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O estudo dos esporozoarios em geral recebeu pouca atencao dos
protozoologistas no periodo que se seguiu & introducio da microscopia
eletronica como recurso corrente neste campo da ciéncia. Excetuando-se
0s parasitos causadores da malaria e da toxoplasmose, que nos dltimos
anos tém merecido maiores cuidados dos pesquisadores, os demais
grupos apresentam inumeros problemas que poderdo ser resolvidos com
OS recursos desta tecnica. No que diz respeito as gregarinas alguns
problemas foram levantados e suas solucdes colocadas em discussio.

GRASSE (1957), investigou a estrutura fina da membrana nuclear
das gregarinas, enquanto que KueMMEeL (1958), apos o exame detalhado
em grandes aumentos das estruturas externas e internas de Belloidas e
Gregarina, preocupa-se com o movimento destas. A eliminacio de muco
pelas gregarinas é assunto em discussio, que talvez possa ser resolvido
com auxilio dos resultados obtidos em microscopia eletrénica, como ia
fol de maneira analoga a dos ciliados (GRASSE & MUGARD, 1961).

STEIN (1963), apresenta uma andlise citoquimica de dois géneros
de gregarinas da familia Actinocephalidae, enquanto CosTA & LAGE
(1964), investigaram o conteido de polissacarideos em Stenophoridae.

MATERIAL E METODOS
As gregarinas do género Stenophora Labbé, 1899 sio esporozoarios

parasitos de Diplopoda. Os resultados déste trabalho foram obtidos em
exémplares de Stenophora juli (Frantzius, 1848) Labbé, 1899, parasi-
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tando Rhinochricus padbergi Schubart, 1930, que foram coletados nos
terrenos do Instituto Oswaldo Cruz, Manguinhos, Guanabara.

Microscopia optica e citoquimica

Para a observacao das cristas dec envoltoric celular, fizemos a
digestao dos polissacarideos, obtendo-se assim um realce destas estru-
curas. O muco, de reacdo PAS positiva, foi digerido pela aplicacao de
hialuronidase liofilizada durante 5 horas a temperatura de 37°C. Para
este uso dissolvemos 150 UTR de hialuronidase liofilizada, comercial,
em 1 ml de solucao salina a 0,85 . As granulacoes do citoplasma, que
fornecem igualmente uma reacao PAS positiva, foram digeridas pela
amilase salivar a 37°C durante 2 horas apés a fixacdao; quando éste
tratamento foi feito em material destinado & microscopia eletronica,
deixamos as gregarinas com a amilase em tubo de hemodlise & mesma
temperatura, apos lavagem do fixador.

Os cortes que serviram para o estudo da estrutura nuclear nas
observacoes em microscopia otica e eletronica, foram tratados pela ribo-
nuclease a 37°C durante 1 a 3 horas. As ccloracoes foram realizadas
em esfregacos apos digestao cu nao dos polissacarideos, pela Hematoe-
x1lina de Heidenhain.

Microscopia eletromnica

Mantidos em solucao fisiologica, na gual permaneciam nunca mais
de uma hora, as gregarinas foram fixadas em OsO, a 0,5% tamponado
ccm acetato e veronal de sodio, adicionande-se NaCl para uma concen-
tracac final de 0,9%, durante 15 a 30 min. em temperatura ambiente.
Outras foram fixadas em KMnO, 2% durante 10 min. em tempera-
tura ambiente.

Apos desidratacao pela acetona, o material foi incluido em meta-
crilato, na propor¢ao de 1 parte de metil para 1 parte de butil e poli-
merizado em capsulas de gelatina na luz ultraviocleta, sob atmosfera de
nitrogénio. Os cortes ultrafinos foram cbtidos num micrétomo Porter-
Blum com navalha de diamante Leitz, variando a espessura entre 150
a 60 mu, correspondendo a coloracao dourada e prateada dos cortes,
respectivamente, e esticados com vapor de xilol. Depois de recclhidas
nas grades cobertas de colodio foram protegidos por fina camada de
carvac, evaporada verticalmente sobre éles.

Para obtencao das micrografias eletronicas tivemos & nossa dis-
posicac um Elmiskop I da Siemens, com adaptacdo para chapas. Os
aumentos diretos no microscopio nao ultrapassavam 20.000 x, correndo
0s aumentos posteriores de ampliacoes fotograficas.
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RESULTADOS

Proto e deutomerito (Est. I, fig. 1) estao cobertos por cristas
longitudinais bem visiveis em pequenos aumentos apés a eliminacao dos
polissacarideos. Sao muito estreitas e formadas por dobramentos da
parede externa da célula ou pelicula (Est. I, fig. 2 e est. II, fig. 5).

Em grandes aumentos, por meic de cortes ultrafinos, revela-se a
estrutura do envoltorio celular em seus detalhes. A membrana externa
(Est. I, fig. 4; est. II, fig. 7; est. III, fig. 12 e est. IV, fig. 14), dupla,
emite projecoes mais dilatadas, encerrando um lumen cujo didmetro
transversal na porc¢ao apical € um pouco maior do que na parte restante.

Alem das simples expansoes verticais, ocorrem outras laterais partindo
daquelas, igualmente revestidas por uma membrana dupla, encerrando
também pcrg¢oes do citoplasma formando-se desta maneira um conjunto
de canais ramificados na parede externa das gregarinas (Est. I fig. 4).
Em corte transversal das cristas observa-se geralmente uma ramificacao
para cada lado de sua porcao vertical, ora reta, ora curvada (Est. II,
fig. 7), enquanto que, em cortes cobliqucs por esta zona encontramos
uma aspecto com numerosas ramificacoes (Est. I, fig. 4 e est. III, fig. 9).
Observa-se que estas encontram-se sempre na metade inferior da crista.
A excecao desta regra € constituida pela pelicula do protomerito
(Est. II1, fig. 12) onde as cristas ndo apresentam ramificacoes laterais,
mas uma regiao apical bastante dilatada. Nesta mesma regifo a pelicula
e formada somente por uma membrana dupla, enquanto no deutomerito
existe ainda uma outra camada logo abaixo, de estrutura homogeénea
¢ a ela Intimamente ligada, ndo participando na formacéio das cristas.

As cristas sao facilmente deformadas por fixagdes deficientes, apre-
sentando artefatos em forma de cristas baixas e largas, sem Aapice
dilatado, formando altos e baixos de contornos amenizados, desapa-
recendo até as ramificacoes laterais. Muitas vézes, entdo, a parte
Interna da parede celular nao participa na formacdo das cristas
(Est. IV fig. 15). Em material fixado em KMnO; a pelicula com alguns
mionemas a ela aderentes destacava-se do corpo celular fragmentava-se

€ era encontrada nos cortes enrolada em espiral ao lado do conteudo
celular.

No fundo dos sulcos, entre as cristas, foram observados regular-
mente numerosos pcros na parede externa da gregarina, de didmetros
muito pequenos e que internamente estdc em contato com pequenas
cavidades ramificadas, repletas de material pouco densc aos eléctrons,
tanto no protomerito (Est. III, fig. 12) quanto no deutomerito (Est. I,
fig. 4, est. II, fig. 7; est. III, fig. 9 e 10). Estes poros nunca foram
cncontrados nas cristas, sempre nos sulcos, isto é, nas partes mais
profundas da parede celular, onde aparecem isoladcs ou em peque-
Nnos grupos.
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Para o interior da célula segue-se uma espéssa camada de mionemas
tanto circulares, os mais numerosos, quanto longitudinais. O substrato
que encerra os mionemas é muito transparente aos electrons e esta em
comunicacio direta, através os poros, com ¢ meio ambiente, prova-
velmente correspondendo ao chamado “sarcoplasma’”. Separando proto
do deutomerito existe um septo (Est. I, fig. 3 e est. II, fig. 8), formado
por espéssa camada de mionemas muito justapostos, que se prolongam
também para dentro do protomerito, circundando-o, e ficando mais
compacto, quanto mais proximo estiver da parte mais anterior da
gregarina.

O citoplasma, quando observado pela microscopia otica, quer a
fresco ou apos fixacdo e coloracao pelas hematoxilinas, apresenta-se
intensamente granuloso, o que se verifica mais acentuadamente na
forma de trofozoito que na de esporonte. Estas granulacoes dao uma
reacdo PAS positiva, indicando a presenga de polissacarideos na sua
constituicao; o tratamento prévio pela ptialina, provoca a digestao com-
pleta déstes granulos, indicando tratar-se de paraglicogénio, substancia
de reserva caracteristica dos protozoarios. Na microscopia electronica
estas granulacoes apresentam-se de forma e tamanho variaveis, desde
esféricas, as mais freqiientes, até as formas alongadas e irregulares, nao
apresentando nenhuma membrana envoltoria (Est. I, fig. 3). Observa-se
uma nitida diferenciacao entre o endoplasma e o ectoplasma, apre-
sentando éste ultimo, além das formacoes secretoras de muco, pequenas
e poucas granulacoes de paraglicogénio e os mionemas. O endoplasma
apresenta além destas inclusoes, formacoes osmiofilicas esféricas, pouco
menores que as de polissacarideos, que constituem as inclusoes de
lipideos, mas € desprovido de mionemas.

As organelas do citoplasma, cuja observac¢ao € um pouco prejudicada
pelo grande numero de inclusoes de paraglicogénio, foram estudadas em
material fixado por KMnO, que evidencia melhor o sistema de mem-
branas internas. O complexo de Golgi (Est. IV, fig. 13) consistindo de
membranas e vesiculas, as mitocondrias e o reticulo endoplasmatico,
foram observados no proto e deutomerito sem uma lccalizacao pretfe-
rencial, ocorrendo geralmente em agrupamentos, juntamente com as
inclusoes lipidicas, entre os granulos de paraglicogénio e os demais
polissacarideos. Mitocondrias foram encontradas tambem entre 0s mio-
nemas do septo, mas nao ocorrem entre os mionemas periféricos. O pro-
tomerito apresenta uma estrutura granular que nao caracterizamos

citoquimicamente, contendo tanto granulos pequenos quanto grandes
de tonalidade na microscopia eletronica, provavelmente os polissaca-

rideos; possui também raras granulacoes pequenas de paraglicogénio
proximas ao septo.

A membrana nuclear quando fixada pelo KMnO, mostra com bas-
tante nitidez os poros (Est. II, fig. 8), enquanto que o nucleoplasma
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aparece homogéneo e denso. Na fixacao pelo OsO, o nucleoplasma apre-
senta-se granular (Est. III, fig. 11) e os poros da membrana s2o ainda
visiveis, havendo uma intima relacao com o citoplasma, e as vézes esta
membrana apresenta ainda invaginacoes. O nucleolo apresenta-se coma
um corpusculo arredondado e denso de contorno irregular, com inva-

ginacoes em varios pontos, conforme se observa também em micros-
copia optica. Na sua estrutura observamos dois componentes bem carac-
terizados, um de natureza fibrilar e outro granular (Est. III, fig. 11),
que desaparecem quando observamos cortes tratados pela ribonuclease.
Apos esta digestao, o nucléolo aparece poucc denso aos eléctrons, apre-
sentando uma estrutura homogénea que atribuimos a proteinas basicas,
enquanto a estrutura fibrilar e granular é atribuida ao acido ribonu-
cléico. No interior dos nucléolos encontramos um numero variavel de
vacuolos nucleolares, com grandes zonas transparentes aos eléctrons e
uns filamentos bastante densos que persistem ao tratameto pela ribo-
nuclease. Nao observamos nenhuma pelicula envoltoria nem cromatina
associada ao nucléolo.

DISCUSSAO

Comparando os dados acima descritos com os de KUEMMEL (1958)
referentes a Gregarina polymorpha e Beloides sp., ha diferencas sensiveis
entre €les. A pelicula de Stenophora juli assemelha-se mais a de Beloides,
tanto na forma quanto nas dimensoOes. Entretanto, o intumescimento
e consequente separacao das membranas duplas das cristas, ao longo de
sua altura foi observado em Stenophora somente na parte apical das
cristas, enquanto que em direcao a parte inferior destas, aparecem
verdadeiras ramificacOes laterais, repletas de citoplasma, sem que
haja separacao entre as membranas. Quanto as cristas de Gregarina
polymorpha é interessante notar a semelhanca de forma com as de
Stenophora obtidas em cortes por material mal fixado (Est. VI, fig. 15),
desaparecendo quase totalmente as ramificacoes laterais das cristas,
havendo, entretanto, separacao de membranas, sendo que a interna nao
acompanha mais toda a dobra pelicular, c que nao foi verificado em
Gregarina polymorpha, onde a dobra é totalmente formada por uma
membrana dupla.

Procurando a existéncia de poros, KueMMEL (1958) nao os encon-
trou em seu material. GrasstE (1953) admite como KUEMMEL, que a Se-
crecao de muco ocorre nas cristas. A eliminacao de muco nos ciliados,
como ficou provado por microfotografias eletronicas (GRASSE & MUGARD,
1961), realiza-se por amplas bolsas mucilaginosas, que se abrem para fora
através de um poro, e se localizam regularmente entre os cilios. Pudemos
provar a existéncia de poros também para Stenophora juli, o que nao
exclui a possibilidade de poder haver secrecao de muco também atraves
das membranas das cristas. A hipotese da existéncia de poros levantada
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por MUEHL (1921) fica assim provada. Entretanto, a existéncia de uma
camada gelatinosa logo abaixo da pelicula propriamente dita (mem-
brana dupla) cujo conteudo fésse eliminado pelos poros nic foi com-
provada. Existe, somente no deutomerito, abaixo da membrana dupla
externa da pelicula, uma camada de natureza desconhecida, atravessada
também pelos poros, e deixando ainda passagem ao citoplasma para
¢ Interior das cristas que ndo sdo revestidas por esta camada. Ela &
menos densa que os mionemas a ela aderentes, mais densa que o subs-
trato, o chamado sarcoplasma que contém mucopolissacarideos e muco-
proteinas, eliminaveis ao exterior através dos poros. Talvez esta camada
de natureza desccnhecida corresponda a chamada camada Incerta, a
“unsichere Schicht” em KueMMmL (1958, fig. 4), que, como por éste autor
fol assinalado, esta intimamente ligada & membrana externa da pelicula
(dupla), destacando-se juntamente com ela.

Fazendo parte do ectoplasma as fibrilas do mionema, apresentam-se
orientadas em duas direcbes principais, sendo que em Stenophora nio
encontrames uma separacao nitida entre regido de mionemas circulares
€ reglao de mionemas longitudinais. Aqui também nio existe uma
“pcnte ectoplasmatica” semelhante a pelicula separando proto de
deutomerito, como foi encontrada por KUEMMEL em Beloides; em
Stenophora estas duas porcoes celulares sio separadas por um septo
largo e nitido, constituido principalmente de mionemas e nic de uma
dupla membrana. A presenca desta camada de mionemas parece ter
sua Importancia no movimento brusco do protomerito descrito por
CosTA & TEIXEIRA (1961) e que consiste na invaginacido do protomerito
para dentro do deutomerito seguida de uma distensio rapida, que
aetermina um deslocamento acentuado para a frente. Os outros mio-

nemas alem da funcdo de movimento, podem ter influéncia sébre 2
eliminagao do muco através os poros.

Cada uma das duas membranas que constituem o envoltério nuclear
e interrompida por numerosos poros, sendo que a maioria das vézes nao
ha uma correspondéncia entre poros internos e externcs, de modo que
em cortes encontramos duas membranas onduladas irregularmente
(Est. III, fig. 11). Concordamos com BErEAMS & COLS (19597) no que se
refere as duas camadas externas porosas mas nio observamos nenhuma.
camada cortical diferenciada na regido interna e associada & membrana
dupla conforme assinalaram éstes autores. A éste respeito Grassk & THEO-
DORIDES (1957) apresentaram uma estrutura diferente, com base nas
observacoes realizadas em diversas gregarinas, especialmente em Stylo-
cephalicdae. Nesta oportunidade admitiram uma membrana nuclear
continua para as gregarinas.

Quanto a pcssibilidade da existéncia de uma membrana envoltéria
para o nucléolo, como foi levantada por Costa (1964) com base na mi-
crcscopia optica, que observou em cortes corados pela hematoxilina uma



Costa & Barth: Stenophcridae Crawley. II 20

camada envoltoria bem mais corada que o interior do nucléolo, os resul-
tados obtidos com a microscopia electrénica mostram a sua improce-
déncia. Podemos concluir, desta forma, que a pelicula envoltoria obser-
vada na microscopia oOptica é conceqiiéncia de artefatos de fixacao. A
microscopia electronica, por outro lado, confirma a estrutura hetero-
génea do nucléolo observada por CosTa (1964) na microscopia optica e
que aqul chamamcs de estrutura fibrilar e granular, sensiveis & acao
da ribonuclease, e um elemento amorfo sdbre o qual nao atua a ribonu-
clease e que deve ser constituido por proteinas basicas como no caso
de nucleolos de metazoarics. Confirmou-se também a existéncia de
vacuolcs nucleolares.

O conteudo de polissacarideos do citoplasma do tipo glicogénio
(paraglicogénic) e de mucopolissacarideos, sdo encontrados nos trofo-
zoitos, aumentando gradativamente em quantidade, e tornando-se
maximos nos gamontes, resultados éstes que ccincidem com as obser-
vacoes de STEIN (1963) em dois géneros de gregarinas da familia
Actinocephalidae. Desta forma observamos uma constincia citoquimica
€m gregarinas de diferentes géneros e familias, apesar das diferencas
blologicas e ecolégicas dos hospedeircs que pertecem a diferentes classes
de Artropoda.

RESUMO

1 — Individuos de Stenophora juli (Frantzius, 1848) Labbé, 1899, para-
sitos de um Diplopoda, Rhinochricus padoergi Schubart. 1930
foram examinados em microscopia éptica e electrénica.

Os resultados do estudo citoquimico confirmam os dados obtidos
por outrcs autores em outras espécies de gregarinas.

[\

3 — Quanto a estrutura fina da morfologia celular foi examinada deta-
Ihadamente a pelicula, a qual apresenta cristas longitudinais de
forma e estrutura complexas.

4 — Nos sulcos da pelicula, entre as cristas, foram encontrados POros
na membrana, por onde é realizada a secrecio de muco.

> — Aderente a pelicula, propriamente dita foi encontrada, no deuto-
merito, uma camada homogénea de natureza desconhecida, abaixo
da qual encontra-se o mionema.

1 .,

O septo que separa o proto dc deutomerito é constituido por espéssa
camada de mionemas incluindo numerosas mitocéndrias.

1 — O endoplasma é extremamente ricc em granulacoes de paragli-
cogénio, aparecendo em menor guantidade os lipideos. Observamos
tambeém mitocdndrias, reticulo endoplasmaético e o complexo de
Golgi.
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8 — Observamos poros na membrana nuclear e o nucléclo que se apre-
senta contendo varios vacuolos e com uma estrutura filamentar

e granular.

SUMMARY

Stenophora juli (Frantzius, 1848) Labbé, 1899, Sporozoa parasite of
the Diplopoda Rhinocrius padbergi Schubart, 1930, were examined
by light and electron microscopy. As a result of a cytochemical
investigation, similar content to those obtained by other authors has
been shown.

Ultrastructure of membrane shows complex microscopic longitu-
dinal folds and among this folds there are pores for mucous secretion.
An unknown layer was found under the membrane and upon the mio-
neme. The sept which divide this protozoa in protomerite and deuto-
merite 1s formed by a large mioneme, in which a great number of
mitochondria has been shown.

Paraglicogene granules appear present in large quantity in the
endoplasm, and lipid inclusions appear in smaller quantity. Mitocondria,
endoplasmic reticulum and Golgi complex are also observed in the
endoplasm.

The nuclear envelope shows a double-layered structure with pores
and the nucleolus has a granular aspect, containing several vacuoles.
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ESTAMPA 1

(Salvo indicacio contraria, a fixacdo do material estudado em microscopla
electronica foi feita em OSO.)

Fig. 1 — Em micrescopia optica — animal intelro.
Fig. 2 — Idem -— aspecto das estrias. (Imersao).
Fig. 3 — Micrografia electréonica — corte longitudinal; protomerito, septo

e parte do deutomerito. (2.000 X)

Fig. 4 — Idem: corte obliquo pela pelicula do deutonierito, observando-se
um poro noc entro da figura; abaixo da pelicula esta a regiao dos mionemas

(7.500 x) .
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ESTAMPA 11

(Salvo indicacao contraria, a fixacio do material estudado em micros-
copia electronica foi feita em OSO,)

Fig. 5 — Em microscopia Optica: estrias e nécleos na regiao posterior.

Fig. 6 — Micrografia enectronica: corte longitudinal por uma crista do
deutomerito (15.000 x) .

- Fig. 7 — Idem — corte transversal pelo deutomerito; a seta indica a
presenca de um poro. Abaixo da pel’cula esta a camada de milonemas, a
maior parte déstes orientada em sentido circular. (15.000 X) .

Fig. 8 — Idem: corte longitudinal; fixacao com KMnO.; protomerito,
septo com mitocdéndrias e deutomerito com paraglicogénio em grande quantidade.
A direita, em baixo, parte do nécleo. A esquerda, em cima, a pel’cula destacou-se

da camada de mionemas. (5.250X) .
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ESTAMPA 111

(Salvo indicacao contraria, a fixacao do material estudado em microscopia
electrénica foi feita em OSO.)

Fig. 9 — Micrografia electronica — corte obl’quo pela pel'cvla no deuto-
merito, observando-se um poro de contorno irregular (40.000 x).

Fig. 10 — Idem: corte transversal por vm poro do deutomerito, atingindo
na parte externa a margem do poro (80.000 x) .

Fig. 11 — Idem: membrana nuclear com poro (seta), nucleo com vacuolo
(40.000 x) .

Fig. 12 — Idem: corte transversal pela pel’cula do protomerito, atingindo um
poro na regiao central da figura (seta). Observar a membrana dupla tormando
as cristas (15.000 «).
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ESTAMPA IV

(Salvo i1ndicacao contraria, a fixacio do material estudado em microscopia
electronica foi feita em 0OSO.)

Fig. 13 — Micrografia electronica: material fixado por KMnO., inclusoes
no deutomerito — graos grandes de paraglicogénio, aparelho de Golgi com
vesiculas e reticulo endoplasmatico. (60.000 x) .

Fig. 14 — Idem: corte transversal pelo deutomerito apos tratamento pre-
vio com ptialina, apresentando as regioes que sofreram digestao enzimatica.
(10.000 x) .

Fig. 15 — Idem: pelicula, artefato defixacao muito demorada. (15.000 x).
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