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RESUMO: O género Nematopsis Schneider, 1892 ¢ um parasita apicomplexo representado por varias
espécies que ocorrem, em alguns casos, como agentes patogénicos em moluscos bivalves. Nematopsis
sp. foi encontrado nas brinquias e mantos dos bivalves Anomalocardia brasiliana (n. v. berbigéo),
coletado na regido costeira de Florian6polis-(SC) e em Crassostrea rizophorae (n. v.- ostra do mangue)
daregido da costa paranaense perto de Curitiba(PR) Este parasita ocorre sob a forma de oocistos dentro de
vactiolos parasit6foros localizados dentro de células fagociticas (fag6citos). O oocisto mede cerca de 24-
26 pm e é externamente envolvido por uma fina rede anastomosada de microfibrilas que irradiam da
parede do oocisto. E constituido por uma parede externa, no interior da qual se encontra uma célula
uninucleada o esporozoito. Tem como principais estruturas citoplasmaticas, o complexo apical,
constituido por roptries, micronemas, microtibulos que constituem as estruturas que permitem a inclusdo
destes parasitas no filo Apicomplexa Levine, 1972.

TERMOS PARA INDEXACAO: Apicomplexa, Nematopsis mytella, Esporos, Bivalves, Moluscos,
Ultra-estrutura.

ULTRASTRUCTURAL MORPHOLOGY OF NEMATOPSIS MYTELLA PARASITE
APICOMPLEXA OF BIVALVE MOLLUSCS
OF SOUTH OF BRAZIL

ABSTRACT: The genus Nematopsis Schneider, 1892 is an apicomplexa parasite represented by several
species which occur, in some cases, as pathogenic agents in bivalve molluscs Nematopsis sp. was found
in the gills and mantles of the bivalve Anomalocardia brasiliana (c.n. berbigado) collected in the coast of
Florianopolis, SC, Brazil and in Crassostrea rizophorae (c.n.- oyster of the swamp) of the area of the
coast near Curitiba. This parasite appears inside oocysts with parasitophorous vacuoles located inside
phagocytes. The oocyst measures about 24-26 pm in diameter and it is surrounded by a fine network of
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anastomosed micro fibrils which irradiate from the wall of the oocyst. Inside the oocyst a uninucleated
cell named sporozoite is found. It presents as main cytoplasm structures an apical complex with roptries,
micronemes and microtubule that constitute the structures which allow the inclusion of these parasites in

the phylum Apicomplexa Levine, 1972.

INDEX TERMS: Apicomplexa, Nematopsis mytella, Spores, Bivalve, Molluscs, Ultrastructure

1 INTRODUCAO

Entre os numerosos géneros de
parasitas que constituem o filo Apicomplexa,
destaca-se o gé€nero Nematopsis, que ocorre
em moluscos de grande importincia comercial
das mais diversas 4reas geograficas
(SPRAGUE, 1970, LAUCKNER, 1983;
BELAFASTOVA, 1996; AZEVEDO;
MATOS, 1999; PADOVAN et al., 2003;
AZEVEDO; PADOVAN, 2004).

Este género, que contém vérias
espécies, algumas das quais descritas como
parasitas da fauna aqudtica brasileira:
Nematopsis mytella parasita do mexilhdo
Mpytella guyanensis (n. v. sururu) da regifio
amazonica (AZEVEDO; MATOS, 1999),
Nematopsis mytella parasita de Mytella
falcata e Crassostrea rizophorae da regido
pernambucana da ilha de Itamaracd
(PADOVAN et al., 2003) e Nematopsis gigas
parasita do gastropoda Nerita ascencionis da
ilha de Fernando de Noronha (AZEVEDO,;
PADOVAN, 2004).

Na literatura ndo hé referéncias a
qualquer outra espécie deste género parasita
da fauna da América do Sul. O estudo feito em
microscopio Optico e eletrdnico permitiu a
identificacdo de Nematopsis mytella da costa
Atlanticado Sul do Brasil.
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2 MATERIALE METODOS

Viarios especimens dos bivalves
Crassostrea rizophorae (n.v.- ostra do
mangue) e Anomalocardia brasiliana (n. v.-
berbigdo) foram coletados,
respectivamente, em uma zona arenoso-
lodosa da costa atlantica sul do Brasil da
regido da ilha do Mel perto de Curitiba (PR)
(25°29°29? S/48°17°17?7 W) e da regido
costeira de Florian6polis (SC) (27°35” 36?
S/ 48°35°56? W). Os tecidos mais
freqlientemente parasitados (branquias,
manto, musculo adutor e glandula digestiva)
foram dissecados e pequenos fragmentos
observados em microscopia de luz (ML) e
em contraste de interferéncia diferencial
(Nomarski)(DIC), para detec¢do dos
parasitas. Para microscopia eletronica de
transmissdo (TEM), pequenos fragmentos
de tecidos parasitados foram fixados em
glutaraldeido a 3% em tampé@o cacodilato de
sddio 0,2 M a pH 7,2 durante 12 horas a 4°C.
Seguiu-se a lavagem durante a noite no
mesmo tampdo e temperatura, uma pos-
fixacdo em tetroxido de 6smio tamponado a
2% a 4°C durante 3 horas. A desidratagéo foi
feita em série ascendente de etanol e 6xido
de propileno e inclusdo em Epon, a qual se
seguiu a polimerizacfo. Os cortes semi-
finos foram corados com azul de metileno-
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Azur II. Os cortes ultra-finos foram feitos com
faca de diamante, contrastados com acetato de
uranila e citrato de chumbo e observados em
TEM JEOL 100CXI1I, operandoa 60 KV.

3 RESULTADOS

Alguns oocistos de um parasita
pertencente ao filo Apicomplexa Levine, 1970
foram observados em vacifiolos parasitoéforos
(VP) de células fagociticas (fagocitos),
encontrados, principalmente, em branquias e
manto de C. rizophorae e de A. brasiliana
(Figura 1). Ndo foi encontrada nenhuma
diferenca morfologica nos fagbcitos € nos
oocistos coletados nos dois hospedeiros das
duas regioes distintas da costa Atlantica do Sul
do Brasil. Os oocistos apresentavam uma
forma esférico - elipsoidal e, em alguns casos,
uma forma piriforme. Os oocistos vivos
tinham, aproximadamente, 25 + 1,1 pm
(n=50), enquanto que os oocistos fixados
apresentavam uma ligeira diminuicio de
volume, considerada ndo significativa (24 +
1,5 pm) (n = 15) (Figura 2). Os oocistos
tinham uma parede espessa com cerca de 0,7
pm (Figura 3). Na regido apical a parede do
oocisto tinha um orificio circular (micrépilo)
com cerca de 0,6 pm, no interior do qual um
opérculo tipo “rolha” se encaixava para tapar o
micropilo (Figs. 3, 4). A periferia da parede
observa-se uma complexa rede de
microfibrilas anastomosadas, ligada & parede
do oocisto e projetando-se para a parede do
vacuolo (Figura 3, 4). As microfibrilas mais
periféricas encontravam-se ligadas a
membrana do VP (Figura 4). A por¢éo interna
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do oocisto era ocupada por uma célula
oocistica uninucleada, o esporozodito, que
possuia todas as estruturas e organelas
especificas dos apicomplexos, como
roptries, conoides e micronemas (Figura 5).
Os fagocitos com parasitas ocorriam com
maior freqiiéncia nas brinquias do que no
manto. A maior parte dos fagocitos
apresentavam VP, cada um com um oocisto.
Os nucleos dos fagdcitos apresentavam uma
cromatina densa e irregularmente
distribuida no nucleoplasma e apresentavam
uma forma achatada (Figura 6). O
citoplasma do fagocito apresentava-se muito
vacuolizado e com alguns aspectos de lise,
mais evidente pela ruptura da membrana do
VP. As mitocondrias de contornos
irregulares mostravam evidentes estado de
lise com a alteracio da organizacdo das
cristas mitocondriais (Figura 7). Varios
grupos de particulas de glicogénio foram
observadas no citoplasma dos fagodcitos,
principalmente junto aos vactolos
parasitoforos (Figuras 5 e 7). Os oocistos
estdo rodeados de numerosas microfibrilas
anastomosadas que se projetam para a
membrana do vactolo parasitoforo (Figura
7). Estas microfibrilas aparecem com
freqiientes ramificacdes, observaveis mais
freqiientemente na regifio externa do VP
(Figuras 5 - 7). Em desenho esquematico
(Figura 8), feito a partir de cortes ultrafinos
seriados, foram mostradas todas as
estruturas e organelas observadas nos
fagocitos, no VP e oocisto, € sdo observaveis
nas diferentes figuras (Figuras 1 - 7).
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Figura 1- Corte semi-fino de tecido de manto parasitado com oocistos (O) de Nematopsis
mytella. X 625.

Figura 2- Fagdcitos contendo oocistos (O) de Nematopsis mytella observado em DIC. (F). X
1.525.

Figura 3 - Agregado de oocistos (O) contidos em fagdcito (F) observados em DIC. Cada oocisto
¢ constituido por uma parede densa (P) que rodeia um esporocisto (E). No canto superior
esquerdo um pequeno grupo de oocistos observados em DIC. X 1.525 (inset X 625).
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Figura 4 -Aspecto ultra-estrutural de um fagécito (F) com vactiolos parasitoforos (*), cada um
contendo um oocisto. Os oocistos sdo formados por uma parede (P) € no seu interior encontra-se
um esporozoito (E). X 8.000.

Figura 5- Pormenor ultra-estrutural de um corte do opérculo (Op) observando-se ainda o
citoplasma do fagoécito (F), agregados de glicogénio (G) e rede de microfibrilas anastomosadas
(*) que se projetam da parede do oocisto (P) para o vacuolo parasitoforo. As microfibrilas mais
externas contatam a membrana do vacuolo. X 20.000.

Figura 6 - Pormenor ultra-estrutural da parede do oocisto (P) e das numerosas microfibrilas
anastomosadas (*) que se projetam da parede. X 20.000.
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Figura 7 - Pormenor ultra-estrutural de um oocisto (O) constituido de parede (P) contendo um
esporozoito (E). Observa-se as microfibrilas (*) que se projetam no vactiolo parasitéforo em
diregdo ao fagocito (F) e agregados de glicogénio (G). X 32.000.
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Figura 8 - Desenho esquematico de parte do fagocito (Fg) contendo um oocisto dentro do
vactolo parasitoforo, mostrando todas as suas organelas e estruturas, tal como foram
observados em TEM. Nu, nucleo do fagocito; MV membrana do vactiolo parasitéforo; Op/Mc
opérculo e micropilo; CA complexo apical; Nu, nicleo do oocisto; PO parede do oocisto ; Mf
microfibrilas
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4 DISCUSSAO

Os resultados ultra-estruturais
observados em oocistos correspondem a uma
espécie do filo Apicomplexa Levine, 1972 e
dentro deste ao género Nematopsis, parasita
referenciado em quase todas as 4reas
geograficas (PRYTHERCH, 1940;
SPRAGUE, 1949; SPRAGUE; ORR, 1955;
AZEVEDO; CACHOLA, 1992;
BRADBURY, 1994: BELAFASTOVA, 1996;
AZEVEDO; MATOS, 1999; PADOVAN et
al., 2003; AZEVEDO; PADOVAN, 2004;
TUNTIWARANURUK et al., 2004). Este
género ¢ caracterizado por possuir um oocisto
formado por uma parede espessa que envolve
um unico esporozéito (SPRAGUE, 1970). O
oocisto é também designado por outros
autores como esporocisto ou esporo
(DESPORTES; VIVARES;
THEODORIDES, 1977; HATT, 1927;
SPRAGUE, 1970).

A morfologia ultra-estrutural do
parasita e a organizagdo do vacuolo
parasitoforo da célula hospedeira (fagocito)
sugere que o parasita pertence ao género
Nematopsis Schneider, 1892 e, dentro deste,
todos os detalhes ultra-estruturais sugerem
que se trata da espécie N. mytella que foi
descrita em mexilhdo da regido estuarina
amazldnica do estado do Pard, Mytella
guyanensis, coletado perto da cidade de
Belém-Pard (AZEVEDO; MATOS, 1999).

Os estudos em ML e TEM apresentados
no presente trabalho revelaram que os oocistos
encontrados nos dois hospedeiros coletados
nas duas regioes distintas da costa brasileira
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do Atlantico Sul apresentam a mesma
morfologia ultra-estrutural de Nematopsis
mytella descrita na regifio do Amazonas
(AZEVEDO; MATOS, 1999) e na regido
pernambucana de Recife (PADOVAN et al.,
2003).

A maior parte das espécies de
Nematopsis foi descrita com base em
descrigdes feitas em ML (PRYTHERCH,
1940; SPRAGUE, 1949; SPRAGUE; ORR,
1955), sendo que poucas espécies deste
género foram descritas a partir de dados
ultra-estruturais (AZEVEDO; CACHOLA,
1992; AZEVEDO; MATOS, 1999;
PADOVAN etal.,2003).
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