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Three new species of trypanosomatidae isolated in Alfenas, Minas Gerais, Brazil — Three new
species of trypanosomatids were isolated from two species of flies. Herpetomonas anglusteri
n. sp., from Liopygia ruficornis { Diptera: Sarcophagidae); Crithidia roitmani n. sp. and Crithidia
desouzai n. sp., from Ornidia obesa (Diptera: Syrphidae). All were axenically cultivated in both
complex and defined media and cloned. Giemsa stained preparations showed typical choanomasti-
gotes for Crithidia and promastigotes, paramastigotes, and opisthomastigotes for Herpetomonas.
H. anglusteri did grow in a complex medium at 28 and 37 °C, but in a defined medium only at
28 0C. C. roitmani does not grow in coconut’s water but C. desouzai grow. Both Crithidia do not
require hemin, adenine, and any vitamins and amino acids of the defined medium used in the
assqy, which suggests that these frypanosomatids may bear endosymbionts.

Key words:solation — trypanosomatids — endosymbiont — nutritional study — Herpetomonas anglusteri
n. sp. — Crithidia roitmani n. sp. — Crithidia desouzai n. sp.

O isolamento de tripanosomatideos inferio- endossimbionte (Gutteridge & Macadam, 1971 ;

res de insetos tem contribuido consideravel-
mente para uma melhor compreensio da biolo-
gia deste importante grupo de protozodrios
(McGhee & Cosgrove, 1980). Assim como
outros microrganismos, esses protozodrios tém
sido utilizados em estudos nutricionais, bioqui-
micos, ultraestruturais, imunolégicos e genéti-
cos, além de serem excelentes modelos para o
estudo de ac3o de drogas quimioterapéuticas
(Roitman et al., 1972; Mundim et al., 1974:
De Souza et al., 1976; Angluster et al., 1977:
De Souza et al., 1977; Mundim & Roitman,
1977; Esteves et al., 1979; Alviano et al., 1981 ;
Castellanos et al., 1981; Fiorini et al., 1985;
Roitman et al., 1985; Nakamura & Pinto, 1986).

Algumas espécies tais como (Fithidia deanei,
Crithidia oncopelti e Blastocrithidia culicis, por-
tadoras de endossimbiontes semelhantes a bac-
térias, tém sido analisadas detalhadamente devi-
do ao fato de que o endossimbionte interfere
em seu metabolismo suprindo-as com nutrientes
essenciais exigidos por cepas ndo portadoras de
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Carvalho, 1973; Chang, 1975; Mundim et al.,
1974; Chang, 1976; Camargo & Freymuller,
1977, Mundim & Roitman, 1977).

Recentemente iniciamos um programa visan-
do o isolamento e caracterizacdo de tripanoso-
matideos de insetos coletados em Alfenas, Mi-
nas Gerais. Trés amostras isoladas mostraram
caracteristicas tais que nos levaram a considers-
las como espécies novas, com base em andlise
morfologica e estudo das exigéncias nutricio-
nais.

MATERIAL E METODOS

Isolamento — Qs parasitas do género Crithi-
dia foram isolados do intestino médio e poste-
rior do inseto Ornidia obesa (Diptera: Syrphi-
dae), e do género Herpetomonas foram isolados
do intestino posterior de Liopygia ruficornis
(Diptera: Sarcophagidae), coletados na cidade
de Alfenas, Minas Gerais, Brasil (Faria e Silva
et al., 1986; Fiorini et al., 1986). Os flagelados
ndo foram encontrados nas glindulas salivares,
hemolinfa ou tubos de Malpighi e em ambos os
casos, estavam livres na luz do tubo intestinal.
As critidias foram iscladas de dois exemplares
coletados em €pocas diferentes. O meio de cul-
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tivo utilizado para o isolamento foi ¢ meio
complexo de Roitman (Roitman et al., 1972)
adicionado de 0,028 mg/ml de gentamicina ou
uma mistura de penicilina (200 Ul/ml), estrep-
tomicina (2 mg/ml) e nistatina (100 UI/mtl). Os
insetos foram lavados com e¢stas solugdes de
antibiodticos, congelados € posteriormente dis-
secados. Os segmentos intestinais onde foram
encontrados os flagelados foram entdo transfe-
ridos para o0 meio complexo de Roitman e man-
tidos a 28 9C sendo os repiques realizados a in-
tervalos de 48 horas. O controle de contamina-
¢do por fungos e bactérias foi realizado através
de observa¢hGes microscopicas a fresco e apos
coloracao pelos métodos de Giemsa ¢ Gram.

Clonagem — Os clones foram obtidos em pla-
cas de dgar-sangue de carneiro desfibrinado,
utitizando-se como liquido solvente o meio
complexo de Roitman. Dilui¢bes dos proto-
zodrios contendo aproximadamente um organis-
mo por campo microscopico (10X) foram se-
meadas nas placas e estas incubadas a 28 ©C por
um periodo maximo de sete dias.

Morfometria — Estudos mortologicos € mor-
fométricos foram realizados aps6s coloracfo
pelo método de Giemsa. Para a medida dos
protozodrios utilizou-se uma cdmara clara aco-
plada ao microscépio.

Estudos nutricionais — Estes estudos foram
conduzidos segundo a técnica da omissdo dos
substratos presentes no meio de cultivo de com-
posi¢do quimica definida utilizado neste traba-
lho (Roitman et al., 1972). Para estes estudos
foi utilizado apenas um clone de cada amostra
isolada. Os outros clones foram transferidos
separadamente para ¢ meio de manutencdo ¢
criopreservados para posteriores estudos.

fnoculos — Os moculos tforam obtidos no
melo de composicdo guimica definida de
Roitman (1,5 x 10° células/ml) e os resultados
dos estudos nutricionais representam a média
de pelo menos trés determinac¢des realizadas em
duplicata. Atualmente, 0s protozodrios encon-
tram-se no 849 sub-cultivo.

DESCRICAOQ

Herpetomonas anglusteri sp. n.

Hospedeiro: Liopygia ruficornis (Diptera:
Sarcophagidae).

Jodo Evangelista Fiorini et al.

Localizagdo no hospedelro: intestino poste-
rior.
Local: Alfenas, Minas Gerais, Brasil,

O flagelado apresenta cinetoplasto nas posi-
¢bes anterior, lateral e posterior ao nucleo.
Células provenientes do inseto mostram-se isola-
das, em sua maioria na forma opistomastigota.
Células cultivadas a 28 °C por 48 horas, em
meio complexo de Roitman e a 37 ©C no mes-
mo meio, apresentam-se nas formas promastigo-
ta e opistomastigota, cilindricas ou lanceoladas.
Formas opistomastigotas podem ser encontra-
das com maior freqliéncia em culturas de 96
horas a 28 °C tanto em meio complexo como
quimicamente definido ou a 37 ©C, apds 72
horas, em meio complexo. A Tabela I mostra o
crescimento do protozodrio em meio complexo
bem como a taxa de diferenciacdo do flagelado,
nas temperaturas de 28 ¢ 37 ©C.

O protozodrio cresce bem em diferentes
meios a 28 ¢ 37 ©C, mas ndo houve crescimento
a 37 °C em meio definido de Roitman (Tabe-
la II).

Na Tabela III encontram-se os dados referen-
tes as exigéncias nutricionais do tlagelado, que
cresce em wma concentragio osmotica variando
de 250 a 1.110 mOsm, {(6timo 490 mOsm), e
em pH entre 3,0 a 8,0 (6timo 6,5).

Os dados morfométricos desse protozodrio
estdo representados na Tabela 1V.

Esta espécie designamos como Herpetomo-
nas anglusteri, em homenagem ao Dr. Jayme
Angluster, do Instituto de Microbiologia da
UFRJ, Brasil, pela sua contribuicdo noe campo
da Protozoologia, em especial ao melhor conhe-
cimento das estruturas superficiais dos tripano-
somatideos inferiores.

Crithidia roitmani sp. n.

Hospedeiro: Ornidia obesa (Diptera: Syrphi-
dae).

Localizacdo no hospedeiro: intestino meédio
€ posterior.

I.ocal; Alfenas, Minas Gerais, Brasil.

O flagelado apresenta uma forma predomi-
nantemente coanomastigota com cinetoplasto
anterior ¢ paralelo ao nucleo, além de algumas
células com aspecto de promastigota com flage-
lo de tamanho varidvel.
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TABELA I

Crescimento e diferenciacao de Herpetomonas anglusteri a 28 ¢ 37 °C em meio complexo*

Crescimento
Tempo 28 oC 37 °C
horas " -
Unidades x 10 - : Unidades x 10 * :
Klett  Células/ml  CFP-tomastigota % Klett  Células/ml  OPistomastigota %
0 0 1,5 0 0 1,8 0
12 23 5.8 1 19 4,1 3
24 28 7,6 0 23 5,4 5
36 62 18,4 3 45 13,8 6
48 80 34,6 6 76 31,7 17
60 111 66,7 17 98 44,2 28
72 173 92.1 21 116 70,4 46
84 199 108,1 23 137 78,2 47
96 228 120,6 30 150 84,3 55
* Mefo complexo de Roitman.
TABELA 11
Crescimento de Herpetomonas anglusteri, Crithidia roitmani e Crithidia desouzai em diferentes meios a
28e 37 OC
Crescimento’
Meios 28 C 379C
Ha* Cr*¥ Cd*** Ha Cr Cd
Complexo Roitman 96 120 136 81 0 0
Definido Roitman 80 65 80 0 0 0
NNN 78 95 110 82 0 0
Agua de coco 70 0 65 36 0 0
LIT 82 104 116 80 0 0

* Em unidades Klett apos 48 horas de incubagio.

*  Herpetomonas anglusteri.
**  Crithidia roitmani.
**%* Crithidia desouzai.

TABELA [l

Exigéncias nutricionais de Herpetomonas anglusteri, Crithidia roitmani e Crithidia desouzai cultivados em
meio definido a 28 9C

Comportamento
Substrato
Hﬂ* CI %k Cd o ko
Hemina exige nio exige nao exige
Adenina exige ~ hao exige ndo exige
Acidos nao exige nao exige: isoleucina, lisina fenilalanina, ndo exige:isoleucina, lisina, fenilalanina,
aminados treonina triptofanio, valina e treonina triptofanio, valina e treonina
Vitaminas ndoexige  nio exige: acido folico, piridoxamina nio exige: acido folico, piridoxamina

biotina

*  Herpetomonas anglusteri.
**  Crithidia roitmani,
**% Crithidia desouzai,
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TABELA IV

Mortometria de Herpetomonas anglusteri, Crithidia
roitmani e Crithidia desouzai cultivados a 28 PC
em meio definido, apds 48 h

Medidas"
Ha# CI-** Cd ek ok
Comprimento total 16,3 13,1 11,5
Comprimento do corpo 15,0 6,5 4,7
I“lagelo livre 10,0 7,0 1,3
Largura do corpo 4.8 3.3 2,9

* Valores medios em gm, obtidos apos 100 medi-

cOes de cada espécie.
*  Herpetomonas anglusteri.
**  Crithidia roitmani,
**% (Crithidia desouzai.

O crescimento do flagelado foi observado
em diferentes meios a 28 9C, com excecdo em
agua de coco, porém a 37 ©C nio houve cresci-
mento em qualquer dos meios (Tabela II).

Os dados referentes as exigéncias nutricio-
nais desse protozodrio encontram-se na Tabela
[1l. Nota-se que varios 4cidos aminados e algu-
mas vitaminas presentes no meio definido utili-
zado no cultivo, ndo sao exigidos, bem como
hemina e adenina.

A Tabela IV mostra os dados referentes 3
morfometria do flagelado, que cresceu em uma

Jodo Evangelista Fionni et al.

faixa de pH entre 2,0 a 11,0 (6timo 7,0), e em

uma concentra¢do osmotica variando de 250 a
1.110 mOsm (6timo 490 mOsm).

O crescimento do flagelado nos meios com-
plexo e definido de Roitman, a 28 ©C, estd re-
presentado na Tabela V.

Esta espécie designamos como Crithidia
roitmani em homenagem ao Dr. Isaac Roitman,
atual Decano de Pesquisa e Pos-Graduacdo da
Universtdade de Brasilia, Brasil, pelos relevantes
trabalhos realizados na darea de tripanosomati-
deos inferiores, particularmente no que tange
a0 isoplamento, nutricdo e bioquimica.

Crithidia desouzai sp. n.

Hospedeiro: Ornidia obesa (Diptera: Syrphi-
dae).

Localizac@o no hospedeiro: intestino médio
e posterior.

Local: Alfenas, Minas Gerais, Brasil.

Assim como C. roitmani, C. Desouzai apre-
senta forma predominantemente coanomastigo-
ta, porém seu tamanho médio ¢ menor (Tabela
IV) e seu crescimento exuberante ocorre jd com
24 horas de incubacdo a 28 ©C, tanto em meio
complexo como em meio definido de Roitman
(Tabela V).

TABELA V

Crescimento de Crithidiag roitmani e Crithidia desouzai em meios complexo e definido*a 28 ©C

Crescimento**
Tempo Meic complexo Meio definido
horas crt catt Cr cd

U. K. x10° == U. K. x 10° U. K. x 10° U.K. x 10°

0 0 1.5 0 1 0 1,5 0 1.5
12 25 6,0 32 7 13 34 20 4.7
24 4?2 28.5 79 37 34 1.5 49 25,6
36 54 30,6 120 64, 41 26,4 65 31,2
48 79 38.8 155 78,2 35 31,7 71 34.5
60 155 80,7 180 97.4 82 40,0 87 43.6
72 205 110,3 210 111.5 94 51,7 93 52.0
84 230 120,8 215 113,1 i11 60.3 107 59,8
96 260 128.5 240 124.2 120 65,1 116 62.6

* Meios complexo e definido de Roitman.
**  Em unidades Kiett (UK).

*x% x 10°% células/ml.

Y Crithidia roitmani.

Y Crithidia desouzai,
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Desenhos em camara clara de tripanosomatideos obti-
dos de cultura de 24 horas, a 28 ¢C, ¢m meio definido
de Roitman. A: Herpetomonas anglusteri. B; Crithidia
roitmant. C: Crithidiac desouzai.

Formas coanomastigotas tipicas e algumas
dos tipos amastigota e esferomastigota foram
observadas tanto no inseto como na cultura.

O crescimento nos diferentes meios a 28 0C
estd representado na Tabela II. O flagelado nao
cresce a 37 ©C em qualquer dos meios testados.

O flagelado também nao exige hemina. ade-
nina, alguns dcidos aminados e vitaminas, como
mostra a Tabela III. Cresce em uma faixa de
osmolaridade variando de 250 a 1.110 mOsm
(6timo 490 mOsm) e em valores de pH situados
entre 3,0 a 8,0 (6timo 7,0).

Esta espécie designamos como Crithidia
desouzai em homenagem ao Dr. Wanderley de
Souza, do Instituto de Biofisica Carlos Chagas
Filho, UFRJ, Brasil, pela sua contribui¢do ao
estudo da ultraestrutura de protozodrios com
énfase especial aos tripanosomatideos.

RESUMO

Trés novas espécies de tripanosomatideos
isoladas em Alfenas, Minas Gerais, Brasil —
Trés novas espécies de tripanosomatideos fo-
ram isoladas em Alfenas, MG, Brasil: Herpeto-
monas anglusteri sp. n., do intestino posterior
de Liopygia ruficornis (Diptera: Sarcophagi-
dae); Crithidia roitmani sp. n. e Crithidia de-
souzal sp. n., do intestino médio e posterior de
Ornidia obesa (Diptera: Syrphidae). O isola-
mento foi feito em meio complexo de Roitman
mas os trés isolados cresceram bem no meio
definido do mesmo Autor. Os clones foram
obtidos em dgar-sangue de carneiro, desfibrina-
do, em placas de Petri, a 28 OC, por 2-7 dias.
Um unico clone de cada espécie foi utilizado
neste trabalho. Dados morfolégicos e morfo-
métricos foram obtidos em cdmara clara apos
colora¢do dos flagelados. H. anglusteri cresceu
em meio complexo tanto a 28 como a 37 °C e,
em meio definido, apenas a 28 ©C. Nao exige
treonina € biotina para seu crescimento.
C. roitmani apresenta tamanho médio maior
que (. desouzai, ndo cresce em agua de coco
€ seu crescimento ¢ mais lento comparativa-
mente a C. desouzai, apesar de terem sido iso-
ladas da mesma espécie de inseto. Nenhuma
das critidias exige hemina e adenina para seu
crescimento. Alguns 4dcidos aminados e vita-
minas componentes do meio definido utilizado
no ensaio, também ndo sfo exigidos, o que
sugere serem estes tripanosomatideos portado-
res de endossimbiontes.

Palavras-chave: isolamento — tripanosomatideos —
endossimbiontes — estudo nutricional —
Herpetomonas anglusteri sp. n. — Crithidia roitmani
sp. n. — Crithidia desouzai sp. n.
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