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RESUMO

Este resumo apresenta uma revisdo detalhada da morfologia ultrastrutural de prototipos de alguns microsporos
de diferentes espécies de microsporidios (Filo Microsporidia Balbiani, 1882), encontrados e descritos na fauna
brasileira, mostrando com ilustragao de esquemas e de aspetos ultrastruturais de imagens das particularidades
das estruturas que fazem parte da morfologia dos microsporos. Foram objeto deste estudo microparasitologico
espécie de interesse economico de peixes, moluscos e crustdceos, mas microsporidioses podem ocorrer em
pacientes imunocomprometidos, predominantemente aqueles infetados pelo HIV. Por outro lado, foi dado
enfase a particularidades dos processamentos das divisdes celulares que ocorrem em determinados ciclos de
vida de algumas espécies de microsporidios. Esta revisdo foi, exclusivamente, baseada nos trabalhos
publicados pelo nosso grupo de Colegas investigadores, com especial destaque dos Colegas brasileiros.

Palavras-chave: Ultrastrutura da parede dos esporos, ornamentagdes, disco de ancoragem tabulo
polar, polaroplasto, polirribossomas, vactolo e posterossoma, ciclos de vida, diferenciacédo celular.

ABSTRACT

This summary aims to provide a detailed review of the ultrastructural morphology of the microspore prototype
of different species of microsporidia (Phylum Microsporidia Balbiani, 1882), found and described in the
Brazilian fauna, showing with illustrations of schemes and ultrastructural aspects of images of the
particularities of the structures that are part of the morphology of microspores. The subject of this
microparasitological study were species of economic interest of fish, molluscs and crustaceans, but
microsporidioses can occur in immunocompromised patients, predominantly those infected with HIV. On the
other hand, emphasis was placed on particularities cell division processes that occur in certain life cycles of
some microsporidian species. This review was exclusively based on the work published by our group of fellow
researchers, with special emphasis on Brazilian Colleagues.

Keywords: Ultrastructure of spore wall, anchoring disc, polar tubule, polaroplast, polyribosomes,
vacuole and posterosome, life cycle and cell differentiation.

ActaPesca 12(1), 2024 Artigo em Portugués (PT)
URL www.actapescanews.com Submetido: 02 jul 2024 / Aceito: 14 jul 2024
ISSN 2357-8068 Publicado: 22 jul 24

DOI 10.46732/actafish DOI: 10.46732/actafish.2024.12.2.33-50



https://orcid.org/0000-0003-0424-1488

Acta of Fisheries and Aquatic Resources l_

INTRODUCAO

Os microsporidios (Filo Microsporidia Balbiani, 1882) constituem um complexo grupo de microparasitas
patogénicos intracelulares obrigatorios identificados ha varios anos (cerca de 150) como a causa de infecg¢des
importantes em bichos-da-seda. Na literatura da especialidade tém sido reportados variadas quantidade de
géneros e de espécies existentes Sao calculados cerca de mais 200 géneros e mais de 1.500 espécies de
microsporidios classificados com base nas suas caracteristicas ultrastruturais, ciclo de vida, relagao parasita-
hospedeiro e analise molecular. A analise filogenética sugere que os microsporidios estdo relacionados com
fungos, (Han & Weiss, 2017). Os microsporidios infetam um elevado numero de espécies hospedeiras
pertencentes a diversos grupos taxondmicos, muitos dos quais sdo descritos como patogénicos (Wittner &
Weiss, 1999; Han et al., 2021; Azevedo et al., 2016, 2023).

A infe¢do aqui reportada é uma microsporidiose que em algumas regioes geograficas tem causado enormes
problemas sanitarios, principalmente na fauna ictiologica de diferentes areas geograficas, podendo ocorrer
também na espécie humana (Didier & Weiss, 2008), em crustaceos (Azevedo,1987; Vivares & Azevedo, 1988;
Paschoal, 2021) e outros.

Desde as primeiras tentativas de classificar taxonomicamente este importante grupo de microparasitas
unicelulares e intracelulares, t€ém sido sugeridas diversas tentativas de classificagdes taxondmicas, contudo, na
literatura ndo se encontra uma que seja universalmente aceite. Tendo em conta tal situagdo, a qual ndo achamos
oportuno discutir, resolvemos usar a nomenclatura que parece ser a mais correntemente reportada na literatura,
como segue; Dominio Eukaryota; Reino Fungi; Filo Microsporidia Balbiani, 1882; Classe Microsporea;
Ordem Microsporida (Balbiani, 1882; Corlss & Levine, 1963; Sprague, 1977; Cavalier-Smith, 1993).

MATERIAL E METODOS

Os microsporidios reportados neste documento, correspondem a observagdo em microscopia de luz (“LM”)
€ em microscopia eletronica de transmissdo (“TEM”) da fase de microsporos coletados em diferentes espécies
de peixes de diferentes areas geograficas de varios Estados do Brasil, principalmente da fauna Amazonica.

O processamento especifico dos microparasitas decorreu de acordo com as caracteristicas do material
biologico processado para a observacdo por LM, nomeadamente, usando a microscopia de Contraste de
Interferéncia Diferencial (DIC) e “TEM” que sdo descritas, minuciosamente, nos “Materiais ¢ Métodos” dos
artigos reportados nas “Referéncias deste documento. Foram usados na fixagdo para estudos ultrastruturais,
os produtos quimicos glutaraldeido de 3-5%, tampao de cacodilato de sodio a 0,2 molar e tetroxido de 6smio
a 2%, todas as etapas processadas a 4 °C. A desidratagdo foi feita em série ascendente de etanol (50-100%),
inclusdo em resina EPON e observado no microscopio eletronico de transmissdao, JEOL 100CXIl TEM,
operando a 60 KV. As concentragdes dos produtos quimicos usados e os tempos de processamento variaram
com a constitui¢do dos tecidos hospedeiros e dos esporos dos microparasitas.

RESULTADOS

Neste documento sdo reportados os aspetos ultrastruturais da fase de esporos de diferentes espécies de
varios parasitas do filo Microsporidia coletados, principalmente, em peixes de diferentes areas geograficas do
Brasil, dando especial atengdo as particularidades que permitiram a sua identificacdo especifica.

Esporos de Diferentes Espécies de Microsporidios da Fauna Brasileira

A fase tipica do ciclo de vida que identifica cada espécie, complementada com as fases de multiplicacao
celular ou nuclear, ¢ a fase de esporos que apresentam diversas morfologias quando observados em “LM”
(Figura 1) ou quando observados e descritos em “TEM” (Figura 2).
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Figura 1. Esporos de varias espécies de microsporidios observados em microscopia de luz: - a) Cisto com esporos; b,c)
Semi-fino de um grupo de esporos ; d-g) Esporos observados em LM-DIC.

3o

AV em

Figura 2. Filo Microsporidia: Aspetos de imagens de esporos observados em microscopia de luz (a, b) e desenhos
esquematicos de microscopia eletronica de transmissdo mostrando a organizagdo ultrastrutural de alguns dos seus
principais e especificos componentes, nomeadamente, a morfologia do esporo, da parede do esporo, disco de ancoragem,
polaroplasto, polirribossomas, tibulo polar, vactiolo e posterossoma (Figura 3).

Embora em algumas observagdes microscopicas ndo seja possivel observar alguns destes organelos, supde-
se que poderdo ocorrer por motivos técnicos de processamento. Representamos, como modelo prototipo, o
desenho esquematico da organizagao ultrastrutural de um esporo de microsporidio (Figura 3).
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Figura 3. Desenhos esquematicos de um mesmo esporo, mostrando a morfologia tridimensional (a) e a morfologia da
organizagdo interna em corte longitudinal (b) Pa-Parede; DA-Disco de ancoragem; Pp-Polaroplasto; TP-Tubulo polar (ou
tubo polar); pRi- Polirribossomas; Nu-Nucleo; Va-Vacuolo; Ps-Posterossoma.

Durante as observagdes microscopicas dos esporos de diferentes espécies, foram explorados os aspetos
microscopicos observados em cortes seriados ultrafinos, permitindo, com vantagem em relacdo a outros tipos
de observacdes de dados microscopicos que permitiam idealizar com mais precisao as posi¢des relativas dos
dados observados. As particularidades morfoldgicas da especificidade dos esporos, permitem a identificagao
da maior parte das espécies dos diferentes géneros de microsporidios. Algumas espécies foram identificadas
com dados moleculares. A maior parte dos organelos e das estruturas que fazem parte dos esporos das diferentes
espécies de microsporidios apresentam diferengas especificas que nos permitem a identificacdo dos géneros a
que pertencem.

Prototipo de esporos

A parede dos esporos é a estrutura que caracteriza a morfologia do esporo das diferentes espécies,
determinando que os esporos destas células microscdpicas se apresentem com formas alongadas, arredondadas,
elipsoidais, ovais, periformes e outras (Figura 3).

Os esporos sdo constituidos por uma parede celular rigida de homogénea de espessura variavel nas
diferentes espécies, que contorna hermeticamente uma célula, geralmente, uninucleada, designada de
endosporoplasma (Figura 3). A parede dos esporos é geralmente constituida, de duas ou trés camadas aderentes
entre si: - uma camada externa designada de exosporo constituida por material elétron-denso; - uma camada
mediana, formada por quitina elétron-licida; e uma camada interna, designada de endosporo de natureza
proteica. A porgdo apical do esporo apresenta—se, geralmente, menos espessa do que as por¢des posteriores da
parede (Figura 3).

A porgdo externa da parede da maior parte das espécies apresenta-se lisa, podendo também apresentar-se
com ornamentagdes de varios tipos, podendo haver também espécies possuindo esporos ramificagdes, ou
projecdes em continuidade com a parede dos esporos. A parte interna do endosporo apresenta-se em contato
proximo com a membrana celular do endosporoplasma (Figuras 3, 4).
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a) Na regido apical do endosporoplasma diferencia-se o disco de ancoragem que esta em continuidade
com manubrio do tabulo polar (designacdo com que se denomina a parte anterior ligada ao disco de
ancoragem) que se projeta de forma retilinea para a por¢do basal por meio de variados enrolamentos
em espiral do tubulo polar.

b) Polaroplasto, estrutura que consiste num sistema membranar que pode apresentar varias organizagdes
estruturais, esta lidada a por¢ao anterior do manubrio (tabulo ou tubo polar).

c) Estruturas em forma de micro-corddo formado por agregados de ribossomas associados a moléculas
de mRNA, formando os polirribossomas ocorrem frequentemente a volta do nucleo do esporo que
ocupa uma posi¢ao central.

d) Na porgdo basal do esporo, geralmente rodeado pelos enrolamentos em espiral do tubo polar, pode ser
observado um vactolo, tendo no seu interior um posterossoma de natureza granulo-fibrilar rodeado de
uma matriz vacuolar geralmente de conteudo irregular.

e) A maior parte das espécies dos diferentes géneros possuem esporos uninucleados.
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Figura 4. Desenho esquematico dum prototipo de
TN esporo de um parasita do filo Microsporidia
R Pp mostrando uma imagem dasua organizacdo
ultrastrutural, obtida em observagdo em corte
TP (M) longitudinal mediano:
Pa - Parede do esporo;
DA - Disco de ancoragem;
Nu Pp - Polaroplasto;
pRi TP (m) - Tabulo polar (Manubrio);
Nu - Nucleo do esporo;
pRi — Polirribossomas;
TP - Tubulo polar (cortes transversais);
Va —Vacuolo; Ps - Posterossoma.

~3a5um

TP

Nota: As medidas reportadas na Figura e o niimero
b de voltas helicoidais do tubulo polar, variam de
espécie para espécie.

Ciclo de Vida: Morfologia Ultrastructural das Diferentes Fases

O ciclo de vida dos microsporidios, possue desenvolvimento intracelular completo, onde vivem em grande
numero (Figuras 1, 2). O ciclo de vida inicia-se quando os esporos maduros pré-infetantes tém condigdes de
despoletar uma pressdo interna no esporo, proporcionando a extrusdo to t@bulo polar invertido (TP),
projetando—o para fora da parede do esporo e, simultancamente, arrastando no interior do seu limen, o
correspondente endosporoplasma acompanhado do nticleo do esporo infetante extrudido (Figura 5).

Quando no esporo infetante ocorre a extrusdo do tibulo polar, este aumenta seu didmetro ¢ forma um tubo
livre do conteido da sua matriz como um “dedo de uma luva invertido”, arrastando no seu interior o
esporoplasma e seu nucleo, projetando a grande distdncia para tentar fazer a nova infe¢do ao encontrar ¢
penetrar na célula hospedeira, formando um pequeno vactolo onde fica alojado (Figura 5).
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Figura 5. Desenho esquematico de uma célula
hospedeira infetada com o seu ntcleo (NuH) e um
agregado de esporos (Ep*) de um microsporidio,
um dos quais mostrando um esporo infetante (Epi)
na fase de extrusdo do tubulo polar (TP), na
extremidade do qual se assinala o niicleo do esporo
infetante (Nui) a desenvolver uma autoinfegao.

a) Autoinfecio da mesma célula infetada (reinfeciio)
Esta ocorréncia pode ser efetuada quando o esporo infetante faz parte do grupo dos esporos do hospedeiro
j& previamente infetado, proporcionando uma autoinfecdo do mesmo hospedeiro (Figura 5). Esta
autoinfecdo, corresponde a uma reinfegao (ver Figura 9 - extrusdo do TP).

b) Infecdo por meio de esporos livres
O ciclo de vida inicia-se a partir de esporos infetantes livres, ap6s a extrusdo do TP do esporo infetante. O
TP extrudido leva no seu limen o endosporoplasma e nucleo do esporo infetante, localizado na
extremidade interna do TP. Depois da extremidade do TP contatar com a membrana da célula a ser infetada
que se vai tornar hospedeira, o endosporoplasma e nucleo, penetram e instalam-se em pequeno vactolo da
célula hospedeira (Figura 6). Depois do nucleo do esporo penetrar na nova célula do novo hospedeiro,
reorganiza-se agregando massa citoplasmatica, onde ocorrem uma série de divisdes celulares dos
microsporidios, correspondentes ao desenvolvimento do primeiro estagio da nucleocinese do ciclo de vida.

c) Fases da multiplicagio celular
A célula uninucleada do endosporoplasma transferido do esporo infetante, contida num vacuolo, origina o
meronte (ou esquizonte), onde se divide por nucleocinese ou citocinese, originando 4 células, os
esporontes. A membrana citoplasmatica de cada um dos esporontes densifica-se e espessa-se, originando
a parede dos esporoblastos. Simultaneamente, os constituintes citoplasmaticos diferenciam-se originando
os esporos (Figura 6).

Figura 6. Esquema de fases do ciclo de vida de microsporidio: a) Fase de meronte; b) Esporonte; ¢) Esporoblaste; d)
Esporo maduro; e) Pormenor da regido apical mostrando os organelos que o compdem (DA- Disco de ancoragem; Pa-
Parede; TP-Tubulo polar; Pp- Polaroplasto.
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SINOPSE DOS MICROSPORIDIOS DA FAUNA BRASILEIRA

Estes microparasitas pertencentes ao filo Microsporidia Balbiani, 1882, cujo resumo aqui ¢ reportado,
foram encontrados em diferentes areas geograficas do Brasil e descritos pelos elementos da nossa equipa de
investigacdo que participaram nos nossos projetos., sendo de realcar a colaboragdo dos Colegas das
Universidades Brasileiras. Parte dos dados aqui reportados foram publicados e referem-se a uma sequéncia
ordenada das publica¢cdes mais antigos para os mais recentes, pela ordem que se segue:

a) Loma myrophis Azevedo & Matos, 2002 (Figura 7)

O microsporidio, Loma myrophis (Microsporidia Balbiani, 1882) foi encontrado no tecido intestinal
subepitelial do teledsteo amazonico, Myrophis platyrhiynchus (fam. Ophichthidae), formando pequenos
xenomas esbranqui¢ados incluido num vactolo parasitéforo Dentro do xenoma, havia uma célula hospedeira
com um nucleo hipertroéfico ramificado cercado por um citoplasma contendo estigios do ciclo de vida
misturados, principalmente, com esporos. Entre estas células foram observados varios tibulos polares
extrudidos, sugerindo que ocorreu um processo de autoinfe¢do. Os esporos eram elipsoidais uninucleados e
mediam cerca de 3,4 x 1,7 um. Na regido apical localizava-se o disco de ancoragem em continuidade com o
tubulo polar isofilar que consistia numa tUnica fiada com 13—-14 voltas helicoidais, envolvendo o vactolo
posterior que ocupava cerca de metade do volume total do esporo. A formagao do vactolo parasitdéforo, a
organizacdo do xenoma, a morfologia do disco de ancoragem e dos esporos, bem com as diferentes fases do
ciclo de vida dos esporos e especificidade do hospedeiro permitiram a identificagdo da espécie.

. ’ n', P c’v..g‘ : — v,
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Figura 7. Loma myrophis: a) Cisto contendo numerosos esporos (setas); b) Esporos livres localizados nas células do
hospedeiro (inset: esporos observados em LM-DIC); ¢) Morfologias ultrastrutural de um esporo. (H-hospedeiro; N-
nucleo; *-tecido do hospedeiro; ”PF”-tiibulo polar; “W”-parede do esporo).

b) Amazonspora hassar Azevedo & Matos, 2003 (Figura 8)

Amazonspora hassar foi descrito a partir de xenomas branquiais do teledsteo Hassar orestis (fam. Doradidae)
coletados na regido estuarina do rio Amazonas. O parasita apareceu como um pequeno xenoma esbranquicado
localizado nos filamentos branquiais proximos aos vasos sanguineos. Cada xenoma era constituido por uma
unica célula hospedeira hipertrofica (CH) em cujo citoplasma o microsporidio se desenvolveu e proliferou. A
parede do xenoma era composta por aproximadamente 22 camadas cruzadas justapostas de fibras colagénio.
O plasmalema da CH apresentava numerosas estruturas anastomosadas, semelhantes a microvilosidades,
projetando-se para fora através das 1-3 primeiras camadas internas das fibrilas de colagénio). A esporogonia
parece dividir-se por plasmotomia, dando origem a 4 esporoblastos uninucleados, que se desenvolvem em
esporos uninucleados. Os esporos elipsoidais mediam 2,6 x 1,7 pm, e a parede media aproximadamente 75
nm. O disco de ancoragem e o tibulo polar estavam ligeiramente deslocados lateralmente do polo apical. O
tubulo polar estava organizado em 7-8 espirais numa Unica fiada na metade posterior do esporo, circundando
o vacuolo posterior. O polaroplasto, exclusivamente lamelar, circundava a porgdo desenrolada do tiibulo polar
(manubrio). Os esporos ¢ os diferentes estagios do ciclo de vida estavam misturados no citoplasma do CH,
circundando o nticleo hipertrofico central profundamente ramificado. A morfologia ultrastrutural deste parasita
microsporidio suportou a identificacdo de um novo género e espécie.
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Figura 8. Amazonspora hassar: - a) Esquema de parte do xenoma com a localizagdo dos esporos (S); b) - Xenoma de
parede espessa (W) rodeando os esporos a contornar o seu nucleo (N); (inset - Esporos observados em LM-DIC); ¢)
Aspeto ultrastrutural de dois esporos cortados longitudinalmente, mostrando: parede dos esporos (W); polaroplasto (P);
polirribossomas (R); nucleus (N); vacuolo (V); tubulo polar (T).

¢) Loma myrophis Matos et al., 2003 (Figura 9)

Foram observados poucos casos de autoinfeccdo envolvendo a extrusdo de tubulos polares de espécies de
microsporidios, com tubos extrusados. Uma das primeiras observagoes da extrusdo do esporoplasma em
microsporidios foi publicada por Lom & Vavra (1963). Mais tarde, alguns estudos ultrastruturais das descargas
de microsporidios contribuiram para a compreensdo deste processo complexo. Alguns esporos de
microsporidios sdo induzidos a germinar como resultado de mudangas ambientais experimentais. Nesta espécie
foram observados tubulos polares extrusados naturais, projetados através das células hospedeiras, o que
ocorreu como uma autoinfec¢ao natural.

Figura 9. Loma myrophis: a) Agregado de esporos; b) Esporos corte transversal; c-e) Esporos com excisdo do tubulo
polar (F); f) Pormenor dum corte longitudinal do tabulo polar, tendo ao lado um corte transversal.
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d) Microsporidium brevirostris Matos & Azevedo, 2004 (Figura 10)

Brachyhypopomus brevirostris, teleosteo da regido estuarina do rio Amazonas, coletado proximo a cidade de
Belém, Brasil, parasitado por numerosos esporos deste microsporidio que formando xenomas foi encontrads
no musculo esquelético adjacente a cavidade abdominal. A parede do xenoma, de superficie irregular, consiste
em camadas laminadas concéntricas de células comprimidas, possivelmente fibroblastos. Entre os esporos
maduros, observavam-se pequenos grupos de esporos imaturos justapostos. Os esporos eram elipsoidais e
uninucleados, medindo ~2,9 x 1,6 um. Os tubulos polares isofilares consistiam numa espiral regular, unica
camada com 9 a 10 (ou raramente 8) voltas circundando o vactolo posterior do esporo. O vactiolo ocupa cerca
de metade do volume total do esporo. A parede do esporo estava em contato direto com o citoplasma das
células hospedeiras. Alguns esporos agrupados maiores, medindo ~6,9 X 2,5 um, foram observados,
principalmente, na periferia da maioria dos xenomas. Os tubulos consistem em duas ou trés fiadas irregulares
de espirais com 27 a 28 voltas circundando o vacuolo posterior. A morfologia ultrastrutural dos esporos ¢ a
especificidade do hospedeiro sugerem que eles seriam incluidos no grupo coletivo de novas espécies de
Microsporidium e denominados M. brevirostris.

Figura 10. Microsporidium brevirostris: a) - Ultrastrutura de um esporo; b) rRegido apicalde um esporo; ¢) Corte
transversal do tibulo polar: - (W — parede do esporo; AD — Disco de ancoragem; PT — Tubulo polar; Pp — Polaroplasto;
V — Vacuolo).

e) Steinhausia mytilovum Matos et al., 2005 (Figura 11)

Os Microspodia podem parasitar moluscos marinhos comercialmente importantes, incluindo bivalves. Neste
documento descrevemos a ultrastructura do esporo do microsporidio Steinhausia mytilovum que ocorre no
citoplasma do ovocito do mexilhdo Mytella guyanensis (Mollusca, Bivalvia, Mytillidae) coletado no estuario
do rio Amazonas. Os ovarios de mexilhdo foram fixados, corados e examinados usando microscopia Opica de
contraste de interferéncia diferencial. O parasita desenvolveu-se num vacuolo intracitoplasmatico contendo
um numero varidvel de esporos (até 14). Os esporos maduros tinham cerca de 2,3 + 0,3 um de comprimento e
1,7 £ 0,3 pm de largura. A microscopia eletronica de transmissdo revelou dois tipos de vactolos
intracitoplasmaticos, um contendo esporos com citoplasma leve (menos denso) que correspondia as fases de
maturagdo, e outro contendo esporos maduros, densos e granulares que apresentavam estruturas especificas
dos esporos. O disco de ancoragem e a zona anterior do tibulo polar foram circundados pelo polaroplasto. O
tubulo polar era isofilar e consistia em ter fiadas duplas (raramente triplas) com 9 a 10 voltas. A morfologia
ultrastrutural desses esporos sugeriu que pertenciam a espécie inicialmente reportada.
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Figura 11. Steinhausia mytilovum: - a) Ovocito com vacuolo citoplasmico contendo esporos (S); b) Morfologia
ultrastrutural de esporos contidos no vactolo (V); ¢) Pormenores ultrastruturais da organizagdo interna. (nu- nicleo; n-
nucléolo; S-esporos; w— parede dos esporos; T — tiibulo polar).

f) Vavraia lutzomyiae Matos et al., 2006 (Figura 12)

Parasita do flebotomineo tropical, Lutzomyia longipalpis (Diptera) é um importante vetor de Leishmania
chagasi na América Latina, onde a leishmaniose visceral humana ¢ endémica. O plasmodio esporogonial
divide-se por multiplas divisdes até se atingir nimero de 64 esporoblastos uninucleados dentro de uma vesicula
esporofora merontogenética, na qual, os esporoblastos ooriginam os. esporos que eram amplamente elipsoidais
e mediam 6,1 x 3,1 pm. A parede do esporo consistia num enddsporo transparente (100 nm) e um exosporo
fino e elétron-denso (30 nm) com a parte externa limite ligeiramente ondulado. Os esporos continham um
tabulo polar disposto perifericamente numa unica fiadade 8-9 voltas helicoidais com cerca de 125 nm de
diametro). Cortes transversais revelou camadas concéntricas com a camada interna cercada por numerosos (até
25) longitudinais microfibrilas. O angulo de inclinagao do tubulo polar era de cerca de 65-68 graus.

Figura 12. Vavraia lutzomyiae: a) Desenho esquematico de um esporo; b,d) Imagens obtidas em LM-DIC; ¢) Imagem
de LM com baixo aumento, e) Morfologia ultrastrutural da por¢do apical dum esporo, mostrando: AD — disco de
ancoragem; Ex/En - Exosporo e endosporo da parede; PF — tibulo polar; Pp — polaroplasto; W — Parede do esporo.

g) Potaspora morhaphis Casal et al., 2008 (Figura 13)

O microsporidio Potaspora morhaphis foi encontrado aderido a parede da cavidade celomica do peixe de agua
doce, Potamorhaphis guianensis, do baixo rio Amazonas e descrito, com base em microscopio otico e
ultrastrutural. Este microsporidio forma xenomas esbranquigados que se distinguem pelas numerosas células
filiformes e anastomosadas. O xenoma foi completamente preenchido por varios estagios de desenvolvimento.

Azevedo (2024), ActaPesca, 12(2), 33-50 DOI 10.46732/Actafish.2024.12.2.33-50




Acta of Fisheries and Aquatic Resources l_

Em todas essas etapas, os nucleos sdo monocarioticos e desenvolvem-se em contato direto com o citoplasma
da célula hospedeira. O plasmodio merogonial divide-se por fissdo binaria e os esporos piriformes
disporoblasticos de origem esporontal medem ~2,8 x 1,5 um. Em esporos maduros, o tibulo polar foi
organizado em 9 a 10 voltas em 2 fiadas. O polaroplasto tinha 2 regides distintas ao redor do mantibrio. A
morfologia ultrastrutural do xenoma e o desenvolvimento estagios, incluindo os esporos deste parasita
microsporidio, bem como a analise filogenética, suportam o novo género e respetiva espécie.

Figura 13. Potaspora morhaphis: a) Desenho esquematico de um esporo mostrando a sua organizagdo; b) Um nucleo
(Nu) da célula hospedeira rodeado de esporos; ¢) Aspeto ultrastrutural de um esporo seccionado longitudinalmente; d)
Corte transversal do tubulo polar ao nivel do enrolamento em espiral.

h) Loma psittaca Casal et al., 2009 (Figura 14)

Os esporos de Loma psittaca, encontrados aderentes a mucosa intestinal do teledsteo de d4gua doce Colomesus
psittacus (fam. Tetraodontidae) do baixo Amazonas, foi descrito com base da observacdo em microscopia
eletronica de transmissdo e analise filogenética. O xenoma estava preenchido por numerosos esporos,
incluindo varios estagios de desenvolvimento do parasita. Em todos nesses estagios, os nlcleos eram
monocariéticos. O merogonial plasmodio dividido por fissdo bindria e o esporonte deu origem a esporos
ovoides medindo ~4,2 x 2,8 um. Nos esporos maduros, o tubulo polar estava organizado em 10—11 (raramente
12) voltas numa fileira, a volta do vactolo posterior. O polaroplasto tinha duas regides distintas ao redor do
manubrio. Os polirribossomas estavam organizados em fitas enroladas e localizadas junto ao nucleo. A andlise
sequenciada e de maxima parcimonia do gene SSU rRNA colocou o microsporidio descrito no clado que inclui
varios géneros, tendo como caracteristicas ultrastruturais o xenoma, estagios de desenvolvimento, incluindo o
esporo e analise filogenética, apoiado o reconhecimento da espécie, aqui reportada.

Figura 14. Loma psittaca: - a,b) Esporos observados em LM-DIC; ¢) Xenoma contendo numerosos esporos; d) Esporos
distribuidos no tecido (*); e) Morfologia ultrastutural de esporos (Sp), seccionados a varios niveis.
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i) Kabatana rondoni Casal et al., 2010 (Figura 15)

Cisto contendo esporos de um microsporidio encontrado no teledsteo de agua doce Gymnorhamphichthys
rondoni, coletado no baixo rio Amazonas, foi descrito como sendo Kabatana rondoni, com base em estudos,
ultrastruturais e filogenéticos. Este parasita se desenvolve no musculo esquelético da cavidade abdominal,
formando estruturas esbranquigadas semelhantes a cistos. Foram observados esporos maduros, levemente
piriformes a elipsoidais com extremidades arredondadas e medindo cerca de 4,2 x 2,3 m. A parede do esporo,
que media cerca de 102 nm, era composta por 2 camadas com aproximadamente a mesma espessura. O tibulo
polar isofilar estava enrolado em 9-10 (raramente 8) voltas. O vacuolo posterior apareceu como uma area
palida, ocupando cerca de 1/3 do comprimento do esporo, e continha um posterossoma esférico composto de
material granular mais denso na periferia. As miofibrilas localizadas perto dos esporos pareciam estar em
degradagdo avangada. Foram realizadas analises moleculares dos genes de rRNA, incluindo a regido ITS, e
analises filogenéticas utilizando méxima parcimdnia, maxima verossimilhanca e inferéncia Baysesiana. As
caracteristicas ultrastruturais dos esporos e os dados filogenéticos suportam que a espécie reportada.

Figura 15. Kabatana rondoni: a) Esporo mostrando os principais organelos e estruturas; b) Esporos observados em DIC;
¢) Ultrastrutura de um esporo; d,e) Aspetos da parede dos esporos. (AD — Disco de ancoragem; Pp — Polaroplasto; TP —
Tubulo polar (Cortes transversais); Pa - Corte da parede mostrando as suas duas camadas e o posterossoma (Ps).

j) Microgemma carolinus Casal et al., 2012b (Figura 16)

Xenomas esbranqui¢cados contendo esporos ¢ diferentes estdgios de desenvolvimento dum microsporidio,
encontrados no figado do teledsteo marinho Trachinotus carolinus, coletado em Floriandpolis, Brasil, foram
descritos com base em estudos em “LM”, “TEM” e filogenia. Os esporos maduros mediam cerca de 3,8 um
de comprimento e 2,4 um de largura, eram ligeiramente piriformes a elipsoidais e tinham extremidades
arredondadas. O polaroplasto era bipartido e o tibulo polar isofilar era enrolado com 8 — 9 voltas numa fiada
simples ou dupla na parte posterior final do esporo. O nucleo era volumoso e, em posi¢do central, media ~ 0,9
um de diametro. Uma grande parte posterior do vactiolo apareceu como uma area palida, ocupando cerca de
um terco do comprimento do esporo. O gene SSU rRNA foi sequenciado e analisados usando métodos de
maxima parciménia e maxima verossimilhanga. Os resultados ultrastruturais e filogenéticos suportaram que
este parasita representava uma nova espécie, a qual foi atribuida o nome Microgemma carolinus, sendo a
primeira descri¢do deste género na fauna da América do Sul.
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Figura 16. Microgemma carolinus: a) Agregado de esporos entre os quais ocorrem estadios juvenis (setas); b) Imagens
de esporos observados em DIC; ¢) Morfologia ultrastrutural de esporos (W-Parede; Nu-Nucleo; PF- Tubulo polar).

k) Spraguea gastrophysus Casal et al., 2012a (Figura 17)

A ultrastrutura do microsporidio que infecta peixes Spraguea gastrophysus encontrado nos ganglios dorsais ¢
rim do tamboril, Lophius gastrophysus (familia Lophiidae) coletados na costa atlantica brasileira foi descrito
com base da observagdo de TEM. Cada xenoma esbranquicado continham varios grupos de esporos ¢ de
estagios de desenvolvimento. Os esporos monomorficos sdo elipsoidais, levemente curvado € medem cerca de
3,3 x 1,7 um. O esporo contém um tibulo polar isofilar gradualmente afilado com 5-6 voltas helicoidais
dispostas numa unica fileira. O nticleo ocupa uma zona central do esporoplasma onde também se localizam
varios polirribossomos. O vactiolo posterior contém um posterossoma volumoso, esférico e granular, medindo
até ~0,65 pm de didmetro. A analise molecular da sequéncia do rRNA e a filogenia, coloca o microsporidio
aqui descrito, no clado que inclui o género Spraguea. A morfologia ultrastrutural do xenoma e dos esporos
deste microsporidio, bem como a analise molecular e filogenética, suporta a descrigdo Spraguea gastrophysus.

3352045 pm ——>|

Figura 17. Spraguea gastrophysus: a) Desenho esquematico de um esporo mostrando a sua morfologia; b) Trés esporos
observados em DIC; ¢) Seccdo longitudinal de um esporo mostrando os seus organelos especificos; d) Corte longitudinal
da regido apical onde se evidencia o polaroplasto (Pp).
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1) Potaspora aequidens Videira et al., 2015 (Figura 18)

Estudos morfoldgicos € moleculares foram usado para descrever os esporos uma espécie de microsporidio que
infetava os musculos da regido sub-opercular e barbatanas caudais de Aequidens plagiozonatus, um teledsteo
de agua doce do rio Amazonas, Brasil. Os esporos formavam xenomas esbranquigados contendo numerosos
esporos maduros de forma piriforme, com pontas levemente arredondadas, medindo cerca de 3,4 yme 1,9 um,
respetivamente, comprimento e largura. A parede do esporo era composta por duas camadas, uma fina,
exosporo denso e um endosporo transparente. O disco de ancoragem era semelhante a um cogumelo, localizado
na regido apical do esporo em posi¢do excéntrica em relagao ao eixo do esporo. A parte anterior do polar tubulo
(mantibrio) apresentava um angulo de inclinag@o de cerca de 45° entre 0 manubrio e o eixo dos esporos. O
tabulo polar apresentava na porcao terminal 8-9 voltas helicoidais. A analise filogenética e as caracteristicas
morfologicas, ultrastruturais, ¢ dados moleculares mostram que este microsporidio deu suporte para identificar
0 parasita como pertencente 4 espécie Potaspora aequidens.

Figura 18. Potaspora moraphis: a) Desenho esquematico de um esporo mostrando a sua morfologia ultrastrutural; b)
Corte longitudinal mediano de um esporo; ¢) Regido apical do esporo mostrado a sua organizagao ultrastrutural; d) Corte
transversal de um tibulo polar na regido dos enrolamentos helicoidais.

m) Pleistophora beebei Casal et al., 2016 (Figura 19)

O microsporidio, Pleistophora beebei., parasitando o peixe teledsteo bentopeldgico de agua doce
Brachyhypopomus beebei Schultz, 1944 (fam. Hypopomidae), coletado no rio Amazonas, foi descrito com
base em estudos morfoldgicos e moleculares. O parasita desenvolveu-se no muasculo esquelético da cavidade
abdominal, formando cistos esbranqui¢ados contendo varios grupos de dois tipos de esporos (macrosporos e
microsporos), que foram observados em contato com as miofibrilas. Pequenos grupos de macrosporos ovoides
medindo cerca de 7,8 x 4,7 um) foram observados entre os numerosos microsporos levemente piriforme a
elipsoidal com extremidades arredondadas, medindo cerca de 4,7 x 2,8 pm). Ambos os tipos de esporos
possuiam um unico grande vacuolo posterior contendo material floculento. Os aspetos ultrastruturais
observados, juntamente com a formagao de um cisto, sugerem que o parasita pertence ao género Pleistophora.
Este posicionamento taxondmico foi confirmado pela analise molecular do SSU rRNA e inferéncia de méxima
verossimilhanca. A morfologia ultrastrutural e a analise molecular suportou que, ambos os tipos de esporos,
constituiam uma coinfec¢do de uma mesma espécie.
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Figura 19. Pleistophora beebei: a) Desenho esquematico de um esporo; b-d) Aspetos ultrastruturais de esporos. Da -
Disco de ancoragem; Pp - Polaroplasto; TP(m) - Ttbulo polar (manubrio); Nu - Nucleo; PT(v) - Tubulo polar (voltas);
Va - Vactiolo; Ma - Macrosporo; Mi - Microsporo.

n) Inodosporus Overstreet & Weidner, 1974 (Figura 20) (Paschoal et al., 2021)

Uma coinfecgdo de dois microsporidios de géneros diferentes localizados no musculo abdominal do camarao
do Rio Amazonas Macrobrachium amazonicum do Brasil, foi detetada em microscopia de luz, confirmada por
microscopia eletronica de transmissdao e por analise histopatoldgica. Os dois tipos de esporos e respetivos
estagios iniciais de desenvolvimento (merontes, esporontes e esporoblastos) ocorreram agrupados em
numerosos aglomerados adjacentes entre as fibras musculares do referido hospedeiro. Os esporos foram
identificados morfologicamente como pertencendo a dois géneros bem distintos, dos quais, um foi identificado
como pertencendo ao género Inodosporus que aqui se descreve. Os seus esporos eram piriformes a ovoides e
mediam cerca de 4,3 x 3,7 pm, ocorrendo em grupos de oito dentro de um vactiolo espordforo. A parede com
duas camadas ¢ uma longa projecdo externa em forma de fita filamentosa com morfologia e tamanho
irregulares, formava um complexo sistema membranoso contiguo, ligado a parede do esporo. O disco de
ancoragem, em forma de guarda-chuva estava em continuidade com um tubo polar anisofilar disposto em 7-8
(raramente 9) voltas helicoidais.

A descrigdo do outro género da coinfecg¢do aqui descrito (Myospora sp.) foi descrito no “item”, seguinte,
correspondente a figura seguinte (Figura 21).

I‘— 37204 W—O-:
1

Figura 20 — Inodosporus sp: a) — Esquema dum esporo mostrado os filamentos (TLF) projetados da parede; b) Esporos
observados em LM-DIC; ¢) Morfologia ultrastrutural do esporo; d) Pormenor ultrastrutural do tibulo polar.
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0) Myospora Stentiford et al., 2013 (Figura 21) (Paschoal et al., 2021)

Uma coinfec¢do de dois microsporidios no misculo abdominal do camarao do Rio Amazonas Macrobrachium
amazonicum do Brasil, foi detetada em microscopia de luz, confirmada por microscopia eletronica de
transmissdo e por andlise histopatologica. Os esporos foram identificados morfologicamente como
pertencendo a dois géneros morfologicamente distintos, dos quais, um foi identificado como pertencendo ao
género Myospora. Os esporos apresentam uma morfologia em bastonete, medindo cerca de 3,1 x 0,8 um, e o
seu tubulo polar tinha 7-8 voltas helicoidais. Os estagios merogonicos e esporogonicos ocorreram dentro do
sarcoplasma das fibras musculares em contato proximo com as miofibrilas. Baseado na organizacdo
ultrastrutural dos esporos ¢ fases da esporogonia deram suporte para a identifica¢ao do referido género.

O outro parasita que ocorreu nesta coinfe¢do foi descrito no “item” anterior correspondente a Figura 20.

31207 ym

Figura 21. Myospora sp.: Morfologia ultrastrutural de diferentes fases do ciclo de vida; a) Desenho esquematico de um
esporo observado em corte longitudinal; b) M- musculo; Sr-esporontes; Sb - esporoblastes; Sp- esporos ; ¢) M — musculo;
Sr — esporontes; Sb — esporobastes; Sp - esporos.

DISCUSSAO

Este manuscrito representa um resumo dos resultados publicados sobre parasitas microsporidios da fauna
aquatica brasileira, resultante da colaboragdo entre colegas de universidades brasileiras e da Universidade do
Porto. O documento reporta numerosas microfotografias, na sua maioria, representando aspetos ultrastruturais
especificos das diferentes espécies que foram publicadas e que aqui foram reportadas com especial destaque
para as microsporidioses em peixes, na sua maioria de interesse econdmico.

Os peixes sdo hoje em todo o Mundo, a maior fonte de fornecimento de proteinas de origem da vida aquética
natural, ou resultante da interferéncia humana através das aquaculturas. Tendo em conta esta inquestionavel
situacdo, os diferentes paises tém promulgado diplomas e concedidos apoios 4 sustentabilidade da atividade
piscatodria e a producdo de proteinas originada em aquaculturas. Contudo, o acentuado e crescente aumento
dos diferentes tipos de polui¢do aquatica sdo preocupantes ocorréncias que condicionam a vida aquatica, onde
o desenvolvendo e o crescimento das microsporidioses permanentes ou sazonais, aparecimento de novos
parasitas, muitos deles patogénicos para seus hospedeiros, tal como se descrevem, muito frequentemente na
literatura da especialidade (Didier & Weiss, 2008; Han et al., 2021).

Em resumo, poderemos referir que a microparasitologia ¢ tida como um campo de pesquisa pouco explorado
em todo o mundo, o qual poderia proporcionar informagdes uteis que contribuissem para o melhoramento e
divulgacdo do estado sanitario da vida aquatica.
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