - Apéndices).
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O esporo divide-se geralmente em
duas porg¢des: uma porcdo apical, na sua
quase totalidade ocupada por um
membranar

polaroplasto, sistema

complexo, de grande importdncia
no processo de extrusdo do tubo polar
(Figura 9 - Apéndices).

O tubo polar é um tubo isofilar
(Figura 10) ou levemente afunilado, que
corre em dire¢do a extremidade basal. O
tubo polar estd intimamente ligado, na
por¢do mais apical do esporo, ao disco de
ancoragem (Figura 9 - Apéndices). O tubo
polar de comprimento varidvel entre as
diferentes espécies projeta-se, geralmente,
obliquamente para a porgdo basal do
esporo, onde se enrola em espiral a volta
do vaciolo que ocupa uma grande parte da
porcio basal (Figuras 9 e 10 - Apéndices).

Junto ao nucleo, os ribossomas
organizam-se sob a forma de fitas
(Figura 1),

geralmente de dificil observagdao, mesmo

compactas e enroladas

em TEM com aumentos médios.
Ciclo de vida:

Quando o esporo dos microsporidios
atinge o pleno estado de maturagido e se
encontra sob acio de fatores externos
apropriados, o interior do esporo passa por
fen6menos ainda ndo totalmente
esclarecidos, sofrendo um aumento da
pressdo interna que obriga a uma extrusao

do tubo polar (Figura 2).
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Figura 2 - Representagdo esquemitica do ciclo de vida dos
microsporidios : 1 — secio longitudinal de um
esporo; 2 — extrusdo do tubo polar; 3 — contato
da extremidade do tubo polar com a célula
hospedeira e transmissio do nicleo do €sporo;
4 —sucessivas fases do desenvolvimento do ciclo
de vida e formagio do vactolo parasitéforo. ( a
— merontes; b,c — esporontes; d — esporoblastos;
€ — esporos).

Neste fendémeno, o tubo projeta-se
para o exterior, como o desembainhar do
dedo de uma luva em posicdo inversa,
atingindo, geralmente, distancias superiores
ao comprimento do préprio tubo polar. No
seu interior e, geralmente, ocupando uma
posi¢do apical, o nicleo fica localizado na
ponta do tubo polar. A regido apical do tubo
polar, contendo proteinas de reconheci-
mento especifico, contata com a célula
receptora. A porgdo apical do tubo polar e
o nicleo penetram no citoplasma da célula
hospedeira e af se inicia um novo ciclo de
vida (Figura 2).

O nicleo e uma pequena porcio do
citoplasma reorganizam-se e forma-se o
primeiro estddio do ciclo de vida — o
meronte (Figura 11 - Apéndices). O meronte
sofre vdrias divisées (nucleocinese e
citocinese) originando um ndmero varisvel
de células — os esporontes (Figuras 12 e 13
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- Apéndices). O niimero de esporontes varia
de género para género, podendo atingir a
ordem de algumas dezenas.

Os esporontes dividem-se e originam
os esporoblastos (Figura 14 - Apéndices)
que, mais tarde, se diferenciam em esporos
(Figura 2).

Na fase de diferenciagio, isto &,
durante o final da esporogénese, a parede
espessa-se gradualmente, a0 mesmo tempo
que se forma o tubo polar e polaroplasto.
O tubo polar prolonga-se enrolando-se a
volta do vacutolo que se forma. Os
ribossomas organizam-se geralmente em
forma de fita (Figuras 1 e 2).

Recentemente em pesquisa na regido
amazodnica foi encontrado no teledsteo
Myrophis platyrhynchus, o microsporidio
ao qual deu-se a designac¢do de Loma
myrophis, e que foi descrita como nova
espécie, e, ainda, em Hassar orestis, foi
encontrado um microsporidio Amazonspora
hassar descrito como género novo e
espécie nova.

4 DISCUSSAO

O estudo dos microsporidios tem
grande importéncia, levando-se em conta os
resultados negativos e nefastos que ocorrem
em diferentes grupos de animais com a a¢io
parasitdria e patoldgica destes microor-
ganismos (CANNING; LOM, 1986;
LARSSON, 1999; LOM; DYKOVA, 1992).

A atividade dos microsporidios afeta
ociclonormal de vida dos seus hospedeiros,

alguns dos quais sdo espécies de grande
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interesse econdmico, como peixes
(MORRISON; SPRAGUE, 1981a e b;
CANNING; LOM; NICHOLAS, 1982;
CASAL; AZE‘VEDO, 1995; AZEVEDO;
MATOS, 2002, 2003), moluscos
(SAGRISTA et al., 1998) e crusticeos
(AZEVEDO, 1987, 2001) e anfibios
(PAPERNA; LAINSON, 1995). Por outro
lado, tem sido constatado que os pacientes
humanos portadores de AIDS (SIDA -
Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida),
sio muitas vezes portadores de
microsporidioses localizadas nos mais
variados 6rgaos (infestinos, pulmdes,
musculo, encéfalo, entre outros) (WEBER
et al., 1994; DIDIER, 1998).

Como parasita de peixes, O0s
microsporidios ocorrem em numerosas
espécies e em diferentes dreas geograficas
(CANNING; LOM, 1986; LOM;
DYKOVA, 1992; LARSSON, 1999; LOM,
2002). Em alguns casos, os microsporidios
estio associados a alteracdes ultra-
estruturais dos misculos esqueléticos
(CANNING; NICHOLAS, 1980). Nos
peixes, os microsporidios, ocorrem
freqiientemente nas branquias, no figado,
rins, sistema nervoso, intestino e pancreas,
produzindo alteragdes irreversiveis que, em
muitos casos, determinam a morte do
hospedeiro. Em alguns casos, os
microsporidios desenvolvem-se nas
gbdnadas, produzindo a esterilidade dos
hospedeiros e, como tal, acarretando
incalculdveis prejuizos para O processo
reprodutivo de algumas espécies de

interesse econdémico.
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Por outro lado, a presenga de
microsporidios determina a destruigdo das
células hospedeiras, produzindo a
liquefagdo dos tecidos, bem como
deformagdes e formagdes de tumores
(SHAW; KENT, 1999).

Neste trabalho, deu-se a conhecer
alguns aspectos da agdo nefasta de
microsporidios da fauna aquatica, com a
particularidade que estes resultados foram
obtidos em peixes da fauna da bacia
amazdnica, que nesta drea terd muito a
contribuir para melhores esclarecimentos

das diversas vertentes da Protoparasitologia.

5 CONCLUSAO

Os microsporidios s3o um importante
grupo de parasitas, exclusivamente
intracelulares, com a fase espérica
uninuclear. O esporo dos microsporidios €
caracterizado por possuir uma parede sem
qualquer tipo de abertura ou perfuragdo que
encerra um esporoplasma - célula
uninucleada (ou binucleada), que tem uma
organizagdo peculiar deste grupo. Esta
organizagdo celular consta de um sistema
de extrusio, formado por um disco de
ancoragem e um tubo polar que se enrola
na sua porcdo basal. A por¢do anterior do
tubo polar estd ligada a um complexo de
complicado sistema membranar — 0
polaroplasto, que ocupa a parte anterior do
volume do esporo. O niicleo é, geralmente,
central. A por¢do basal é, geralmente,
ocupada por um volumoso vactolo, dentro
do qual, em algumas espécies, ocorre uma
estrutura densa — o posterossoma. O esporo
pode apresentar vérias formas, contudo o
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mais comum corresponde a uma forma de
elipsoidal a oval. Na por¢io mediana do
esporo e, geralmente, envolvendo o niicleo,
encontra-se o sistema ribossomal,
constituido por numerosos polirribossomas,
geralmente organizados sob a forma de fitas
enroladas entre si.

O estudo que esté sendo desenvolvido
por duas equipes de pesquisa, cada uma
situada em lados opostos do Oceano
Atlantico, serd, de certo, um incentivo para
todos os que queiram juntar esforcos no
sentido de cada um, com a sua tecnologia
especifica, poder contribuir para melhor
conhecimento dos problemas que afetam
regides tdo distantes.

Os resultados obtidos sdo a realidade
de todos os anseios e projetos que se tém
desenvolvido, muitas vezes, mesmo com a
incompreensio das entidades que nio
estimulam nem subsidiam Projetos, com a
visdo de analisar o estado ictiosanitirio da
regido amazdnica, especialmente, o da fauna
aquatica de d4gua doce e de estudrio da regido
paraense, que, aparentemente, estd muito
esquecido.

A descrigdo de nova espécie Loma
myrophis e de novo género e nova espécie,
Amazonspora hassar, corrobora a impor-
tancia do estudo para anilise do estado
ictiossanitdrio da fauna aqudtica de dgua
doce e de estudrio da regido amazénica.
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DADOS ULTRA-ESTRUTURAIS DE ESPOROS DE MICROSPORIDIOS (PHYLUM MICROSPORIDIA) DA FA UNA ICTIOLOGICA DA
REGIAO AMAZONICA

Figura I - Numerosos esporos vivos (E) observados em DIC. X 1.525.

Figura 2 - Corte semifino de um Xenoma (seta). localizado na parede do intestino de um peixe contendo numerosos
esporos. X 180.

Figura 3 - Corte semifino de uma por¢do periférica do xenoma da figura anterior, mostrando a parede do xenoma (P) e
numerosos esporos (E). X 1.525.

Figura 4 - Corte semifino de numerosos esporos (E) localizados junto ao tecido muscular (M) de um peixe. X. 1.525.
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Figura 5 - Corte ultrafino da parede de um xenoma contendo esporos (ndio visiveis no corte). for mado por diversas camadas

cruzadas de fibras de coldgeno (C). X 8.300.

Figura 6 - Pormenor ultra- estx utural da por¢do mais interna da parede de um xenoma formado por fibras de coldgeno (C).

No interior do xenoma observam-se alguns esporos (E). X 32.000.

Figura 7 - Corte ultrafino da zona central de um xenoma mostrando o niicleo hipertréfico muito ramificado (N) e o
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citoplasma vizinho (C) com esporos (E). X 12.500.
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DADOS ULTRA-ESTRUTURALS DE ESPOROS DE MICROSPORIDIOS (PHYLUM MICROSPORIDIA) DA FAUNA ICTIOLOGICA DA
REGIA0 AMAZONICA

Figura 8 - Corte ultrafino de diversos vactiolos parasit6foros (*) contendo diferentes fases do ciclo de vida do
microsporidio. M — merontes: Ep — esporontes: Eb — esporoblastos: E — esporos. X. 8.000.

Figura 9 - Pormenor ultra-estrutural de esporos (E) mostrando que todas as organelas que o formam : P — parede do
esporo: D —disco de ancoragem: T — tubo polar: Pp — polaroplasto: V — vactiolo. X 32.000.

Figura 10 - Pormenor ultra-estrutural de um corte transversal da porgdo do tubo polar (T) que se enrola a volta do vacdolo.
X 82.000.
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Figura 11 -

Figura 12 -

Figura 13 -

Figura 14 -
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Corte ultrafino de um meronte (M) localizado perto de um fibroblasto (Fb). X 24.500.

Corte ultrafino de um vactiolo parasitéforo (¥) contendo um esporonte (Ep) em divisdo mdltipla (roseta).
X 19.000.

Corte ultrafino de esporontes (Ep) contidos no vactolo parasitéforo (*) apés a divisdo. Junto observam-se
alguns esporos (E). X 16.300.

Corte ultrafino de um vaciiolo parasitéforo (*) contendo esporoblastos (Eb) em fase de diferenciacdo.
O vaciiolo parasitéforo estd rodeado de fibras musculares (M). X 14.200.
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