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INTRODUCCAO

No presente frabalho iremos relatar

o resullado das nossas pesquisas sobre o
phenomeno de endomixis, que tivemos
occasiio de observar em ciliados do ge-
nero Balantidium,-parasitos do Macacus
rhesus, phenomeno este até agora conhe-
cido s6mente entre os ciliados de vida li-
vre. |
Estudando esta especie de Balanti-
dinm. haviamos observado, alias ha tem-
nos, o anparecimento frequente de certas
formas, semelhantes &s encontradas por

alouns auctores em parasitos do mesmo
genero, mas que nio haviam recebido
d’elles uma interpretacio satisfactoria.
Foi com o fim de esclarecer esse ponto,
que iIniciamosS nossas pesquisas € por
ellas. pudemos verificar Trepresentarem
essas formas ao lado de outras, que nao
linham ainda sido observadas, phases de
um mesmo phenomeno porque passa o
ciliado durante a sua vida.

O resultado de nossos estudos, foil
exposto resumidamente na sessdo da
Sociedade Brazileira de Biologa, rea-
lisada no dia 29 de Janeiro do corrente
anno € reservamos para o presente tra-
halho. a descripcio minuciosa das varias
phases do phenomeno bem como a do-
cumentacio do mesmo, representada por
eschemas, desenhos e microphotogra-
phias. Além da parte propriamente des-
crintiva, discutiremos a significacdo do
phenomeno de endomixis no cyclo evo-
Jutivo dos ciliados, pois, alguns dos fac-
tos que tivemos occasiio de observar,
concorrem a nosso vér, para esclarecer
o modo pelo qual se deva encarar esse
phenomeno.

Antes de entrarmos na descripcao
do phenomeno de endomixis, aprovel-
tando a occasiido, estudaremos o processo
de enkystamento nessa especie de Ba-
lantidium, tratando em seguida da posi-
cdo systematica desse ciliado em relacao

As oulras especies conhecidas (do ho-
mem, do porco, da prea e do Cebus ca-

raya).
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MATERIAL ESTUDADO

O material que utilisimos para o es-
tudo do phenomeno de endomixis, pro-
vinha de Macacus rhesus, importados de
Hamburgo, pelo Instituto Oswaldo Cruz
para estudos sobre febre amarella. Esses
animaes em alta porcenfagem apresenta-
vam-se parasitados por ciliados do ge-
nero Balantidium sendo que alguns delles
intensamente.

Trabalhamos sempre com fézes re-
centemente emittidas. Os macacos geral-
mente quando aprisionados, ao serem re-
tirados das gaiolas, se debatem e, nessa
occasiio, quasi sempre defecam, o que
facilita enormemente a obtencio do ma-
terial. Quando isso ndo acontecia, o ma-
terial era retirado por meio de sonda.
Nunca sacrificAmos o animal para co-
lheita das fézes, pois, quasi sempre para
melhor estudar o phenomeno, um mes-
mo animal era observado durante dias
seguidos e nesse espaco de tempo as
suas fézes eram colhidas n'um mesmo
dia, varias vezes. com intervallos de ho-
ras. Para estudo comparativo, foi-nos de
orande utilidade material com Balanfi-
dium, de proveniencia humana, do porco,
do Cebus carayd e da preda, que possuil-
mos archivado na Seccdo de Protozoo-
logia do Instituto.

METHODO DE PESQUISA

Fxame a fresco.—Este methodo se
mostrou de pouca utilidade nosS nossos
estudos. pois, por elle s6 podiamos sus-
peitar da existencia no materjal exami-
nado do phenomeno de endomixis, pelo
apparecimenfo de foérmas pequenas do
parasito, de aspecto transparente e qunsi
completamente desprovidas de inclusdes
e que geralmente representam as for-
mas nas quaes se inicia o phenomeno.
Para o estudo das alteracdes porque
passam o macronucleo € o micronucleo
durante as varias phases do processo,
elle se mostrou de completa inutilidade,
pois, a simples observacio do macro-
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nucleo no -estado a fresco € muitas vezes
difficil, devido 4 existencia no interior
do corpo do ciliado de grande numero
de vacuolos ou de inclusdes. O emprego
de uma luz artificial intensa, bem como
do lugol que tdo bons resultados d4 na
evidenciacio do nucleo de outros pro-
tozoarios de nada adiantou, pois, este ul-
{imo impregna tdo intensamente as in-
clusées do corpo do ciliado que mascara
completamente a observacio do nucleo.
Preparacoes fixadas e coradas.—De-
vido a grande riqueza em Balantidium
no material com que trabalhamos, fazia-
mos quasi sempre com elle, esfregacos
em laminulas que em seguida eram fixa-
das @ humido. Utilizdimos algumas vezes,
porem, do processo de fixacio em massa.
De todos os fixadores por noés utilizados
0 que deu melhores resultados foi o
Bouin alcoolico ou liquido de Duboscq-
Brasil, cuja formula € a seguinte:

Alcool a 80o. 130 cc.
Formol a 40 o, . 60 cc.
Acido acetico crystallizavel 15 cc.
Acido picrico. 1 gr.

Elle nos deu muito melhores resul-
tados que o sublimado—alcool de Schau-
dinn, ndo s6é para fixacio das formas
vegetativas como principalmente dos kys-
tos. O material distendido em camada

fina sobre uma laminula era, ainda hu-

mido, collocado no liquido fixador pelo
espaco de 1 a 2 horas. As laminulas
eram (ransferidas depois para uma placa
com alcool a 900, onde permaneciam até
completa eliminag¢io do acido pjcrico,
sendo que o alcool era substituido 2 a 3
vezes durante esse tempo. Em seguida
eram passadas para alcool a 700 e dahi
para agua afim de soffrerem depois a
coloracao.

Processos de coloracdo.—Utilizamos
em nossas pesquisas dos seguintes me-
thodos: coloracdo nucleal de Feulgen, he-
matoxylina de Delafield, borax-carmin,
trioxyferrihemateina de Hansen
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classico processo de Heidenhain, bem

como este ultimo modificado.

A reaccdo mucleal de Feulgen, pres-
tou-se muito para coloracio dos kystos,
corando no interior delles o nucleo sem
que isso se dé com o plasma, o que fa-
cilita a observacio do primeiro. Para
evidenciacio do micronucleo e estudo
das transformacoes por que elle passa
durante o phenomeno de endomixis, a
reaccdo nucleal de Feulgen se mostrou
de valor nullo, pois, o0 micronucleo quasi
niao se cora por este processo.

0O methodo classico de Heidenhain,
foi, de todos oS processos, aquelle que
peiores resultados deu em nossas maos,
pois, o emprego do alumen como diffe-
renciador, nio permitte que se obtenha
uma boéa differenciacio do plasma, fi-
cando este ullimo com quas! a mesma to-
nalidade de coloracio que o nucleo. Si
se prolongar a differenciacio por mais
tempo, afim de obter maiores contrastes,
entre esses elementos, o nucleo e o plas-
ma se descoram igualmente.

Com uma pequena modificacao nesse
ulfimo processo, conseguimos obter co-
loracdes magnificas, que nos facilitaram
enormemente o estudo das varias pha-
ses porque passa o ciliado durante o

processo de endomixis. Ella consiste, em
substituir o alumen como differenciador,
por uma diluicio de acido chlorhydrico

em alcool a 700, na proporcao de 1 %.
As laminulas apo6s fixacdo pelo Bouin
e passagem pelos alcooes a 900, 700 e
agua, eram collocadas na soluc¢do a 3.5 %
de alumen ferrico. Apdés 12 horas no
mordente, eram lavadas e collocadas na
solucio de hematoxylina de Heidenhain.
No corante permaneciam 5 a 6 horas, a
temperatura do laboratorio, podendo, po-
rem, permanecer ahi pelo espaco de

12 horas sem maiores inconvenientes.
As laminulas eram em seguida lava-

das e submettidas ao differenciador.

Como ja dissemos acima, este ultimo é

e o | representado por uma diluicio a 1 % de
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acido chlorhydrico em alcool a 70e. Logo

apos collocados nessa solucfio, os pre-
parados adquirem cdr avermelhada e vdo
se descorando. A differenciacio precisa
ser seguida ao microscopio, devendo ser
[evada a um ponto em que o plasma do
ciliado se mostre quasi que completa-
mente descorado, o que € de grande im-
portancia, pois, pela lavagem em agua
apos a differenciaciio, dd-se uma viragem
pela qual a cor avermelhada do prepa-
rado se transforma em azul escuro o que
traz um reforcamento da coloracfio. Apos
a permanencia n'agua corrente pelo es-
paco de 2 horas, os preparados sio des-
hvdratados e montados em balsamo

Com o emprego dessa technica obtivemos
preparados magnificos, nos quaes todos

oS elementos do ciliado apparecem admi-
ravelmente corados, mesmo o micronu-
cleo que tdo mal se cora pelos outros
pProcessos.

A hematoxylina de Delafield e o bo-
rax carmin que fao bons resultados dio
no estudo de outros ciliados, se mostra-
ram de valor inconstante e na dependen-
cla da constituicio das fezes. E’ assim
que, quando estas ultimas sido constitui-
das em grande parte por muco, os Ba-
lantidium nellas existentes, se coram bem
por esses processos, mas fora disso, se
obtem coloracdoes mediocres que nio podi-
dem ser comparadas com as obtidas
com o processo anteriormente descripto.

A conselho do Dr. Gomes de Faria
empregamos o corante trioxyferrihematei-
na de Hansen (Trioxyeisenhamateinfarb-
ung nach Hansen) com bons resultados.
Elle tem a vantagem de ser um processo
rapido, corando o apparelho nuclear do
ciliado intensamente e em preto.

Os preparados fixados a humido sdo
collocados na solucdo corante pelo es-
paco de 10 a 20 minutos. Em seguida la-
vados e differenciados pelo alcool chlo-
rhydrico. A differenciacio deve serrapida
e seguida ao microscopio.

Esse processo se presta muito para
a coloracao dos kystos, pois corando in-
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fensamente o nucleo, permitte que pela
differenciacio se obtenha um nitido con-
{raste enire esse eclemento e as outras
partes constituintes do kystlo.

Resumindo diremos, que para o es-
tudo do Balantidium no estado de vida
vegetativa, nenhum dos processos de co-
loracio acima citados substitue o de Hei-
denhain desde que, em vez do alumen
ferrico como differenciador, se empregue
uma solucdo de 1 9% de acido chlorydrico
em alcool a 700. EEsse processo se presta
muito principalmente para o estudo das
alteracdes porque passa o micronucleo
durante o phenomeno de endomixis.

DAS ESPECIES DE BALANTIDIUM ENCONTRA-
DAS EM MACACOS

A presenca de ciliados, do genero
Balantidium, parasitando macacos de
differentes especies, tem sido assignalada
por varios auctores, taes como Brooks,
Noc, Brumpt, Joyeux etc. Quasi todos
identificaram os parasitos encontrados
a0 Balantidium, coli. Hegner e Holmes
observaram em um macaco proveniente
do Brazil (Cebus variegafus) uwm Balanti-

dium' € assignalaram em seu traba-
lho differencas morphologicas existen-
tes enire esse Balantidium e o coli,

sem comtudo o considerar como uma es-
pecie distincta. Em 1927 descrevemos
com o nome de Balantidium aragaoi uma
nova especie do genero, parasito do Ce-
bus carayd.

Demonstramos entdo, que esse pa-
rasito se differenciava do Balantidiumi
col/t principalmente pela férma do ma-
cronucleo que era redondo. Hegner, em
publicacdo posterior, sem apresentar ra-
z0OeS para isso, considerou essa especie
como duvidosa, enquadrando-a com o
Balantidium coli.

Em um outro trabalho, demonstra-
mos o absurdo do ponto de vista em
que se collocou Hegner, pois, sendo a
forma do macronucleo da especie por

i nds descripta, differente d’aquella apre-
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sentada pelo Balantidium do porco
sendo esse caracter constante, nio havia
razao para estabelecer a identidade das
duas especies.

E’ preciso levar em conta que a
forma redonda do macronucleo do Ba-
lantidium aragaoi nio po6éde ser conside-
rada como devida a uma phase espe-
cial da evolucdo do ciliado, pois, nunca
encontramos em todo ¢ material por nés
estudado, férmas com outro aspecto de
macronucleo a nao ser aquellas, que tam-
bem foram assignaladas em nosso ftra-
balho, possuindo duas placentas arredon-
dadas e que muito acertadamente consi-
deramos como ex-conjugantes.

Baseados nisso, continuamos a enca-
rar 0 Balanfidium aragaot como uma boa
especie € nio vemoS razio para pensar
de outra maneira, pelo menos, emquanto
nfao for demonstrado que as férmas meu-
tras do Balantidium coli, possam apresen-
tar, quando mudando do hospedeiro, ma-
cronucleo arredondado.

DO BALANTIDIUM PARASITO DO MACACUS
RHESUS

Esse ciliado tem sido até agora con-
siderado como sendo da especie B. coli.
Este modo de vér se baseia nio s6 na se-
melhanca morphologica que apresentam
as formas vegetativas desses ciliados,
como no facto demonstrado primeiramen-
te por Brumpt (1909) e confirmado mais
tarde por Walker (1913) de que o Balan-
tidium do porco péde infectar macacos e
vice-versa.

Convém assignalar aqui, que Brumpt
frabalhou com o Balantidium encontrado
parasitando o Macacus cynomolqus, sendo
que, em uma de Suas experiencias, esse
ciliado se mostrou pathogenico para o
porco determinando uma dysenteria, con-
firmada pela autopsia que revelou lesdes
do grosso intestino iguaes 4s encontradas
na balantidiose humana. Walker em seu
trabalho nfio diz com que especie de ma-
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e | conseguiu infectar alguns desses animaes

com material humano e do porco con-
tendo Balantidium. O exame post-mortem
de dois desses animaes revelou a pre-
senca de formas do ciliado no interior
das paredes do grosso intestino.

Pelo estudo que fizemos da especie
de Balantidium, que parasita o Macacus
rhesus, verificamos que esse ciliado nao
apresenta em suas [érmas vegetativas ne-
nhuma caracteristica morphologica im-
portante que permitta a sua differencia-
cao do Balantidium coli. As dimensoes
das suas formas neutras, conforme se
pode ver na tabella G do quadro II que
figura neste trabalho, embora um pouco
menores que as dimensdes dadas por
Mac Donald para o Balantidium coli,
apresentam a relacdo comprimento—lar-
gura igual a 1,26, numero que muito se
aproxima de 1,30, encontrado pelo mes-
mo auctor para a especie do porco.

Vé-se portanto, que baseados sémente
na morphologia dos elementos vegetativos
ndo se pode separar o Balantidium do
Macacus rhesus da especie coli.

S1 1sso se da com as formas vegeta-
tivas 0 mesmo nio acontece com as for-
mas de resistencia ou kysticas, como se
vera nas linhas que seguem.

ESTUDO DOS KYSTOS DO BALANTIDIUM PARA-
SITO DO MACACUS RHESUS

Examinando fézes de Macacus rhesus
¢ muito frequente encontrar-se kystos de
Balantidium, sendo que em alguns casos
em grande numero, quer ao lado de [Or-
mas vegetativas do ciliado, quer na au-
sencia dellas. Os kystos, quando maduros,
apresentam-se, pelo exame a fresco, de
forma arredondada, cercados por uma
membrana de duplo contorno, refringen-
te, com o seu interior de aspecto granu-
loso e contendo inclusdes. Pelo lugol, pé-
de-se por em evidencia no interior do
kysto uma grande massa unica ou granu-
los menores que se coram em pardo e
que parecem ser constituidos por glyco-

cacos trabalhou, affirmando sémente, que | genio ou substancia proxima.
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Pelo que nos fol dado observar o en-
Kystamento passa-se da seguinte [orma:
o ciliado que vae se enkystar ndo se
mostra mais dotado de movimentos de
progressdo, ficando como que fixo n'um
dado ponto, apresentando entdo intensos
movimentos de rotacio. Elle se arredon-
da, dando-se entio a formacido de uma
membrana kystica que, a principio del-
gada, se mosira depois de um duplo con-
torno. A estriacdio, assim como O peris-
toma, permanecem, podendo ser obser-
vados na maioria dos kystos. O movi-
mento de rotacdo, que no inicio do en-
kystamento era bastante intenso, vae di-
minuindo, sendo substituido n'um dado
periodo, por simples correntes plasma-
ticas e essas mesmas desapparecem com-
pletamente nos Kkystos maduros. O ci-
liado nem sempre enche totalmente o
espaco limitado pela membrana Kkystica,
podendo-se notar muitas vezes, um espa-
co claro comprehendido entre a membra-
na e o corpo do ciliado.

Nos preparados corados (Feulgen—
Delafield) as férmas iniciaes do enkysta-
mento apresentam-se arredondadas, com
uma membrana que pdéde em alguns
exemplares se mostrar desprovida de du-
plo conlorno. No seu interior nota-sc um
macronucleo guardando ainda aspecto
reniforme, deixando vér um nitido micro-
nucleo collocado no hylo. Ja aqui po-
de-se observar perfeitamente individuali-
zado, como demonsira claramente a co-
loracio pelo methodo de Feulgen, uma
massa de substancia de reserva que pode
variar de tamanho. N’'uma phase mais
adiantada, vamos encontrar o macronu-
cleo em férma de fuso. Por uma especie
de eslrangulamento desse fuso da-se a
formacido de dois novos nucleos que to-
mam entdo a férma arredondada. 1anto
nesta ultima phase como na que ihe da
origem, nio se consegue evidenciar mais
o micronucleo.

A forma binucleada representa o kys-
to maduro e € ella que predomina nas
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fézes do Macacus rhesus. Kystos com 4
nucleos, pédem ser raramente observados
e elles se originam das formas nas quaes
se nolam 2 nucleos com aspeclto de fusos,
que apos se dividem formando 4 nucleos.

Pensamos que esses kystos represen-
tam formas supernucleadas a semelhanca
do que occorre em outros protozoarios.

Os kystos medem ceirca de 31,4 mi-
cra de diametro como se podera vir ¢xa-
minando os dados contidos na tabella A
do quadro I e os seus 2 nucleos médem
cada um cerca de 8 a 10 micra de dia-
metro.

ESTUDO DOS KYSTOS DO BALANTIDIUM COLI
DO PORCO

Os dados que possuimos actualmente
sobre as formas kysticas do Balantidium
coli, sA0 em pequeno numero, o que po-
dera ser verificado consultando a biblio-
graphia sobre o assumpto. Os trabalhos
existenles, principalmente os de Harl-
mann e de Dobell e O Connor, descre-
vem o0s kystos do Balantidium coli, como
possuindo um nucleo unico, alongado, se-
melhante aos encontrados em algumas
formas vegetativas. Dobell e O’Connor
dao 50 a 60 micra para as dimensdes dos
kystos ao passo que Hartmann da 40 mi-
cra.

Em material proveniente do porco,
contendo kystos de Balantidium coli e
que serviu para o estudo comparativo
que procedemos, elles apresentavam-se ar-
redondados, dotados de membrana espes-
sa, com duplo contorno e mediam cerca
de 38,8 micra de diametro conforme

- se pode vér mo quadro I, tabella B. No

interior dos kystos, em preparados cora-
dos pela {rioxyferrihemateina, encontra-
se um plasma de aspecto granuloso que
pode apresentar no Seu interior um ou
mais vacuolos. A massa de substancia de
reserva que se encontra nas formas Kkys-
ticas do Balantidium do Macacus rhesus
nido sio encontradas mo presente caso.
O macronucleo € unico e apresen-
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ta-se muito alongado, encurvado, com as
extremidades dilatadas e atravessa o kys-
to, muilas vezes, quasi de lado a lado.
Elle méde de 20 a 30 micra de compri-
mento. Nas numerosas formas que exa-
mindmos ndo nos foi possivel encontrar
0 micronucleo.

DA POSICAO SYSTEMATICA DO BALANTIDIUM
DO MACACUS RHESUS

Pelo que acabamos de expor, pode-se
vér que si as formas vegetativas do Ba-
lantidium perasito do Macacus rhesus
nio se differenciam das do Balantidium
coli, nem pelas dimensdes nem pela mor-
phologia, as férmas kyst.cas desses dois
ciliados, apresentam differencas njtidas,
representadas principalmente pelo nume-
ro de nucleos que elles possuem, quando
maduros, bem como pelas suas dimen-
sOes.

Esses factos aqui relatados, (razem
forte argumento contrario a identidade
do Balantidium enconirado nas infeccoes
espontaneas do Macacus rhesus com O
Balantidium coli.

O facto de se poder infectar o ma-
caco com 0 Balantidium do porco e vice-
versa ndo pode ser considerado como ar-
cumento definitivo para a jdentidade dos
dois parasitas. Para isso seria preciso de-
monstrar que o Balantidium coli do por-
co, que ahi forma kystos com nucleo
unico, perde essa propriedade quando pa-
rasito do macaco, passando as suas fOr-
mas kysticas a possuirem 2 nucleos. O
contrario deveria acontecer quando se
infecta o porco com Balantidium do ma-
caco. Nao sO esses factos ndao foram ain-
da observados em relacio ao Balanti-
dium, como € difficil conceber que elles

realmente se dém, pois, identico facto
niao foi até agora assignalado em nenhum
outro protozoario.

Baseados na differenca nitida que
apresentam as f6rmas enkystadas, pro-
pomos crear para o Balantidium encon-
trado em infeccdes espontaneas do Ma-
cacus rhesus e que formam Kkystos com
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2 nucleos, uma nova especie que denomi-
naremos:

Balantidium simile n. sp.

Diagnose: Ciliado do genero Balanti-
dium. Férmas vegetativas semelhantes as
do Balantidium coli, medindo de 61 a 86
micra de comprimento por 51 a 70 micra
de largura. Relacdo comprimento/largura
igual a 1,26. Kystos arredondados, medin-
do de 23 a 38 micra de diametro, pos-
suindo, quando maduros, 2 nucleos re-
dondos (excepcionalmente 4) e uma ou
mais massas de substancias de reserva.
Esta especie geralmente ndo € pathoge-
nica para o Macacus rhesus.

Habilat: caecum € grosso intestino
de Macacus rhesus.
Quadro 1
DIMENSOES DIMENSOES
DOS KYSi0S DO BALAN-|DOS KYSTOS DO BALAN-
TIDIUM SIMILE, DO TIDIUM COLI DO
MACACUS RHESUS i PORCO

TABELLA A TABELLA B
36,4 micra 43  micra
32,2 « 38,7 <
38,7 « 36,4 «
23,6 « 36,4 &
26,4 « H 43,0 «
36,4 « 43,0 «
21,9 « 38,7 «
26,4 « 38,7 «
364 ‘<« 36,4 ‘
26 .4 « 38,7 «
36,4 « 38,7 «
36,4 « 47,3 «
26,4 < 38,7 «
32.2 « 30,4 «
36,4 € 36,4 <
27,9 « 3614 «
32,2 < 43,0 “
36,4 « 30,1 «
26,4 % 38,7 «
27,9 « 33,7 «

Média 314 micra

Média 388 micra
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Schema do phenomeno de endomixis no Balantidium simile.
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O PHENOMENO DE ENDOMIXIS NO BALANTI-
DIUM SIMILE

O phenomeno de endomixis fol pela
primeira vez observado por Hertwlg e
mais tarde detalhadamente descripto por
Woodruff e Erdmann no Paramecium au-
relia. Um processo semelhante tem sido
~assignalado em ouftros ciliados passan-
do-s¢ o phenomeno ou nas formas ve-
getativas ou apés o enkystamento do
protozoario. Até agora todos os ciliados
nos quaes o processo tem sido obser-
vado, sdo protozoarios de vida livre.

As nossas observacdes sobre a exis-
{encia de identico processo no Balanti-
dium parasito do Macacus rhesus consti-
tuem a primeira observacdo do pheno-
meno em ciliados parasitos.

Segundo pudemos verificar, esse phe-
nomeno é bastante frequente no caso do
Balantidium do Macacus rhesus. Elle se
passa como a conjugacdo sob a forma
de verdadeiras epidemias tomando parte
nelle a maioria dos individuos.

Apesar da correlacdo que existe entre
as varias phases do processo, expressa
pela predominancia n'um mesmo mate-
rial de uma determinada phase, acontece
encontrarem-se sempre, embora em me-
nor numero, ao lado daquella que pre-
domina, phases mais adiantadas ou mais

afrazadas.

O phenomeno pdéde se repetir n'um
mesmo animal em espaco de tempo re-
lativamente curto; € assim que n'um dos
macacos que forneceu material para nos-
sos estudos (Rhesnis mo 58) esse pheno-
meno poude ser observado nos dias 10,
15 e 18 de Janeiro do corrente anno.

A duracio das diversas phases do
phenomeno € muilo variavel, sendo
as do inicio e as finaes do processo as
mais rapidas emquanto que a phase do
placenta € a mais demorada.

A. da Cunha e J. Muniz: Endomixis em DBalantidium
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PHENOMENOS QUE PRECEDEM O PROCESSO DE
ENDOMIXIS

A existencia de phenomenos espe-
ciaes precedendo o processo de endomi-
xis, A semelhanca do que occorre na con-
jugaciio, embora prevista por Dogiel, nio
havia sido até agora assignalada.

Em nosso caso verificamos que o
processo de¢ endomixis € precedido de di-
visdes binarias, que se differenciam d’a-
quellas dos individuos neutros por certas
caracteristicas. No correr do nosso traba-
lho as denominaremos de divisdes pro-
gamicas deixando para justificar mais
tarde a razdo dessa designacao.

Quanto 2o seu numero ndo pode-
mos precisar, mas podemos garantir nao
serem ellas menos de duas, pois, fol esse
oc numero de divisdes que tivemos occa-
sitio de observar. Enftre si essas duas
divisdes se differenciavam pelo facto de
que as resultantes de uma dellas apresen-
tavam os seus nucleos (macro e micronu-
cleo) em via de alteracdes especiaes, que
estudaremos mais tarde e que indicam
o inicio do phenomeno de endomuis,
enquanto que os da outra nada apresen-
tavam para o lado do apparelho nuclear
a nio ser uma simples reconstituicao que
apparece no final de todo o processo
de divisio. A primejra dellas representa
sem duvida, a ultima das divisdes pro-
gamicas emquanto que a outra deve re-
presentar uma divisdo anterior.

Essas duas divisdes progamicas se
differenciam das divisdes das férmas
neutras, por darem origem a individuos
de dimensdes muifo menores como Se
péde observar comparando a figura 4 da
estampa XLIX e 10 e 11 da estampa LI

A figura 4 da estampa XLIX represen-
ta uma férma de divisio encontrada en-
tre uma populacio constituida exclusi-
vamente por individuos neulros ao passo
que as férmas representadas nas figuras
10 e 11 da estampa LI provém de mate-
rial no qual se encontrou grande numero
de férmas iniciaes do phenomeno.
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As dimensdes de cada individuo to-
madas na phbase final da ultima divis3o
progamica sdo semelhantes as dos indi-
viduos nos quaes se observa o inicio do
phenomeno de endomixis. Assim, na fo6r-
ma representada na figura 11 estampa LI
o individuo anterjor media 43 micra de
comprimento por 28 micra de largura,
e a posterior 45 por 30 micra, numeros
comprehendidos enitre as dimensdes ex-
tremas dos individuos nos quaes se ini-
cia 0 processo de endomixis, que siao de
36 a 46 micra de comprimento por 25
a 36 de largura. |

Antes mesmo da completa separacio
dos dois ciliados resultantes da ultima
divisio progamica, ja4 o mjcronucleo se
apresenta muito augmentado de volume
e as vezes mesmo em inicio de divisao,
acompanhada entdo nesse caso de come-
co de degeneracio do macronucleo.

Jameson, em seu trabalho sobre con-
jugacio do Balantidium coli, refere que
o phenomeno € precedido do appareci-
mento de individuos pequenos que se
muliiplicam rapidamente ao mesmo tem-
po que decrescem de tamanho, facto este
que se assemelha ao que observamos no
presente caso. Além disso, as dimensoes
dadas por Jameson para oS preconjugan-
tes sdo por assim dizer iguaes as que en-
contramos nos individuos em que Sse ini-
cia a endomixis. Foram esses factos que
nos levaram a identificar as divisoes que
precedem o phenomeno de endomixis as
divisdes progamicas.

FROMAS EM QUE SE INICIA O PHENOMENO DE
ENDOMIXIS

Os individuos nos quaes vae Se pro-
ceder o phenomeno de endomixis e que
se originam dos indjviduos neutros por
uma serie de divisdes progamicas, con-
forme expuzemos acima, apresentam cer-
tos caracteres que os distinguem desses
individuos. As suas dimensdes sio muito
menores conforme se poéde ver clara-
mente comparando os dados das tabel-
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las A e C do quadro II que damos em
seguida. Na tabella C estio as dimen-
soes de varios individuos neutros e na
tabella A as dimensdes de igual numero
de individuos nos quaes se inicia o phe-
nomeno de endomixis. AS medias dessas
dimensOes sao as scguintes: 73,7 micra
para os primeiros € 41,4 para o segundo,
0 que quer dizer que o comprimento dos
primeiros representa 1,7 vezes o dos se-
gundos. Pelos dados contidos nessas ta-
bellas = verifica-se que as formas nas
quaes se inicia o phenomeno de endomi-
xis apresentam-se mais alongadas que as
neutras, conforme mostra a relacio com-
primento—largura que nas primeiras ¢
de 1,46 emquanto que nas segundas € de
1,26.

As férmas em que se inicia a endo-
mixis, sio em geral desprovidas de iIn-
clusdoes alimentares e se apresentam ao
exame a fresco com aspecto hyalino e
mullo moveis.

Quanto aos vacuolos contracteis, pelo
que pudemos observar, parece que essas
féormas possuem um unico em lugar dos
dois que se encontram nos individuos
neutros. |

O micronucleo apresenta-se muito au-
gmentado de volume e geralmente collo-
cado proximo do macronuleo.

U macronucleo apresenia-se geral-
mente com uma das extremidades afila-
da, faclo esse, devido a elle nio se re-
constituir apos a divisdo progamica € en-
trar logo em degeneracido, como Sse pode
ver nas figuras 12 e 13 da estampa LI

Os caracteres que acabamos de as-
signalar sio semelhantes aos que se ob-
servam nos preconjugantes de outros ci-
liados, principalmente o augmento de vo-
lume do micronucleo.

Além disso, si compararmos as di-
mensoes dos preconjugantes do Balanii-
dium coli dados por Jameson (45 X 21
micra, em média), veremos que ellas sio
sensivelmente iguaes 4as das formas que
acabamos de estudar.



Junho, 1930 A. da Cunha e J. Muniz: Endomixis em Balantidium 199
Quadro 11

C = comprimento; L — largura; R = relagdo comprimento e largura.

e o— — e i

TABELLA B TABELLA C

TABELLA A
FORMAS PROGAMICAS FORMAS COM PLACENTA FORMAS NEUTRAS
G L R C L R C L R
36 micra| 30 micral 1,20 | 55 micra| 35 micra| 1,57 | 83 micra| 58 micra 143
40 <« | 30 « 1,33 | 51 <« | 33 « 1,54 111660 s il RO SMEE 1,24
T e 0T SR 195 | 50 « | 43 « « 11615 808« i 635 - =u o7
50 « 30 « 166 65 « | 38 < 1,71 | 60 « 53 « 1,13
48 « 30 « 1,601 50 S« 43 « 130583 it [ F RO 1,18
38 « | 3 « 199 | 45 "« §l=31 1w 1,45 | 61 % | ol "« 1,19
35« 2 < 134 | 60 « 35 « 1,71 | 86 « 63. . [T IF 136
45 8 c- 1531 e 145 58 <« | 36 « 161 66 « [ 90 ¢ 1,17
41  « 32 « 128 | 63 f« |i38 |« 1,65 | 68 « 583 « 1,28
45 « 26 « 1,73 | 51 « 30 <« 1,70 | 66 « 58 « 1,13
45 « | 28 « 160| 56 <« | 35 160| 80 « | 63 « 1,27
38 « |23 ¢« | 165]|5 <« | 31 -« 180| 83 <« | 65 = 1327
40 « | 26 « 153 51 « | 30 1,70 | 86 <« | T0 <« 1,22
465 « °| 5% « 184| 63 « | 36 « 1,75 | 81 « | 50 1,44
40 <« 35 « P14 B QO 31 R HO3REET R 58 « 1,20
43 « | 30 -« 143| 51 « | 35 o« 1,451 73 e | 55p% sl 139
45 « 36, « 125| 50 « 43 <« 1,16 | 76 <« 61 « 1,24
40 « 30 « 1,33 90« 33«  BLsY I 7 (R 98 « 1,31
46 « 30 <« 155371 Ok « 3 S 1,45 | 70 38 « 1,20
36 <« | 30 -« 120 63 <« | 35 « 180.| 73 Re. | 615 e 1,19
46 < 33« 1,30 | 71  « 38 ¢ 1,86 | 83 <« 60 « 1,38
41 <« 25 « 164 | 51 « 305 1,41 | 63 « 45 « 1,40
AIRE . (128 - 146 | 53 <« | 40 <« 1.320] 68 *« 453 Ne 1,28
38 « 33 « | 1 (3 60 « 30 . 1,66 76 « | 53 2 1,43
30 « 25 « 1,44 | 66 < 38 & ) Eres L IR ¢ 60 s 1,21
40P (28 T 143 66 « | 36 « 1.83 |71 - e[ $B8 SIS0
36 « 230 s 56 105 e 36 « 1,80 | 71 <« 56 « 1,26
460 k28 ik 164| 66 « | 36 « 1,83 | 76 -« l 61 « 1,24
40 « 26 « 1,53 | 63 « 38 = 1,()5 75 « 56 « 1,33
406 <« 23 e 200 | 68 « | 40 1,70 | 68 « 61 « 1,11
Médias i |
41,4 micra | 28,6 micra| 1,46 |578 micra[ 36 micra| 1,61 |73,7 micra| 58 micra 1,26

e = — —
e
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As abcissas representam o comprimento do ciliado em micra e as ordenadas o numero de ciliados de cada dimensao.

[ndividuos na phase inicial do phenomeno.
- Individuos com 2 placentas.
Individuos neutros.
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Baseados nesses factos, consideramos
os individuos nos quaes se inicia o phe-
nomeno de endomixis cCOMO preconjugan-
fes € assim 0S denominaremos no correr
do nosso frabalho.

ALTERACOES POR QUE PASSA O MICRONUCLEO
DESDE O INICIO DO PHENOMENO ATE’ A
FORMACAO DAS DUAS PLACENTAS

A primeira modificacio que soflire
o micronucleo € o augmento de volume,
que se inicia, conforme vimos anterior-
mente, antes mesmo da separacio dos
preconjugantes ap6s a ultima divisido
progamica.

O micronucleo apresenta-se entio es-
pherico, deixando ver pequeno numero
de finissimos granulos de chromatina no
interior de uma massa achromatica. Elle
se acha situado geralmente proximo ao
macronucleo podendo entretanto algumas
vezes se achar afastado delle.

Em seguida entra em divisdo que
se faz por mitose com a formacio de
um fuso achromatico, € 0 apparecimento
de uma placa equatorial constituidos por
chromosomas cujo numero fol de todo
impossivel determinar. Esta € a phase
mais commumente encontrada no perio-
do Inicial do phenomeno e se acha re-
presenfada na figura 15 estampa LI.

Da-se depois a divisdo da placa equa-
torial seguida de migracdo para oS polos
das placas resultantes dessa divisdo. Esse
phenomeno € acompanhado do estira-
mento do fuzo e de seu estrangulamento
na parte média (fig. 16, estampa LII).

Logo apés a separacdo dos dois nu-
cleos resultantes dessa divisio e¢ antes
mesmo da completa reconstituicio dos
mesmos, ja se obhserva augmento de vo-
lume desses nucleos.

Esse augmento de volume corre por
conta principalmente da réde de linina e
oS nucleos se apresentam entido muito
pobres em chromatina que se dispée em
granulos esparsos nas l(raves dessa réde
(fig. 17, estampa LII).
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Essa phase do processo parece se
processar rapidamente dada a sua pe-
quena frequencia no material por nés es-
tudado. |

Com o crescimento, os nucleos resul-
tantes da divisio do micronucleo tomam
o aspecto de duas placentas 4 semelhan-
ca do que se observa em outros ciliados.

Mais raramente encontramos férmas
apresentando duas mitoses do micronu-
cleo. De nossas pesquisas podemos con-
cluir que essas ult'mas férmas correspon-
dem ao caso especial e raro da formacdo

- de 4 placentas.

No processo predominante, aqueclle
em que se formam 2 placentas, ha uma
unica mitose do micronucleo.

Si houvesse nesse caso 2 mitoses
dahi se originariam 4 nucleos e forcosa-

- menfe 2 delles tinham de degenerar for-

mando-se¢ as placentas a custa dos dois
outros. Mas acontece que nunca observi-
mos micronucleo em via de degeneracao
nem a persistencia delles ao lado das
duas placentas conservando o seu pri-
mitivo aspecto. Observam-se tambem for-
mas, como a representada na figura 17
da estampa LII, em que se vém os dois
nucleos resultantes da mitose do micro-
nucleo apresentando ainda signaes dessa
divisdo e ja em via de se transformarem
em placentas. Além disso, as féormas com
uma mitose sdo as que predominam em
nosso material, o mesmo acontecendo
com as foérmas com duas placentas.

ALTERACOES DO MACRONUCLEO DURANTE O
PHENOMENO

A degeneracio do macronucleo co-
meca as vezes antes mesmo da separacio
dos dois preconjugantes resultantes da
ultima divisdo progamica. O macronucleo

-nao chega a se reconstituir apds essa di-

visio, conforme mostra a persistencia de
uma extremidade afilada, vestigio de di-
visdo recente, nas férmas iniciaes do
phenomeno onde se observam os pri-
meiros signaes de sua degeneracio.
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A degeneracdo se faz pelo afrouxa-
mento da réde de linina e o appareci-
mento de granulos intensamente corados.

Esses granulos 4s vezes se conden-
sam na peripheria do macronucleo cuja
parte central mostra aspecto vacuolado.

A medida que esses granulos aug-
mentam de volume o seu numero dimi-
nue, o que se pode explicar pela sua fu-
zao. Ao mesmo tempo que isso se da,
ha como uma retraccio do volume do
macronucleo. Em phase mais adiantada
0 imacronucleo € representado por uma
massa unica, redonda, compacta e inten-
samente corada, de dimensdes muito me-
nores que as dimensdes primitivas do
macronucleo. Issa massa diminue pro-
gressivamente de tamanho até completo
desapparecimento. Excepcionalmente se
observa fragmentacdo do macronucleo
em degeneracio. O completo desappare-
cimento do macronucleo se da durante
a phase de crescimento das placentas.

DESENVOLVIMENTO DAS PLACENTAS E FORMA-
CAO DO MICRONUCLEO -

Conforme vimos, mal terminada a
divisio do micronucleo, oS nucleos dahi
resultantes crescem rapidamente trans-
formando-se em placentas. Elles se mos-
tram entdo constituidos por uma reéde
de linina em cujas traves se dispde a
chromatina sob a férma de granulos fi-
nos e irregularmente dispostos (figura
17, estampa "LII). A evolucio da pla-
centa se faz pelo rapido -crescimento
da réde de linina e da membrana, que
adquirem logo as dimensdes de quando
complelamente desenvolvidas. O augmen-
to da chromatina é menos rapido e se
faz pelo crescimento do volume dos gra-
nulos que ficam a principio condensados,
na parte central, cercados de um espaco
claro constituido exclusivamente de sub-
stancia achromatica, que € separado do
protoplasma por uma nitida membrana.
Em uma dessas formas o tamanho total
da placenta € de 10 micra emquanto que
a parte central, occupada pela chroma-
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tina, apenas media o micra. Essa massa
cenitral chromatica cresce pouco a pouco
até occupar guasi complefamente o es-
paco limitado pela membrana da pla-
centa. Esse crescimento € devido ao aug-
menlo da chromatina, pols essa massa
central que a principio se corava {raca-
mente, agora, quando completamente cres-
cida, apresenta-se intensamente corada.
As placentas perfeitamente desenvolvidas
medem de 8 a 12 micra de diametro
e apresentam entdo a seguinte estructura:
um corpo central chromatico enchendo
quasi completamente o espaco claro que
¢ limitado pela membrana. Esse corpo se
mostra de fé6rma geralmente arredondada
mas de contorno muitas vezes irregular,
tendo em seu interior a chromatina, que
ahi se dispde irregularmente sobre a for-
ma de finos granulos, como tambem em
massas maiores, que se apresentam entiao
muitas vezes cercadas por ligeiro halo
claro. Além dos granulos de chromatina
notam-se quasi sempre no 1interior desse
corpo pequenos vacuolos de numero va-
riavel e collocados ou na parte mais in-
terna ou na peripheria concorrendo en-
tdo para tornar o seu contorno de as-
pecto irregular.

Durante as varias phases do cresci-
mento da placenta ndo se observa o mi-
cronucleo o que podemos assegurar ba-
seados na observacio de centenas de
formas. | i

As placentas a principio afastadas,
approximam-se depois até se collocarem
uma ao lado da outra.

A formacdo do micronucleo se faz
a custa de uma das placentas conforme
mostram claramente as figuras 19 e 20
da estampa LII.

Ahi vemos o micronucleo corando-se
menos intensamente que a placenta, alo-
jado em uma depressio desta e ainda
envolto pela membrana placentaria.

O micronucleo € expulso da placenta
ja completamente constituido e ndo nos
fol possivel observar como elle se for-
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ma no interior dellas, devido & existen-
cia das massas de chromatina que acima
ass’gnalamos.

A expulsio do micronucleo se da ge-
ralmente quando as placentas estido pro-
ximas uma da outra, sendo que em al-
guns casos, poreém, isso se da quando
ellas se acham ainda afastadas (figuras
21 e 22, estampa LIII).

Com a approximacio das placentas
e formacao do micronucleo este fica ge-
ralmente collocado entre ellas.

As placentas perdem entdo a férma
espherica e as faces que ficam voltadas
uma para oufra, apresentam-se achata-
das ou mesmo dotadas de uma conca-
vidade limitando um espaco, geralmente

~de forma lenticular, em que se aloja o

micronucleo. Esse espaco fica como que
forrado pelas membranas das duas pla-
centas.

Durante esse periodo o ciliado cresce
principalmente no comprimento, medindo
45 a 71 micra de comprimento por 30
a 43 de largura ou em média 57,8 x 36.
A relacdo comprimento—largura que era
em meédia nos preconjugantes de 1,46,
passa aqui a 1,61, o que demonstra a
nossa assercao.

As formas com duas placentas ja de-
senvolvidas com ou sem micronucleo, sio
as que se observam com mais frequen-
cia 0 que indica ser essa a phase mais
demorada do processo de endomixis.

RECONSTITUICAO DO APPARELHO NUCLEAR

~ As transformacdes por que passa o
apparelbo nuclear, da phase que acaba-
mos de esfudar até adquirir a estructura
tvpica que apresentam as féormas neu-
tras, sdo acompanhadas de duas divisdes
do ciliado, de modo que, de um indivi-
duo em que se passa o phenomeno de
endom’xis, Se orig.nam quatro individuos
neutros.

O processo se inicia pela divisio do
micronucleo. Esta se faz por mitose, que
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| differe das anteriormente descriptas por

ser o fuso muito menor.
A divisio do micronucleo se faz ge-

I ralmente quando as duas placentas se

acham proximas uma da outra collocan-
do-s2 entdo o fuso entre ellas.

No caso em que o micronucleo se
forma muito antes da approximacio das
placentas, a divisio delle pode se iniciar
com ellas ainda afastadas.

Uma vez terminada a divisdo, cada
um dos micronucleos della resultantes
se colloca junto de uma das placentas.

Fstas enldo se alongam tomando a
forma de faixa cujo comprimento € de
2,0 a 3 vezes a sua largura. '

A principio ellas permanecem ao
lado uma da outra, sendo que o estira-
mento se faz em senfidos parallelos.

Os micronucleos se collocam entdo,
cada um delles junto a extremidade de
cada placenta mas, em sentido opposto.

As placentas assim alongadas, emi-
gram dirigindo-se cada uma dellas para
uma das extremidades do ciliado. Essa
migracdo se faz no sentido de sua maior
dimensdo, occupando o micronucleo ge-
ralmente a exitremidade na direccdo da

qual se da a migracio.

Em alguns casos péde o micronucleo
se collocar ao lado dessa extremidade,
mas sempre proximo della.

Concomitantemente apparecem sig-
naes de divisio do plasma que se accen-
tuam a medida que se d4 a m'gracdo das
placentas, até completa separacdo dos
dois ciliados, cada um dos quaes fica
com uma placenta alongada em férma
de faixa e um micronucleo situado junto

de uma das extremidades da mesma.

A estructura que apresenta a placen-
ta neslas férmas € muito caracteristica,
pois, & sua chromatina se dispde sob a
forma de filamentos que percorrem a
placenta no seu maior comprimento, dan-
do a impressdo de estar ella se estirando
para entrar em divisdo. Por esses carac-
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teres essas formas pdodem ser facilmente
distinguidas dos individuos neutros.

Os individuos assim formados
tram em nova divisdo que se inicia pela
do micronucleo indo se collocar cada um
dos resultantes da divisdo, junto as exftre-
midades da placenta cujo estiramento €
nesse momento mais pronunciado.

D4i-se entdo o estreitamento da parte
média da placenta até completa divisdo
da mesma, que é acompanhada da do
plasma formando-se assim dois ciliados
cada um dos quaes com um micronucleo
e uma placenta que se reconstitue adqui-
rindo o aspecto do macronucleo dos in-
dividuos neutros.

Essa segunda divisio se distingue da
divisio das férmas neutras nao so por
apparecer em material em que predomi-
nam os individuos com 2 placentas e
juntamente com as férmas da divisdo
precedente, como por outros caracteres
que iremos precisar e que permittem re-
conhecel-a com seguranca.

E’ assim que na divisdo das formas
vegetativas o macronucleo estirado fica
situado na parte média do ciljado coin-
cidindo o plano de sua divisio com o do
plasma: na divisdo final do processo de
endomixis nem sempre isso se da, pois,
a placenta estirada permanece geralmente
proxima a uma das extremidades do ci-
liado e o plano de divisio da placenta
nio coincide com o do plasma, ndo exis-
tindo tambem perfeita correlagdo entre
esses dols processos.

Além disso, nessas formas, o macro-
nucleo em divisio se mostra muito me-
nos volumoso em relacio ao plasma do
que nas férmas correspondentes da di-
visio dos individuos neutros.

O que  acabamos de affirmar melhor
do que em qualquer descrip¢do, resalta
da comparacdo das figs. 4 da eslampa
XLIX e 32, 33 e 34 da estampa LV e das
microphotographias no 2 da estampa LX,
nos. 21 e¢ 22 da estampa LXIII e nos. 23,
24 e 25 da estampa LXIV.

cn=_ |
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VARIANTES DO PROCESSO DE ENDOMIXIS

O phenomeno de endomixis embora
se passe na maioria das vezes da forma
que acabamos de descrever, pode num pe-
queno numero de individuos apresentar
variantes constituidas pela formacido de
maior numero de placentas que na forma
habitual.

Dessas variantes a mais frequente €
aquella em que se formam 4 placentas,
podendo-se ainda excepcionalmente en-
contrar formas com 3 e 8 placentas.

Niao podemos estabelecer @& percen-
tagem de frequencia dessas variantes,
DOIS, Mesmo no caso mais commum en-
tre ellas, o de formas de 4 placentas, era
preciso muitas vezes percorrer um ou
mais preparados cheios de individuos
com 2 placentas para encontrar algumas
formas dessa variante. *

Quanto aos dois oulros casos, para
dar uma ideia de sua extrema raridade,
basta lembrar que em todo 0 nosso ma-
terial, s6 duas vezes encontramos formas
com 8 placentas, uma unica com J.

Por isso mesmo, no estudo dessas va-
riantes, apenas a primeira, aquella em
que se férmam 4 placentas, poude ser
melhor estudada.

CASO EM QUE SE FORMAM 4 PLACENTAS

Como vimos na parte em' que estuda-
mos as alteracdoes por que passa O mi-
cronucleo desde o inicio do phenomeno
até a formacdo das placentas, encontram-
se raramente formas apresentando 2 mi-
toses do micronucleo. Expuzemos entdo
as razdes que nos levaram a ndo incluir
essas férmas no decurso habitual do phe-
nomeno, considerando-as como estadio
inicial da variante em que se férmam 4
placentas. -'

Dessas duas mitoses resultam 4 mi-
cronucleos que crescem transformando-se
em placentas. Estas se apresentam geral-
mente na parte média ou posterior do ci-

| liado e, em uma phase adiantada, agru-

pam-se duas a duas.
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O micronucleo, como no caso de 2 pla-
centas, ¢ unico e se forma a custa de
uma das placentas. Esse micronucleo se
divide dando dois outros.

_ Os grupos constituidos cada um delles,

por um micronucleo resultante dessa di-
visdo e duas placentas, se afastam em di-
reccio 4s extremidades oppostas do ci-
liado, a0 mesmo tempo que se inicia a
divisio do plasma. Terminada esta, fica
cada ciliado della resultante com duas
placenlas e um micronucleo, que entra
em divisdo, como no caso da formacao
de 2 placentas.

CASOS DE 3 E DE 8 PLACENTAS

Desses dois casos somente pudemos
observar individuos em que as placentas
ja se acham formadas, sem termos visto
nenhuma das phases que precedem a sua
constituicio nem sua evolucdo posterior
para individuos necutros.

Cremos porém nio ser difficil expli-
car a origem das férmas que observamos
nesses dois casos.

Quando se da a formacdo de 3 pla-
centas apos a primeira mijtose do micro-
nucleo, um dos nucleos dahi resultantes
evolue logo para placenta emquanto que
o outro soffre uma nova divisio.

No caso de 8 placentas temos 3 di-
visfes successivas do mijcronucleo das
quaes resultam 8 nucleos que evoluem
posteriormente para placentas.

CONSIDERACOES GERAES

Si considerarmos o phenomeno des-
criplo no presente trabalho em sua es-
sencia, veremos que elle consiste na sub-
stituicio do primitivo macronucleo que
degenera por um novo formado a custa
do micronucleo, tudo isso se passando
sem 0 concurso de oufro individuo e sem
fusio de chromatina. Assim ndo podde
subsistir duvida de que se trata de um
phenomeno de endomixis.

Em dois pontos o phenomeno agora
observado differe das descripcdes exis-
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| tentes de identico processo em oufros

ciliados.

O primeiro se refere a existencia,
precedendo o processo, de divisdes
do ciliado das quaes resultam formas es-
peciaes, differentes das férmas neutras
e que identificamos aos preconjugantes.

Esse facto, embora nido tenha sido
anteriormente assignalado, deve ser con-
siderado, nio como peculiar ao presente
caso, mas sim como um processo geral
e necessario para a realizacio do pheno-
meno.

O outro ponto se refere a transfor-

macao dos nucleos resultantes da divi-
sio do micronucleo em placentas, e for-

macao posterior de um novo micronu-

cleo a custa de uma dellas.

No caso do Paramecium e de outros
ciliados. oS nucleos resultantes da divi-
sio do micronucleo tém destino diverso,
uns se fransformando em placentas, e ou-
tros permanecendo como micronucleos.
No caso do Balantidium isso ndo acontece,
pois, como vimos, todos os nucleos for-
mados pela divisio do mijcronucleo se
transformam em placentas, dando ori-
gem, assim, a férmas nas quaes nao exis-
te micronucleo. Este se férma depols a
custa de uma das placentas.

Por ser a phase em que se observam
duas placentas com ou sem micronucleo,
a de mais longa duracio do processo e
portanto aquella que se encontra com
mais frequencia, ja tinha sido ella obser-
vada por outros auctores em ciliados do
genero Balantidium. E’ assim que Hegner
e Holmes encontraram férmas semelhan-
tes no Balantidium parasito do Cebus va-
riegatus e as interpretaram como indivi-
duos em que se havia dado a divisdo
do macronucleo sem divisio simultanea
do plasma.

A observacdo em algumas dessas for-
mas do micronucleo em divisdo € en-
carada  por elles como argumento favo-
ravel a essa interpretacio.
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As massas de chromatina que muitas
vezes se observam no interior das pla-

centas, foram consideradas como chro-

mosomas e comparados aos chromosomas
trophicos das Opalinas.

Felix Pritze observou formas iden-
ticas no Balantidium parasito do porco
e da para ellas a mesma interpretacio.

Em nosso trabalho sobre o Balanti-
dium aragaoi assignaldmos tambem for-

mas com duas placentas interpretando-as .

como ex-conjugantes.

Os resultados do presente trabalho,
bem como os do trabalho de Jameson
sobre a conjugacio no Balantidium coli,
mostram o acerto de nossa interpretacao e
o quanto se afasta da verdade a maneira
de vér dos autores acima citados.

Presentemente tivemos occasiio de
encontrar em material de Balanfidium
coli, quer de proveniencia humana, quer
do porco, individuos apresentando duas
placentas. O mesmo facto foi observado
em oulros ciliados como na [sofricha ru-
minantium e Bitschlia parva por Dogiel
e na Paraisofricha acuminala por nos.

Da observacio de férmas com duas
placenlas ndo se péde concluir da exis-
tencia do phenomeno de endomixis, pois
ellas tambem occorrem na conjugacao.
No caso especial do Balantidium, formas
semelhantes foram ohservadas por Jame-
son em ex-conjugantes. Jameson diz
que os dois pronucleos ndo se fun-
dem e que ha indicios de que um
corpusculo menor que elle considera
como sendo o micronucleo, se forma a
custa delles de mearneira indeterminada.
 Pelos estudos desse autor sobre a
coniugacio do Balantidium, vé-se a se-
melhanca existente entre os dois pheno-
menos, facto alids ja4 observado em ou-
tros ciliados.

Jameson admitte a fusio das duas
placentas para formar o macronucleo.
Em nosso caso € fora de duvida que
isso ndo se da e € provavel que o mes-
mo aconteca na conjugacdo o que s6
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poderi ser decidido por novas pesquisas.

| A formacio de mais de uma placenta

e a divisio posterior do plasma para
distribuicdo dellas em tantos individuos
quanias sdo as placentas, ja eram conhe-
cidas em outros ciliados, tanto na conju-
gacdo como na endomixis e foram inter-
prétadas por Schweyer como caso de po-
lvembrvonia, a semelhanca do que oc-
corre em certos metazoarios.

SIGNIFICACAO DO PHENOMENO DE ENDOMIXIS

Hertwig, que pela primeira vez obser-
vou o processo de endomixis, 0 conside-
rou como um phenomeno de parthenoge-
nese e assim o denominou.

Mais tarde Woodruff e Erdmann. que
estudaram detalhadamente o phenomeno
no Paramecium aurelia, nio se mostra-
ram favoraveis a essa opinido, creando
entdo, para designar o phenomeno, o
novo termo de endomixis.

Os autores que consideram a endo-
mixis como um caso de parthenogenese
baseiam suas conviccdes na semelhanca
que apresenfa esse phenomeno com a
conjugacio em todas as suas phases, a
nio ser na divisio de reduccio, na troca
e fusio de nucleos, isto €, nas phases que
caracterisam o phenomeno de fecundacio

Woodruff e Erdmann acham, para
que o phenomeno de endomixis seja con-
siderado como um' caso de parthenoge-
nese, necessario demonstrar nelle a exis-
tencia de uma divisdo de reduccdo e ain-
da mais que o micronucleo em que Se
passa o phenomeno corresponda ao nu-
cleo de um gameto. .

O facto de nido existir uma terceira
divisio do micronucleo no phenomeno de
endomixis do Paramecium aurelia nao
vrova que nao exista reduccdo do nume-
ro de chromosomas, pois, como sabemos,
essa reduccdo nao se faz muitas vezes na
terceira divisio e sim numa divisio an-
terior como € o caso do Dididium nasu-
fum estudado por Prandtl e do Chilodon
uncinatus, de accordo com Enriques. -
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Mesmo que se demonstrasse a niao

~ existencia de reduccdo na endomixis, ain-

da assim nio haveria motivo para nao
ser ella considerada como parthenoge-
. nese, a nao ser que se adoptasse a opi-
niao de Strasburger.

Essa opinido nao € seguida pela
maioria dos autores e assim Winkler di-
vide a parthenogenese em dois grupos,
aquelles em que nao ha reduccido, par-
thenogenese somatica ou diploide e aquel-
les em que ha reduccdo, parthenogenese
geradora ou haploide.

Nem nos parece razoavel a necessi-
dade de reduccdo no phenomeno de par-
thenogenese, pois, ella nao se observa em
muitos casos na formacdo dos gametos
vindo a se dar sémente apos a fecunda-
- ¢cdo, como no caso dos coccidios, para
sO citar um exemplo enire os protozoa-
rios. Erdmann, em trabalho posterior, ja
considera o phenomeno de endomixis
como um caso de parthenogenese diploi-
de. | |

A demonstracao feita por Dogiel da
existencia, precedendo o phenomeno de
conjugacdo, de divisdes especiaes (divi-
sdes progamicas), das quaes resultam In-
dividuos com caracteres proprios, diffe-

rentes daquelles das formas neutras e
destinados a conjugacio (preconjugantes),
veio até certo ponto alterar a semelhanca
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entre os dois phenomenos, pois esse facto
nio havia sido observado na endomixis.

Como vimos, um dos factos princi-
paes de nossas pesquisas € exactamente
a demonstracio da existencia, precedendo
o phenomeno de endomixis, de divisdes

das quaes resultam individuos differentes

dos individuos neutros e nos quaes Se
processa o phenomeno. Ainda mais, mos-
framos como, em nosSsO €asQ, esses 1n-
dividuos sdo jdenticos aos preconjugan-
tes do mesmo ciliado, conforme se pode
vér comparando as férmas por nos es-
tudadas com as descriptas por Jameson
na conjugacido do Balanltidium.

Esse facto, como ja dissemos, nao
deve ser considerado como peculiar ao
caso do Balantidium por nos estudado e
sim comoO um processo geral e necessa-
rio para que se dé o phenomeno de
endomixis. Se elle ainda nio havia sido
observado, é porque nio se conhecia até
agora phenomeno de endomixis em le-
nhum ciliado parasito, onde a differenca
dos preconjugantes e dos individuos neu-
fros € mais accentuada.

Vemos, assim, que o phenomeno de
endomixis Se passa, nio em uma cellula
somatica, mas em um preconjugante, isto
¢, em uma férma do ciliado destinado
a fecundacido, o que traz forte argumento
em favor daquelles que consideram o
phenomeno de endomixis COMO um Ccaso
de parthenogenese.
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Explicacac das estampas

- ESTAMPA XLIX | Fig. 4—Individuo neufro em divisio. Um

dos micronucleos ndo fol repre-

Balantidium simile senfado por se achar collocado
debaixo do macronucleo.

Fig. 1—Fo6rma neutra.

Figs. 2 e 3—Apparelho nuclear de um in-
dividuo neutro, mostrando a col- | Fig. 5—F6rma recentemente enkystada
locacio do micronucleo em re- deixando vér ainda o micronu-
lacio ao macronucleo. cleo.

ESTAMPA L
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Fig. 6—Foérma kystica com o nucleo em
divisdo.

Fig. 7—Kysto maduro, mostrando 2 nu-
cleos e uma massa de substan-
cia de reserva (coloracio pelo
Feulgen).

Fig. 8—Kysto com os dois nucleos em di-
Visao.

Fig. 9—Kysto com 4 nucleos (férma su-
pernucieada) (coloracdo pelo Fe-
ulgen).

ESTAMPA LI
Endomixis no Balantidium simile

Fig. 10—Divisdo progamica.
Fig. 11—Phase final da ultima divisio
progamica.

Figs. 11a e 11b—Apparelho nuclear das |

f6rmas precedentes visto com

maior augmento, mostrando o mi- |

cronucleo augmentado de volume
]ja em inicio de divisio e o0 ma-
cronucleo em via de degenera-
ca0.

Fig. 12—Férma mostrando o inicio do
phenomeno de endomixis com 0
micronucleo augmentado de vo-
lume e 0 macronucleo em inicio
de degeneracio, apresentando
uma das exifremidades ainda afi-
lada, vestigio de recente divisdo
(ultima divisdo progamica).

Fig. 13—Apparelho nuclear de uma for-
ma no inicio do phenomeno. Mi-
cronucleo em mitose, macronu-
cleo em degeneracio com uma
extremidade afilada.

Fig. 14—Micronucleo em mitose, macro-
nucleo em degeneracio adianta-
da, mostrando a disposicio pe-
ripherica .da chromatina.

Fig. 15—Mitose do micronucleo, mostran-
do a placa equatorial.

| ESTAMPA LII

Fig. 16—Phase adiantada da dijvisdo do
micronucleo, macronucleo em
degeneracao.
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Fig. 17—0Os dois nucleos provenientes
da divisio do mijcronucleo, ain-
da com vestigios dessa divisdo
e ]a em via de crescimento para
se transformarem em placentas,
macronucleo em degeneracio.

Fig. 18—Fo6rmas com duas placentas e o
macronucleo em adiantada dege-
neracao.

Figs. 19 e 20—Formaciio do micronucleo
a custa de uma das placentas.

ESTAMPA LIII

Figs. 21 e 22—Micronucleo ja formado e
em divisio com as duas placen-
tas ainda afastadas.

Fig. 23—Micronucleo em divisdo collo-
cado entre as duas placentas.

IFig. 24—Micronucleo em divisdo, visto
com maior augmento, deixando
vér as duas placas formadas pela
divisio da placa equatorial em
via de migracio para os polos.

Fig. 25—Phase final da divisido do micro-
nucleo. |

Fig. 26—Fo6rma com dois microanucleos
provenientes da divisdo repre-
sentada nas figs. precedentes e
com duas placentas em inicio de-
estiramento.

ESTAMPA LIV

Fig. 27—Placentas estiradas, collocadas a»
lado uma da outra e com os
micronucleos nos polos oppos-
tos.

| Fig. 28—Placentas estiradas em via de

migracio com oS micronucleos
junto as extremidades.

Figs. 29 e 30—Duas phases da migracio
das placentas, em ambas se ob-
servam oOS primeiros signaes de
divisio do plasma.

ESTAMPA LV

Fig. 31-—As duas placentas, ap6s migra-
¢d0, acham-se collocadas nas ex-
tremidades do ciliado, que apre-
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senta adiantada divisio do plas-
ma.

Fig.” 32—Férma proveniente da djvisio
representada na figura preceden-
te, com o0 macronucleo estirado
junto a uma das extremidades
do qual se v& o micronucleo.

Fig. 33—Apparelho nuclear de uma fé6r-
ma semelhante 4 representada na
figura precedente.

Fig. 34—Fo6rma mais adiantada que as
precedentes deixando vér a di-
visdo do micronucleo e o es-
reitamento da parte média do
macronucleo.

ESTAMPA LVI

Fig. 35—Fo6rma semelhante 4 preceden-
te em estado mais adiantado.

Figs. 36, 37 e 38—Macronucleo em dege-
neracao, duas mitoses do micro-
nucleo (férmas destinadas a for-
macao de 4 placentas).

Fig. 39—Fdérma com 4 placentas e o ma-
cronucleo em degeneracao.

Fig. 40—Quatro placentas dispostas duas
- a duas e um micronucleo em di-
VISAO.

ESTAMPA LVII

Fig. 41.—Férma com 4 placentas dispos-
tas em pares, cada um delles

com um micronucleo e colloca-

dos nas extremidades do ciliado, |

que mosira inicio de divisdo do
plasma.

Fig. 42—Forma semelhante 4 precedente
(coloracido pelo Feulgen).

Fig. 43—Fo6rma proveniente da divisdo
anterior com as duas placentas
alongadas e 0 micronucleo em
divisdo.

Fig. 43a—Apparelho nuclear da férma
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precedente vista com maior aug-
menio.

Fig. 44 —Férma com 8 placentas.
ESTAMPA LVIII
Balantidium coli do porco.

Fig. 45—Individuo neutro em divisio.

Fig. 46—Kysto (coloracio pelo trioxi-
ferrihematheina).

Fig. 47—Fo6rma com duas placentas sem
micronucleo (coloracdo pelo bo-
rax-carmin). |

Fig. 48—Fo6rma com 2 placentas e mi-
cronucleo (coloracdo pelo bo-
rax-carmin).

Balantidium coli do homem.

Fig. 49—Fo6rma com 2 placentas (colora-
¢do pelo borax-carmin).

Todos os desenhos foram feitos com
camara clara a altura da mesa. As figs.
4, 10, 11, 29, 30, 31, 32, 34, 35, 39, 41. 42,
43, 44, 45, 46, 47, 48 e 49, com augmento
de cerca de 1.200 diametros; a figura 24
com augmento de cerca de 3.000 diame-
fros e as demais com augmento de 1.750
diametros.

Todas as figuras que nio trazem in-
dicacdo foram feitas de preparados co-
rados pelo Heidenhain modificado.

ESTAMPA LIX

Fig. 1—F6rma neutra do Bd/antidium
aragaoi mostrando o macronu-
cleo arredondado tendo ao lado
O micronucleo.

Fig. 2—Férma do Balantidium aragaoi

com duas placentas e o micronu-
cleo ja formado.

Fig. 3—Fo6rma semelhante a anterior com
0 micronucleo em divisio.

Desenhos feitos com a camara clara
a allura da mesa. Augmento 1750 diame-

[ tros.
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Microphotographias

ESTAMPA LX

Fig. 1—Fo6rma vegetativa do Balantidium
R simile.
Fig. 2—Fo6rma de
dium simile.
Fig. 3—Kysto do Balantidium s'mile
ainda com o macronucleo unico.
Fig. 4—Kysto do Balantidium s’'mile
mosirando o nucleo em f6rma de

divisio do Balanti-

fuso, (microphotographia feita
© com maior augmento que a do
no J).

Fig. 5—Kysto maduro do Balantidium
simile, mostrando 2 nucleos pro-
venientes da divisio do macro-
nucleo.

Fig. 6—Kysto do Balanfidium simile
mostrando em s. res. a massa
de substancia de reserva e em
n o0 nucleo (microphotographia
tirada com o mesmo augmento
que a do no 4).

7—Kysto maduro do Balanfidium
coli do porco. Em m vé-se o
macronucleo, unico, em f[orma
de faixa e atravessando todo o
kysto.

ESTAMPA LXI

Fig.

Fig. 8—Forma de divisio do Balanti-
dium coli do porco.

‘Fig. 9—Fé6rma progamica do Balanti-
dium simile, mostrando em mi-
cro 0 micronucleo augmentado
de tamanho e em macro 0 ma-
cronucleo.

Fig. 10—Férma progamica do Balanti-
dium simile mostrando em mi-
cro, 0 micronucleo se dividindo,
em férma de fuso. Vé-se na
parte central do fuso os chro-
mosomios. Junto do micronu-
cleo encontra-se 0 macronucleo.

Fig. 11—Balantidium s'mile, mostrando

em pl/ as duas placentas ja for- |
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madas e em macro O macronu-
cleo ja .degenerado com férma
arredondada e corando-se. inten-
samente em preto (microphoto-
graphia tirada com pequeno aug-
mento, para mostrar as duas
placentas que se achavam em
planos differentes).

Fig. 12—A mesma f6érma da micropho-
tographia no 11, tirada com
maior augmento, ficando uma
das placentas féra de foco. Esta
microphotographia fol tirada pa-
ra mosirar a esiruclura que apre-
senta a placenta no inicio do seu
crescimento; m indica o limite
da membrana ja completamente
desenvolvida, emquanto que a
massa ¢ que se mostra corada e
na qual se encontra a chroma-
tina, por nido se achar completa-
mente desenvolvida, ainda n3o
enche o espaco limitado pela
membrana. Em macro vé-se o
macronucleo degenerado, de for-
ma arredondada, e intensamente
corado e com o seu tamanho
muito reduzido.

Fig. 13—Fo6rma com duas placentas (pl.)
e na qual ndo se nota mais vesti-
gios do macronucleo; e mosira o
espaco claro existente entre a
membrana da placenta e a mas-
sa central chromatica.

ESTAMPA LXII

Fig. 14—F6rma com duas placentas, ja
proximas uma da outra. Nesta
forma ndo se nota a membrana
que cerca a placenta.

Fig 15—F6rma em que as duas placen-
tas encontram-se proximas uma
da outra e entre ellas vé-se niti-
damente o micronucleo (micro).

Fig. 16—Fo6rma com as duas placentas ja
em férma de faixa collocadas
parallelamente uma a outra e
presies a emigrarem para as
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extremidades oppostas do para-
sito.

Fig. 17—Férma em que mostra as duas
placentas estiradas e ja emigran-
do cada uma dellas para uma
das extremidades do parasito.

ESTAMPA LXIII

Figs. 18 e 19—2 f6rmas com as placen-

tas emigrando e com indicios de |

divisio do plasma.
Fig. 20—Férma em que as duas placen-
tas ja se encontram nas extremi-
dades oppostas do parasita.
Figs. 21 e 22—Fo6rmas provenientes da
divisio das foérmas

firadas.
ESTAMPA LXIV

Figs. 23 e 24—Fo6rmas semelhantes as dos

anteriores, |
mostrando as placentas muito es- |

Memorias do Instituto Oswaldo Cruz

Fig.

Fig.

Fig.
Fig.

KFig.
Fig.

XXIIL, 5

numeros 21 e 22, porém numa
phase mais adiantada, mostrando
signaes de divisio do plasma.

20—Forma representando uma pha-
se mais adiantada de divisdo.
Em b vé-se o novo cylostoma
14 formado.

26—Fo6rma final da divisio das for-
mas precedentes. Macronucleo
ainda nao reconstituido.

ESTAMPA LXV

27—Forma com 4 placentas.

28—Fo6rma com 4 placentas
dispostas duas a duas.

29—Forma com 3 placentas (pl).

30—Fo6rmas com 2 placentas estira-
das (pl/) e com micronucleo uni-
co e proveniente da divisio de
formas com 4 placentas.

(pl)
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