Pesquisas sébre o Endotrypanum schaudinni Mesnil e
Brimont, 1908, parasita do Choloepus didactylus (L) (*)

pelos

Crs. Aristides Merques da Cunha e Julio Muniz

Entre os protozoarios hemoparasitas, o Endotrypanum schaudinni é sem
divida um dos mais interessantes e sébre o qual poucos conhecimentos pos-
suimos ate o presente momento ; pois, a ndo ser cs dados referentes a morfo-
logia por éle apresentada no sangue do hospedador vertebrado que é o
Choloepus didactylus (L.), tcdas as tentativas de cultivo e de transmissio
a outros animais deram sempre resultados negativos, de acérdo com os
trabalhos de varios pesquisadores que estudaram éste parasita. No proprio
hospedador vertebrado nenhuma outra fé6rma além das encontradas no sangue,
foi vista em qualquer outro 6rgdo ou tecido, que pudesse ser interpretada
como forma evolutiva désse protoziario, a nio ser as de Trypanosoma que
Mesnil e Brinont observaram, e que, segundo éles, nenhuma relacdo apre-
sentava com os parasitos contidos no mesmo material por éles estudado e

para os quais propuzeram o nome genérico de Endotrypanum.

Em 1936, um de nés (Cunha) em excursio pelo Estado do
Para teve ocasiao de observar dois exemplares de Choloepus di-
dactylus (L.), pertencentes aoc Museu Goeldi, que se achavam
parasitados pezlo Endotrypanum, mas devido a curta permanéncia
em Belém nado poude proceder a maiores estudos, principalmente
visando a obtencdo de culturas. Em 1937 um dos auxiliares da
secio de Protozoologia, tendo sido designado para ir em comissao
trabalhar no Instituto de Bioclogia Experimental do Norte, em
Belém do Para, levou a incumbéncia de proceder a sementeiras
em meios de N.N.N., Noguchi e Néller, do sangue dos exem-
plares de Choloepus didactylus (L.) em cativeiro no museu Goeldi,
bem como de cutros exemplares que pudessem ser obtidos naquele
Estado, sendo dessa incumbéncia notificado o Dr. Evandro Chagas,
que dirigia aquele Instituto. Mais tarde, em 1938, recebiamos da-
quele nosso malogrado colega, tubos de meio de Noller que tinham
sido semeados com sangue de um exemplar de Choloepus didac-

* Recebido para publicacio a 15 de julho de 1344 e dado a publicidade em agodsto de 1944,
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tylus (L.) parasitado com o Endotrypanum, tubos &sses que apre-
sentavam um endutc abundante na superficie do meio, constituido
por flagelados com caracteristicas de Leptomonas. Mais tarde em
1941, o nosso companheiro de se¢do, Dr. Emanuel Dias, em
excursdo pelo Estado do Para, teve ocasidc de semear no meio de
Noller, sangue de um cutro exemplar de Choloepus didactylus (L.)
infetado naturalmente com Endofrypanum, e obter novamente cul-
tura abundante de um flagelado com as caracteristicas de Lepto-
monas, culturas essas que nos foram entreques também para

estudo.

O presente trabalho constitui o relato dos estudos que procedemos nesses
diversos materiais, obtidos em épocas diferentes e compreende :

1. — Descricao das formas encontradas no sangue dos dois exemplares
de Choloepus didactylus (L.), material ésse colhido por um de nés (Cunha)
quando em execursdo pelo Estado do Para.

2. — Estudo das duas amostras obtidas em cultura, com a descricao das

formas de desenvolvimento.

3. — Comportamento das mesmas em relacdo a certas reagdes de
imunidade.

4. — Tentativas de infeccdo de diversos animais, partindo do material

das culturas.
5.° — Tentativas de infeccdo do Rhodnius prolixus com material das

culturas.

FORMAS ENCONTRADAS NO SANGUE

O nosso estudo se baseia principalmente em esfregacos de sangue cora-
dos pelc: método de Giemsa, pois o estudo do material a fresco foi dificultado
devido o pequeno nimero de parasitas que os dois exemplares de Choloepus
didactylus (L.) apresentavam no sangue. Em ambos os materiais, a maioria
dos parasitas encontrados se acham como que aderentes as hematias, e s6
raros exemplares focram encontrados fora désses elementos. A forma por
éles assumida geralmente é de uma salchicha, com as extremidades arredon-
dadas ou ligeiramente afiladas, podendo o parasita se apresentar encurvado
ou nao.

Na maioria dos elementos pode-se observar a presenga de um nicleo
perfeitamente individualizado, de forma redonda ou ovéide, com cromatina
abundante muitas vezes disposta em forma de raios, localizado em muitos
exemplares na parte média do corpo e em outros ocupando a extremidade
posterior. Aglomeradcs de granulos finos corando-se intensamente em ver-
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melho e ocupando a regiao posterior do corpo ou dispostos em térno do
nacleo, foram frequéntemente observados.

A maioria das formas encontradas apresentam proximo do niicleo um
cinetoplasto bem visivel, quase sempre em forma de barra, e dele na maioria
dos exemplares pode ser visto se originar um flagelo que percorrendo uma
das bordas do parasita se transforma muitas vezes em flagelo livre. Essa
organelz em muitas formas pode ser observada ftazendo saliéncia para téra da
hematia parasitada, enquanto que em outras, apds se encurvar, permanece ade-
rente a mesma.

Em grande nimero de elementos o flagelo livre se mostra bem desen-
volvido, atingindo um comprimento equivalente a metade do corpo; em
outros éle é representado apenas por um rudimento de flagelo. Formas
completamente desprovidas de flagelo livre foram observadas em pequeno
namero.

Embora os aspectos que acabamos de descrever ccrrespondam aos da
maioria dos elementos observados, outros foram encontrados tais como :
fcrmas em que o flagelo em vez de percorrer uma das bérdas do corpo do
parasita assume uma posicao mediana; formas como que desprovidas de
flagelo, s6 com o nucleo e cinetoplasto; formas nas quais o flagelo ao per-
correr o corpo do parasita se apresenta com ondula¢des, dando a impressao
da existéncia de uma membrana ondulante.

Quanto a hematia parasitada nenhuma alteracdo foi observada, a nao ser
quanto a forma, dando a impressao de se acharem distendidas pela presenca
do parasita.

Em ambos os materiais ndo encontramos absolutamente elementos com
a morfologia de tripanosomas. As medidas apresentadas pelas formas por
nds observadas no sangue variavam entre 8 a 12 micra de comp., por 2 a 25

micra de largo.

COMPORTAMENTO NOS MEIOS DE CULTIVO DAS AMOSTRAS ISOLADAS
E DESCRICAO DAS FORMAS

As duas amostras isoladas em cultura pura e com as quais trabalhamos
apreseniam um comportamento idéntico em relacdo aos meios comumente
utilizados na técnica de cultivo dos representantes da familia Trypanosomidae.
No meio de agar glicosado ao qual se junta sanque desfibrinado de coelho
ou de cavalo, pH 7,2, o cultivo se apresenta de maneira exuberante, como
demonstra o desenvolvimento de um induto espesso, umido, de cdr esbran-
quicada na superticie do meio semeado e que se desenvolve no fim de trés

a quatro dias apds o repique. A exuberancia da cultura nesse meio s6 é
comparavel com a observada nas culturas de certos flagelados de insetos
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(H. culicidarum, H. oncopelti). No meio semi-sélido de Noguchi o desen-
volvimento occrre na camada mais superficial do meio onde se férma uma
zona intensamente turva no fim de quatro a seis dias.

rF 4

-~ No meio de N.N.N. o desenvolvimento é muito menos abundante e s6
ocorre na agua de condensagac, nao se estendendo a superficie do meio acima
da camada liquida. A agua de condensagio ndo se turva, mesmo apds um
tempo longo, mas pode-se observar a formacao de um depésito pulverulento,
nao abundante, no fundo da camada liquida. As cuituras s6 se desenvolvem
em presenca do oxigénio e a temperatura 6tima varia entre 25 a 30 graus.
A temperatura de 37 graus se mostra prejudicial ao desenvolvimento do cul-

tivo, levando-o rapidamente & morte.

FORMAS ENCONTRADAS NA CULTURA

Ao exame a fresco, as culturas mais novas (entre 4 e 10 dias) mostram-
se constituidas pelos seguintes elementos :

. — Formas arredondadas ou em péra, desprovidas de flagelos livres
e por conseguinte imoveis.

2. — Formas arredondadas ou ligeiramente alcngadas, apresentando um
esbogo de flagelo livre e praticamente desprovidas de movimento.

3.> — Formas em péra, formas em naveta, formas em bastio, tédas elas
apresentando flagelo livre bem desenvolvido, de ccmprimento igual ou exce-
dendo o comprimento do corpo. Esses elementos apresentam-se dotados de
mobilidade moderada. Amocntoados désses elementos reunidos pelos flagela-
e assumindo o aspecto de roseta, sdo encontrados em grande nimero nas
culturas.

4. — Formas extremamente finas, com a extremidade posterior terminada
em ponta, apresentando um lcngo flagelo de comprimento equivalente a duas
ou trés vezes aquele do corpo, e dotadas de movimentos extremamente intensos
que lhes permitem se deslocar com extrema ligeireza através o campo micros-
copico.

A maioria dessas formas que acabamos de descrever, apresenta o proto-
plasma com numerosos granulos de aspecto refringente e, em algumas delas, o
protoplasma assume o aspecto vacuolizado.

Nas culturas mais novas as férmas de leptomonas predominam sébre as
formas do tipo leishmania. Nas culturas velhas poucos elementos do tipo
leptomonas sac encontrados, predominando formas de leishmania e elementos
em degeneracao. Nas culturas das duas amostras por néds estudadas nunca
tivemos ocasido de observar férmas de critidias.
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O estudo das preparagdes fixadas e coradas (fixacdo a umido pelo
sublimado alcool de Schaudinn ~— coloracdo pelo Heidenhein — diferenciagan
pela solucao de acido picrico em alcool a 95.°), feitas com o material das cul-
turas, mostram que nao s6 as formas de leishmanias como as formas de leptd-
monas podem apresentar dois tipos de estrutura nuclear. O 1.° representado

por um nicleo cariosémico, com cario-membrana bem individualizada, junto
a qual se dispde quase sempre finos granulos de cromatina e um cariosowa

bem desenvolvido ocupando a parte central. O 2.° representadc por um nicleo
compactc constituido por uma grande massa de cromatina bem desenvolvida

e em torno da qual nao s¢ péde observar uma cariomembrana individualizada.
A maicria dos elementos das culturas apresentam o 1.° tipo acima descrito

e um menor nimero o 2.° tipo. Além do nucleo principal, todos os elementos
apresentam um cinetoplasto em barra, localizado nas formas de leishmania

junto do nucleo principal e quase sempre disposto lateralmente, e nas formas
de leptomonas localizado na metade da por¢io do corpo compreendida entre

o nicleo e a extremidade anterior. Os diversos tipos de evolucao entre formas
de leishmania e formas de leptomonas sdo encontrados no material estudado

tais como: formas com nitcleo principal e cinetoplasto; formas apresentando
um rizoplasto; formas com um esbéc¢o de flagelo livre, e finalmente formas ti-

picas de leptomonas. Em relacdo ao comprimento dc flagelo livre, nas formas
de leptdmonas, podemos observar que em grande nimero désses elementos

éle nao ultrapassa o comprimento dc corpo, ao passo que em menor nimero
de formas éle pode exceder de muito. Sio justamente estas ultimas formas

dotadas de um longo flagelo que ao exame a fresco se mostram extremamente
méveis, atravessando ccm grande rapidez o campo microscépico. Formas de

divisao foram observadas com frequéncia nas preparacdes, e o tipo que pre-
domina é o da divisdo binaria, embora tenham sido observadas em pequeno
nimero, formas com 4 flagelos e com o nicleo principal ainda indiviso, bem

como elementos com 3 niicleos principais mas com um @nico aparélho flagelar
dando a impressao da existéncia de um processo de divisao multipla ocorrendo

ao lado da divisao binaria. A divisao nuclear se processa aparentemente por
um estiramento do niiclec sequido de estrangulamento, nao tendo sido possivel

a observacdo de um processo de verdadeira mitose. A divisdo nuclear muitas
vezes ocorre antes da divisao do cinetoplasto.

Formas de tripanosoma ~— Nas preparacgoes das culturas por nés estuda-
das, pudemos observar, embora raramente, a existéncia de verdeiras formas
de tripanosomas, com o cinetoplasto ocupando a extremidade posterior do
corpo do parasita, membrana ondulante, flagelo livre fazendo saliéncia na
extremidade anterior do corpo e um niicleo principal que as vezes se dispde
junto do cinetoplasto, outras vezes ocupando a parte central do corpo.
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Medidas — Formas de leishmania : 3 a 4 micra de comp., por 2,5 a 3 micra de largo

- comprimento do corpo: 3 a 16 micra.
Formas de leptémonas: largura do corpo: 1 a 3.5 micra

comprimento do flagelo: 7 a 30 micra

[ corpo: 7 a 9 micra de comp., por 1 a 2 micra de largo

Formas de tripanosomas :
l flagelo livre: 3 a 8 micra de comp.

COMPORTAMENTO DAS CULTURAS EM RELACAO A CERTAS REACOES DE IMUNIDADE

Apesar do estudo morfolégico das formas encontradas nas culturas por
nds estudadas permitir diferenciar o flagelado em questao de todos os demais
representantes da familia Trypanosomidae, parasitos de vertebrados, resolve-
mos proceder a algumas experiéncais de imunidade com ¢ fim de estudar as
relagdes imunolbgicas existentes entre o Endotrypanum e os representantes
mais afins da familia Trypanosomidae, tais como os pertencentes acs géneros
Leishmania e Schizotrypanum.

Relataremos primeiro os resultados obtidos com as reag¢des de agluti-
nagao, para passarmos depois as reacdes de fixacao de complemento. Nas
primeiras utilizamos sbéros especificos preparados em ccelho por inoculagao
por via venosa de emulsdo de culturas, a principio mortas pelo formol, sequidas
de emulsdes vivas. A pesquiza de aglutininas foi feita sempre utilizando sus-
pensdes vivas em soluto f[isiolégico das diversas amostras de flagelados com
que trabalhamos, pois as suspensdes mortas, quer por agentes fisicos ou qui-
micos, de acérdo com as nossas experiéncias, ndo se prestaram para ésse estu-
dos. T'édas essas amostras utilizadas por nés com ésse fim nao apresentavam
o chamadc tipo de aglutinacdo espontanea, tdo [requentemente observada
entre ésses flagelados. A leitura dos resultados era procedida sempre apds a
permanéncia das misturas por duas horas no banho maria a 37°. Nas rea-
coes de fixacao de complemento os antigenos por nés utilizados eram consti-
tuidos por uma suspensdo de cultura em soluto fisiolégico feita 24 horas anies
de se proceder a reacdo e conservadas durante ésse tempo na geladeira.

As culturas dos diversos flagelados com que trabalhamos foram obtidas
no meio de agar glicosado a 2%, pH 7,2, ao qual se adicionava sangue
disfibrinado de coelho ou de cavalo nas seguintes proporc¢des : para sanque
de coelho 1:10, para o de cavalo 1:5.

As culturas de Leishmania foram obtidas em placas de Petri do tipo
alto, e as sementeiras eram feitas pelo sistema de estrias utilizando para isso
pincéis. Apds a sementeira as placas eram invertidas, ficando a superficie
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do meio para baixo, tendo-se o cuidado de colocar uma solugdo de sublimado
na outra parte da placa, a fim de evitar o ressecamento da superficie do
meio. Culturas abundantes foram sempre obtidas apés cinco a seis dias em
temperatura compreendida entre 22 a 25 graus.

As culturas de Endotrypanum foram feitas em tubos contendo o meio
inclinado. As sementeiras eram realizadas com al¢a de platina e um abun-
dante induto, devido ao desenvolvimento do flagelado, era obtidc no tim de
4 a 5 dias a temperatura do laboratéorio. Apds a feitura da suspensdao em
soluto fisiolégico, prccedia-se ao exame microscopico da mesma, a fim de
verificar a predomindncia dos elementos flagelados e sOomente apds essa
verificacdo era a suspensao empregada nas reagdes.

As culturas de Schizotrypanum foram feitas em frascos de Erienmayer,
com a capacidade de 125 cc., nos quais se colocavam 50 cc. do meio de cultura
e deixado solidificar. Como semente eram utilizadas culturas em N.N.N.,
com a idade de 10 a 15 dias. A agua de condensacao désse meio, rica em
flagelados, era adicionada a 1,5 cc. de uma mistura, 1 para 2 de soluto
fisiologico e caldo glicosado a 2% . A suspensdo assim obtida era colocada
no interior dos frascos de Erlenmeyer, de maneira a cobrir completamente a
superficie do meio. Os frascos eram mantidos numa temperatura constante
de 29°. Culturas muito ricas désse protozoarioc puderam ser obtidas no fim
de 6 a 10 dias, utilizando essa técnica.

Reacbées de aglutinacdo — A primeira experiéncia foi executada utili-
zando um sdéro aglutinante preparado com uma amostra de Leishmania visceral
americana (amostra Florisvaldo), recentemente isolada, e uma suspensao da
primeira cultura de Endotrypanum, por nds estudada, que foi denominada de
Endo 1 (amostra recebida do Dr. Evandro Chagas). Como testemunha
do poder aglutinante do séro, empregamos uma emulsao de cultura de uma
amostra de Leishmania visceral americana, denominada Cao I. No quadro
que segue se acham expostos os resultados.

SORO ANTI FLORISVALDO (LEISHMANIA VISCERAL AMERICANA)
Amostra recentemente isolada
Experiéencia realisada em 16-7-1938

1 1 1 ] ] 2 1 l 1 1 1
AMOSTRA — — ~-— —— —— : — e
o0 80 160 320 640 1280 2560 2120 10240 | 20480 | 40960

TEST,

(30 | |
(Leish. vise. ame-|4++++'++++++++1++4++|++++|++++| +4++ | +4++ ++ + | — -~

ricana). . \.
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En_dotrypanuml.. — — — — —. ‘ - ‘ : ‘ _. ‘ - _ _ .
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Essa primeira experiéncia teve por fim excluir a hipétese de ser o

tlagelado em estudo, idéntico a Leishmania visceral americana, e poder repre-
sentar o Choloepus didactylus (L.) um depositario désse parasita no mundo

exterior, pois ainda nac tinhamos verificado nas culturas, o que foi consequido

mais tarde, a presenca de verdadeiras formas de Trypanosomas, fato ésse

gue permitiu excluir desde entio, essa hipétese.

Pelo quadro acima péde-

se ver que um soro aglutinante preparado com uma amostra recentemente

isolada de Leishmania visceral americana nao aglutina o Endotrypanum,

mesmo nos titulos mais baixos. Mais tarde tivemos ocasido de repetir nova-

mente a mesma experiéncia, nao s6 com a amostra de Endotrypanum denomi-

nada de Endo 1 ccmo com a outra amostra isolada pelo Dr. Emanuel Dias

e por ndés denominada de Endo 2. Nessa ocasido utilisamos dois outros

soros aglutinantes, um de Leishmania visceral americana, amostra Cdo 1, e

ontro de Leishmania brasiliensis, amostra |. A. Ambas essas amostras na oca-

sido do preparo do soéro, tinham sido recentemente isoladas e os resultados

foram idéntico ao acima referido, conforme se péde ver nos quadros que

seqguem.,
SORO ANTI CAO 1
(Amostra Leishmania visceral americana recentemente 1solada)
FErperiéncia realizada em 22-10-1941
1 ] 1 1 1 1 1 1 1
AMOSTRA — — — — X — —— — - —— — TEST.
40 80 160 320 640 1280 2560 5120 | 10240
JoA b+ | ARt | A | A | AR | | — —
Endo 1 _ — — — _ - — — - —
Endo 2 — — — — _ — — _ — —

(Amostra de

'SORO ANTI J. A.
“Leishmania brasiliensis”

recentemente isolada)
FExperiéncia realizada em 15-10-1941

AMOSTRA

|
320

1
64)

156)

TEST.

40 8) 16) ’
JoAc - 4+ | A+ |+ ++ + — -
Endo 1 — — — _ - _ - .
Endo 2. .......... .. . — — —_ | — _ _ _ _

Tendo um de nés (Cunha) verificado, conforme trabalho ja publicado,

que as amostras de Leishmania, mantidas durante longo tempo em cultura

nos meios artificiais, sofrem modificagdes na sua constituicio antigénica, de.

maneira que um soro aglutinante, preparado com uma amostra velha, absor-
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vido por uma amostra recentemente isolada, é ainda capaz de aglutinar a
amostra velha, procuramos ver se idéntico fato ocorria em relacao as culturas
de Endotrypanum. Com o Endotrypanum 1 que vinha sendo mantido por
3 anos em meios artificiais de cultivo preparamos um soro aglutinante. O
soro assim obtido foi absorvido com a amostra de Endo 2, que acabava de
ser isolada, e verificamos que apesar do soro assim absorvidc, nao mais aglu-
tinar a amostra do Endo 2 que serviu para a absorcao, ainda continuava a
aglutinar, em titulo relativamente elevado a amostra Endo 1 utilizada no pre-
paro do soro aglutinante conforme pode ser observado no quadro abaixo.

SORO ANTI ENDOTRYPANUM 1
(Amostra mantida durante 3 anos em cultura) absorvido pelo Endotrypanum 2
(amostra recentemente isolada)
Erxrperiéncia realizada em 30-10-19 41

1 | 1
AMOSTRA i e — —

P | —— —— TEST.
200 400 800 | 1600 | 3200 6400
; ’ |

-+ F++- -+ +++ —-

Endo 2 amostra recente. — — — — _ |

Endo 1 amostra antiga. . -+ |

Essa experiéncia foi repetida varias vezes com idénticos resultados, o
que alids ja era esperado, porque o soro preparadc com a amostra Endo 1,
apesar de apresentar um alto teér de aglutininas para a amostra homéloga,

1/20480C, s6 aglutina a amostra Endo 2, no titulo de 1/320, conforme o quadro
abaixo.

SORO ANTI ENDOTRYPANUM 1
(Amostra mantida durante trés anos em cultura)
Experiéncia realizada em 7-7-19414

/SR A T 1 1 1 I y 1 1
AMOSTRA —_— — P- —_— — —_ — - S ———— | TEST.
| 40 80 160 320 640 1280 2650 5120 10240 | 20480
: ‘ . - ; { .
Endo 1........i ++++ | ++++ | ++++ | +4+++ | ++++ | ++++ | +++ | +++ | ++ | + | —
Endo 2 amostra. +  4+4+ | 4+ — — — — _ — . _
1s0l. em 1941 | "

Recentemente, decorridos 3 anos apés o isolamento da amostra Endo 2,
repetimos novamente a prova de aglutinagao, utilizando o mesmo soro anti-
Endo 1 empregado na experiéncia acima, e verificamos que éle ja aglutinava
a amostra Endo 2, no titulo de 1/2560 como se pode ver no quadro a seguir.
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SORO ANTI ENDOTRYPANUM 1
(Preparado em 1Y4-7-1941)

]

Experiéncia realizada em 7-7-44

1 1 1 1 1 1 1 1
AMOSTRA ‘ — .- - e . -

~ —— —— TEST
20 40 80 160 320 640 1280 2560

Endo 2 amostra 1solada em 1941 -+ ++ + -+ 4+ + - - ++ 4 +++| s -

O aumento do titulo aglutinante observado, sé pode ser atribuido a
uma moditicacdo na constituicdo antigénica da amostra Endo 2; com apare-
cimento de antigenos secundarios semelhantes aos existentes na amostra Endo
1 ha 3 anos passados, isto é, na ocasiao do preparo do séro utilizado nessa
experiencia.

O comportamento das culturas de Endotrypanum em presenca de um
soro aglutinante para o Schizotrypanum cruzi foi bem diferente do que aca-
bamos de relatar em relacdao aos soros aglutinantes para as Leishmanias.
Nessas experiéncias, utilizamos um soro aglutinante preparado com uma
amostra humana de Schizotrypanum cruzi, mantida por passagem em cokaia,
e que tinha sido recentemente isolada em cultura (amostra Elvira 1943).
O soro assim preparado, aglutinou em titulo relativamente elevado a amostra
de Endo 1 com que trabalhamos nessa experiéncia, conforme pode ser visto

no quadro que segue.

SORO ANTI SCHIZOTRYPANUM
(Amostra Elvira 1943, recentemente isolada)
Experiéncia realizada em 15-1-1944

1 1 1 1 1 1 1 1 1
AMOSTRA — — — —_— —— —_— e _ e —— - TEST .
20 40 80 160 320 64) 1280 2560 5120
Endo 1.........| ++++ | +++- F+4-+ +++ +-++ ++ — — — —
Elvira 1943.. ... | ++++ | ++++ F+++, ++++ | ++++ | ++++ | T+ T | T+ +++ | —

Reacées de [ixacao de complemento — Por meio désse tipo de reacgao,
procuramos verilicar o comportamento dos antigénos e dos soros especilicos,
preparados com as amostras por nds estudadas de Endotrypanum schaudinni,
quando em presenca de soros especificos e antigenos, preparados com amos-
tras de Schizotrypanum cruzi.

O nosso primeiro ensaio foi feito utilizando um antigeno de Schizo-
trypanum cruzi preparado com uma amostra isolada de Dasipus sp., que
vem sendo mantida, ha longos anos, em nosso laboratério, em meios artificiais
de cultura.
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Os dois sbros especificos empregados nessa reacio, foram o séro anti

Endotrypanum 1, e um séro anti-Schizotrypanum amostra S. Paulo ,os quais

foram empregados nas seguintes diluicées :

1:2, 1:10, 1:20 e 1:40. A quan-

tidade dessas diversas dilui¢des, utilizadas nos tubos de reacdo foi de 0,2 cc.
O antigeno era representado por uma suspensdo da cultura em soro fisiolégico
e preparada 24 horas antes. A dose da suspensdo de antigeno empregada,

foi de 0,2 cc., tendo sido préviamente dosado o poder anti-complementar do
mesmo em relagdo ao complemento do dia. Nos tubos testemunhas dos soros
foram empregados 0,2 cc. dos soros em natureza. O esquema abaixo mostra

os resultados obtidos.

Amostra tatu (Dasipus sp.)

Erperiénoia realizada em 15-8-1943

SORO ANTI-Schizoirypanum cruzi

SORO ANTI-Endotrypanum

Amostra S. Paulo Amostra 1
Titulo da dilui¢fio dos soros 1 1 1 1 Test. do 1 1 1 1 | Test. do
- — -— — SOro — - - — Soro
2 10 20 40 2 10 20 40
+—+4 F+- 4+ ++++ — F4++ F+4+1 4+ | — —

Num outro ensaio procuramos verificar o comportamento do antigeno

preparado com as duas amostras de Endotrypanum 1 e 2 quando em pre-
senca dos soros anti-Endotrypanum 1 e anti-Schizotrypanum cruzi (Amostra

S. Paulo).

O esquema abaixo mostra os resultados obtidos.

Reacdo de fixagdo de complemento com antigeno de Endotrypanum 1 e 2

Exrperiéncia realizada em 15-8-1943
ﬁlh

SORO ANTI-Schizotrypanum cruzi

SoRr0o ANTI-Endotrypanum

Amostra S. Paulo Amostra 1
Titulo da diluigcdo dos. 1 1 1 1 Tes. do 1 1 ] 1 Test. do
SOros — — — — Soro — — —_ — sorc;
2 10 20 40 2 10 20 40
+++ ++ | — ‘ — — F+++ -+ ++++ | ++++ —

As duas experiéncias acima mencionadas, demonstram que os antigenos

de Endotrypanum e de Schizotrypanum cruzi sio capazes de fixar o comple-
mento, quando em presenga dos soros especificos anti-Endotrypanum e anti-

Schizotrypanum, embora tenham apresentado variacées quanto a intensidade

de reacao.



190 Memorias do Instituto Oswaldo Cruz 41. (1) 1944

TENTATIVAS DE TRANSMISSAO A OUTROS ANIMAIS

Partindo de material proveniente das culturas [izemos varias tentativas
para infetar diversos animais tais como: Bradypus tridactylus, Didelphis aza-

rae, Mus musculus e Leptodactylus occellatus.

As vias por nés utilizadas foram : a subcutadnea, a intra-peritonial e
a endovenosa, sendo de notar que alguns désses animais tinham sido antes
esplenectomizados. Apesar de terem sido incculadas grandes déses de cul-
tura, todas as tentativas para transmitir a infecdo a ésses animais foram
negativas.

As pesquizas procedidas em cértes de diversos 6rqiaos provenientes dos
animais inoculados bem como de fragmentos de tecido ccrrespondentes ao
ponto de inoculagdo (nos casos de inoculagdo subcutanea), visando o encontro
de possiveis formas de evolugdo do parasita, resultaram sempre negativas.
Nesse 1iltimo material péde-se cbservar somente formas de parasitas em

completa desintegracao pelos elementos de defesa.

Essas experiéncias nos levaram a pensar ser o Endofrypanum dotado de
grande especificidade para o Choloepus didactylus (L.), desde que fosse
excluida a possibilidade da perda de viruléncia das culturas. Infelizmente nao
nos foi possivel resolver éste ponto, por nao termos podido obter até o pre-
sente momento, exemplares dessa espécie.

¢

TENTATIVAS DE INFECCA0O po RHODNIUS PROLIXUS coM 0 MATERIAL
DAS CULTURAS

Partindo de material das culturas fizemos também tentativas com o fim
de verificar si as férmas nelas desenvolvidas seriam capazes de sofrer uma
adaptagao ou mesmo evoluirem no tubo digestivo do Rhodnius prolixus. Para
isso alimentamos numerosos exemplares desse hematéfago, nos varios esta-
dios de evolucao, que provinham de culturas feitas em labeoratério e livres de
qualquer contaminacdo por flagelados, com uma mistura de sangue de co-
baio e material obtido das culturas de Endotrypanum (amostras 1 e 2). No
decorrer de dois méses, procedemos a exames periédicos do conteido da 1l-
tima por¢ao do intestino dos exemplares utilisados nas experiéncias e nao
podemos constatar a presengca de férmas evolutivas e nem mesmo de uma
simples sobrevivencia das férmas ingeridas.
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DISCUSSAO

A questao primordial a nosso ver, a ser resolvida, era de saber se as
formas que desenvolveram nas culturas semeadas com sangue de dois exem-
plares de Choloepus didactylus (L.), representavam formas de evolucio do
Endotrypanum schaudinni. Somos levados a pensar afirmativamente pelas
seguintes razoes :

1. — A evolugdo por nés observada nas culturas afasta-se das apre-
sentadas em idénticas condi¢des pelos representantes dos géneros Leishmania.
T'rypanosoma e Schizofrypanum, nos quais estio enquadrados a maioria dos
hemoflagelados parasitas de vertebrados, pois s6 tivemos ccasido de observar
térmas que correspondem aos tipos morfolégicos de leishmania, leptémonas e
tripanosoma, com exclusao de formas critidia. E' sabido que os represen-
tantes do género Leishmania evoluem nas culturas sob a forma de leptémonas,
e leishmania; os do género Trypanosoma, quando cultivaveis, sob as formas
de critidia e tripanosoma e os do género Schizotrypanum sob as formas de
leishmania, critidia e tripanosoma.

2.© — Excluida a observacdo de Mesnil e Brimont, nenhum outro hemo-
tlagelado a nao ser o Endofrypanum schaudinni, foi até agora assinalado
parasitando o sangue de Cholcepus didactylus (L.), em particular os exem-
plares oriundos da regido amazénica.

-

Justiticando dessa maneira o nosso ponto de vista em relacdo a questdo
acima enunciada, achamos, baseados nos estudecs das culturas, possuir o
Endotrypanum, ao lado de outros elementos, caracteristicas préprias para
constituir entre os representantes da familia Trypanosomidae, um género a
parte, como prcpuseram Mesnil e Brimont. As rea¢des de imunidade demons-
traram que o parasita em questdao apresenta uma maior afinidade antigénica
com o Schizotrypanum cruzi do que com os representantes do género Leishma-
nia, embora se mostre dotado de um maior grau de adaptacio ao hospedador
vertebrado que aquele protozoario, como demonstram os sequintes fatos: o
parasitismo endoglobular, as tentativas influtiferas para transmitir experimen-
talmente a infec¢do a outros animais; e o fato de até hoje, nao ter sido éle
encontrado parasitando na natureza animais de outra espécie, principalmente

de espécies afins do Choloepus didactylus (L.) .

CONCLUSOES

1. — As formas de leishmania, leptdmonas e tripanosoma observadas
por nés nas duas amostras de cultura aqui estudadas, as quais foram obtidas
em épocas diferentes pela sementeira de sangue de dois exemplares de Cho-
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loepus didactylus (L.), origindrios da regido amazénica ¢ parasitados pelo
Endotrypanum schaudinni, representam as formas evolutivas désse protozoaa-
rio nos meios artificiais de cultivo.

Esse tipo de desenvolvimento em culturas nao é encontrado entre os
representantes dos géneros Leishmania, Trypanosoma e Schizotrypanum, nos
quais estdo incluidos a maioria dos hemoflagelados parasitas dcs vertebrados
e constitui mais um elemento, ao lado de outros ja conhecidos, para justificar
o pontc de vista de Mesnil e Brimont quando propuseram a criagdo de um
novo género entre os representantes da familia Trypanosomidae para ésse
protozoario.

2.° — Pelas rea¢des de aglutinacao e fixacdo de complemento verificamos
possuir o Endotrypanum schaudinni uma maior afinidade antigénica com o
Schizotrypanum cruzi do que com os parasitas do género Leishmania. Os
fatos de nao ter sido até hoje encontrado na natureza nenhum outro animeal,
mesmo as espécies afins do Choloepus didactylus parasitado por ésse proto-
zoario, e terem sido influtiferas tddas as tentativas de transmissdo experi-
mental, levam a pensar ser o Endotrypanum schaudinni um protozoario gran-
demente adaptado ao parasitismo dessa espécie de Edentata.

3. — Foram verificados, em relacao as culturas de Endrotrypanum schau-
dinni, os mesmos fatos ja assinalados por um de nés (Cunha) em relagao
as culturas dos parasitas do género Leishmania, isto é, que a conservagao em
meios artificiais de cultura, trazem com o decorrer do tempo, uma modificagao

na constituicio antigénica désses parasitos pelo aparecimento de antigenos
secundarios.

CONCLUSIONS

1.° — In the two culture strains, obtained in different occasions, by the
amearing of blood from 2 specimens of Choloepus didactylus (L.), of the
amazonian region and both parasited by Endotrypanum schaudinni, we obser-
ved forms of leishmania, leptomonas and trypanosoma, which represent evolu-
tive forms of that protozoa in artificial culture media.

The above type of development in cultures was not yet observed in the
Leishmania, Trypanosoma and Schizotrypanum, genera including the majority
of hemoflagelates of vertebrates, what constitutes an additional element, be-
sides the other known characters, for justifying the point of view of Mesnil
and Brimont, when created, for the mentioned parasite, a new genus in the
family Trypanosomidae.
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2.° — By means of reactions of agglutination and fixation of the comple-
ment, we verified that Endofrypanum schaudinni, has a greater antigenical
attinity to Schizotrypanum cruzi than of the genus Leishmania.

This fact, the absence of any animal infected in nature by Endotrypanum
schaudinni, the circunstance of having failed all tentatives of experimental

transmission of the parasite to closely allied species of Choloepus didactylus,

lend us to believe that Endotrypanum Schaudinni is strictly adapted to fhe
parasitism of that species of Edentata.

3. — The same facts verified by one of us (Cunha) with cultures of
parasites of the genus Leishmania were also observed with cultures of Endo-
trypanum schaudinni, namely the alteration in the antigenical constitution

of parasite by the formation of secondary antigens some time after the cul-
tivation in artificial media.
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ESTAMPA 1

Figs. 1, 2, 3 e 4 — Formas endoglobulares encontradas no sangue dos exemplares de Choloe-
pus didactylus (L.).

Fig. 5 — Forma de critidia encontrada fora da hematia, no sangue do Choloepus didac-
tylus (L.).

Figs. 6 e 7 — Formas de leishmanias encontradas nas culturas, sendo que a representada

na fig. 7 se apresenta em divisdo.
Figs. 8 a 18 — Formas de leptémonas encontradas nas culturas.

Fig. 19 — Forma de leptébmona em divisdo, apresentando 4. flagelos enquanto o nicleo

principal permanece indiviso.
Figs. 20 e 21 — Formas de tripanosomas encontradas nas culturas.

" As formas representadas nas figuras 1, 2, 3, 19 e 21 foram desenhadas com Ocular

20 e imm. 100 a altura da mesa, de preparacdes de cultura fixadas pelo &lcool e coradas
pelo método de Giemsa.

As outras formas representadas nesta estampa, foram desenhadas com Oc. 10 e imm.
100 a altura da mesa, de preparagdo fixadas a umido pelo sublimado de Schaudinn, coradas
pela hematoxilina de Heidenhein e diferenciadas pela solucdo de acido picrico em &lcool

a 95.°
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ESTAMPA 2

Fig. 1 — Fotografia mostrando o aspeto das culturas do Endotrypanum schaudinni no
meio de agar-sangue glicosado a 2%.

Figs. 2, 3, 4 e 5 — Microfotogratias feitas de preparac¢des fixadas a dmido pelo sublimado
de Schaudinn e coradas pela hematoxilina de Heidenhein com diferenciacdo pela
solucdo de acido picrico em alcool a 95°. Nessas microfotografias podde-se
ver as formas de leptémonas e leishmanias que desenvolvem nas culturas de
Endotrypanum schaudinni.
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