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SUMARIO: A ocorréncia de hemogregarinas no sangue dos sapos que examinamos (Bufo crucifer, B. marinus e
Melanophryniscus moreirae) revelou-se extremamente rara; apenas um exemplar de B. crucifer procedente de Man-
guinhos (Rio de Janeiro, Guanabara) apresentou-se parasitado. As formas sanguineas encontradas eram intra-eritro-
citarias, medindo em media 10,8 / 3,64; n3o as identificamos como trofozoftos ou gametdcitos e discutimos este
fato. As hemacias parasitadas tinham dimensdes normais, porém podiam ter o niicleo deslocado. Supomos ser esta a
primeira referéncia a hemogregarinas neste hospedeiro. Nio encontramos identidade entre as formas que descre-
vemos ¢ aquelas referidas em outras espécies de sapos; fornecemos uma lista das hemogregarinas achadas nestes
hospedeiros. Denominamos provisoriamente os parasitos que encontramos Haemogregarina “scnsu lato’’, até que

novos dados sobre seu ciclo evolutivo sejam conhecidos.

EMOGREGARINAS em sapos foram pela

primeira vez referidas, mas n3o descritas,
por DURHAM (1902) em tais anfibios proce-
dentes do Pard (Brasil). Posteriormente, ou-
tros encontraram estes parasitos em diversas
espécies de sapos: Bufo mauritanicus (27, 30),
B. regularis (3.9, 12, 13, 21, 23, 24, 28, 29, 33,
37, 38), B. melanostictus (25, 26, 35), B. mari-
nus (7, 19, 20, 32, 33, 34) B americanus (10), B,
asper (11) Pipa americana (20) e outros, cuja
espécie ndo foi citada(14, 18,36) Algumas de-
nominac¢Oes especificas foram dadas a estes
parasitos, principalmente classificados no géne-
ro Haemogregarina, apesar de nao ser conhecido
nenhum ciclo evolutivo completo. Nosso traba-
lho fornece dados relativos as formas encon-

1 Recebido para publicagao em 4 de marco de 1974.
* Bolsista do Instituto Oswaldo Cruz.

** Pesquisador do Instituto Nacional de Endemias Rurais.

tradas no sangue de apenas um exemplar de B.
crucifer, pois os demais sapos que examinamos
revelaram-s¢ negativos para hemogregarinas;
acreditamos ser esta a primeira referéncia neste
hospedeiro.

MATERIAL E METODOS

De agosto de 1963 a janeiro de 1974, o sangue de
100 sapos das seguintes espccics foi examinado para
hemoparasitos: Bufo marinus (L., 1758), Bufo crucifer
Wied, 1821 e Melanophryniscus moreirae (Miranda
Ribeiro, 1920). Os exemplares cram procedentes do
I'stado da Guanabara (B. marinus: 7: B. crucifer: 55),
Eistado do Rio de Janciro (B. marinus: 29; M. morei-
rae: 5), Estado do Para (B. marinus: 1) e, ainda, com

Laboratorio de Protozoologia, Departamento de Zoologia, Instituto Oswaldo Cruz, C.P. 926, 20000 - Rio de

Janeiro, Brasil.
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procedencia desconhecida (B. marinus: 3). Estregacos
de sangue foram fixados a seco ou em metanol e cora-
dos, respectivamente, com May Grinwald-Giemsa ou
Giemsa; nao foram feitas preparacoes dos orgios. Fize-
mos observacOes, apoOs colora¢do, com objetiva de
imersdo em microscopio Olympus HLS-II e usamos

micrometro ocular Olympus para as medidas. Utiliza--

mos para as microfotos uma camara automatica Ortho-
mat ao usarmos microscopio Orthoplan, Leitz, adapta-
do a iluminacdo de Xenonio.

RESULTADOS

Dentre os 100 sapos examinados, apenas um
pequeno exemplar de B. crucifer, procedente de
Manguinhos (Rio de Janeiro, Guanabara), estava
parasitado por hemogregarinas; os tipos morfo-
logicos encontrados no seu sangue periférico
eram intra-eritrocitirios, ocupando 0,5% das
hemadcias. Nao temos elementos para assegurar
que os mesmos correspondiam a trofozoitos ou
gametocitos; como tinham caracteres distintos,
para melhor descricdo, foram referidos como
pequenos, grandes e médios.

Os pequenos parasitos (com dimensdes que
arbitrariamente situamos entre 7,7 /1, 7u a
9,8 / 3,4u) (figs. 1, 2 e 3) caracterizavam-se por
possuir forma ligeiramente curva, tendo uma
das extremidades mais afilada. Apresentavam
nicleo relativamente grande, cujo comprimento
normalmente era bem maior que a largura (ver
Tabela I), e com material cromético geralmente
compacto. Seu citoplasma heterogéneo quase
ssmpre possuia vaciolos (bem nitido na fig. 1);
corava com May Grinwald-Giemsa de cinza-
azulado, demonstrando sua basofilia, podendo
também, as vezes, conter granulacGes averme-
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lhadas. Em torno de tais parasitos nunca foi .
evidenciada a presenca de uma ‘““cdpsula”.

Os parasitos maiores (com dimensdes com-
preendidas entre 138 /4,3u e 153/62u)
(tigs. 7-9) também podiam ser levemente curvos
¢ possuiam ambas extremidades arredondadas,
nao havendo, em geral, nitida diferenca entre a
largura das mesmas. Seu nucleo era relativamen-
te pequeno, comumente largo (ver Tabelal), e
apresentava material cromdtico com distribui-
¢d0 mais frouxa, podendo perceber-se em sua
estrutura grumos, bastdes e espacos claros. O
citoplasma destas formas era também hetero-
geneo, porém sO excepcionalmente continha
vacuolos e nunca quaisquer granula¢des averme-
lhadas; corava de cinza-azulado mais claro que
nas formas menores. Sempre observamos uma
delicada “cdpsula” ao redor destes parasitos
(figs. 7-9).

Os parasitos de tamanho médio (figs. 4-5)
certamente representavam um estigio de tran-
sicao entre os dois que acabamos de descrever.
Também mostravam-se levemente curvos, ha-
vendo ainda certa disting@o com respeito a lar-
gura de suas extremidades. Seu niicleo era um
pouco mais comprido que largo (ver Tabela I);
o material cromdtico podia ser compacto
(fig. 5) ou um pouco frouxo (fig. 4). O cito-
plasma de estrutura heterogénea apresentava
varios vacuolos, possuia basofilia média e s6
raramente continha granula¢des avermelhadas.
Em casos excepcionais, uma ‘“capsula” envol-
toria era perceptivel. Alguns destes parasitos
podiam ter contorno irregular e uma forma
aberrante foi observada (fig. 6; medidas:

10,5 / 7,5u).

TABELA 1

Rela¢gbes entre o tamanho dos parasitos e seus nucleos

Parasitos

Nucleo

Medidas (u) C/L Tamanho médio (u) C/L Relac¢do C/L

Pequenos 77/17a 98/34
Médios
Grandes 138/43a153/6,2

C — comprimento; L — largura.

4,1/2,3 1,78
39/33 1,18
3,7/4,2 0,88
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Haemogregarina “sensu lato” de Bufo crucifer; aumento: 1550 X; coloragio: May Griinwald-Giemsa.

Figs. 1-3: pequenos parasitos; destacamos o niicleo grande e compacto apresentado pelas hemogregarinas nas figs.
e 2, a nitida vacuoliza¢ido do citoplasma na fig. 1 e a heterogeneidade citoplasmatica na fig. 3.

Figs. 4 e 5: parasitos de tamanho meédio; observar sua acentuada heterogeneidade e vacuolizagio citoplasmadtica,
além dos diferentes aspectos estruturais do nicleo.

Fig. 6: hemogregarina com forma e estrutura aberrante.

Figs. 7-9: grandes parasitos; destacamos o nicleo relativamente pequeno e largo que apresentam e a delicada

“capsula ao redor de seu corpo; a fig. 9 mostra o maior parasito encontrado, o qual parece ter causado o
rompimento da hemacia por pressio mecanica.
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E importante acrescentarmos alguns dados
gerais relativos aos parasitos endoglobulares.
Destacamos o fato de que nenhum ocorreu
dobrado em qualquer por¢do de seu corpo; este
dado, juntamente -com a observacio de um
pequeno parasito que parecia estar penetrando
numa hemdcia, nos leva a supor que as formas
exoeritrocitarias sejam pequenas e, sendo assim,
nao precisam, apos penetracio no globulo,
dobrar-se para adaptacdo aos seus limites. Todas
as formas intra-eritrocitdrias apresentavam nu-
cleo descentralizado, na maioria das vezes dis-
posto como um cinto ocupando toda largura do
parasito. Principalmente nos parasitos pequenos
¢ médios, uma condensacio azulada, linear ou

Mem. Inst. Oswaldo Cruz, 72 (3/4), 1974

em pontos, ocupava total ou parcialmente a
periferia (figs. 2 e 3). As medidas dos parasitos
intraglobulares s3o apresentadas na Tabela 11.
Os eritrocitos parasitados ndo se apresenta-
vam hipertrotiados, porém, algumas raras vezes,
eram deformados pela presenca de um grande
ou largo parasito (figs. 6 € 8); a maior hemogre-
garina vista dava a impressdo de ter causado o
rompimento da hemacia por pressao mecanica

(fig. 9). O nicleo dos glébulos infectados tinha

estrutura normal e s0 era deslocado quando a
célula abrigava um parasito grande ou médio
(figs. 4-8). De acordo com critéric adotado por

PESSOA (31) esta hemogregarina deve ser en-

quadrada no tipo “‘hepatozoico’.

TABELA 11
Medidas dos parasitos endoglobulares (u)

Parasito endoglobular

_ -

Citoplasma L(1)
L(2)

Nucleo

C — comprimento; L — largura

Tamanho médio

3,6

C ' 3.9 32 — 47
L . 15 — 53

Limites
10,8 7,7 —- 15,3
1,5 — ‘ 7.5
1,7 — 75

L(1) — largura na altura do ntcleo; L(2) — largura na por¢io mais larga.

DISCUSSAO

A familia Haemogregarinidae Leger(16) ¢
constituida pelos géneros Haemogregarina,
Hepatozoon e Karyolysus, os quais apresentam
diterentes aspectos em seu desenvolvimento nos
hospedeiros vertebrado e invertebrado; por este
fato, a identificagdo segura com qualquer deles
exige, na maioria dos casos, conhecimento do
ciclo evolutivo do parasito. Assim como MAC-
KERRAS (22); PESSOA (31) e COSTA (5),
como fornecemos apenas dados relativos aos
estagios sanguineos, até que novos fatos sobre a
evolugdo do parasito venham a ser conhecidos,
adotamos para 0 mesmo o género Haemogrega-
rina “‘sensu lato”.

Em sapos de diversos pontos do mundo,

hemogregarinas foram referidas e muitas espé-
cies toram criadas, classificadas principalmente
no género Haemogregarina, apesar de niao ser

- conhecido nenhum ciclo completo de tais para-

sitos; assinalamos, porém, que alguns autores
adotaram esta denominacdo genérica em seu
sentido amplo (10, 23, 24, 28, 29)  Fornecemos a
seguir uma lista dos sapos que foram encontra-
dos parasitados por hemogregarinas, o autor, a
denomina¢do dada e a procedéncia.

Nao encontramos identidade entre os para-
sitos que observamos no sangue do B. crucifer,
especie tipica da Serra do Mar (Brasil), e os
referidos nesta lista; contudo, acrescentamos
que algumas descricbes ndo foram fei-
tas (8, 27, 33, 38) ou foram insatisfatorias para
uma comparagao segura. Apesar de que apenas
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HEMOGREGARINAS DE SAPOS

Hospedeiro Autor | |

(*)

Denominagao l Procedéncia

rira - BRASIL

— — - —— —_— —_ —_— [ ——

Durham, 1902

Bufo mauritanicus Nicolle. 1904

Mesnil, 1904

Dutton & cols, 1907

Wenyon, 1908
Bouet, 1909

Bufo regularis

Stevenson, 1911

Franca, 1912

Haemogregarina tunisiensis

TUNISIA
Nicolle, 1904
—— —— = Nao citada
Drepanidium AFRICA

SUDAO--AFRICA

AFRICA OCIDEN-
TAL FRANCESA

—_— . ——

_—

H. tunisiensis Cartum — SUDAO

Drepanidium magnum

H.pestanae Franca, 1912 GUINE PORTUGUE-

Franca, 1925

Plimmer, 1912
Macfie, 1915 | |
Mohammed & Mansour, 1963

Mohammed & Mansour, 1966
Mansour & Mohammed, 1966
Mansour & Mohammed, 1966

Bufo melanostictus | Mathis & Leger, 1911

Shortt, 1917
Plimmer, 1912
Darling, 1912
[eger, 1918
Leger, 1918

Bujfo marinus

Phisalix, 1930

Haemogregarina sp. SA
H.boueti Fral;ga, 1916(?) ANGOLA
H froilanoi Franga, 1925

_ AVRICA
H.tunisiensis (provavcimente) NIGERIA
1963 | B
H. faiyumensis Mansour & EGITO

Mohammed, 1966

Tonquim - VIET-
NAM DO NORTE
INDIA

H., boueti
- nao determinada

Scorza & cols., 1956

Bufo americanus Fantham & cols., 1942
Bufo asper Fernando, 1962 |
Bufo sp. Hoare, 1920

| Leger, 1918
Lavzran, 1904
Stephens, 1905

Pipa americaa
_ o —
(*)

[*) — nao encontramos a publicacao ou somente um
(**)— a espécie do hospedeiro nio foi identificada

| H.nucleobisecans Shortt, 1917
—— ——— AMERICA DO SUL
PANAMA
H.cayennensis Leger, 1918 GUIANA FRANCESA
H.darlingi Leger, 1918 GUIANA FRANCESA
H.minima Chaussat (semelhante)
H. aguai Phisalix, 1930
H. darlingi BRASIL
H. cayennensis
H. darlingi VENEZUELA
Karyolysus aguai (Phisalix)
H. legeri Scorza & cols., 1956
Haemogregarina sp. CANADA
Haemogregarina sp. MALAIA
H. moloensis Hoare, 1920 AFRICA
——————————— GUIANA FRANCESA
| ABISSINIA

H. tunisiensis (semelhante) S. LECA-AFRICA

Surmnario
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formas sangurneas, em geral, ndo sio suficientes
para a classifica¢do genérica, suas peculiaridades
podem ser importantes na determinac¢io espe-
cifica.

BALL & cols.(l), CHAO & BALLW@&) ¢
BOODEN & cols.(2) demonstraram a capaci-
dade de hemogregarinas de Répteis desenvolve-
rem-s¢ em diferentes tipos de vertebrados e
invertebrados e aconselharam muita precaucio
no estabelecimento de novas espécies quando os
parasitos tossem achados pela primeira vez em
determinado hospedeiro. Por outro lado, HULL
& CAMIN (15) estudando a incidéncia e iden-
tidade dos estagios intra-eritrocitdrios de hemo-
gregarinas de diferentes géneros e espécies de
cobras que viviam em Jardins Zoolbgicos, che-
garam a conclusdo que os tipos encontrados
eram membros de uma Unica espécie de parasito
e que a relativa densidade de qualquer deles
dependia do estigio da infec¢do. Estes fatos nos
fazem ainda mais cautelosos para sugerir alguma
denominacdo especifica. |

Ponto controvertido na literatura diz respei-
to a identificacdo das formas sangurneas como
merozortos, trofozortos ou gametécitos.
MACKERRAS (22) considerou como trofozoi-
tos os parasitos curtos e largos, com forma oval
ou de salsicha, com grande nucleo central e
citoplasma vacuolizado; parasitos encapsulados
finos ou largos, que quando maduros eram libe-
rados como vermiculos, foram denominados
gametocitos; um outro tipo com corpo delgado,
forma de meia-lua e micleo grande foi tido
como merozoito de um esquizonte X e precur-
sor do trofozoito. LANDAU & cols.(17), ao
estudarem o ciclo biolégico do Hepatozoon
domergei, consideraram todas as formas endo-
globulares que descreveram como gametocitos,
qualificando os menores de imaturos. COSTA &
cols.(6) tentaram caracterizar trofozoitos e
gametocitos usando métodos citoquimicos, mas
nao constataram crtério seguro para identi-
fica-los. BALL & cols.(1) assinalaram que, n2o
havendo critério dignc de confianga para distin-
guir gametocitos jovens de trofozoitos, prefe
rem referir-se 4 formas do sangue periférico
como “blood stages” ou “erythrocitic para-
sites”’, acrescentando que, certamente, algumas
delas s3o gametdcitos, wna vez que originani

Mem. Inst. Oswaldo Cruz, 72 (3/4), 1974

estagios esporogonicos no mosquito; conside-
ramos bastante prudente esta posicio. Aqui res-
saltamos que os tipos que descrevemos sugerem
nitida evolugdo do parasito (figs. 1-5; 7-9), tan-
to pelas medidas, quanto pelos caracteres que
apresentam.

Esperamos que oportunamente novos dados
relativos a esta hemogregarina de B. crucifer
possam ser dados. Certamente, fatos sobre a
evolugao desta e outras hemogregarinas, além
de infecg¢oes cruzadas entre diferentes géneros e
espécies de hospedeiros, poderio alterar antigas

denomina¢Oes, demonstrar muita sinonimia,
modificar critérios taxonomicos e também favo-

recer a retormulacdo da diagnose genérica e
especifica dentro deste comple xo grupo.

SUMMARY

A New Hemogregarine in the Blood
of Bufo Crucifer Wied, 1821
from Brazil

The occurrence of hemogregarines in the
blood of Brazilian toads that we have examined
(Bufo crucifer, B. marinus and Melanophrynis-
cus moreirae) has displayed very scarce; only
one specimen of B. crucifer from Manguinhos
(Rio de Janeiro, Guanabara) was infected. The
blood forms that we found were intraerythro-
cytic, averaging 10,8 by 3,6u; we did not differ-
enciate them as trophozoites or as gametocytes

~and we discuss this fact. The infected erythro-

cytes were not hypertrophied and their nucleus
was normal and sometimes displaced. We think
that it is the first reference to hemogregarines
in this host. We did not evidence identity
among the forms that we described and those
reported in other species of toads; we give a list
of hemogregarines found in those hosts. We
provisorily named the parasites that we found
Haemogregarina ‘“‘sensu lato”, until new data
about their life cycle become known.
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