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RESUMO

Os peixes de dgua doce e marinha das diferentes areas geograficas sdo hospedeiros de variadas formas
de parasitismo, entre as protozooses, destacam-se as microsporidioses e as coccidioses que ocorrem
em varios 6rgédos e tecidos dos hospedeiros. O objetivo do estudo foi descrever os aspectos
morfologicos e ultraestruturais dos esporos de microsporidio e oocistos de Calyptospora
encontrados respectivamente, na mucosa gastrica e figado de piramutabas, através da
utilizacdo da microscopia de luz, eletrbnica de transmissdo, contraste de interferéncia
diferencial. Trinta exemplares de Brachyplatystoma vaillantii, capturadas por pescadores
artesanais na regido costeira do Municipio de Vigia, (00° 51°S; 48° 08°W) com dados
biométricos de 380-450g de peso, comprimento de 28,5cm a 45,5cm, foram necropsiados,
tendo sido encontrados em 80%, xenomas de microsporidios na mucosa gastrica e 60% com
oocistos de coccideos localizados no parénquima hepatico. Através de estudos de microscopia
de luz e ultraestrutural, observou-se que 0s xenomas na mucosa gastrica, continham
incontaveis esporos de formato elipsoidal com extremidades arredondadas, medindo 4,2 X
2,1um. A espessura da parede do esporo, medindo 0,01um é constituida por duas camadas
elétron-densas, com filamento polar do tipo isofilar, enrolado com 6 a 7 voltas e vaclolo
posterior ocupando mais de ¥ do comprimento do esporo. Os oocistos esféricos contendo
quatro esporocistos, foram analisados através da microscopia de luz e de contraste de
interferéncia diferencial (DIC), apresentaram diametro médio de 20,8um. Os esporocistos de
formato piriforme apresentaram comprimento médio de 8,9um por 4,15um de largura. As
caracteristicas ultraestruturais e morfologicas observadas na forma, parede, polaroplasto,
filamento polar e vaclolo posterior dos esporos sdo coincidentes com as do filo
Microsporidia, permitindo deduzir ser parasitismo por Microsporidium sp. constituindo uma
nova espécie parasita da mucosa gastrica de Brachyplatystoma vaillantii. Os tragos
caracteristicos da morfologia e biometria dos oocistos e esporocistos sdo evidéncias que
assinalam a similaridade entre as espécies descritas em peixes da fauna amazodnica,
permitindo concluir que a e B. vaillantii, ¢ um novo hospedeiro para Calyptospora sp.

Palavras-chave: Microsporidium sp.. Calyptospora sp.. Brachyplatystoma vaillanti.
Piramutaba.



ABSTRACT

The freshwater fish and marine waters of different geographic areas are host to various forms
of parasitism among the protozoan stand out microsporidiosis and coccidia occurring in
various organs and tissues of the host. The aim of this study was to describe the
morphological and ultrastructural of microsporidian spores and oocysts found Calyptospora
respectively, in gastric mucosa and liver of piramutaba through the use of light microscopy,
transmission electron, and differential interference contrast. Thirty specimens of
Brachyplatystoma vaillantii caught by fishermen in the coastal city of Vigia, (00 ° 51'S, 48 °
08'W) with biometric data of 380-450g in weight, length of 28.5 cm to 455 cm
were necropsied and were found in 80% xenoma microsporidia in the gastric mucosa and
60% with coccidia oocysts found in the liver parenchyma. Through studies of light
microscopy and ultrastructure, it was observed that xenoma gastric mucosa, contained
countless spores ellipsoidal shape with rounded ends, measuring 4.2 x 2.1 um. The thickness
of the spore wall, measuring 0.01um layers consisting of two electron-dense, with polar
filament type isofile wound with 6-7 turns and posterior vacuole occupying more than % of
the length of spore. The spherical oocysts with four sporocysts, were examined by light
microscopy and differential interference contrast (DIC), showed an average diameter of 20.8
micrometers. The format piriform sporocysts showed a mean length of 8.9 um by 4.15 um in
width. The morphological and ultrastructural features as wall, polaroplasto, polar filament and
posterior vacuole of the spores were coincident with the phylum Microsporidia, allowing
inference to be parasitized by Microsporidium sp. constituting a new species of parasites of
the gastric mucosa Brachyplatystoma vaillantii. The characteristics of morphology and
biometry of the oocysts and sporocysts are evidences that indicate the similarity between the
described species in the Amazon fish fauna, allowing us to conclude that e B.vaillantii is a
new host for Calyptospora sp.

Keywords: Microsporidium sp.. Calyptospora sp.. Brachyplatystoma vaillantii. Piramutaba.



1 INTRODUCAO

A Amazonia é uma regido de pesca tradicional antiga e muito desenvolvida, donde faz
parte o Estudrio do Amazonas, constituido pelos rios Amazonas e Tocantins, que
desembocam no Oceano Atlantico na costa norte do Brasil, entre os Estados do Para e Amapa
(MERONA, 1995; PAIVA, 1997).

O ecossistema amazonico é dominado pela periodicidade do ciclo das chuvas em que
0 primeiro semestre do ano é conhecido na regido como inverno, quando ocorre 0 aumento da
pluviosidade e elevacdo do nivel de 4gua nos rios. A grande vazdo de dgua descarregada dos
rios nos estuarios e oceano tornam estes ambientes menos salinos, com grande quantidade de
material em suspensao, dificultando a proliferacdo do fitoplancton. No verdo, a coloracdo da
agua muda de marrom para esverdeada, devido a deposicao dos sedimentos, que ocorre com 0
aumento da salinidade, favorecendo o desenvolvimento do conjunto dos organismos vegetais
gue compdem o plancton (MILLIMANN; SUMMERHAYES; BARRETO, 1975).

Segundo o Instituto Acquamazon (2010) o Estado do Para produziu em 2009, cerca de
200 mil toneladas de pescado, tendo passado a ocupar 0 posto antes pertencente a Santa
Catarina, que teve producdo média de 180 mil toneladas. Precisamente, o estado produz cerca
de 100 mil toneladas resultantes da pesca industrial, sendo que 80% da producdo sdo para o
abastecimento do mercado interno, e 20% sdo destinados a exportag&o.

Os cinco municipios que mais desembarcaram pescado em 2008 sdo Belém, com
quase 40% da producdo de todo o Estado, seguido de Vigia, Santarém, Braganca e
Abaetetuba. A producédo contabilizada ndo leva em consideracgao a pesca na regido do Xingu e
tampouco 0s nimeros da pesca de subsisténcia (ROCHA; ROCHA JR., 2007).

O Municipio de Vigia de Nazaré encontra-se situado entre as coordenadas geogréaficas
00° 51' S e 48° 08'W, na mesorregido do Nordeste do Estado do Para, na microrregido do
Salgado. Distante 77 quilébmetros da cidade de Belém, limita-se a oeste pela ilha de Colares,
ao sul pelos Municipios de Castanhal e Santo Anténio do Taua, a leste pelo Municipio de Séo

Caetano de Odivelas e ao norte pelo Oceano Atléantico (BRITO et al. 2002).
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Apresenta clima equatorial super imido, com temperaturas entre 39 e 26°C (BRITO et
al. 2002) com precipitacdo pluviométrica de aproximadamente 2.770mm por ano, situado
praticamente ao nivel do mar, com a sede municipal apresentando cotas altimétricas proximas
a 6m, havendo pequenas elevacdes na costa mais ao sul (RAYOL, 2002).

A piramutaba Brachyplatystoma vaillantii € o alvo principal da pesca industrial na
regido, cuja safra ocorre principalmente durante o periodo chuvoso. Peixe de pele, muito
conhecido na Amazonia, chegando a medir 1,0m de comprimento e peso podendo atingir 10
kg, sendo mais abundante em profundidades compreendidas entre 5 e 10 metros vivendo em
grandes cardumes (BARTHEM; PETRERE JR, 1995).

A pesca da piramutaba € a segunda em importancia econémica para a Regido Norte,
sendo inferior a pesca de camarbes. Em nivel nacional, historicamente, vem ocupando o
terceiro lugar na pauta de exportacfes (BARTHEM; GOULDING, 1997a).

E uma das duas mais importantes espécies comerciais de bagres na Amazonia,
principalmente para o mercado de exportacdo. Varios autores sugerem que a espécie é
composta de um Unico estoque que migra sazonalmente, utilizando diferentes areas para a
reproducdo, alimentacdo e crescimento ao longo do sistema Estuario — Amazonas — Solimdes
(EAS). Desta forma, é capturada tanto pela pesca comercial artesanal, que ocorre em todo o
sistema EAS, quanto pela industrial, que é praticada somente no estuario, paralelamente a
pesca artesanal (AQUINO 2006).

Os peixes de agua doce e marinha das diferentes areas geogréaficas sdo hospedeiros de
variadas formas de parasitismo, viroses, babesioses, ricketzioses, micoplasma, protozooses e
outras, que constituem 0s principais parasitas que ocorrem em peixes. Entre as protozooses,
destacam-se as microsporidioses e as coccidioses que ocorrem em varios 6rgaos e tecidos dos
hospedeiros (RANZANI-PAIVA; TAKEMOTO; LIZANA, 2004).

E representante das protozooses o filo Microsporidia, que engloba unicamente
parasitos intracelulares e o filo Apicomplexa, que corresponde a um complexo grupo de
microrganismos que englobam algumas formas parasitarias e patogénicas que ocorrem,
principalmente em moluscos bivalves e peixes (MATOS et al. 2004).

Durante a realizacdo de necropsias em peixes da espécie Brachyplatystoma vaillantii
capturados por pescadores artesanais na costa do municipio de Vigia, foram encontrados
cistos e de Calyptospora sp. no figado e xenomas de Microsporidium sp. na mucosa gastrica
de grande nimero de exemplares o que motivou a realizacdo do presente estudo.

O objetivo do estudo foi descrever os aspectos morfoldgicos e ultraestruturais dos

esporos de Microsporidium sp. e oocistos de Calyptospora sp. encontrados respectivamente,



13

na mucosa gastrica e figado de piramutabas, através da utilizacdo da microscopia de luz,

eletrbnica de transmissdo e contraste de interferéncia diferencial.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PIRAMUTABA

A piramutaba, Brachyplatystoma vaillantii (Valenciennes, 1840), é peixe de clima
tropical encontrados em regides estuarinas, pertencentes a classe Actinopterygii, ordem dos
Siluriformes e familia Pimelodidae, podendo atingir 80 a 150 cm de comprimento e peso
méaximo de 20 kg, encontrados na regido norte da América do Sul, nas bacias dos rios
Amazonas e Orinoco na Venezuela e nos principais rios das Guianas e no nordeste do Brasil
(FROESE; PAULY, 2010).

Peixes com nadadeiras suportadas por "raios" ou lepidotriquias, esqueleto interno
tipicamente calcificado e aberturas branquiais protegidas por um opérculo 6sseo, possuem o
corpo com coloracgdo cinza-escuro na regido dorsal e cinza-claro na regido ventral (CHAVES
et al. 2003).

Espécie demersal de dguas doce e salobra de baixa salinidade, capturada geralmente
em profundidades de até 40 m, ndo sendo encontradas em &reas profundas mais afastadas da
costa, fora das areas diretamente influenciadas pelas descargas fluviais (PAIVA, 1997;
IBAMA, 1997).

Os peixes jovens e subadultos sdo frequentemente encontrados na foz dos rios e
estuarios, onde a agua € carregada com sedimentos com fundo lamacento, nunca nas zonas
propensas a inundacdes. As migracdes reprodutivas ocorrem provavelmente como em
outros peixes do mesmo género, sendo capturados com o uso de espinhéis e redes de emalhar
(LE BAIL; KEITH; PLANQUETTE, 2000).

E a Unica espécie do género que forma grandes cardumes, podendo ser capturada aos
milhares ao longo da calha do rio Solimdes-Amazonas. E muito bem aceita tanto para o
consumo local como para exportacdo, devido seu sabor agradavel e boa qualidade nutricional
(BARTHEM; GOULDING, 1997h).
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Considerando os aspectos sociais, as capturas de piramutaba, tambaqui e jaraqui, s&o
mais representativas para a Regido Norte, seja pela méo de obra que emprega ou pelo volume
de pescado gerado para o consumo interno (BARTHEM; GOULDING, 1997a).

Aquino em (2006) citou que entre as variedades de peixes existentes na Amazonia, a
piramutaba e a dourada sdo alvos preferenciais da pesca em quase toda a area de distribuicéo,
espécies que realizam longas viagens (mais de 3.000 km) no eixo Solimdes-Amazonas para
completarem os seus ciclos de vida. Nascem e se reproduzem no alto das nascentes de varios
afluentes dos rios Solimbes e Amazonas, como 0s rios Jurud, Purus, Madeira, Ica, Japura e
outros. Alimentam-se no estuério, em Belém, e crescem na Amazonia Central (de Almeirim-
Santarém, até Manaus). Para a reproducdo, migram numa viagem de volta aos afluentes onde
provavelmente nasceram.

A exploracdo industrial da piramutaba teve inicio no ano de 1971, através de uma
politica de incentivos fiscais (isencdo de impostos, financiamentos e facilidades de
importagOes) direcionada para a Amazonia, com utilizagdo de barcos camaroneiros adaptados

para a pesca de peixes demersais (IBAMA, 1999).

2.2 FILO MICROSPORIDIA
2.2.1 Sistematica, morfologia e ciclo de vida
2.2.1.1 Sistemética

Os Microsporidia (Filo Microspora), ainda considerados protozoarios, constituem o
grupo de parasitas menos estudados, apesar de estarem identificadas aproximadamente 1200
espécies (MAGALHAES et al. 2006) distribuidas por cerca de 150 géneros (FRANZEN,
2004; WITTNER, 1999) presentes em alguns grupos de invertebrados e em todas as cinco
classes de vertebrados (AZEVEDO e MATOS, 2002; CANNING et al. 2005; DIDIER,
2005). Sdo eucariotas unicelulares, parasitas intracelulares obrigatérios e produtores de
esporos (KEELING, 2002). Causam infec¢des cronicas nos hospedeiros o0 que provoca uma
reducao da sua condicdo corporal (LEWIS et al. 2006).

Pertencem ao filo Microsporidia Balbiani 1882, abrangendo unicamente parasitos
intracelulares (CANNING; LOM, 1986; LARSSON, 1999; LOM, 2002; SPRAGUE;
BECNEL; HAZARD, 1992).

Sdo considerados eucariontes, embora possuam caracteristicas de organismos
procariontes, tais como a auséncia de mitocondrias e peroxissomas. Estes microrganismos
infectam uma variedade de tipos celulares de hospedeiros invertebrados e vertebrados,
incluindo o homem (FRANZEN; MULLER, 1999).
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Os microsporidios sdo parasitos obrigatdrios, patdgenos intracelulares que infectam as
células eucaridticas animais, incluindo seres humanos (KEELING; FAST, 2002; MATOS,
2007).

Morfologicamente, sdo eucariotas verdadeiros, isto €, possuem um nucleo tipicamente
eucariota, um sistema de membranas internas e citoesqueleto, mas revelam caracteristicas
moleculares e citoldgicas reminiscentes de procariotas (METENIER; VIVARES, 2001) que
incluem o tamanho do genoma a escala das bactérias, a auséncia de mitocéndrias
identificaveis, peroxissomas, hidrogenossomas e do tipico aparelho de Golgi (MATHIS et al.
2005).

Além de seres humanos, uma variedade de espécies de microsporidios pode infectar
uma grande diversidade de animais, especialmente insetos e peixes, e em alguns casos, sao
utilizados para controle de pragas (BECNEL; ANDREADIS, 1999; LOM; NILSEN, 2003).

Matos et al. (2006) afirmaram que os microsporidios sao considerados agentes naturais
importantes no controle de algumas espécies de insetos, pois podem ser letais nos estagios
intermediarios do desenvolvimento de certas espécies que passam
por metamorfose completa.

Keeling e Fast em 2002 referiram que foram descritas mais de 1200 espécies em 150
géneros de microsporidios, no entanto, a posicao filogenética do grupo como um todo, tem
sido muito discutida entre varios pesquisadores.

Em 1857 Carl Wilhelm Von Nageli descreveu o organismo causador da doenca do
bicho-da-seda (Bombyx mori L.) designada pebrina (apud. WITTNER, 1999), como Nosema
bombycis Négeli, a primeira referéncia a um microsporideo na literatura, descrita como uma
levedura colocando-a no Reino Fungi (FRANZEN, 2008).

Nos peixes estdo descritas aproximadamente 156 espécies de microsporidios,
distribuidos em 15 géneros, possuindo diferentes e complexos ciclos de vida, além da
caracteristica comum de produzirem no ambiente esporos resistentes, que sdo responsaveis
pela transmissdo horizontal (MATOS, 2007).

Foram reconhecidos como Filo Microsporidia (Balbiani, 1882) (SPRAGUE;
BECNEL, 1998), mas esta classificacdo ndo esta isenta de controvérsia dado que também
foram incluidos no Reino Protozoa por Goldfuss (1818) e no agora inexistente Reino
Archeozoa por Haeckel (1894) (VAVRA; LARSSON, 1999), o que evidencia a intensa
polémica gerada nos ultimos dois séculos em torno da sistematica deste grupo singular
(CAVALIER-SMITH, 1993).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Metamorfose
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Estudos filogenéticos argumentam contra uma origem primitiva de microsporidios,
sugerindo que sejam derivados de fungos ou um grupo irméo de fungos (GILL; FAST, 2006;
HIRT et al. 1999; KEELING; LUKER; PALMER, 2000; KEELING, 2003).

Na ultima década, a hipdtese deste grupo ser incluido no Reino Fungi ganhou
consisténcia, principalmente devido a introducdo de dados moleculares na obtengdo das
relacOes filogenéticas (BADAULF et al. 2000; BRUNS, 2006; CAVALIER-SMITH, 1998;
HIRT et al. 1999). Estudo abrangente sobre classificagdo do Reino Fungi incluiu os
Microsporidia num ramo basal deste reino, mas considera-os como um grupo-irmao dos
restantes fungos e ndo como “verdadeiros fungos” (HIBBETT et al. 2007). Examinando a sua
classificacdo ambigua e complexa, optou-se por incluir o Filo Microsporidia no Reino Protista
(FRANZEN, 2008), apesar das fortes evidéncias da sua natureza fungica.

Estudos realizados por Lee et al. (2008), sugeriram a hipétese de que microsporidios
sdo fungos e descendem de um ancestral zigomiceto, pois conservam em seu genoma a
mesma ordem e conteddo um locus contendo genes ligados ao cromossoma sexual que é
conservado no genoma dos fungos.

Nos peixes, 0s microsporidios se concentram nos mais diversos tecidos e/ou 6érgaos,
como tubo digestivo, brénquias, figado, sistema nervoso, sistema tegumentar, gbnadas e
outros (CANNING; NICHOLAS, 1980; CANNING; LOM, 1986; LOM; DYKOVA, 1992;
LARSSON, 1999; LOM, 2002).

De acordo com Matos et al. (2004), a forma mais facilmente observavel é a de esporo,
geralmente de forma ovoide a elipsoidal, constituido por uma parede de espessura variavel
que contorna um esporoplasma uni ou binucleado. A maioria das espécies de microsporidios
tem uma caracteristica comum; produzem no ambiente, esporos resistentes que sdo
responsaveis para transmissdo horizontal. Os esporos produzidos por hospedeiros infectados
localizam-se em diferentes regiGes nos hospedeiros, podem estar diferenciados em esporos ou
nos estados iniciais de desenvolvimento, e serem liberados quando um hospedeiro
contaminado morre (MATQS, 2007).

Segundo Shaw e Kent (1999) as espécies de microsporidios encontram-se distribuidas
em dois grupos: um em que 0s esporos se desenvolvem em xenomas e outro em que se
desenvolvem em estruturas organizacionais ndo xendmicas.

Em muitos casos de aglomeracdo esporal, pode haver diferenciacdo em xenoma, que
consiste em uma estrutura complexa, composta por uma célula hipertréfica cercada por uma
parede espessa, constituida por varias camadas de colageno. O nucleo hipertréfico de grande

dimensdo apresenta-se, geralmente, com profundas ramificacdes (MATOS et al. 2003a).
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Uma reagdo a infeccdo por microsporidios, leva ao desenvolvimento de uma leséo
hipertréfica macica ao redor do parasita, 0 que € reconhecido como xenoma, termo
introduzido por Weissenberg (1949). No citoplasma da célula hospedeira hipertréfica (HHC),
0 parasita se divide repetidamente, originando um xenoma alargado contendo numerosos
esporos e varios outros estagios do ciclo de vida (LOM; PEKKARINEN, 1999; MORRISON;
SPRAGUE, 1981).

Alguns géneros de microsporidios sdo conhecidos por causar o desenvolvimento de
um complexo hipertréfico Gnico no hospedeiro chamado xenoma ou um complexo
xenoparasitario (LOM; DYKOVA, 2005).

Animais podem servir como fonte de infeccdo por microsporidios para humanos. A
identificacdo de esporos destes parasitas pode reduzir e prevenir a exposicao do homem. Isso
se aplica principalmente para pessoas que possuem um maior risco de adquirir
microsporidiose, como no caso de imunocomprometidos e criangas desnutridas (LOBO;
TELES; CUNHA, 2003).

DENGJEL et al. (2001) e DIDIER et al. (1996) admitiram a possibilidade da

microsporidiose ser uma doenca de carater zoondtico.

2.2.1.2 Morfologia

Franzen e Miiller (1999) e Keeling e Fast (2002) afirmaram que a caracteristica mais
diagnosticavel de um microsporidio € a sua célula infecciosa, o esporo, que € a Unica fase do
ciclo de vida viavel fora da célula hospedeira e mais facilmente reconhecivel. E uma célula
Unica, cujas dimensdes podem variar entre de 1-40um. Relativamente & forma, esta também é
variavel podendo ser mais ou menos alongada (bastonete até redonda), mas a maioria é
ovoide.

Possuem uma parede sem qualquer tipo de abertura ou perfuracdo que encerra uma
célula uni ou binucleada que possui uma organizacdo peculiar deste grupo, o esporoplasma
(MATOS et al. 1993).

O esporo divide-se geralmente em duas porgdes, uma apical, na sua quase totalidade
ocupada por um polaroplasto, sistema membranar complexo de grande importancia no
processo de extrusdo do tubo polar e uma basal, geralmente ocupada por um volumoso
vacuolo no interior do qual, em algumas espécies, € encontrada uma estrutura densa, 0
posterossoma (MATOS et al. 1993).

Os esporos dos microsporidios sdo pequenas estruturas medindo aproximadamente 2 a

7um de comprimento por 1,5 a 5um de largura, exibindo parede espessa constituida
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externamente pelo exosporo denso, podendo ser formado por trés camadas e internamente
pelo endosporo de aspecto delgado, onde se apresenta organizado por pontes de quitina
conectando o endosporo com a membrana plasmatica, e um aparelho de extrusdo, o
esporoplasma e o vacuolo posterior (MATOS, 2007).

E constituido por uma parede grossa que é composta por trés camadas: 0 exosporo
(camada externa eletron densa e de composi¢do protéica), o endosporo (camada interna
eletron lucente, e de composicdo quitinosa) e a membrana plasmatica que envolve o
citoplasma, o nucleo ou nucleos, vacuolo posterior e o aparelho infeccioso ou de extrusédo
(BIGLIARDI; SACCHI, 2001).

Apresenta ainda, estruturas que ocorrem exclusivamente nos microsporidios, sendo,
portanto, especificas deste grupo: o tubo polar e polaroplasto (MATOS et al. 2004).

Matos et al. (2003a) ao estudarem microsporidios da fauna ictioldégica da Amazonia,
descreveram que externamente, 0 esporo possui uma parede, geralmente densa, de espessura
uniforme, exceto na regido apical que se situa sobre o disco de ancoragem. 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, é uninucleada e localiza-se na zona
central do esporo.

Matos et al. (2004) relataram que a maioria dos esporos possui um vacutolo de volume
variavel na regido posterior. Na maior parte dos casos, 0 tubo polar enrola-se na por¢éao
posterior, permanecendo entre o vactolo e a parede do esporo. O nucleo situa-se, na maior
parte das vezes, na porcdo média do esporo, entre o polaroplasto e o vactolo, sendo,
frequentemente, circundado por varios polirribossomas, ordenados na forma de fitas.

O aparelho infeccioso destes parasitas € a caracteristica distintiva destes organismos,
sendo composto por trés organelas: o filamento polar, estrutura tubular enrolada em hélice,
ligada ao apice do esporo através do disco ancorante, o polaroplasto e o vactolo posterior
(VAVRA; LARSSON, 1999). O nimero de voltas do filamento polar, o seu arranjo espacial
relativo e o angulo de inclinagdo da hélice, permitem diagnosticar a espécie de microsporidio
(KEELING; FAST, 2002).

Os esporos possuem um aparelho de extrusdo constituido pelo filamento polar, um
complexo saco polar também denominado de disco de ancoragem, um polaroplasto ao redor
do filamento polar, de aspecto lamelar e vesicular, com um vacuolo posterior com malhas de
vesiculas do complexo de Golgi, responsavel pela producdo do restante do aparelho de
extrusao o tubo polar (MATOS, 2007).
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O tubo polar projeta-se para a porcdo posterior do esporo sob a forma de um
enrolamento em espiral a volta do vactolo. O nimero de voltas do tubo polar a volta do
vacuolo é caréater diagndstico dos diferentes géneros (MATOS et al. 2003b).

Sprague, Becnel e Hazard (1992), referiram que as caracteristicas mais evidentes dos
esporos como a forma, parede, polaroplasto, filamento polar e vacutolo posterior séo utilizados
para distinguir os microsporidios de outros grupos taxonémicos.

A morfologia ultraestrutural dos esporos e formas quiescentes do ciclo de vida é
utilizada para a identificacdo genérica e especifica, possibilitando o estabelecimento de novos
géneros e espécies (AZEVEDO; MATOS, 2002a,b, 2003a,b).

2.2.1.3 Ciclo de vida

A maioria dos microsporidios infectam todos os estados do desenvolvimento do
hospedeiro, podendo causar a sua morte em poucos dias ou meses, variando a sua
especificidade (desde o nivel da espécie ao nivel da classe) consoante a espécie em causa
(FIGUEIREDO, 1997).

De forma a completar o ciclo de vida, os microsporidios devem estar em contato com
0 hospedeiro, penetrar no corpo e reproduzir-se com sucesso nos tecidos adequados ao seu
desenvolvimento e, consequentemente, contatar e infectar novos hospedeiros (VAN
DRIESCHE; BELLOWS, 1996).

Uma vez que ndo procuram ativamente o hospedeiro, 0s esporos devem estar presentes
no mesmo ambiente. Podem ser transportados pelo vento, agua, outros organismos e, serem
inoculados no hospedeiro por diversas vias, sendo a ingestdo oral de esporos a forma mais
comum (transmissdo horizontal) (FIGUEIREDO, 1997).

No interior do hospedeiro, ao reproduzirem-se podem transmiti-los a descendéncia
(transmissdo vertical). A transmissao vertical pode dar-se transovarialmente, 0s patdgenos séo
transmitidos aos ovos quando da postura da fémea infectada. Este tipo de transmissdo é
predominante no filo Microsporidia (BECNEL; ANDREADIS, 1999).

Quando o esporo atinge o pleno estado de maturacdo e se encontrando sob acédo de
fatores externos apropriados, o interior do esporo passa por fendmenos ainda ndo totalmente
esclarecidos, sofrendo um aumento da pressao interna que obriga a uma extrusdo do tubo
polar (MATOS et al. 1993).

A extrusdo do filamento polar inocula o esporoplasma na célula hospedeira, sendo este
o original mecanismo infectante dos microsporidios (FRANZEN, 2004; MAGALHAES et al.
2006).
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Com a entrada do esporoplasma do parasita na célula hospedeira, inicia-se a fase
proliferativa do ciclo de vida, caracterizada pela ocorréncia da merogonia, evento em que 0
parasita aumenta massivamente o seu nimero com a formacao de células merontes. Segue-se
a fase esporogénica que consiste na formacéo das células infecciosas, evento designado por
esporogonia que ao germinarem reiniciam o ciclo (BIGLIARDI; SACCHI, 2001).

Ao encontrar condi¢es de desenvolvimento, o esporo desenvagina o tubo polar que
projeta-se a longa distancia. Durante o processo de extrusdo do tubo, o ndcleo e alguns
componentes do esporoplasma sao arrastados para o interior de sua extremidade. Em contato
com as células hospedeiras, a extremidade do tubo polar conecta a membrana da célula
hospedeira ocorrendo a fusdo, o que permite a entrada do nucleo, que imediatamente regenera
uma pequena parte do citoplasma e da membrana, resultando em merontes, que apos
sucessivas divisGes (merogonia), se diferenciam, passando a ser designados esporontes, que
sofrem uma divisdo (esporogonia), quando inicia o0 espessamento da sua parede, resultando
em esporoblastos (MATOS et al. 2004).

2.3 FILO APICOMPLEXA

A importancia da infeccdo ocasionada por varias espécies do género Calyptospora
spp. em mamiferos e aves € documentada ha muito tempo, enquanto informacgdes em espécies
de peixes é bastante limitada (ALBUQUERQUE; BRASIL-SATO, 2010).

Davies e Ball, (1993) e Molnar (2006) citaram que as coccidioses sdo comuns em
peixes marinhos e de 4gua doce incluindo o Calyptospora.
2.3.1 Sistematica, morfologia e ciclo de vida
2.3.1.1 Sistemética

O filo Apicomplexa Levine, 1970 compreende um conjunto grande e heterogéneo de
parasitas intracelulares obrigatérios de importancia médica e veterinaria. O maior subgrupo
deste filo ¢ a subordem Eimeriorina Léger, 1911, que contém organismos referidos
coletivamente como a coccidios. Predominantemente parasitas intestinais, podem infectar
todas as classes de vertebrados e invertebrados. Atualmente, a subordem Eimeriorina tem pelo
menos 10 familias, 42 géneros e mais de 2.000 espécies descritas (DUSZYNSKI; COUCH,;
UPTON, 2000).

Constitui um grupo de microrganismos de vida intracelular, com todo o ciclo de vida
ocorrendo nas células hospedeiras englobando algumas formas patogénicas e parasitarias que

ocorrem principalmente em moluscos bivalves e peixes (MATOS et al. 2004).
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Nem todos 0s géneros estdo descritos como patogénicos (ALBUQUERQUE et al.
(2007).

Dykovéa e Lom (1983) descreveram 127 especies de coccidios em peixes. Nos ultimos
anos do século XX o estudo da fauna de protozoarios de peixes foi realizado intensivamente e
0 numero de espécies de protozoarios encontrados em peixes estudados atingiu 250
(BELOVA; KRYLOV, 2000).

A familia Calyptosporidae descrita por Overstreet, Hawkins e Fournié em 1984, é
representada por somente cinco espécies descritas, Calyptospora funduli por Overstreet,
Hawkins e Fournié (1984) e Oliveira, Hawgins, Overstreet e Fournié (1993); Calyptospora
empristica por Fournié, Hawgins e Overstreet (1985); C. serrasalmi por Cheung, Nigrelli e
Ruggieri (1986); C. tucunarensis Békési, Molnar (1991) e C. spinosa por Azevedo, Matos e
Matos (1993).

Duszynski, Couch e Upton (2000), compilaram as informagdes taxonomicas referentes ao
género Calyptospora que se encontra provisoriamente colocado dentro de familia Eimeriidae,
uma vez que as afinidades taxonémicas desse género ainda ndao foram estabelecidas.

Calyptospora empristica tem como hospedeiro definitivo Fundulus notti tendo como o
local de infeccdo o figado, entretanto, o ciclo de vida ainda ndo foi estabelecido
(FOURNIE, HAWKINS E OVERSTREET, 1985a).

Calyptospora funduli Overstreet, Hawkins e Fournié (1984) tém como sindnimos Eimeria
funduli e Eimeria sp. de Overstreet (1987) possuindo como hospedeiros definitivos os
Cyprinodontiformes da familia Fundulidae (DUSYNZKI; SOLANGI; OVERSTREET, 1979).
Os locais de infec¢do sdo: figado, pedunculo caudal, ovério, tecido adiposo ao redor da
cavidade corporal e parede intestinal (FOURNIE e OVERSTREET 1982, 1983a, 1983b,
1993; FOURNIE e SOLANGI 1980; FOURNIE; HAWKINS e OVERSTREET 1985b, 2000;
HAWKINS; SOLANGI e OVERSTREET 1981a, 1981b, 1983a, 1983b, 1983c, 1983d, 1984a,
1984b; OVERSTREET 1988, 1993; OVERSTREET; HAWKINS e FOURNIE 1984;
SOLANGI e OGLE, 1981; SOLANGI e OVERSTREET, 1980; SOLANGI; OVERSTREET e
FOURNIE 1982; UPTON, 1981, 1982a e UPTON e DUSZYNSKI 1982b, 1982c).

Calyptospora serrasalmi Cheung, Nigrelli e Ruggieri (1986) possui como hospedeiro
Serrasalmus niger, sinbnimo de S. rhombeus, tendo como local de infeccdo o figado
(CHEUNG et al. 1983, 1986) o seu ciclo de vida ainda ndo estabelecido.

Calyptospora spinosa Azevedo, Matos e Matos (1993) tem como hospedeiro Crenicichla
lepidota e como locais de infeccdo: figado, testiculo e ovarios, o ciclo de vida ainda ndo foi

esclarecido.
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Calyptospora tucunaresis apresenta como hospedeiro Cichla ocellaris tendo como local
de infeccdo o figado, o ciclo de vida também néo foi determinado (BEKESI; MOLNAR,
1991).

Em peixes brasileiros, somente trés espécies do género Calyptospora foram descritas
parasitando o figado de peixes, C. serrasalmi em Serrasalmus niger (CHEUNG; NIGRELLI;
RUGGIERI, 1986), C. tucunarensis, em Cichla ocellaris (BEKESI; MONAR, 1991) e C.
spinosa em Crenicicha lepidota (AZEVEDO, MATOS, MATOS, 1993).

Bonar et al. (2006) citaram a ocorréncia de Calyptospora sp. em sete peixes jovens da
espécie Arapaima gigas (pirarucu), que haviam sido exportados da cidade de Manaus para
dois aquérios nos Estados Unidos que morreram entre 4 a 6 semanas apds a chegada,
resultante da infeccdo por coccidiose e por Dawestrema cycloancistrium (Ancyrocephalinae)
gue provocaram uma variedade de lesdes, principalmente no figado, nas branquias, cérebro e
trato gastrointestinal.

Entre os parasitos mais comuns, encontrados e descritos em hospedeiros da fauna
Amazonica, Matos et. al. (2004) destacaram Calyptospora spinosa pertencente a familia
Calyptosporidae, descrita como parasito dos peixes da espécie Hoplosternum littorale
(tamotd) e de Crenicichla lepidota (jacundd) peixes naturais da bacia fluvial Amazonia.

Albuquerque e Brasil-Sato (2010) descreveram pela primeira vez a ocorréncia de
Calyptospora sp. parasitando o figado e intestino de Triportheus guentheri e de
Tetragonopterus chalceus, espécies de peixes forrageiros do reservatorio de Trés Marias no
alto do rio Séo Francisco.

A presenca de esporos de Calyptospora sp. é facilmente observada em microscopia
Optica, principalmente na fase esporal, formando vacuolos parasitéforos tendo no seu interior
quatro esporocistos (THATCHER e NETO, 1992).

A primeira citacdo da ocorréncia de coccidiose em animais aquaticos da Amazonia foi
feita por LAINSON et al. (1983) em Trichechus inunguis (peixe-boi) capturados no Estado do

Amazonas.

2.3.1.2 Morfologia

Casal et al. (2007) descreveram com base na morfologia do esporocisto a ocorréncia
de Calyptospora serrasalmi em Serrasalmus striolatus do Rio Amazonas e S. rhombeus na
regido lagunar da cidade do Recife respectivamente, cuja infeccdo envolvia apenas o
parénquima hepatico, com a ocorréncia de oocistos esféricos isolados ou em grupos, medindo

aproximadamente 25,5um de didmetro, contendo quatro esporocistos de formato piriforme
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medindo 11,8um de comprimento por 6,0 um de largura, envolvidos por uma fino véu
membranoso e com um esporopodium apical contendo vérias projecdes laterais.

Albuquerque et al. (2007) citaram a ocorréncia de Calyptospora sp. em Colossoma
macropomum (tambaqui), criados em uma estacdo experimental de piscicultura que
apresentavam redugdo no ganho de peso e queda na taxa de crescimento. A presenca de
esporos de coccidios no figado e gbnadas foi observada através de microscopia de luz,
formando vacuolos parasitoforos contendo quatro esporocistos, tendo concluido que algumas
espécies podem alterar o0 comportamento de seus hospedeiros, tornando-os susceptiveis aos
predadores.

Na tabela 1 estdo registrados os dados biométricos comparativos referentes as
dimensbes de oocistos, formas, comprimento e largura dos esporocistos de espécies de
Calyptospora descritas na literatura.

Tabela 1. Medidas comparativas em (um) dos oocistos e esporocistos das espécies do género
Calyptospora descritos na literatura.

Diametro Esporocisto
Espécies Origem do oocisto Formato Comprimento  Largura Referéncias
(Hm) (Hm) (Hm)
C. empristica USA 19,6-24,5 Elipsoide 7,0-9,5 4,5-75 Fournié et al. 1985
C. funduli USA 20,0-31,0 Ovoide 9,0-11,0 5,0-7,0  Duszynski et al. 1979
C. Seralsalmi Brasil 22,0-25,0 Piriforme 10,0-11,5 5,0-6,0 Cheung et al. 1986
C. tucunarensis Brasil 23,0-26,0 Frigideira, 7,2-9,1 3,5-5,0  Békési; Molnar, 1991
corpo Elipsoide
C. spinosa Brasil 21,1-23,4 Elipsoide 8,9-9,5 3,6-4,1  Azevedo et al. 1993
Calyptospora sp. Brasil 16,0-22,0 Piriforme 8,0-10,0 4,5-50 Bonnar et al. 2006
Calyptospora sp.  Brasil 245 - 11,5 4,5 Albuquerque; Brasil-Sato,
2010

Calyptospora sp.  Brasil 20,8 Piriforme 8,9 4,1 Presente estudo

2.3.1.3 Ciclo de vida

O ciclo de vida dos coccidios em peixes pode envolver dois tipos principais de
hospedeiros, os que realizam o ciclo em um Unico hospedeiro (mondxeno) e 0s que
completam o seu ciclo evolutivo passando pelo menos em dois hospedeiros (heteréxeno). Ha
0s que necessitam de hospedeiros intermediarios. O género Calyptospora foi inicialmente
confundido com Eimeria, mas que pode ser diferenciado destas espécies por necessitarem de
um hospedeiro intermediario (DAVES e BALL, 1993; MOLNAR 2006).

Thatcher (2006) estudando peixes Amazo6nicos mencionou que especies de géneros de
coccidios foram encontradas parasitando o figado de Triportheus elongatus (Gunther, 1864).
Embora estudos sobre os ciclos de vida destas espécies ndo tenham sido concluidos ainda,

parece ser provavel que camardes de agua doce (Macrobrachium spp.) sejam os hospedeiros
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intermediérios deste protozoério, havendo a contaminacdo quando o peixe se alimenta com

camarao infectado.

Fournié et al. (2000) estudando o ciclo de vida de Calyptospora fundulli confirmaram
a existéncia de um hospedeiro intermediario verdadeiro o Palaemonetes paludosus (camaréo
grama). Os esporozoitos se desenvolvem no organismo do crusticeo levando cerca de cinco
dias para tornarem-se esporozoitos infectantes presentes em células basais do intestino do
camardo, que apds a ingestdo pelo hospedeiro definitivo, chegam a corrente sanguinea
atingindo o figado, onde foram identificadas as formas intermediarias no interior dos
hepatacitos.

Os ciclos de vida das demais espécies descritas ainda ndo foram determinados
(DUSZYNSKI; COUCH; UPTON 2000).

O conhecimento da acdo parasitaria em peixes torna-se mais importante, quando 0s
hospedeiros sdo espécies de interesse econémico, onde podem produzir consideraveis

prejuizos na cadeia produtiva do pescado.



3 DESENVOLVIMENTO

O estudo foi conduzido a partir de achados de microsporidios e coccidios parasitando
0 estdbmago e figado de peixes da espécie Brachyplatystoma vaillantii, piramutaba, onde foi
utilizada a microscopia de luz, contraste de interferéncia indireta e microscopia de eletrénica

de transmissdo, no desenvolvimento de dois artigos conduzidos simultaneamente.

3.1 Primeiro registro de Microsporidium sp. parasito de Brachyplatystoma vaillantii
(Valenciennes, 1840) capturadas na regido costeira do municipio de Vigia de Nazaré, Estado
do Par4, Brasil.

3.2 Infeccdo hepética causada por Calyptospora sp. (Apicomplexa) em
Brachyplatystoma vaillantii (Valenciennes, 1840) capturadas na regido costeira do municipio

de Vigia de Nazaré, Estado do Para.



3.1 PRIMEIRO ARTIGO: Primeiro registro de Microsporidium sp. parasito de

Brachyplatystoma vaillantii (Valenciennes, 1840) capturadas

na regido costeira do municipio de Vigia de Nazaré, Estado
do Parg, Brasil.
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Primeiro registro de Microsporidium sp. parasito de Brachyplatystoma
vaillantii (Valenciennes, 1840) capturadas na regido costeira do municipio
de Vigia de Nazaré, Estado do Par4, Brasil.

Moacir Cerqueira da Silva™®; Sérgio Carmona da S&o Clemente @; José Antonio Picanco Diniz
®: Michele Velasco ; Edilson Matos .

RESUMO

Primeira descricdo de Microsporidium sp. parasito de peixes da espécie Brachyplatystoma vaillantii
(piramutaba), capturadas artesanalmente na regido estuarina do municipio de Vigia de Nazaré, estado
do Par4, a descricdo foi realizada com base em estudos de microscopia de luz e ultraestrutural. O
parasita apresentava-se em forma de xenomas localizados na mucosa gastrica, caracterizados por
estruturas esbranquicadas, contendo incontaveis esporos de formato elipsoidal com extremidades
arredondadas, medindo 4,2 x 2,1um. A espessura da parede 0,01um, constituida por duas camadas
elétron-densas. O filamento polar, isofilar enrolado com 6-7 voltas. O vacuolo posterior apresenta uma
area clara, ocupando mais de '3 do comprimento do esporo. Os resultados sdo indicativos de se tratar
de uma nova espécie de Microsporidium, parasitando peixes Brachyplatystoma vaillantii.

Palavras-chave: Brachyplatystoma vaillantii. Microsporidium sp.. Piramutaba. Ultraestrutura.

First report of Microscoridium spp. in Brachyplatystoma vaillantii (Valenciennes,
1840) caught in the coastal municipality of Vigia of Nazareth, State of Para

Abstract

First description of Microsporidium spp. parasitizing fish Brachyplatystoma vaillantii (piramutaba)
captured by hand in the estuarine region of the municipality of Vigia of Nazareth, is described based
on studies of light microscopy and electron microscopy. The parasite develops xenoma gastric
mucosa, characterized by whitish structures, containing countless spores ellipsoidal shape with
rounded ends, measuring 2.2 x 2.1um. The thickness of the wall is 0.01um consists of two electron-
dense layers. The polar filament, isofile wound with 6-7 turns. The posterior vacuole appeared as a
bright area, occupying more '3 the length of the spore. The results are indicative of whether a new
kind of Microsporidium parasitizing fish Brachyplatystoma vaillantii.

Keywords: Brachyplatystoma vaillantii. Microsporidium sp.. Piramutaba. Ultrastructure.
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INTRODUCAO

A piramutaba, Brachyplatystoma vaillantii (Valenciennes, 1840), pertence ao grupo de
peixes de clima tropical encontrados em regifes estuarinas, pertencentes a classe
Actinopterygii, ordem dos Siluriformes e familia Pimelodidae, podendo atingir 80 a 150cm de
comprimento e peso maximo de 20kg. Encontrados na regido norte da América do Sul, nas
bacias dos rios Amazonas e Orinoco na Venezuela e nos principais rios das Guianas e no
nordeste do Brasil (FROESE; PAULY, 2010).

A piramutaba é uma das duas mais importantes espécies comerciais de bagres na
Amazobnia, principalmente para o mercado de exportacdo. Varios autores sugerem que a
espécie € composta de um unico estoque que migra sazonalmente, utilizando diferentes areas
para a reproducdo, alimentacdo/crescimento ao longo do sistema Estuario-Amazonas—
Solimdes (AQUINO, 2006).

Os Microsporidia (Filo Microspora), ainda considerados como protozoarios,
constituem o grupo de parasitas menos estudados, apesar de estarem identificadas
aproximadamente 1200 espécies (MAGALHAES et al. 2006) distribuidas por cerca de 150
géneros (FRANZEN, 2004; WITTNER, 1999) presentes em alguns grupos de invertebrados e
em todas as cinco classes de vertebrados (AZEVEDO; MATOQOS, 2002; CANNING et al.,
2005; DIDIER, 2005;). Pertencem ao filo Microsporidia Balbiani 1882, abrangendo
unicamente parasitos intracelulares (CANNING, LOM, 1986; LARSSON, 1999; LOM, 2002;
SPRAGUE, BECNEL, HAZARD, 1992;).

Em um estudo abrangente sobre classificacdo do Reino Fungi, incluiu os
Microsporidia num ramo basal deste reino, mas considera-0os como um grupo irméo dos

restantes fungos e ndo como “verdadeiros fungos” (HIBBETT et al. 2007).

Examinando a sua classificacdo ambigua e complexa, optaram por incluir o Filo
Microsporidia no Reino Protista (FRANZEN, 2008), apesar das fortes evidéncias da sua

natureza fangica.

O esporo € constituido por uma parede grossa que é composta por trés camadas: o
exosporo (camada externa elétron densa e de composi¢do proteica), o endosporo (camada
interna elétron lucente, e de composi¢do quitinosa) a membrana plasmatica que envolve o

citoplasma, o nucleo ou nucleos, vacuolo posterior, o aparelho infeccioso ou de extrusdo
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(BIGLIARDI; SACCHI, 2001), exclusivos dos microsporidios, e especificas deste grupo: o
tubo polar e polaroplasto (MATOS et al., 2004).

MATERIAIS E METODOS

Trinta exemplares de piramutaba Brachyplatystoma vaillantii com dados biométricos
de 380-450g de peso, comprimento entre 28,5 e 45,5cm capturados no estuario do Municipio
de Vigia (00° 51°S; 48° 08’W), Estado do Para, a 77 km da cidade de Belém por pescadores
artesanais, com o auxilio de apetrechos de pesca como rede de emalhar, mantidos sob
refrigeracdo em caixas de poliestireno expandido e transportados até o Laboratério de
Pesquisa Carlos Azevedo (LPCA) da UFRA, onde foram necropsiados seguindo técnicas
utilizadas pelo LPCA.

O exame histoldgico foi realizado em cortes semifinos de 0,7um de espessura obtidos
em ultramicrétomo modelo Reichert Ultracuts, Leica, corados pelo corante azul de toluidina.

Depois de retirados fragmentos da mucosa gastrica com os cistos de parasitas, foram
observados em microscopia de luz para confirmacdo da ocorréncia de microsporidios, e
imediatamente fixados para microscopia eletrénica, em glutaraldeido a 3% tamponado com
cacodilato de sédio a 0,2M, pH 7.2 durante 3 horas a 4°C. Depois de lavados no mesmo
tampdo, durante 2 horas a 4°C, os fragmentos foram pés-fixados durante 2 horas a 4°C, em
tetroxido de smio a 2% tamponado. Sequencialmente, os fragmentos foram desidratados em
séries crescentes de alcool, seguida de trés passagens em éxido de propileno.

O material foi incluido em resina Epon™ de acordo com técnicas laboratoriais
(MATOS; CORRAL; AZEVEDO, 2003). As observacdes foram feitas em cortes ultrafinos de
70nm, contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo, e observados em microscéopio
eletronico de transmissdo Ziess EM 900, operando a 80 kV.

Alguns fragmentos de tecidos contendo cistos foram pressionados entre laminas de
vidro com glutaraldeido a 3% tamponado com cacodilato de sédio 0,1M pH 7,2 fixados nesta
solucdo a 4°C durante 2 horas e apés mantidos em tampéo de cacodilato de sédio, montados

entre ldmina e laminula e observados em microscopia de luz (DIC).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em 24 exemplares de trinta necropsiados, foram encontradas estruturas complexas
(Figuras 1 e 2) nas mucosas gastricas, constituidas por células hipertroficas cercadas por
paredes espessas, tendo sido identificadas como xenomas, semelhantes as descri¢Oes feitas
por (MATOS et al. 2003a).
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Na avaliagcdo histopatoldgica realizada em cortes semifinos, observou-se que a mucosa
gastrica apresentava-se com alteracfes compativeis com autolise, decorrente provavelmente

do tempo transcorrido entre a captura dos espécimes e a fixacao.

P s , t 1'i &
Figuras 1 e 2. Xenomas (cabecas de setas) de Microsporidium sp. em cortes semifinos corados pela HE,
encontrados na mucosa gastrica de Brachyplatystoma vaillantii X 400 e 1000, respectivamente.

Os xenomas encontravam-se distribuidos irregularmente na mucosa gastrica,
correspondendo a uma taxa de prevaléncia de 80% correspondendo a presenca em 24
espécimes.

Em espécies de peixes amazodnicos Azevedo e Matos (2002; 2003) e Matos et al.
(2003b), relataram taxas de prevaléncia de 37,5 e 34% respectivamente de microsporidios em
branquias e mucosa do tubo intestinal de Hassar orestis e de Myrophis plathyhynchus.

Através da microscopia de luz, verificou-se que os xenomas (Figura 3), continham
inimeros esporos (Figura 4), achado semelhante aos descritos por Lom e Nilsen, (2003) e
Becnel e Andreadis (1999). A existéncia de uma variedade de espécies de microsporidios
pode infectar grande diversidade de animais, especialmente insetos e peixes. Azevedo e
Matos (2002) e Matos e Azevedo (2004), encontraram microsporidios parasitando os tecidos
subepiteliais do intestino e musculo esquelético adjacente a cavidade abdominal em peixes da
bacia Amazonia.

Em peixes, 0s microsporidios se concentram nos mais diversos tecidos e/ou 6rgaos,
como tubo digestivo, branquias, figado, sistema nervoso, sistema tegumentar, gbnadas e
outros (CANNING; NICHOLAS, 1980, CANNING; LOM, 1986; LOM; DYKOVA, 1992;
LARSSON, 1999; LOM, 2002).
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Figura 3. Trés xenomas maduros irregulares de diferentes tamanhos de Mirosporidium sp. encontrados na
mucosa gastrica de Brachyplatystoma vaillantii X 400. Figura 4. Esporos isolados e agrupados de
Microsporidium sp. X 400. Detalhe: esporos de microsporidios ampliados.

Ap0s a ruptura dos xenomas, (Figura 5) numerosos esporos de forma elipsoidal com
extremidades arredondadas medindo 4,2 x 2,1um foram observados (Figura 6).

Figura 5. Foto de um xenoma rompido contendo inimeros esporos de microsporidio isolado de mucosa
gastrica de Brachyplatystoma vaillantii X 400. Figura 6. Varios esporos isolados e agrupados de
Microsporidium sp. em corte semifino, corado pelo corante azul de toluidina X 1000. Detalhe: esporos
de microsporidios ampliados.

As dimensdes e forma dos esporos sdo semelhantes as descritos por Matos et al.
(2003b) ao descreverem que podem apresentar formato elipsoide, com dimensGes muito
variadas, na ordem de 4,0 x 2,0um, podendo frequentemente encontrarem-se agrupados
formando xenomas nas células do hospedeiro.

Na avaliacdo morfoldgica ultraestrutural do esporo (Figura 7), verificou-se que possui
um arranjo caracteristico que distingue todos os microsporidios, uma parede espessa
envolvendo uma célula uninucleada, contendo caracteres especificos do grupo, disco de

ancoragem e tubo polar, polaroplasto e vactolo posterior ocupando Y3 do comprimento do

esporo, semelhante aos aspectos descritos por Matos e Azevedo (2004).
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Figura 7. Corte ultrafino longitudinal de esporo de Microporidium sp. ha mucosa
gastrica de Brachyplatystoma vaillantii, onde sdo observadas as estruturas: D —
disco de ancoragem; TP — tubo polar porcéo anterior; PO — polaroplasto; PA —
parede do esporo; VP — Vacuolo posterior; TP, — tubo polar em corte transversal X
20.000.

O diametro do esporo foi de aproximadamente 4,2um e a espessura média da parede
de 0,01um constituida por uma camada externa elétron densa, o exosporo, e uma camada
interna elétron lucente, o endosporo e membrana envolvendo o esporoplasma (Figura 8),

equivalente a descricao de Bigliardi e Sacchi (2001).

G

Figura 8. Parede espessa do esporo - PA, constituida pelo
exosporo — EX, endosporo — EM e membrana do
esporoplasma  (cabeca de seta) observado em
Brachyplatystoma vaillantii X 30.000.
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Observou-se a existéncia de uma estrutura tubular em formato de hélice (Figura 7),
ligada ao éapice do esporo, correspondendo ao tubo polar, filamento de largura constante
(isofilar), projetando-se para a porcao posterior do esporo sob a forma de um enrolamento em
espiral, contendo 5-7 voltas ao redor do vacuolo, com a porcao apical ligada ao disco de
ancoragem, onde apresenta a menor espessura, condi¢fes que influenciam a taxonomia
especifica dos diferentes géneros de microsporidios conforme referido por Vavra e Larsson
(1999).

O numero de voltas do filamento polar, o seu arranjo espacial relativo e o angulo de
inclinacdo da hélice, sdo utilizados para diagnosticar a espécie de microsporidio de acordo
com Keeling e Fast (2002), Matos et al. (2003b) e Matos (2007).

O polaroplasto apresenta aspecto lamelar e vesicular (Figura 9) e esporoplasma
contendo varios poliribossomas, que de acordo com Matos (2007) sdo encontrados na maioria
dos géneros e espécies de microsporidios (Figura 10).

b |
£

& '

0,4un

Figura 9. Corte longitudinal ultrafino de esporo de microsporidio observado em Brachyplatystoma vaillantii,
destacando as lamelas do polaroplasto - (PO) e vesicula posterior — VP X 20.000. Figura 10. Corte ultrafino
X 20.000, destacando o esporoplasma — ESP contendo poliribossomas — (*).

As caracteristicas ultraestruturais e morfoldgicas observadas da forma, parede,
polaroplasto, filamento polar e vacuolo posterior dos esporos sdo coincidentes com as
mencionadas por Sprague, Becnel e Hazard (1992), Azevedo e Matos (2002, 2003),
correspondendo ao filo Microsporidia, permitindo deduzir ser parasitismo por
Microsporidium sp. que apés estudos detalhados, ciclo de vida e biologia molecular, podera

constituir uma nova espécie parasita da mucosa gastrica de Brachyplatystoma vaillantii.
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CONCLUSAO

Os resultados séo indicativos de se tratar de uma nova espécie de Microsporidium
parasitando Brachyplatystoma vaillantii, sendo, portanto a primeira descricdo nessa espécie

de peixe amazonico.
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Infeccdo hepatica causada por Calyptospora sp. (Apicomplexa) em
Brachyplatystoma vaillantii (Valenciennes, 1840) capturadas na regiao
costeira do municipio de Vigia de Nazaré, Estado do Para, Brasil
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RESUMO

O artigo descreve a primeira ocorréncia de coccidiose hepatica em bagres da espécie
Brachyplatystoma vaillantii, capturadas na regido costeira do Municipio de Vigia, Estado do
Pard, Brasil, causada por parasitas do género Calyptospora, familia Calyptosporidae. Foram
examinados trinta exemplares dos quais 60% encontravam-se parasitados com localizacédo
hepatica, apresentando varios oocistos maduros e imaturos, agrupados ou isolados, com
quatro esporocistos de formato piriforme. Sdo descritas as caracteristicas morfologicas e
dimensGes dos oocistos e esporocistos, obtidas a partir de microscopia de luz e de contraste de
interferéncia diferencial.

Palavras-chave: Coccidiose. Brachyplatystoma vaillantii. Calyptospora. Piramutaba. Figado.

Liver disease caused by Calyptospora sp. (Apicomplexa) in Brachyplatystoma vaillantii
(Valenciennes, 1840) caught in the costal municipality of Nazareth Vigia, Para, Brazil.

ABSTRACT

The article describes the first occurrence of hepatic coccidioses in catfish Brachyplatystoma
vaillantii caught in the coastal city of Vigia, Para, Brazil, caused by parasites of the genus
Calyptospora, family Calyptosporidae. This group of Coccidia can cause the death of their
hosts, wich a reduction in fish Stokes of catfish consumed more importante marketed by the
State of Para. Thirty specimens were examined and found in liver tissue of 60% of specimens,
number of oocysts mature and imature, or grouped isolated, containing fours cysts pyriform
shape. We describe the the morphological characteristics and dimensions of the oocysts and
sporocysts, obtained from conventional light microscopy and differential interference
contrast.

Keywords: Coccidiosis. Brachyplatystoma vaillantii. Calyptospora. Piramutaba, Liver.
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INTRODUCAO

A piramutaba, Brachyplatystoma vaillantii (Valenciennes, 1840), pertence ao grupo de
peixes de clima tropical encontrados em regifes estuarinas, pertencentes a classe
Actinopterygii, ordem dos Siluriformes e familia Pimelodidae, podendo atingir 80 a 150 cm
de comprimento e peso maximo de 20 kg. Encontrados na regido norte da América do Sul,
nas bacias dos rios Amazonas e Orinoco na Venezuela e nos principais rios das Guianas e no
nordeste do Brasil (FROESE ; PAULY, 2010).

E a Unica espécie do género que forma grandes cardumes, podendo ser capturada aos
milhares ao longo da calha do rio Solimdes-Amazonas. E muito bem aceita tanto para o
consumo local como para exportacao, devido seu sabor agradavel e boa qualidade nutricional
(BARTHEM; GOULDING, 1997).

A B. vaillantii é uma das espécies de peixes mais importantes e comerciais da regiao
Amazonica, principalmente para o mercado de exportacdo. Varios autores citam que a espécie
é composta de um Unico estoque que migra sazonalmente, utilizando diferentes areas para a
reproducdo, alimentacdo e crescimento ao longo do sistema Estuario-Amazonas-Solimdes
(EAS). E capturada tanto pela pesca comercial artesanal, que ocorre em todo o sistema EAS,
guanto pela industrial, que é praticada somente no estuario, paralelamente a pesca artesanal
(AQUINO, 2006).

O filo Apicomplexa Levine, 1970 compreende um conjunto grande e heterogéneo de
parasitas intracelulares obrigatorios de importancia médica e veterindria. O maior subgrupo
deste filo € a subordem Eimeriorina Léger, 1911 que contém organismos referidos
coletivamente como coccidios. Predominantemente parasitos intestinais, podem infectar todas
as classes de vertebrados e invertebrados. Atualmente, a subordem Eimeriorina tem pelo
menos 10 familias, 42 géneros e mais de 2.000 espécies descritas (DUSZYNSKI; COUCH,;
UPTON, 2000).

Constitui um grupo de microrganismos de vida intracelular, com todo o ciclo de vida
ocorrendo nas células hospedeiras, englobando algumas formas patogénicas e parasitarias que
ocorrem principalmente em moluscos bivalves e peixes (MATOS et al. 2004). A importancia
econdmica da infeccdo ocasionada por parasitos do género Calyptospora em mamiferos e
aves é documentada ha muito tempo, enquanto registros em espécies de peixes sdo bastante
limitadas (ALBUQUERQUE; BRASIL-SATO, 2010).

As coccidioses sdo comuns em peixes marinhos e de agua doce incluindo o género
Calyptospora (DAVIES; BALL, 1993; MOLNAR, 2006).
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A familia Calyptosporidae descrita por Overstreet, Hawkins e Fournié em 1984, é
representada por somente cinco espécies descritas, Calyptospora funduli por Overstreet,
Hawkins e Fournie (1984) e Oliveira et al. (1993); Calyptospora empristica por Fournié,
Hawgins e Overstreet, (1985); C. serrasalmi por Cheung, Nigrelli e Ruggieri, (1986); C.
tucunarensis por Békési e Molnér, (1991) e C. spinosa por Azevedo, Matos e Matos (1993).

Em peixes brasileiros, somente trés espécies do género Calyptospora foram descritas
parasitando o figado de peixes, C. serrasalmi em Serrasalmus niger (CHEUNG; NIGRELLI,
RUGGIERI, 1986), C. tucunarensis, em Cichla ocellaris (BEKESI; MONAR, 1991) e C.
spinosa em Crenicicha lepidota (AZEVEDO, MATOS, MATOS, 1993).

Bonar et al. (2006) citaram a ocorréncia de Calyptospora sp. em sete peixes jovens da
espécie Arapaima gigas (pirarucu), exportados da cidade de Manaus para os Estados Unidos
gue vieram a morrer entre 4 a 6 semanas ap6s a chegada, resultante da infeccdo por coccidios
e por Dawestrema cycloancistrium (Ancyrocephalinae) com lesdes, principalmente no figado,
nas branquias, cérebro e trato gastrointestinal.

Entre os parasitos mais comuns, encontrados e descritos em hospedeiros da fauna
Amazonica, Azevedo, Matos e Matos (1993) destacaram a Calyptospora spinosa em peixes
da espécie Hoplosternum littorale, (tamoatd) e de Crenicichla lepidota, (jacunda,) peixes
naturais da bacia fluvial Amazonica.

Na tabela 1 sdo registrados os dados biométricos referentes as dimensdes de oocistos,
formas, comprimento e largura dos esporocistos de espécies de Calyptospora descritas na

literatura.

MATERIAL E METODOS

Trinta exemplares de piramutabas, Brachyplatystoma com dados biométricos de 380-
4509 de peso, comprimento entre 28,5 e 45,5cm capturados no estuario do Municipio de
Vigia (00° 51°S; 48° 08’W), por pescadores artesanais, mantidos sob refrigeracdo em caixas
de poliestireno expandido foram transportados até o Laboratorio de Pesquisa Carlos Azevedo
(LPCA) da UFRA, onde foram necropsiados. Os protozoarios foram coletados, fixados,
conservados e identificados segundo as tecnicas utilizadas por Azevedo, Matos e Matos
(1993).

Para evidenciar os contornos dos oocistos, esporocistos e esporopodium, foi realizado
o contraste de interferéncia diferencial — DIC (Nomarski), em amostras de figado contendo
oocistos, que ap6s fragmentacdo, foram mantidos em solucdo de cloreto de sddio a 0,9%

estendidos entre lamina e laminula e observados em microscopio Zeiss, com sistema
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Axiophot, adaptado com DIC (Nomarski), pertencente ao laboratério de microscopia
eletronica do Instituto Evandro Chagas.

No exame da estrutura dos oocistos foi empregado o contraste de fase em amostras do
tecido hepatico, obtidos pela mesma técnica empregada para DIC, e observadas em
microscopio Zeiss, Scope. Al utilizando o software de processamento de imagem digital
AxioVision.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos 18 exemplares positivos de B. vaillantii, foram observados em preparagdes a
fresco, grande quantidade de oocistos esféricos agrupados e isolados (Figura 1). Em muitos
casos 0 parénguima hepético do hospedeiro encontrava-se substituido por humerosos grupos
de oocistos irregularmente distribuidos (Figura 2). Azevedo, Matos e Matos (1993)
verificaram infec¢des, onde o figado do hospedeiro de Crenicichla lepidota encontrava-se
largamente substituido por numerosos grupos de oocistos dispostos irregularmente no
parénquima hepatico.
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Figura 1. Preparagdo a fresco, alguns oocistos isolados e agrupados de Calyptospora sp. obtidos de figado de B.
vaillantii, X 400. Figura 2. Corte semifino corado pelo tricrdmico de Gutiérrez, contendo oocistos imaturos (cabecas de

setes) de Calyptospora sp. X 40. Destaque: oocisto maduro (seta) contendo esporocistos em diferentes niveis de
focagem (ampliado).

O principal 6rgdo acometido pelo Calyptospora sp. nos peixes examinados, foi o
figado, assim como nos trabalhos de Albuquerque e Brasil-Sato (2010) em Arapaima gigas,
Azevedo, Matos e Matos (1993; 1995) em Crenicichla lepidota, Békési e Molnar (1991) em
Cichla ocellaris, Casal et al. (2007) em peixes do género Serrasalmus, Cheung, Nigrelli e
Ruggieri (1986) em Serralsalmus niger, Fournié, Hawkins e Overstreet (1985) em Fundulus
notti, que mencionaram terem encontrado predominantemente o coccideo no figado.

A prevaléncia da infeccdo hepética foi de 60%, semelhante as relatadas por Azevedo,
Matos e Matos (1993) e Békési e Molnar (1991) quando destacaram a alta prevaléncia de

processos infecciosos causados por Calyptospora em espécies de peixes.
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Na anélise morfoldgica, foram evidenciados varios grupos de oocistos esféricos, cada
um contendo quatro esporocistos com formato piriforme (Figura 3), no interior dos quais
foram evidenciados 0s esporozoitos e 0 esporopodium com as projecdes laterais (Figura 4),
parasitando o parénquima hepatico, achados semelhantes aos descritos por Azevedo, Matos e
Matos (1993) na espécie Creniciclha lepidota, parasitada por Calyptospora spinosa. Estes
achados séo consistentes somente com um género conhecido de Apicomplexa que infectam

peixes, o Calyptospora, com fundamento nas descri¢bes feitas por Overstreet, Hawkins e
Fournié em1984.

Figura 3. Oocistos de Calyptospora sp. agrupados contendo quatro esporocistos distribuidos entre as células hepaticas
de B. vaillantii (*) DIC X 1000. Figura 4. Dois esporocistos onde se evidencia o esporopodium com as projecoes
laterais (seta pequena) e o véu (cabeca de seta) de Calyptospora sp. DIC X 1000.

Foram realizadas as medicGes dos oocistos e esporocistos, estruturas consideradas
como elementos principais na diferenciacdo de géneros e espécies de coccideos em peixes de
acordo com Albuquerque e Brasil-Sato (2010). Os oocistos apresentaram diametro médio de
20,8um, os esporocistos de formato piriforme, apresentaram comprimento médio de 8,9um
por 4,15um de largura (Figura 5).
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Figura 5. Preparacdo a fresco, oocistos maduros de Calyptospora sp. contendo esporocistos em formato piriforme
obtidos de parénquima hepéatico de B. vaillantii, mostrando as medidas dos esporocistos, microscopia de luz X 400
(ampliado) — Figura 6. Corte semifino de parénquima hepatico de B. vaillantii corado pelo tricrdmico de Gutiérrez,
contendo varios oocistos imaturos (setas) X 1000.
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Os dados biométricos dos oocistos sdo similares aos descritos por Fournié et al. (1985)
em Calyptospora empristica, Duszynski et al. (1979) em Calyptospora funduli, Cheung et al.
(1986) em Calyptospora seralsalmi, Békési e Molnar, (1991) em Calyptospora tucunarensis,
Azevedo et al. (1993) em Calyptospora spinosa, Bonnar et al. (2006) em Calyptospora sp. e
Albuquerque e Brasil-Sato em 2010 em Calyptospora sp.

Na tabela 1 séo registrados os dados biométricos comparativos referentes as
dimensbes de oocistos, formas, comprimento e largura dos esporocistos de espécies de
Calyptospora descritas na literatura.

Tabela 1. Medidas comparativas em um) dos oocistos e esporocistos das espécies do género
Calyptospora descritos na literatura.

Diametro do Esporocisto
Espécies Origem oocisto Formato - Referéncia
(um) Comprimento  Largura
(pm) (pm)
C. empristica USA 19,6-24,5 Elipsoide 7,0-9,5 45-75 Fournié et al. 1985
C. funduli USA 20,0-31,0 Ovdéide 9,0-11,0 5,0-7,0  Duszynski et al. 1979
C. Seralsalmi Brasil 22,0-25,0 Piriforme 10,0-11,5 5,0-6,0 Cheung et al. 1986
C. tucunarensis Brasil 23,0-26,0 Frigideira, 7,2-9,1 3,5-5,0  Békési; Molnar, 1991
corpo Elipsoide
C. spinosa Brasil 21,1-234 Elipséide 8,9-9,5 3,6-41  Azevedo etal. 1993
Calyptospora sp. Brasil 16,0-22,0 Piriforme 8,0-10,0 45-5,0 Bonnar et al. 2006
Calyptospora sp.  Brasil 24,5 - 11,5 4,5 Albuquerque; Brasil-Sato,
2010

Calyptospora sp.  Brasil 20,8 Piriforme 8,9 4,1 Presente estudo

Casal et al. (2007), ao realizarem nova descricdo morfolégica e estrutural de
Calyptospora serrasalmi, encontraram 25,4um de diametro nos oocistos. O tamanho dos
oocistos do presente trabalho é menor, entretanto similar ao de C. spinosa descrita por
Azevedo, Matos e Matos (1993).

Na avaliacdo da disposicao exterior dos oocistos através da utilizacdo de contraste de
fase, verificou-se isomorfismo (Figura 7) assim como algumas formas distintas, sugestivas de

oocistos imaturos (Figura 8).

Figura 7. Vérios oocistos isomérficos maduros de Calyptospora sp. em parénquima hepatico de B. vaillantii e dois com
caracteristicas de oocistos imaturos (setas), contraste de fase X 1000. Figura 8. Dois oocistos maduros (cabegas de setas)
e um imaturo (seta), contraste de fase X 1000.
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Na analise da forma e dimensédo dos esporocistos, sdo semelhantes as de C. serrasalmi,
descrita por Cheung et al. (1986) e Calyptospora sp. relatada por Bonnar et al. (2006) ambas
no Brasil.

Os tracos caracteristicos da morfologia e biometria dos oocistos e esporocistos
observados através da microscopia de luz e de contraste de interferéncia diferencial (DIC)
permite inferir que pertencem ao género Calyptospora, uma vez que coccidios dessa categoria
taxonémica possuem oocistos esféricos de mesma dimensdo, contendo cada um quatro
esporocistos, caracteristicas semelhantes as descritas por Azevedo, Matos e Matos (1993)
onde assinalaram a similaridade morfoldgica dos esporocistos entre espécies de C. funduli, C.

empristica, C. serrasalmi e C. tucunarensis e observado no presente estudo.

CONCLUSAO
A espécie de peixe B. vaillantii, € um novo hospedeiro para Calyptospora sp.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

H& uma crescente preocupacdo com a sanidade dos peixes tanto selvagens como de
cativeiro. E importante que se conheca a biologia da espécie e dos patdgenos para que se
possa correlacionar epizootias com fatores bidticos e abidticos e aplicacdo das medidas
mitigatorias necessarias.

O conhecimento das doengas provocadas por parasitismo é importante, pois além de
provocarem as doengas e perdas econdmicas, causam danos nos Orgdos parasitados e
mortandade dos hospedeiros.

A infeccdo, a depreciacdo comercial e a fauna parasitaria podem variar, dependendo
de diferentes fatores, uma vez que 0s peixes estdo continuamente expostos aos parasitos no
habitat, presenca de substancias poluentes, variagdes climaticas e introducdo de novos
patégenos.

A piramutaba € uma espécie cuja comercializacdo movimenta milhares de délares
anualmente, se infectada pode-se supor gque acarrete reducdo dos estoques se 0s agentes
provocarem a morte dos hospedeiros.

A ocorréncia de microsporidiose e coccidose em piramutabas é motivo de apreensao,
uma vez que nas condi¢bes em que a pesquisa foi realizada, ndo foi possivel estabelecer o
indice de intensidade média de parasitismo, assim como as relacfes parasito-hospedeiro para
0 estabelecimento de progndstico.

Estudos complementares e epidemiologicos podem elucidar os fenbmenos parasitarios
decorrentes da habilidade dos microsporidios e coccidios descritos em infectarem,

permanecerem no hospedeiro, evoluirem e reproduzirem-se.
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