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SuMmArro:  Os autores estudaram o comportamento “in vitro” do Trypanosoma encontrado
nas ras brasileiras, visando critérios adicionais na caracterizacio especifica deste grupo. Uti-
lizaram diferentes meios de cultura (NNN, Novy e Mac Neal, SNB 9 de Diamond 1954,
Boné & Steinert, 1956 Boné & Parent 1963 e Halevy & Gisry 1964) no isclamento do
Trypanosoma rotatorium encontrado com certa freqiiéncia na rd Leptodactylus com larga dis-
tribuicdo na regiao Neotropical. Observamos que o comportamento do T. rotatorium das
ras desta regido em meios de cultura mostra caracteristicas bem diferentes daquelas obser-
vadas com tripanosomas de outras regides, quer seja pela dificuldade de manutencdo em
subcultura, quer pelas formas de divisao desenvolvidas. Empregamos os mesmos meios de
cultura utilizades nos isolamentos dos tripanosomas de rd da Europa e como pode ser visto
no Quadro I os resultados obtidos com material da regido Neotropical sio concordantes,

sugerindo, pelo menos, uma variacido dentro da espécie.

rotatorium em ras da Ameérica do Sul,

A cultura do Trypanosoma rotatorium
tem sido referida por muitos autores,
porém o isolamento e a manutencao
deste tripanosoma em subcultura foi
bem sucedida apenas com material de

ras europeias (3 23 9 17. 7) e mexica-
nas (%%). Existem muitas referéncias
com relacao a manutencao entre la-
mina e laminula, que serviram de ba-
se para o estudo “in vitro” deste tri-
panosoma em alguns hospedeiros. Os
autores que estudaram o Trypanosoma

como SCORZA (%°) na Venezuela,
VUCETICH (%) na Argentina e MA-
CHADO (%) no Brasil, isolaram-no
mas nao conseguiram manté-lo em
cultura. Esse diferente comportamen-
to talvez esteja relacionado a dife-
rencas especificas, que constituem
assunto muito discutido. VUCETICH,
(30) atraves de estudos mporfoldgices
comparatives e inoculagdes experi-

mentais de tripanosomas em dife-

rentes ras argentinas, defende o
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ponto de vista de que as dife-
rentes espécies de Trypanosoma de
1as americanas seriam formas ou
variedades de T. rotatorium e apresen-
ta vasta sinonimia para este proto-
zoario, colocando também em sinoni-
mia a espécie T. leptodactyli descrita
por CARINI (°). |

NOLLER, (?¢) defendia a valida-
de de duas espécies de tripanosomas
de ras: T. rotatorium Mayer 1843 e
T. inopinatum, 1904. Este ponto de vis-
ta é defendido por WENYON (%2) e
KUDO, (19) havendo autores, entre-
tanto, como PEREZ REYES (?7) e
DIAMOND (3%) que defendem a plu-
ralidade das espécies de Trypanosoma
de anfibios. E interessante notar que
na maioria dos casos, os ciclos evolu-
tivos das diferentes espécies descritas
nao sdo conhecidos e os critérios es-
pecificos principais utilizados foram
caracteristicas morfologicas, muitas
vezes pouco marcantes, bem como o
tipo de hospedeiro.

T. rotatorium no Brasil foi encon-
trado em ras Leptodactylus ocellatus por
CARINI (°), (T. leptodactyli), MACHA-
DO (22), PESSOA (28 e COSTA E
SILVA (8). As diferencas de compor-
tamento em cultura, bem como o0s
meios utilizados sao apresentados no
Quadro I, onde sao assinalados tam-
bém casos de simples manutencao en-
tre l1amina e laminula que muitas ve-
zes sao citados como referéncias de
‘“isolamento”.

Conforme salienta VUCETICH
(39), o critério exclusivamente morfo-
logico seguido para o estabelecimen-
to de novas espécies é insuficiente.
Numa tentativa de contribuir para o
esclarecimento deste problema, desen-
volvemos um programa de trabalho
visando o isolamento e a manutencao
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em cultura deste protozoario, utili-
zando os meios de cultura desenvol-
vidos pelos especialistas que estuda-
ram os tripanosomas de ra fora da
América do Sul. |

MATERIAL E METODOS

Utilizamos para as inoculagdes em meio
de cultura sangue de 22 ras Leptodactylus
ocellatus provenientes de Rio Bonito (Esta-
do do Rio) e Manguinhos (Estado da Gua-
nabara), que se apresentavam parasitadas
por T. rotatorium. O sangue das ras era ob-
servado a fresco e gsfregagos de sangue co-
rados por Giemsa também foram preparados
para observa¢io mais detalhada das formas
sangiiineas do Trypanosoma. Utilizamos, pa-
ra ¢ isolamento meios difdsicos: NNN, de
Novy e Mac Neal modificado por Nichole
e SNB-9 de Diamond (12) e meios liqui-
dos: meio de Boné e Steinert (1), meio de
Boné e Parent (2) e meio de Halevy e
Gisry (18). Duas a quatro gotas de sangue
retirado do coracio da ra eram colocadas
diretamente nos tuhos de cultura, sendo as
primeiras observa¢des realizadas no 2.°, 3.°
ou 4.° dias apds a inoculagdo e depois dia-
riamente. Liminas das culturas foram fixa-
das em salina tamponada segundo Lehmann.
D. L. (2!) e coradas com Giemsa. Microfo-
tografias foram feitas com cidmara automi-
tica Orthomat, Leitz.

RESULTADOS

Numa tentativa de cultura utili-
zamos primeiramente o meio NNN ja
empregado para este tripanosoma.
Em todas as tentativas neste meio ob-
tivemos resultados negativos. Dese-
jando conservar um meio difasico
(WALLACE (%) mostrara a superio-
ridade do meio difasico sobre os meios
liguides para cultura de tripanoso-
mas de ra) resolvemos utilizar o meio
SNB-9 de DIAMOND (!2). Em 15 ten-
tativas de isolamento neste meio ob-
tivemos resultados positivos 8 vezes,
porém, em nenhum dos casos conse-
guimos manter as culturas por mais
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de 15 dias. A utilizacao do caldo de
sangue enriquecido com neopeptona,
(WALLACE) (') mostrou resultados
negativos. Em 8 tentativas de isola-
mento com meio Boné e Steinert e Bo-
né e Parent obtivemos resultados po-
sitivos duas vezes (meio Boné e Pa-
rent) € uma vez (meio Boné e Stei-
nert), porém as culturas nao foram
mantidas por mais de 8 dias. Nas 5
tentativas de cultivo com o meio de
HALEVY e GISRY (!8) utilizado para
I'. ranarum obtivemos resultados nega-
tivos. Nossas primeiras observacoes
foram realizadas em culturas de 3 a
4 dias e mesmo nesta fase de desen-
volvimento ja encontramos cs dife-
rentes tipos de formas, que serao es-
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tudadas a seguir. Nao conseguimos,
entretanto, manter as culturas por
mails de 15 dias, pois as formas iam
diminuindo de numero a partir do
6.° dia. de observacao. Formas epimas-
tigotas (fig. 2) e promastigotas eram
as mals abundantes, sendo geralmen-
te muito moéveis; em muitos casos foi
possivel observa-las em divisdo bina-
ria. Formas amastigotas de tamanhos
diferentes e formas alargadas com ci-
toplasma em divisao originando va-
rios individuos flagelados ou nao
(figs. 1a e 1b) sugerem a realizacao de
reproducao por divisao maultipla nes-
te protczoario, fato ja mencionado por
MACHADO (22), em observacao feita
“in vivo”.

I la 16 1c
Figs. 1a a 1c — Trypanosoma rotatorium em cultura:
coloragio; May Griinwald Giemsa.
Fig. 1a — Somatela muito vacuolizada, com virios cinetoplastos.
Fig. 1b — Forma alargada em divisio originando individuos aflagelados.
Fig. 1c — Forma alargada com citoplasma em divisdo originando virios individuos flagelados.

O aparecimento simultianeo dos
diferentes tipos de formas nas cultu-
ras torna dificil o estabelecimento de
uma sequéncia e o relacionamento en-
tre as formas sanguineas e as deri-
vadas em culturas. A seqiiéncia de
formas em divisap binaria parece pro-
cessar-se como indicamos nas figuras
2 a 4). Forma epimastigota (fig. 2)

se dividiria (fig. 3) e posteriormen-
te se alargaria continuando o proces-
so de divisao binaria sucessivamente.
Sao bem caracteristicos os septos mos-
trados na fig. 4.

Muitas vezes formas amastigotas
estariam envolvidas mo processo de
divisao (figs. 5, 6 € 8) bem como for-
mas tripomastigotas (fig. 7).
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As formas sanguineas arredonda-
das e desprovidas de flagelo poderiam
estar envolvidas no processo de divi-
sao multipla, dando origem as Soma-
telas contendo inumeros cinetoplastos
em divisao (figs. la, 10 e 11).

Os diferentes aspectos do 1. rota-
torium aqui apresentadocs aliados a nao
manutencao “in vitro” dos 1. rotato-
rium de ras americanas tanto por nos
como por outros autores parecem Con-
tirmar, conforme nocs referimos no
inicio deste trabalho, o ponto de visia
ae VUCETICH em relacac a diferenca
especifica entre os tripanosomas de
ras americanas e europeias, as quais
sao mais facilmente isoladas € man-
tidas in vitro, sendo interessante ci-
tar que CORTES * e colaboradores
véem mantendo ha 5 anos, em meio
difasico, T. montezumae da ra mexl-
cana Rana montezuma.

DISCUSSAO

A divisao binaria € o processo ge-
ral de reproducao referidoc pelos au-
tores (Quadro I) que observaram a
cultura deste tripanosoma. DUTTON,
TODD e TOBEY (1%), DANILEWSKY
(11) FRANCA e ATHIAS ('¢) em pre-
paracoes entre lamina e laminula ob-
servaram divisdao multipla em que as
formas arredondadas se dividem em
duas, e estas em quatro e assim por
diante até 64 individuos (DUTTON e
TODD) e 120 (DANILEWSKY). MA-
CHADO (22) considera pela descricac
desses autores que o processo descri-
to ndo seria divisdo multipla e sim
divisio binaria rapida acompanhada
de fissura do citoplasma. Tanto MA-
CHADO (22) como os demais autores,

x  Cortes M. Perez-Reyes R. y Tay J. —
Rev. Lat-amer. Microbiol. 14 (3) 183.
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somente apresentam desenhos das
formas de cultura observadas e, cOmo
ja nos referimos anteriormente, So-
mente tripanosomas de ras europeias
e mexicanas foram isolados e manti-
dos em cultura. Em nossas experién-
cias com os meios SNB-9, Bone e Pa-
rent e Boné e Steinert isolamos o0:
tripanosomas, porém nao conscguimos
manter as culturas por mais de 15 dias
confirmando os resultados obtidos por
MACHADO (?2) tambem com Trypano-
soma rotatorium Qe Leptodactylus ocellatus
do Brasil em meio NNN. Resultados
negativos para manutencas em cultu-
ra também foram obtidos por VUCE-
TICH (30) e SCORZA (?°) com tripa-
ncsomas de ras da Argentina e Ve-
nezuela respectivamente. VUCETICH
utilizou tripanoscma de ras Lepto-
dactylus ocellatus enquanto SCORZA
utilizou Leprodactylus bolivianus € Hyla
creptans. O resultads negativo quanto
3 manutencac de culturas de ras sul-
americanas talvez seja indicativo de di-
ferencas especificas o que esta tam-
bém de acordo com VUCETICH (%)
que defende o ponto de vista de que
os tripanosomas de ras americanas se-
jam formas ou variedades de T. rotato-
rium. Segundo MACHADO (#%), o Try-
panosoma  rotatorium Ae  Leptodactylus
ocellatus apresenta “in vivo” 4 formas
diferentes: grandes formas longas,
formas arredondadas, pequenas for-
mas longas e formas largas. Estas for-
mas apresentariam tipcs de desenvoi-
vimentos diferentes quer no sangue
periférico quer na circulagao visceral:
as formas largas se reproduziriam
por divisdo binaria e as formas longas
alargando-se originariam fcrmas arre-
dondadas que por divisdo maultipla
originariam pequenas formas redon-
das, posteriormente transformadas em
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pequenas formas longas. Nossos resul-
tados vém mostrar em cultura alguns
dos diferentes aspectos observados “in
vivo” por MACHADO (22): — formas

largas em divisao binaria; formas ar-
redondadas em que somente cineto-
plastos estao em divisao (divisao mul-
tipla); alargamento de formas alon-
gadas. As formas arredondadas apre-

sentando varios cinetoplastos, encon-

tradas por MACHADO (?22) no sangue
da ra, foram por nos observadas em
culturas. Estas formas conhecidas
pelo nome de Somatelas foram obser-
vadas por nos com bastante freqiién-
cla nas culturas e nunca no sangue

como observou MACHADO. Formas de
Somatela tambem foram descritas no
figado de Trypanosoma parroti parasito

da ra Discoglossus pictus que ocorre na

Algéria. Acreditamos que o prossegui-
mento do estudo deste tripanosoma
em cultura, bem como outros aspectos
de sua blologia no vetor poderiam es-
clarecer definitivamente a sistematica
do tripanosoma parasito da ra. L.
ocellatus, para o qual, alguns autores
estabeleceram espécies, como T. ocella-
ti segundo BRUMPT (%) e T. leptodacty-
[ segundo CARINI (°) e outros con-
sideram apenas uma variedade de T.
rotatorium.

QUADRO 1

DIFERENTES REFERENCIAS AOS TIPOS DE ISOLAMENTO E
MANUTENCAO DE T. ROTATORIUM POR DIFERENTES AUTORES

Hospedeiro
C/dist. geogrifica

Observacées in vitro

|
I

— entre lamina e laminula

Autores

| Danilewsky ** 1885; 1889-1891 (em
| Machado 1911 e em Wenyon 1965)

—_ entre lamina e laminula

Chalachnikow ** 1888 (em Wenyon
1965)

Rana esculenta
(Franca ?)

meio Novy Mac Neal *
(muitas subculturas)

| Bouet 1906
|

Rana esculentq
(Franca ?)

\l de Bouet (1906)

meio de Novy e Mac
Neal * aquecido (amostra

Hyla arborea
(?)

entre lamina e laminula

!

Mathis 1906

Franga e Athias 1907

_— entre lamina e laminula.

Dutton, Todd e Tobbey 1907

—_— |  entre lamina e laminula

Lebedeff 1910 ** (em Wenyon
1965)

Continua

.
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B B B B Continuagao
| . _ >
— entre lamina e laminula Dofflein 1910 ** (em Wenyon
| 1965)
Leptodactylus meio de Novy e Mac Neal |  Machado 1911
ocellztus - (até 15 a 20 dias)
(Brasil) _
— entre lAmina e laminula |  Noller 1913
Nio citado  entre lamina e laminula |  Ponselle 1923
(meio de Ponselle) i
| | :
Nio citado | meios 1, 2, 3 e 6 de Cleveland e col. 1930
Cleveland * o
Leptodactylus entre limina e laminula Vucetich e cols. 1949
ocellatus meio NNN (até 15 dias) |
(Argentina) | |
| o - |
R. Montezuma entre lamina e laminula Pérez Reyes 1960
R. pipiens ' (até 3 dias somente)
( México ) meio de Fonselle 1923
| (5 repiques) -
Nio citado | meio BHI * Crécmers e col. 1966
(Franca) amostra do Instituto Tro-
pical de Anvers -
Leptodactylus : entre lamina e laminula | Scorza 1968
bolivianus
Hyla creptans
(Ve_nezuela) o B B
Nao citado | meio de Tobie modificado| Fromentin H. 1971
(Franca) | por Vaucel * (manuten- | |
cio) meio definido (de

Fromentin) sé 25 dias
(amostra de J. Rodhain
isolada em Anvers 1943) |

!
|
|
.f

*  Amostras mantidas normalmente através de subculturas.
** NZa0 conseguimos obter as publicacoes.
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SUMMARY

Culture forms of T. rotatorium
Mayer, 1843

Different culture media were em-
ployed to isolate T. rotatorium, a com-
mon parasite in the blood of brazilian
frog Leptodactylus ocellatus. Although
we have isolated the parasite in
three different media (SNB-9, Boné
Parent and Boné Steinert media),
subcultures were not obtained.

These facts confirm the results
also pointed out by Machado 1911
with T. rotatorium from hosts collected
in the same region. In accordance
with the facts observed in the littera-
ture (see table I in this work) our

363

results suggest an important diffe-
rence between the T. rotarorium of neo-
tropical region and that of the other
regions, which are easily cultivated in
subcultures. The culture forms pre-
sent some differential aspects in
T. rotatorium mainly by production of
“Somatelas”.
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Figs. 2 a 10 — T. rotatorium em cultura; coloragdo May Grinwald Giemsa.

Fig. 2 — Forma epimastigota mostrando o cinetoplasto em divisao.

Fig. 3 — Forma epimastigota em divisio com alargamento do citoplasma.

Fig. 4 — Forma em divisdio com septos bem caracteristicos.

Figs. 5 e 6 — Formas amastigotas em diviso, notando-se nitidamente nicleo e
cinetoplasto.

Fig. 6 — Observa-se inicio de divisdo do corpo do parasita e os vacuolos obser-

vados parecem resultar da dissolu¢io do nicleo.

Fig. 7 — Forma trypomastigota com niicleo e cinetoplasto em divisao.
Fig. 8 — Formas amastigotas aglomeradas.
Figs. 9, 10 e 11 — Seqiiéncia de desenvolvimento de formas alargadas em diviséo.

Nicleo e cinetoplasto em inicio de divisio (fig. 9).

Fig. 10 e 11 — Somatelas, obsetvando-se os inimeros cinetoplastos espalhados
no citoplasma.

Fig. 11 — Notam-se os indmeros cinetoplastos.
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