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RESUMO — Neste trabalho descrevemos alguns detalhes ultraestruturais de novas espécies de
protoparasitas do phylum Myxozoa (Henneguya adherens, H. malabarica, H. striolaia, H. testicularis,
Tetrauronema desaequalis and Myxobolus braziliensis), recentemente encontrados ¢ descritos em
peixes da bacia amazonica. Sio descritos os aspectos ultraestruturais do ciclo de vida dos parasitas,
incluindo o esporo, vetor bioldgico responsavel pela transmissio do parasita. Por outro lado, ¢
analizada a agéo do parasita no hospedeiro ¢ referidos efeitos nefastos da agdo parasitaria.
Palavras-chave: Ultraestrutura, Protoparasitas, Peixes de Agua Doce, Amazénia.
Ultrastructure of Protozoan Parasites of Fishes of the Amazon Region.

ABSTRACT — In this study we report some ultrastructural details of some recently described
species of parasites of the phylum Myxozoa (Henneguya adherens, H. malabarica, H. striolata,
H. testicularis, Tetrauronema desaequalis and Myxobolus braziliensis), found in fishes of the
Amazon region. Some ultrastructural aspects of the life cycle with special reference to the spore
morphology are described. The action of the parasites in host fishes is analyzed and the harmful
effects of their parasitic activity are discussed.

Key-words; Ultrastructure, Protozoan, Parasites, Freshwater-Fishes, Amazon Region.

hospedeiros. O interesse da
protoparasitologia relacionada com os
aspectos economicos dos centros de
produgdo de animais aquaticos

INTRODUCAO

A parasitologia dos diferentes
grupos de animais tem constituido

uma vertente biologica de grande in-
teresse nas varias dreas geograficas.
Estudo de microparasitas observados
em microscopia de luz (ML) e
microscopia eletronica de transmissdo
(TEM) e de varredura (SEM), tem
sido objeto de numerosos trabalhos,
nos quais se realga o componente
cientifico e 0 componente econdmico,
quando esses parasitas interferem na
qualidade e na quantidade dos animais

(aquacultura) de peixes, crusticeos e
moluscos estd intrinsecamente ligado
ao seu estado sanitario (Lom &
Dykova, 1992).

A regido amazonica constitui
uma enorme rede hidrografica onde
vive uma grande e rica variedade de
espécies de peixes teledsteos. Embora
estudada nas mais diversas vertentes
cientificas, ¢, contudo, a area da
protoparasitologia da ictiofauna do
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Amazonas, a que tem sido objeto de
poucos trabalhos, pelo que, os
resultados cientificos, pouco tém
contribuido para o conhecimento do
estado sanitario das diferentes espécies
desta importante drea ecologica.

Os mais recentes estudos em TEM
(Kent & Hoffman, 1984; Azevedo &
Matos, 1995; Rocha et al., 1992;
Azevedo et al., 1993; Molnar & Békesi,
1993; Casal et al., 1994, 1997; Torres et
al., 1994), evidenciam a morfologia dos
esporos das diferentes espécies de
parasitas, a ultraestrutura do seu ciclo de
vida, as alteragdes no hospedeiro ¢ a
respectiva reagdo a agdo parasitaria. Por
outro lado, permitem estabelecer
semelhangas e diferencas ultraestruturais
que facilitam a identificagio de espécies e
estabelecer relagdes filogenéticas entre
espécies de grupos afins. Além disso, tem
sido preocupagfio da investigagfo orientada
no sentido do estabelecimento do processo
de propagacdo e, em certos casos, do
processo profilatico tendente a melhorar os
estados sanitarios dos diferentes
hospedeiros (Lom & Dykova, 1992).

Este trabalho tem por finalidade
apresentar alguns aspectos
ultraestruturais de varias formas do
ciclo de vida de parasitas que foram
encontrados na ictiofauna da regido
Amazdnica, especialmente, a
ultraestrutura dos esporos. Também ,
relaciona-se a presenga do parasita
com a reagdo dos tecidos hospedeiros.

MATERIAIS E METODOS

Para este trabalho foram
utilizados diferentes orgios de peixes
coletados da regido Amazodnica perto
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de Belém, pertencentes as seguintes
espécies: Acestrorhynchus falcatus
Bloch, 1794 (branquias) (Ueua);
Crenicichla lepidota Heckel, 1840
(branquia, figado, testiculo e ovario)
(Jacunda); Hoplias malabaricus
Bloch, 1794 (branquia e nadadeiras)
(Traira); Serrasalmus striolatus
Steindachner, 1908 (branquias) (Pira-
nha Branca); Moenkhausia oligolepis
Gunther, 1864 (testiculo) (Piaba de
Rabo Preto); Bunocephalus
coracoideus Cope, 1874 (branquias)
(Rebeca). Para observagdo em
microscopia eletronica de transmissio
(TEM), pequenos fragmentos dos
orgdos parasitados foram fixados em
glutaraldeido a 2-3% tamponado com
cacodilato de sodioa 0,2 M,pH 7,2 a
4°C durante 3 horas, lavados no
mesmo tampdo a 4°C durante 2-4
horas e post-fixado em tetroxido de
osmio a 2%, tamponado com a mesma
solugdo a 4°C durante 2 horas.

Ap0s a desidratagdio numa série
ascendente de etanol, o material foi
incluido em Epon. Os cortes semifinos
(1 mm) foram corados com azul de
toluidina. Os cortes ultrafinos, feitos
com faca de diamante, foram
duplamente contrastados com acetato
de uranila e citrato de chumbo e
observado em microscépio eletronico
de transmissio JEOL 100CXII,
trabalhando a 60 Kvolts. A preparagdo
do material para estudo em
microscopia de varredura (“Scan-
ning”-SEM) foi feito de acordo com
as técnicas do ponto critico e
metalizagdo com platina/ouro ¢
observado no JSM.630/F SEM
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trabalhando a 20 kvolts.

RESULTADOS
Nas branquias do Jacunda
(Crenicichla lepidota) foram

observadas as fases do ciclo de vida de
Henneguya amazonica Rocha, Matos
& Azevedo, 1992. Entre as diferentes
fases do seu ciclo de vida, ressalta o
aspecto ultrastrutural do esporo
constituido por um corpo formado por
2 valvas que se alongam por meio de
2 caudas distintas. O corpo tem cerca
de 13,9 mm de comprimento ¢ 9,7 mm
de largura e a cauda tem cerca de 45,4
mm de comprimento (Figs. 1-3).
Como todos os mixosporideos, o esporo
deste parasita ¢ constituido por um
corpo de aspecto elipsoidal, no interior
do qual se encontram 2 células
capsulogénicas e uma célula
esporogénica (Figs. 1-3). Cada célula
capsulogénica contem uma capsula po-
lar onde se localiza o filamento polar
enrolado helicoidalmente no seu inte-
rior, com 6 voltas (Fig. 4). O tecido
branquial que continha este parasita,
mostrava evidentes aspectos de lise e
necrose celular. Em elevado grau, a
parasitose ocasiona a ruptura do epitélio
branquial e, posteriormente, ocorre a
morte do hospedeiro.

Nas brdnquias do Ueua
(Acestrorhynchus falcatus) foram
encontrados pequenos cistos contendo
numerosos plasmodios esporogénicos.
Observados em TEM foram estudadas

as diferentes fases do ciclo de vida

desse parasita identificado como

ultraestruturais  permitiram  a
identificagdo deste mixosporideo e da
organizago do esporo (Fig. 5). O corpo
do esporo tem cerca de 12,4 mm de
comprimento e a cauda com 20,5 mm
de comprimento (Fig. 6). Foi verificada
a presenca de uma substincia hialina a
revestir todo o esporo (Fig. 5), contudo,
mais espessa na regido caudal (Fig. 6).
Junto aos cistos foi observada a presenca
de uma reagdo do hospedeiro,
identificando-se a periferia do cisto
numerosos leucocitos.

Nas branquias da Traira
(Hoplias malabaricus) foram
observadas diversas formas do ciclo de
vida de um protoparasita identificado
como Henneguya malabarica Azevedo
& Matos, 1996 (Figs. 7-9). O corpo
elipsoidal media 12,6 mm de
comprimento. Foi verificada a
assimetria das valvas (Fig. 8) e, em corte
favordvel, foi observado que o
enrolamento helicoidal do filamento
polar apresentava 5-6 voltas. Foi
constatado que o esporo (Figs. 7, 8)
apresentava apenas uma cauda, com
17,1 mm de comprimento e constituida
por dois prolongamentos valvulares
interligados por uma substancia hialina
que os envolvia (Figs. 7 ¢ 9).

Nas branquias da Piranha
Branca (Serrasalmus striolatus) foram
encontrados diversos cistos (Fig. 10)
contendo as fases do ciclo de vida de
um mixosporideo, Henneguya
striolata Casal, Matos & Azevedo,
1997 (Fig. 10). O esporo foi
opservado em SEM (Fig. 12) e visto

Henneguya adherens Azevedo & _¢ém TEM apresentava 2 caudas

Matos, 1995 (Figs. 5-6). Os aspectos

isoladas, cada uma delas revestida por
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Figras 1-4. Henneguya amazonica: 1. Aspecto ultraestrutural de diversos esporos, mostrando o corpo
(*) e as caudas cortadas a diversos niveis (setas). x 7.000; 2. Esporo observado em microscopia
eletrénica de varredura mostrando as duas caudas. x 4.500; 3. Corte longitudinal de um esporo,
mostrando a capsula polar (CP) e o inicio das caudas (setas). x 10.600; 4. Detalhe ultraestrutural
da cépsula polar mostrando os cortes transversais do filamento polar (setas). x 17.800.
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Figuras 5-6. Aspectos ultraestruturais de esporos de Henneguya adherens. 5. Corte transversal
mostrando diferentes secgdes do corpo (*) e da cauda (setas). x 4.280; 6. Corte longitudinal
das mesmas estruturas da figura anterior. x 3.700.

Figuras 7-9. Henneguya malabarica, visto em microscopio de contraste de interferéncia
(Nomarski) (7), em corte transversal (8) ¢ pormenores das caudas em corte transversal (9). x
1.525; x 6.900; x 26.000, respectivamente.
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substdncia densa (Fig. 13). Os
aspectos ultraestruturais de diferentes
organelas eram semelhantes aos
descritos anteriormente. A célula
esporoblastogénica apresentava no seu
citoplasma numerosos esporo-
blastossomas (Fig. 11) e o numero de
voltas do enrolamento do filamento po-
lar era de 13-14 (Fig. 12).

Também no testiculo da Piaba

de Rabo Preto, Moenkhausia
oligolepis, foram encontrados
numerosos esporos alongados,

situados entre os cistos testiculares
(Fig. 14). Estes esporos foram
identificados e designados como
Henneguya testicularis Azevedo, Cor-
ral & Matos, 1997 (Figs. 14 e 15).
Estes parasitas encontravam-se
isolados entre cistos testiculares (Fig.
14) e, muitas vezes, proximos de vasos
sanguineos. Nunca se encontraram sob
a forma de cistos. As capsulas polares
apresentavam o filamento polar
enrolado com 12-13 voltas (Fig. 15).

No figado, testiculo e ovério de
Crenicichla lepidota foram observados
numerosos oocitos contendo quatro
esporocistos (Fig. 16) que foram
identificados como pertencentes ao grupo
Coccidia (fam. Calyptosporidae) e a
espécie Calyptospora spinosa Azevedo,
Matos & Matos, 1993. Os esporocistos
apresentavam uma forma periforme
contendo, externamente, numerosas
espiculas orientadas linearmente (Fig. 17).
No seu interior foi verificada a presenca de
dois esporozoitos,

Também na nadadeira da Traira
foram encontrados plasmddios com
diversos aspectos das diferentes fases
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do ciclo de vida e respectivos esporos
de um mixosporideo da espécie
Tetrauronema desaequalis Azevedo &
Matos, 1996 (fam. Tetrauronema-
tidae) (Figs. 18 ¢ 19). Os esporos
apresentavam a particularidade de
serem formados por um corpo
constituido por duas valvas achatadas,
cada uma das quais contendo duas
caudas de diferentes comprimentos
(Fig. 18). Foi observado um
revestimento hialino de fraca
electrondensidade aderente as porgdes
laterais das valvas e a envolver a
totalidade das caudas (Fig. 19). Este
parasita produziu, na zona da sua
localizagdo, uma profunda ulceragio
na regido da derme, onde é notéria
uma infiltragdo leucocitaria.

Na branquia da Rebeca
(Bonocephalus coracoideus) foram
encontrados ;istos contendo
numerosos espgros do mixosporideo
Myxobolus braziliensis Casal, Matos
& Azevedo, K199{ (Fig. 20).
Observados em SEM, o esporo
apresentava uma forma elipsoidal com
compressdo lateral das duas valvas
(Fig. 21). Em TEM, os esporos
apresentavam a morfologia comum a
dos parasitas do filo Myxozoa. A
presenga de 10-12 wvoltas do
enrolamento do filamento polar foi o
elemento ultraestrutural mais evidente
(Fig. 22). Os filamentos branquiais
que continham os cistos apresentavam
evidentes aspectos de lise e, em alguns
casos, ruptura do epitélio branquial.

DISCUSSAO
O trabalho

que e¢stamos
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Figuras 10-13. Henneguya striolata: 10. Aspecto de um cisto localizado nas branquias
observado em corte semifino. x 315; 11. Pormenores dos esporoplasmossomas da célula
esporoblastogénica (setas). x 80.000; 12. Esporo visto em microscopio de contraste de
interferéncia (Nomarski)., x 1.525; 13. Cortes transversais das caudas mostrando o seu
revestimento constituido por material denso. x 20.000.

Figuras 14-15. Henneguya testicularis: 14. Corte semifino de um grupo de esporos situado en-
tre cistos testiculares (*). x 1.100; 15. Aspecto ultraestrutural de um esporo mostrando o corpo
de um esporo (*) constituido pelas valvas (Va), capsula polar (CP) e a porgéo inicial da cauda
(seta). Externamente observa-se o revestimento hialino do esporo (cabegas de seta). x 8.000,
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Figuras 16-17. Calypiospora spinosa: 16. Diversos oocistos (*) contendo esporocistos observados
ao microscopio de contraste de interferéncia (Nomarski). x 1.525. 17. Esporocisto observado
em microscopio de varredura. x 9.000.

Figuras 18-19. Esporos de Tetrauronema desaequalis observados em microscopio de varredura
(18) e pormenor ultraestrutural de um corte transversal das valvas ¢ das caudas (19). x 4.200;
x 17.800, respectivamente.
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Figuras 20-22, Myxobolus braziliensis: 20. Corte semifino de uma porgio de um cisto (¥),
contendo esporos, localizado nas brinquias. x 315; 21. Esporo obscrvado em microscopio de
varredura, x 5.700; 22. Aspecto ultraestrutural de esporos cortados a varios niveis, onde sc

evidenciam as capsulas polares (CP). x 7.000.

realizando em peixes do rio
Amazonas, com a aplicagdo do TEM
e SEM corresponde a um adicional do
conhecimento cientifico divulgado por
varios autores (Walliker, 1969; Lom &
Dykova, 1992), com observagdes em
microscopio Optico. Recentemente a
microscopia eletronica tem aumentado
o conhecimento detalhado da
morfologia da fauna de protozodrios
parasitas e de seus ciclos de vida, e

pensamos que muito podera ser feito
nessa drea de investiga¢do, onde ainda
residem lacunas e imprecisdes que a
microscopia eletronica podera colmatar.

Entre os parasitas encontrados
em peixes da fauna amazoénica
destacamos o género Henneguya (Phy-
lum Myxozoa, Classe Myxosporea,
ordem Bivalvulida). Taxonomi-
camente, temos que referir a
importincia das 2 valvas, estruturas
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comuns a todas as espécies do phylum
Myxozoa, a existéncia ou nio de
caudas, os aspectos morfolégicos e
tamanho do corpo do esporo. No in-
terior do esporo o numero, forma,
dimensoes da capsula polar, bem
como o numero de voltas do
enrolamento espiralado do filamento
polar, sdo caracteres taxondmicos que
foram tidos em conta para definir as
espécies dos parasitas aqui descritos e
os outros anteriormente publicados
(Lom & Dykova, 1992).

A acdo parasitaria destes
parasitas, mais frequentemente
encontrados nas branquias, figado,
testicul ele, ¢ notoria. A presenca
de mflltragbes leucocitarias e, em
certas\cgulas vizinhas, a evidente
atividade lisossomal, sugerem que a
acdo dos parasitas no seu hospedeiro
¢ prejudicial. Por se ter encontrado
poucas vezes elevado grau de parasi-
toses, nio poderemos confirmar se tais
parasitas tém uma agdo letal sobre os
hospedeiros (Rocha et al., 1992;
Azevedo & Matos, 1996b; Casal et al.,
1997) tal como ocorre em outros
hospedeiros. Pensamos, contudo, que
em certas parasitoses, principalmente
no figado e brinquias (Rocha et al.,
1992; Azevedo et al., 1993; Azevedo
& Matos, 1995, 1996a; Casal et al.,
1997) as necroses celulares
encontradas em estados mais
adiantados nos hepatdcitos e epitélios
das branquias, permitem sugerir que
esses parasitas apresentam um certo
grau de letalidade.

A aco parasitaria de diferentes
tipos de parasitas, especialmente, os
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que causam profundas lesdes nos seus
hospedeiros ou mesmo a morte, tem
sido objeto de numerosas discussdes
(Lom & Dykova, 1992). A
importdncia do conhecimento da agdo
parasitaria torna-se mais frequente,
quando os hospedeiros sdo espécies de
interesse econdémico, onde podem
produzir grandes prejuizos sob o ponto
de vista econdmico.

A tecnologia usual pela TEM e
SEM permitiu o estudo dos
pormenores ultraestruturais das
diferentes etapas do ciclo de vida,
especialmente do esporo. Por outro
lado, estes dados ultraestruturais
permitiram uma analise
comparativa, estabelecendo
semelhancas e diferengas que
culminam com a criagio de novas
espécies de parasitas em peixes da
fauna amazoénica (Kent & Hoffman,
1984; Azevedo & Matos, 1995;
1996a; 1996b; Rocha erf al., 1992;
Azevedo ef al., 1993; 1995; 1997;
Médlnar & Békesi, 1993; Casal et al.,
1994; 1997; Torres et al., 1994).

A presenga destes parasitas
pertencentes ao phylum Myxozoa
constituem a primeira descrigdo em
peixes hospedeiros da bacia
Amazdnica. Parece-nos pertinente
tentar correlacionar a agdo destes
parasitas das mesmas espécies ou
espécies afins vivendo em diferentes
zonas da Amazénia. Os nossos
objetivos sio lancados no sentido de
se realizar um estudo aprofundado
desses hospedeiros vivendo em areas
distantes das zonas onde foram
coletados os peixes estudados.
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