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Resumo

O presente estudo teve como objetivo verificanfacgdo por tripanossomas em anuros
em regides dos estados do Mato Grosso e Rio dérdaRara tal, 20 espécies das familias
Bufonidae, Microhylidae, Hylidae e Leptodactylidfmram coletadas durante as atividades de
resgate de fauna da Usina hidrelétrica do Guapmaégivisa dos municipios Vale de Séo
Domingos, Pontes e Lacerda, MT e no Municipio deof@&lica, Campus da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, RJ. Verificou-ggesenca de tripanossomas esfregacos
sanguineos e impressdes de 6rgdos em 36,36% duedeoss analisados @steocephalusp.,
50% de Leptodactylus chaquensid00% deleptodactylus fuscusl00% deleptodactylus
lineatuse 100% delLeptodactylus ocellatus

Foi verificado polimorfismo das espécies enconsadaparando-sérypanosomasp.1;
Trypanosomasp.2; Trypanosomasp.3; Trypanosoma chattore Trypanosoma rotatoriunflato
sensi. Destes @olimorfismo mais acentuado foi observadoBiypanosomap.3.

Amostras de sangue da circulacdo periférica e nabdeLeptodactylus ocellatuoram
incluidas em meio de bifasico constituido de Agaamrgue e fase liquida de LIBHIT-K. Foram

obtidos isolados d&rypanosomap.3 de trés dos quatro hospedeiros coletdadgzganossomas
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foram observados 4 dias apds inoculacdo, mantido8 pneses em cultura e retiradas amostras
para analise da ultra-estrutura

Nas formas de cultura foram observadas epimassigotesferomastigotas e
tripomastigotas. Divisdo binaria foi observada emimastigotas e esferomastigotas;
tripomastigotas ndo foram observadas em divisdandlise da ultra-estrutura deypanosoma
sp.3 confirmou sua singularidade por caracterssticarfologicas como glicosomos alongados.

Este estudo faz o primeiro registro da infeccdotppanossomas em anuros do género
Ostheocephalug nas espécidseptodactylus chaquensiseptodactylus fuscud.eptodactylus
lineatuse a ocorréncia d€. chattoniem espécies do géndreptodactylluse no Brasil.

Registra-se ainda a utilizacdo do meio LIBHIT-K aoreficaz para manutencdo de
Trypanosomasp.3 e 0 primeiro estudo sobre registro da ulttasesa de tripanossomas de
anuros no Brasil.

Palavras-chave: Trypanosoma chattoniTrypanosomarotatorium, isolamento e manutencéao,
Ultra-estrutura, Morfometria.
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Abstract

The present research had as its main goal, chettkénigfection through trypanosomes in
Anuran around Mato Grosso and Rio de Janeiro St&tes that purpose 20 species from
Bufonidae, Microhylidae, Hylidae and Leptodactykdi@milies were collected during the fauna
rescue activities at Guapore Power Station thedyartiVale de Sdo Domingos, Pontes Lacerda,
MT and in Seropédia County, at the Rural Federavéisity Campus in Rio de Janeiro, RJ.

Trypanosomes were found in blood smears and onggmmessions in 36,36% of the
Osteocephalussp. studied hosts, 50% dfeptodactylus chaquensid400% of Leptodactylus
fuscus 100% ofLeptodactylus Lineatusnd 100% ot.eptodactylus ocellatus

Polimorfism was verified on the founded speciedjttsy into Trypanosomasp.1,
Trypanosoma sp.2, Trypanosoma chattonj Trypanosoma rotatorium (lato sensy and
Trypanosomap.3 that exhibit high polymorphism.

Periferal blood samples were inoculated throughabjc blood Agar and LIBHIT-K,
liquid fase. Isolates ofrypanosomasp.3 were obtained from three out of four collddwests.
Trypanosomes were observed 4 days after the inmmulekept in cultures for 8 months and
samples were taken for ultrastructural analysis.

Epimastigotes, sphaeromastigotes and trypomassigoéee the culture forms founded. Binary

fission was noticed in epimastigotes and in sphaastigotes only, trypomastigotes were not
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observed in reproduction. The ultrastructural asialyof Trypanosomasp.3 confirmed its
singularity through morphological characteristiclsas elongated glicosomes.

This research accomplishes its first record ofitfiection through trypanosomes in the
Anuran Osteocephalugenre and in the species la#ptodactylus fuscus, Leptodactylus lineatus
and the presence @t chattoniin the Leptodactylluspecies in Brazil.

The usage of LIBHIT-K as an effective mean Toypanosomap.3 maintenance and the
first records of ultrastructure anuran trypanosomegdrazil.

Key-words: Trypanosoma chattoniTrypanosomarotatorium Morphology, Isolation and
Maintenance, Ultra-structure.



1.0INTRODUCAO

Os parasitos da ordem Kinetoplastida Honigberg31&® encontrados em ampla gama
de animais, vertebrados e invertebrados, e plghasLov et al.,2001) e caracterizam-se pela
morfologia dos estadios evolutivos e ciclos biatdgi ressaltando-se os hospedeiros envolvidos.
A ordem é dividida em duas subordens: Bodonina, apresenta individuos de vida livre e
parasitos, e Trypanosomatina, que apresenta (amei#id, Trypanosomatidae Doflein, 1901, em
que todos os individuos sdo parasitos.

O género Trypanosomafoi proposto por Gruby em 1843, que identificou um
hemoparasito de anurd@rypanosoma sanguiniobservado enRana esculentana Europa
Entretanto, Mayer, meses antes, havia encontradasifia semelhante, que descreveu como
Amoeba rotatoria LAVERAN & MESNIL (1901) propuseram a combinacdoypanosoma
rotatorium(Mayer, 1843), sendo esta a espécie tipo do g€BarRDSLEY & HARMSEN, 1973).

Vérias abordagens foram realizadas com espéciés gésero, sobretudo com aquelas
gue parasitam humanos e outros vertebrados de téimg@a econdmica. Entretanto, estudos que
consideram tripanossomas de animais da faunatsév&®o escassos no Brasil.

Os anuros apresentam plasticidade de habitat, perem na interface agua-terra,
expostos a oportunidades ecoldgicas distintas@argesso a diferentes tipos de parasitos, o que
reflete sua alta diversidade parasitariasaBr & DESSER 1984). As espécies deste grupo

apresentam complexas relagdes no sistema parasipedeiro, uma vez que os ambientes
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aquatico e terrestre estao envolvidos no processinféccdo dos hospedeiros vertebrado e
invertebrado, oferecendo campo vasto para o estabento das mais diversas inter-relacoes.

Considerando-se que o Brasil abriga a maior didadg de anuros do mundo
(VASCONCELOS& ROSSAFERES 2005), cerca de 776 espécies registradas (SB}) Abuco se
conhece sobre seus hemoparasitos, destacandaisese goncerne aos tripanossomas.

Estudos que datam do inicio do século XIX abordam@nocorréncia e aspectos
citoldgicos do processo de reproducéo dos parasitmpieles da segunda metade do século XX,
além da ocorréncia, relataram aspectos morfolégicasfométricos e bioldgicos. ApGs este
periodo, estudos sobre tripanossomas de anura@giade inexistentes no Brasil.

Apbs cerca de 150 anos do primeiro relato de tdgpsmmas, pouco se conhece sobre a
biologia, bioquimica, ultraestrutura e genética éggécies encontradas em anuros. No que se
refere a taxonomia, existem controvérsias sobrali@lade de algumas espécies. Os estudos
realizados abordaram o ciclo evolutivo, distriboi¢@iogeogréfica e infecgbes experimentais nos
diversos hospedeiros, vertebrado e invertebradtudBs sobre o desenvolvimeniio vitro,
ultraestrutura, anélise ecoldgica e molecular g@tasescassos.

Vérios relatos demonstraram ser sanguessugas oed@gp invertebrado destes
tripanossomas. Poucas espécies sdo comprovadatreammitidas por dipteros hematofagos,
incluindo espécies de importancia meédico-veteraari

O polimorfismo, amplamente relatado, ocorre nos pédsiros invertebrado e,
principalmente, vertebrado. As maiores contradigéésrem-se a taxonomia de rotatorium
nao existindo consenso a respeito da morfologisacqregacteriza.

Destaca-se a relevancia da compreensdo das relgdiesito-hospedeiro como
importante medida de conservacao das espéciesdsdg® sobretudo quando animais da fauna
silvestre estdo envolvidos, uma vez que relatosude patogenicidade foram verificados em
anuros. Destaca-se ainda, a relevancia dos anome mdicadores bioldgicos devido a sua
sensibilidade as alterac6es ambientais e sua [geessn regides urbanas carreando patégenos
entre o ambiente urbano e silvestre.

O registro de tripanossomas em anuros no estadatio Grosso e dé&. rotatoriumno
municipio de Seropédica, Campus da UniversidaderBe&ural do Rio de Janeiro, poENOS
et al. (2003) e Eisel et al. (2002), respectivamente, motivou a tentativa, @latada, de
caracterizar, segundo a morfologia e morfometrg,f@amas sangiineas de tripanossomas

encontrados no hospedeiro vertebrado, em regiGestados do Mato Grosso e Rio de Janeiro.
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Além de caracterizar, segundo a morfologia, mortoimes a ultra-estrutura, das formas de

cultura dos tripanossomas isoladad dptodactylus ocellatuso estado do Rio de Janeiro.



2.0 REVISAO DA LITERATURA

De acordo com Bsser (2001) existem mais de 70 espécies assinaladas par
tripanossomas parasitos de anuros. Entretanto silislade é questionada devido ao
polimorfismo que algumas apresentanu®, 1922; BRUMPT, 1928; FANTHAM et al., 1942;
Ruiz & ALFARO, 1958; B\RDSLEY & HARMSEN, 1973;DESSER 1973;MIYATA, 1976; MIYATA,
1978; MARTIN et al., 1992b; WUN & DESSER 1996; MARTIN et al., 2002). DESSER em 2001,
sugeriu alguns critérios que deveriam ser adotpdos a identificacdo de novas espécies deste
grupo, assim destacou aspectos como formas dewvibbderento, especificidade do parasito,
cultura, dados do hospedeiro invertebrado e loadéidjue deveriam ser considerados para novas
descricbes, bem como andlises bioquimicas, daestttdaura e da genética para melhor
caracterizacdo destes tripanossomas polimorficos.

Estes parasitos apresentam ampla distribuicdo @kcmr Em trabalho de revisédo
BARDSLEY & HARMSEN (1973) relataram sua ocorréncia em mais de l%egalSm outros
estudos, houve registros de ocorréncia em quass tmicontinentes poeRG & CHUNG (1940);
WERNER (1993) na China; na Franca parWB/PT (1928); BJTTNER & BOUCART (1955a; 1955b)

e (REEMERS& JADIN (1966); na Italia porAtono (1938); Bélgica por &HweTz (1930) e na
Lituania por Zckus (2002). Na Africa por BUET (1909);Angola por RANGA (1925); na india
por MISRA & CHANDRA (1995).EwWERS (1968) em Papudlova Guiné; MCKERRAS (1961)e
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HALMILTON et al. (2005) na AustraliaNas Américas, diversos autores relataram a ocaaénc

destes parasitos (TAB. 1)

TABELA 1. Distribuicdo, por regido geografica e pedeira, das espécies de tripanossomas que parasitaos

nas Américas.

Espécie Espécies Hospedeiras Localidade Autor
Trypanosoma arcei Leptodactylus ocellatus  Argentina *Mazzeet al. (1927)
Trypanosoma rotatorium Bufo arenarum Argentina Vucetich & Giacobbe (1949)
Trypanosoma rotatorium Ceratophrys ornata Argentina Vucetich & Giacobbe (1949)
Trypanosoma rotatorium Hyla raddiana Argentina :;Jl?égti(é-f? zeéfacobbe (1949)
Trypanosoma rotatorium Hyla venulosa Argentina *Plimmer (1912)
Trypanosoma rotatorium Lepidobatrachus asper  Argentina Vucetich & Giacobbe (1949)
Trypanosoma rotatorium Leptodactylus bufonius  Argentina Vucetich & Giacobbe (1949)
Trypanosoma rotatorium Leptodactylus gracilis Argentina *Jorg (1936)
Trypanosoma rotatorium Leptodactylus ocellatus Argentina Vucetich & Giacobbe (1949)
Trypanosoma rotatorium Phyllomedusa sauvagii  Argentina Vucetich & Giacobbe (1949)
Trypanosoma borreli Hyla lateristriga Brasil Marchoux & Salimbeni (1907)
Trypanosoma celestinoi Leptodactylus ocellatus Brasil *Brumpt (1936)
Trypanosoma leptodactyli Leptodactylus gracilis Brasil Brumpt (1914)
Trypanosoma leptodactyli Leptodactylus ocellatus Brasil gzggéélag%)é)&umpt (1914);
Trypanosoma leptodactyli Paludicola signifera Brasil Brumpt (1914)

Machado (1911); Gongalves da Costa
Trypanosoma rotatorium Leptodactylus ocellatus Brasil & Silva (1969);

Pessoa (1969) e Elisei al. 002)
Trypanosomap. ? Brasil Ferreirzet al. (2003)
Trypanosomasp. Leptodactylus lineatus Lemoset al(2004)
Trypanosoma sp. Hypsoboas lundii Brasil Santogt al.(2005)
Trypanosoma andersoni Hyla versicolor Canada \F;V%%I'&&ngggrt(l(fgé%)e
Trypanosoma canadensis Rana pipiens Canada Woo (1969)
Trypanosoma chattoni Rana pipiens Canada Jones & Woo (1986; 1989)
Trypanosoma fallisi Bufo americanus Canada Martin & Desser (1990)
Trypanosoma gaumontis Bufo americanus Canada Fanthaet al.(1942)
Trypanosoma gaumontis Rana pipiens Canada Woo (1969)
Trypanosoma grylli Hyla versicolor Canada \ITV%):)IH&&BV(\)/ggrt(l(i)géL)S)e
Trypanosoma grylli Hyla avivoca Canada Woo & Bogart (1983)
Trypanosoma inopinatum Rana pipiens Canada Fanthaet al. (1942)
Trypanosoma inopinatum Rana catesbeiana Canada Fanthaet al. (1942)
Trypanosoma lavalia Bufo americanus Canada Fanthaet al. (1942)
Trypanosoma montrealis Bufo americanus Canada Fanthaet al. (1942)
Trypanosoma pipientis Hyla crucifer Canada Woo & Bogart (1983)
Trypanosoma pipientis Hyla versicolor Canada Woo & Bogart (1983)
Trypanosoma pipientis Pseudacris triseriata Canada Woo & Bogart (1983)
Trypanosoma pipientis Rana catesbeiana Canada Siddall & Desser (1992)
Trypanosoma pipientis Rana clamitans Canada Woo (1969)
Trypanosoma pipientis Rana pipiens Canada Woo (1969)
Trypanosoma pipientis Rana septentrionalis Canada Barta & Desser (1984)

Continua
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TABELA 1. Continuacgdo.Distribuicdo, por regido geifica e hospedeira, das espécies de tripanossques
parasitam anuros nas Américas.

Espécie Espécies Hospedeiras Localidade Autor
Trypanosoma pipientis Rana sylvatica Canada Woo (1969)
Trypanosoma ranarum Bufo americanus Canada Barta & Desser (1984)
. . Barta & Desser (1984);
Trypanosoma ranarum Hyla versicolor Canada Jones & Woo (1989)
Trypanosoma ranarum Rana pipiens Canada Jones & Woo (1989)
Trypanosoma ranarum Rana septentrionalis Canada Woo & Bogart (1983)
. . . Fanthamet al. (1942); Woo (1969) e
Trypanosoma rotatorium Rana catesbeiana Canada Bardsley & Harmsen (1969: 1970)
- . . Fanthanet al. (1942); Woo (1969);
Trypanosoma rotatorium Rana clamitans Canada Desser (1976) e Jones & Woo (1989)
Trypanosoma rotatorium Rana pipiens Canada Fanthaet al. (1942)
Trypanosoma rotatorium Rana pipiens Canada Woo (1969) e Jones & Woo (1989)
Trypanosoma sanguinis Rana mugiens Canada *Osler (1883)

Trypanosoma chattoni

Eleutherodactylus fitzingeiCosta Rica

Desser (2001)

Trypanosoma chattoni Rana vaillanti Costa Rica Desser (2001)
Trypanosoma loricatum Rana vaillanti Costa Rica Desser (2001)
Trypanosoma rotatorium Rana pipiens Costa Rica Ruiz & Alfaro (1958)
Trypanosoma rotatorium Rana warschewitschii Costa Rica Ruiz & Alfaro (1958)
Trypanosoma sp. Phrynohyas venulosa Costa Rica Desser (2001)

Trypanosoma sp.

Eleutherodactylus fitzingeiCosta Rica

Desser (2001)

Trypanosoma sp. Rana forreri Costa Rica Desser (2001)
Trypanosoma sp. Rana vaillanti Costa Rica Desser (2001)
Trypanosoma aurorae Rana aurora EUA Lehmann (1959)a
Trypanosoma boyli Rana boyli EUA Lehmann (1959)b
Trypanosoma bufophlebotomi  Bufo americanus EUA Werner & Walewski (1976)
Trypanosoma bufophlebotomi  Bufo boreas EUA Ayala (1970)
Trypanosoma chattoni Rana pipiens EUA Diamond (1958)
Trypanosoma grylli Acris gryllus EUA Nigrelli (1945)
Trypanosoma karyozeukton Acris gryllus EUA *Lauter (1960)
Trypanosoma parvum Rana clamitans EUA Kudo (1922)
Trypanosoma pipientis Rana clamitans EUA Werner & Walewski (1976)
Trypanosoma pipientis Rana pipiens EUA Diamond (1950; 1958)
Trypanosoma pseudopodium Bufo americanus EUA Werner & Walewski (1976)
Trypanosoma ranarum Rana catesbeiana EUA Werner & Walewski (1976)
Trypanosoma ranarum Rana clamitans EUA Werner & Walewski (1976)
Trypanosoma ranarum Rana pipiens EUA \?ngg?i(\}vﬁgaski (1976)
Trypanosoma ranarum Rana septentrionalis EUA Werner & Walewski (1976)
Trypanosoma rotatorium Acris gryllus EUA *Lauter (1960)
Trypanosoma rotatorium Bufo compactilus EUA *Walton (1946)
Trypanosoma rotatorium Bufo fowleri EUA *Walton (1946)
Trypanosoma rotatorium Bufo Woodhouseii EUA *Campbell (1968)
Trypanosoma rotatorium Hyla avivoca EUA *Lauter (1960)
Trypanosoma rotatorium Hyla cinerea EUA *Lauter (1960)
Trypanosoma rotatorium Hyla crucifer EUA *Brandt (1936) e *Lauter (1960)
Trypanosoma rotatorium Hyla versicolor EUA *Campbell (1968)
Trypanosoma rotatorium Pseudacris brimleyi EUA *Brandt (1936)
Trypanosoma rotatorium Rana areolata EUA *Lauter (1960)

Gntinua
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TABELA 1. Continuagéo. Distribuicdo, por regido geffica e hospedeira, das espécies de tripanossqueas

parasitam anuros nas Américas.

Espécie Espécies Hospedeiras Localidade Autor
*Brandt (1936); Nigrelli (1945);
Trypanosoma rotatorium Rana catesbeiana EUA *Campbell (1968) e
Werner & Walewski (1976)
Nigrelli (1945); Southworth et al.
) . (1968);
Trypanosoma rotatorium Rana clamitans EUA *Bolinger et al. (1969) e
Werner & Walewski (1976)
Trypanosoma rotatorium Rana palustris EUA Laird (1951) e *Lauter (1960)
Trypanosoma rotatorium Rana pipiens EUA Werner & Walewski (1976)
Trypanosoma rotatorium Rana septentrionalis EUA Werner & Walewski (1976)
Trypanosoma rotatorium Rana sphenocephala EUA *Brandt (1936) e*Lauter (1960)
Trypanosoma rotatorium Rana sylvatica EUA Werner & Walewski (1976)
Trypanosoma schmidti Rana sphenocephala EUA Diamond (1958)
Trypanosoma sp. Bufo boreas EUA Anderson & Ayala (1968)
Trypanosoma sp. Hyla andersoni EUA Nigrelli (1945)
Trypanosoma sp. Hyla arenicolor EUA *Parry & Grundmann (1965)
Trypanosoma sp. Hyla crucifer EUA Nigrelli (1945)
Trypanosoma sp. Hyla sp. EUA *Schmidt (1878)
Trypanosoma sp. Hyla versicolor EUA Nigrelli (1945)
Trypanosoma sp. Rana pipiens EUA Nigrelli (1945)
Trypanosoma sp. Rana pretiosa EUA *Clark et al. (1969)
Trypanosoma chattoni Rana pipiens México Pérez-Reyes (1967)
Trypanosoma diamondi Rana pipiens México Pérez-Reyes (1968)
Trypanosoma galba Rana montezuma México Pérez-Reyes (1968)
Trypanosoma galba Rana palmipes México Pérez-Reyes (1968)
Trypanosoma galba Rana pustulosa México Pérez-Reyes (1968)
Trypanosoma grandis Rana pipiens México Pérez-Reyes (1968)
Trypanosoma inopinatum Rana montezumae México Pérez-Reyest al(1960)
Trypanosoma loricatum Rana pipiens México Pérez-Reyes (1967)
Trypanosoma montezumae Rana montezumae México Pérez-Reyest al(1960)
Trypanosoma montezumae Rana pustulosa México Pérez-Reyes (1967)
Trypanosoma montezumae Rana palmipes México Pérez-Reyes (1967)
Trypanosoma rotatorium Hyla lafrentzi México Pérez-Reyes (1967)
Trypanosoma rotatorium Phyllomedusa bicolor México Pérez-Reyes (1967)
Trypanosoma rotatorium Rana montezumae México Pérez-Reyest al. (1960)
Trypanosoma rotatorium Rana pipiens México Pérez-Reyest al.(1960)
Trypanosoma sp. Bufo marinus Peru Lehmann (1966)b
Trypanosoma sp. Dendrobates trvittatus Peru Guerrero & Ayala (1977)
- . Scorza & Dagert (1858) e
Trypanosoma rotatorium Hyla crepitans Venezuela o7 e Urdaneta-Morales 1977)
Trypanosoma rotatorium Hyla venulosa Venezuela Scorza & Dagert (1958)
Trypanosoma rotatorium Leptodactylus bolivianus Venezuela Scorza & Dagert (1958)
Trypanosoma rotatorium Leptodactylus insularum Venezuela Ramos & Urdaneta-Morales (1977)
Trypanosoma rotatorium Phyllomedusa bicolor Venezuela Scorza & Dagert (1958)

*apudBARDSLEY & HARMSEN (1973)



2.1 TRANSMISSAO AO HOSPEDEIRO VERTEBRADO

Sanguessugas foram relatadas pela primeira vez dwspedeiro invertebrado para
tripanossomas que parasitam anuros pareB (1904), que sugeriu séfielobdella algirao
hospedeiro invertebrado de'ypanosoma inopinaturergent & Sergent, 1904.RBMPT no
mesmo ano confirmou a hip6tese deLBr (1904) verificando a transmissdo Heinopinatuma
Rana esculentgpor H. algira. A infeccdo da sanguessuga ocorre por ingestaofatass
infectantes; a infeccdo ao anuro ocorre por in@aadalas formas infectantes pela sanguessuga
durante a hematofagia. Desde o demonstradoBgampPT (1904), diversos autores como
BRUMPT (1906), NGRELLI (1945), DAMOND (1950), $0RzA & DAGERT (1958),KuD0 (1966),
W00 (1969a),DESSER(1976),MIYATA (1976;1978),MARTIN & DESSER(1990,1991a) DESSER
(1992) e SIDDAL & DESSER (1992) verificaram o desenvolvimento de tripanossomas em
sanguessugas, em anuros naturalmente ou experimenta infectados nos quais a presenca de
tripomastigotas metaciclicos foi comumente relatada

Dipteros hematofagos foram indicados como hospesieiinvertebrados para
tripanossomas de anuros, entretanto poucos estadostataram sua viabilidade como
transmissores. NG & CHUNG (1940) e ENG & CHAO (1943) no Japao YaLA, (1968;1970;
1971)nos EUAe RamMOSs & URDANETA-MORALES (1977)na Venezuelaelataram a transmissao
de Trypanosoma bocagé&iranca, 1911Trypanosoma bufophlebotoryala, 1968 e formas do
complexoT. rotatoriumpor dipteros hematofagos.

Estes autores verificaram o desenvolvimento dpandssomas na porgdo posterior do
sistema digestorio e observaram que a transmiss@amw@ro ocorre por ingestdo do hospedeiro
invertebrado (ENG & CHUNG, 1940;FENG & CHAO, 1943; ArALA, 1971e RAMOS & URDANETA-
MORALES, 1977). Nestes estudos, tripanossomas metacicli@osfaram observados, sendo
epimastigotas as formas infectantes.

PESSOA (1969) e RMOS & URDANETA-MORALES (1977)obtiveram resultados negativos
ao tentar infectaRhodnius prolixugom formas dd. rotatoriume T. leptodactyli Estes autores
registraram que 24hs apO0s hematofagia, ocorredandamento das formas e 72hs apds,
apresentavam-se em processo de degeneragéay §1962)observou o desenvolvimento de
rotatorium em Aedes aegypte DeEsseret al. (1973; 1974) enCullex territans entretanto a

transmisséo experimental por estes hospedeirosesétiou em infeccdes positivas.

2.2PATOGENIA
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A acao patogénica de tripanossomas a anuros fdicada em T. inopinatum T.
rotatoriume emT. anderson(FRANCA, 1913;1914apudFRANCA, 1928; BJTTNER & BOUCART,
1955a; 1955b ®EILLY & W00, 1982a). A acdo patogénica Terotatoriume T. andersonié
guestionavel, uma vez que as analises foram acdragaa sob condicbes de inoculacéo
experimental.
BUTTNER & BOUCART (1955a; 1955b) relataram que as formas jovens gadas deT.
inopinatumsado patogénicas, causadoras da fase aguda, meas responsaveis pelas mortes
dos anuros. BUMPT (1906;1924)e BUTTNER & BOUCART (1955a; 1955b) registraram anemia,

ascites e hemorragias em anuros intensamente tpdessi

2.3M ORFOLOGIA DOS TRIPOMASTIGOTAS

Este grupo de parasitos apresenta variada moidiglgge muitas vezes € utilizada como
anico critério para descricbes de novas espéci@gunfas espécies, entretanto, apresentam
morfologia invaridvel, consideradas monomorficasitras sdo notadamente polimorficas
(FRANGCA, 1911;MACHADO, 1911; KUDO, 1922; BRUMPT, 1928;SCHWETZ, 1930;FANTHAM et al,
1942; VUCETICH & GIACOBBE, 1949; Riiz & ALFARO, 1958; RBREZREYES et al. 1960;
CREEMERS& JADIN, 1966; BRESREYES et al, 1968;BARDSLEY & HARMSEN, 1973;DESSER
1973; EREZREYES et al, 1976; MIYATA, 1976;1978; MARTIN et al., 1992a; 1992b; UN &
DESSER 1996; DESSER 2001, MARTIN et al.,2002).

Espécies monomorficas, em geral, apresentam o cal@ugado com extremidades
afiladas, membrana ondulante conspicua e flagete. [iSob estas caracteristicas podem ser
consideradagrypanosoma nelspruitendeaveran, 1904 Trypanosoma parrotBrumpt, 1923;
Trypanosoma neveulemairddrumpt, 1928; Trypanosoma megdutton & Tobey, 1903;
Trypanosoma karyozenktdbutton & Tobey, 1903;Trypanosoma pipienti®iamond, 1950;
Trypanosoma montezumaérez-Reyes, 19607rypanosoma grandisPérez-Reyes, 1968;
Trypanosoma diamondPérez-Reyes, 1968;Trypanosoma ishigakienseMiyata, 1978;
Trypanosoma parvuidudo, 1922 &rypanosoma microhylilisra& Chandra, 1995.

Trypanosoma boyliehmann,1959, Trypanosoma grylliNigrelli, 1944 e Trypanosoma
loricatum (Mayer, 1843) lavERAN & MESNIL, 1901, considerados monomorficos, apresentam
morfologia corporal distinta dos citados.

Trypanosoma chattonMathis & Leger 1911 difere de todas as outras espécies ja
relatadas. Este tripanossoma com morfologia peculiaresenta o corpo arredondado e um

pequeno flagelo que ndo se estende além do compdrde corpo. AMOND (1965)isolou este
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tripanossoma e manteve-o por sete anos em meialtl#acJONES & WO0O (1986) relataram
aspectos do seu processo de divisdo, ndo observaardmdo na morfologia corporal do
parasito. CARK et al.(1995),LUN & DESSER(1996) eMARTIN et al. (2002)confirmaram por
analises moleculares, a singularidadeTdehattoni Esta espécie foi amplamente relatada em
bufonideos poMATHIS & LEGER(1911), MYATA (1978) e VERNER(1993) na Asia, em ranideos
por DAMOND (1965),JONES& W00 (1986) eDESSER(2001)nas Américas do Norte e Central.

As variacbes morfologicas dos tripanossomas deoanpodem ser verificadas por
alteracdes na largura do corpo até polimorfismateglo com marcada mudanca de forma.

Polimorfismo relacionado a largura corporal, orggido formas delgadas e largas foi
relatado emTrypanosoma sergentBrumpt, 1923; Trypanosoma bocageFranca, 1910;
Trypanosoma rugosakliyata, 1978 eTrypanosoma ranarunfLankester, 1871) ENILWESKY,
1885.

BUTTNER & BOUCART (1955a;1955b),PERESREYES(1968), ANDERSON& AYALA (1970)

e MARTIN & DESSER(1990) atribuiram o polimorfismo deypanosoma inopinaturSergent &
Sergent, 1904Trypanosoma galb®érez-Reyes, 1968 rypanosoma bufophlebotorAnderson

& Ayala, 1970 eTrypanosoma fallisiMartin & Desser, 1990 ao tempo de infeccdo do
hospedeiro vertebrado. As formas jovens referianasgarasitos menores e delgados e as
maduras a parasitos maiores e largos.

GALLIARD et al. (1954) relataram que determinados hormonios podésraa a
morfologia dos tripomastigotas de inopinatumque ocasionaram gigantismo e alteracbes em
seu processo reprodutivoERLY & Woo0 (1982a) verificaram que fatores, como temperatura,
alteraram a morfologia dos tripomastigotas. Estésras observaraifirypanosoma andersoei
Trypanosoma grylliem diferentes temperaturas e verificaram alteracfderentes ao
comprimento do corpo ao longo de varios diasaRMN & DESSER (1991b) relataram
interferéncia da temperatura na largurd dfallisi ao longo das estacgdes.

A maior variagdo morfologica, entre os tripanossoouze parasitam anuros, € atribuida a
T. rotatorium Sob este nome, diversos tripanossomas apresengandwis variadas formas,
foram relatado=ANTHAN et al.(1942), REEMERS& JADIN (1966) eMIYATA (1978)verificaram
a predominancia das formas alongadas em girkstes relatos ressaltaram o polimorfismo nos
diversos estadios de desenvolvimento do hospedeitebradoBARDSLEY & HARMSEN (1973)
propuseram o complexo morfoldgicb, rotatorium na tentativa de evitar a confusdo que existe

acerca desta espécie.
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DuTTON et al. (1907) e BRDSLEY & HARMSEN (1973) especularam que Mayer, 1843
identificou como infecgdo mista o que na realidseigam variacdes morfologicas de um mesmo
tripanossoma, entretanto ha divergénciassd2r 2001). Relatos deste tipo tém ocorrido na
histéria da literatura do grupo como o drARCA (1915) que verificou qudrypanosoma
elegansFranca & Athias, 1906 drypanosoma undulan§ranca & Athias, 1906 espécies
descritas como monomorficas eram estagios polisasfileT. inopinatunmconsiderada até entdo
como monomorfica.

O grupo de formas identificadas corfio rotatoriumteve sua ocorréncia amplamente
relatada por DTTON et al.(1907), RANCA & ATHIAS (1907),MACHADO (1911),KuDo (1922),
FANTHAM et al (1942),VUCETICH & GIACOBBE (1949), Riiz & ALFARO (1958),SCORzA &
DAGERT (1958), LEHMANN (1959), EERESREYES et al. (1960), BuALEY (1962), CREEMERS &
JADIN (1966), BARDSLEY & HARMSEN (1968), SOUTHWORTH (1968), ®NCALVES DA COSTA &
SILVA (1969),PESSOA(1971),BARDSLEY & HARMSEN (1973),DESSERet al. (1973),DESSERet
al. (1974)MIYATA (1976;1978),WERNER& WALEWSKI (1976),RAMOS & URDANETA-MORALES
(1977),BARTA et al. (1989), MARTIN et al. (1992b), IUN & DESSER(1996), DESSER (2001),
ELISEI et al. (2002) e Zckus (2002). Trypanosoma rotatoriuné a mais comumente assinalada
em anuros (BRTA et al.1989)

Segundo VCCETCH & GIACOBBE (1949) e SORzA & DAGERT (1958) Trypanosoma
borreli Marchoux & Salimbeni, 1907frypanosoma arcélazza, 1927Trypanosoma costatum
Franca, 1908;Trypanosoma hylad-ranca, 1908 Trypanosoma ocellatBrumpt, 1936;T.
leptodactyli T. parvum Kudo, 1922; Trypanosoma gaumontis, Trypanosoma lavaéa
Trypanosoma montrealdescritas por Fantham; Porter & Richardson, 1942nfi consideradas
sinonimias d€'. rotatorium

ScorzA & DAGERT (1958) comprovaram por infecgdes experimentaisiquetatoriume
T. leptodactyli provenientes delLeptodactylus bolivianuse Hyla crepitans sdo estadios
polimorficos de um mesmo tripanossoma. Estes autoverificaram, ao longo do
desenvolvimento, formas alongadas e delgadas, folangas com extremidades arredondadas e
formas redondasViACHADO (1911)observou os mesmos padrées morfoldgico$.detatorium
emL. ocellatusem infeccBes naturais, provenientes do estaddalddrlJaneiro.

Em virtude do marcado polimorfismo que esta espamiesenta,ALONO (1938) propos
a divisdo do génerdrypanosomaue abrigarial. rotatoriumao qual serve de tipo e um novo
géneroCastellanella que agruparia todas as demais espécies ja @sspata o género. O autor

fundamentou-se em argumentos morfolégicos e biob&giprincipalmente sobre a reproducéo
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no hospedeiro vertebradBARDSLEY & HARMSEN (1973) propuseram o compleXo rotatorium
na tentativa de se evitar novas descricoes fundah@m somente na morfologia dos

tripomastigotas sangliineos e maiores problemaardéeec taxondmico.

2.4STI0OS DE INFECCAO EM ORGAOS DE ANUROS

Vérios estudos relataram a existéncia de sitiaefdecao especificos para este grupo de
tripanossomas indicando os rins como sitio de medmcentracdo (McHADO, 1911; KuDo,
1922;FANTHAM et al, 1942; SUTHWORTH et al, 1968;BARDSLEY & HARMSEN, 1973;JONES&
Woo0, 1986e 1989). SUTHWORTH et al. (1968) observou migracdo em 24hs, entre a ciréalag
periférica e circulacdo dos rins, émrotatorium MACHADO (1911)observou esta espécie em
maior frequéncia na circulacdo dos rins, figado agob Neste estudo o autor observou
tripanossomas aderidos ao endotélio dos capilaseenais. KIDO (1922), FANTHAM et al.
(1942) eJoNES & WO0O (1989)relataram assim como A4HADO (1911), que esta espécie foi
observada em maior frequéncia na circulacdo dgsJoNES& W00 (1986;1989)relataram que
0 mesmo ocorreu eri. chattoni encontrado enRana pipiens FANTHAM et al. (1942) e
BARDSLEY & HARMSEN (1973) verificaram que as formas arredondadas concenteamas
circulagéo visceral do coracao e rins.

BRUMPT (1923) observod. parrotie T. sergentna medula 0ssea e na circulacao visceral
e relatou escassez de formas na circulacdo peafébuUTTON et al. (1907) e FEREZREYES
(1969b) observaram o oposto € rotatoriume T. grandis respectivamenteBUTTNER &
BOUCART (1955a e 1955b) relataraim inopinatum nacirculacdo cardiaca e em menor nimero
na circulacdo renal, hepatica, na medula ésseada aiiclo intracelular para esta espécie de
tripanossoma. MCETICH & GIACOBBE (1949) relataram formas intraeritrocitarias para
tripanossomas alongados semelhantBdeptodactyli

PEREZREYES (1968; 1969a) verificou que em infeccdes recenteB, galba e T.
montezumagoncentraram-se na circulacdo periférica e enogesi reprodutivos na circulagcéo
visceral, principalmente do figado e coracéo.

A determinacdo da existéncia de sitios de infedg@ima-se dificil uma vez que os
diversos estudos foram fundamentados somente mn@sado encontradas em esfregacos

sanguineos, ndo sendo observados sangue proverdestérgaos.

2.5TECNICAS PARASITOLOGICAS
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Em geral, técnicas parasitolégicas sao utilizadasa pdetectar infec¢cdes por
tripanossomas em anuros. Algumas foram desenvalyidea auxiliar no diagnostico e aumentar
a sensibilidade na deteccéo de baixas infecc@@&E$R Woo, 1989). Wo (1969c) avaliou a
utilizacdo da centrifugacdo de hematécrito par@ad@o de tripanossomas (HCT) em baixas
parasitemias, esta técnica estd associada a radélid peso especifico do tripanossomaoW
(1983) realizou estudo comparativo para avaliaemsibilidade de técnicas de diagnostico,
comparando as técnicas de HCT, culturas e anélfseseo. Dentre elas, o HCT apresentou
maior rapidez e sensibilidade no diagndstico, qaréain de acordo com a espéciaid et al.
(1989), avaliaram a sensibilidade da técnica deesgdo dos rins (KIT) e constataram que esta
associada ao tamanho do parasito, sendo indicadadpegnosticar tripanossomas de grande
tamanho. Os autores propdem que estas técnicasastev&er utilizadas em conjunto para se

obter dados mais acurados para a determinacaedalémcia destes parasitos.

2.6 QULTURA DOS TRIPANOSSOMAS

A primeira espécie de tripanossomas de anuros @bservadan vitro foi T. rotatorium
por BOUET (1906). Apoés, diversas espécies foram isoladasrditgas em diferentes meios por
MATHIS (1906), MaTHIS & LEGER (1911), ®NSELLE (1923b);PACKCHANIAN (1934),VUCETICH
& GIACOBBE (1949);WALLACE (1956),STEINERT, (1958), BREZREYESet al. (1960), LEHMANN
& SORsoLl (1962), REEMERS & JADIN (1966), EREZREYES (1968a, 1968b)FROMENTIN
(1971),REILLY & WOO (1982b) e MRTIN & DESSER(1991).

A manutencgdo entre lamina e laminula foi denonmaneaimo manutencdo em meio de
cultura por IUTTON et al. (1907), RANCA & LAVERAN (1911), $0RzA & DAGERT (1949) e
PEREZREYES (1960) e utilizada nas descricdbes das alteracaes aporrem com estes
tripanossomas. Segundo estes autores foi verificadauolizacdo do citoplasma e
arredondamento das formas alongadas que perdenmagiraghte a membrana ondulante e ocorre
a migracdo do cinetoplasto em direcdo ao nucleofoAmas arredondadas recém formadas
iniciam intenso processo de divisdo, resultandepimastigotas delgados e piriformegIURy
& W00 (1982b) observaram tripomastigotasTdeandersonentre lamina e laminula e também
relataram processo de arredondamento, principatndmtegido posterior do corpo, resultando
na formacao de esferomastigotas.

No Brasil,MACHADO (1911) isolouT. rotatoriumde L. ocellatus procedentes do estado

do Rio de Janeiro. Este autor utilizou o meio N.NelNrelatou a dificuldade de manter estes
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parasitos atribuindo a temperatura de aproximadeT®8? C a mortalidade dos tripanossomas.
PEREIRA €t al. (1973) também isolaram. rotatoriumde L. ocellatusprovenientes do estado do
Rio de Janeiro e relataram assim comacMaDO (1911) a dificuldade em manter estes
tripanossoma# vitro. Estes autores mantiveram rotatoriumpor aproximadamente 15 dias.
FERREIRA et al, (2003) obtiveram 70 isolados provenientes despgees de anuros procedentes
do Cerrado, Mata Atlantica e Pantanal. Entretamfio, mencionaram as espécies hospedeiras e
espécies de tripanossomas encontrados, bem comei® utilizado para o isolamento dos
tripanossomas.

O polimorfismo das formas dos tripanossomas deoanam cultura foi amplamente
relatado (M\CHADO, 1911; PNSELLE, 1923; FRACKCHANIAN, 1934; VUCETICH & GIACOBBE,
1949;STEINERT, 1958 e 1965; EREZREYES et al, 1960;LEHMANN, 1962;LEHMANN & SORSOL],
1962; PEREZREYES, 1968a 1968bAYALA, 1971; FROMENTIN, 1971, BARDSLEY & HARMSEN,
1973; PEREIRA et al, 1973; RILLY & WO0O0, 1982b; MARTIN & DESSER 1990; 1991a). Estes
autores relataram a presenca de epimastigotas ddslga piriformes, esferomastigotas
apresentando ou néao flagelo livre e tripomastigdasretanto, PREZREYES (1968b) e AALA
(1971)relataram auséncia de formas tripomastigotas nofitad, que segundoyALA (1971)as
formas infectantes sdo epimastigotas.

Processos reprodutivos foram verificados para pécéss de tripanossomas observadas
in vitro. Reproducado binéria foi comumente observaderR(BLEY & HARMSEN, 1973) sendo
relatada por McHADO (1911),PEREZREYES et al. (1960), FROMENTIN (1971) e BREIRA et al.
(1973)emT. rotatorium por FONSELLE (1923) emil. inopinatum porPEREZREYES et al.(1960)
emT. montezuma@or STEINERT (1958;1965)em T. mega por REILLY & W00 (1982 b)emT.
andersonie T. grylli e por MARTIN & DESSER(1991a) enT. fallisi.

Divisédo mdltipla foi observada efn rotatorium(PEREZREYES et al, 1960e PEREIRA et
al., 1973),T. inopinatum(PONSELLE, 1923), emT. ranarum(LEHMANN & SORsOL|, 1962),emT.
bufophlebotomiAvAaLa, 1971),em T. grylli e raramente enf. andersoni(REILLY & WOO,
1982b). A combinacdo dos dois processos reprodutiop verificada por BNSELLE (1923),
PEREZREYESet al.(1960),PEREIRA et al. (1973)e REILLY & W00 (1982 b).

Os primeiros estudos de isolamento e manutenc@iipdeossomas de anuros utilizaram
essencialmente o meio N.N. deW & McNEAL (1903) ou modificacdes deste meioA(IS,
1906 e NcoLE, 1906). PNSELLE (1923a) e ROMENTIN (1971) propuseram a utilizacdo de meios
bifasicos para manter tripanossomas ndo patogénidas ACE (1956) relatou a superioridade

de meios bifasicos em relagdo a meios monofasiessgdos en. ranarum Meios bifasicos
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foram amplamente utilizados para isolamento e/onutencdo de tripanossomas de anuros
(Ruiz & ALFARO, 1958; STEINERT, 1958;1967; CREEMERS & JADIN, 1966; LEHMANN, 1962;
LEHMANN & SORSOLI 1962; PEREZREYES, 1968; LAURENT & STEINERT, 1970; PEREIRA et al,
1973; REILLY & W00, 1982b; \ERMELHO et al, 1986 e MRTIN & DESSER 1991a).

LEHMANN (1962) verificou a influéncia da temperatura sobrereproducdo de.
ranarum Este autor relatou que a temperatura 6tima paspécie analisada ocorreu entre 20 e
25° C e que em baixas temperaturas (9° C) a taxadwativa diminui e altas temperaturas (35°
C) sao letais aos parasitos. Resultados semelhtamées verificados por BRaLA (1971) emT.
bufophlebotomi

LEHMANN & SORsoLI (1962) verificaram que epimastigotas piriformes @eranarum
constituem as unidades reprodutivas e que formasaspigotas delgadas sdo responsaveis pela
manutencdo da cultura se diferenciando em epinedasigpiriformes quando inoculados em
meio de cultura.

A criopreservacdo de formas de cultura de tripamas de anuros foi relatada por
FROMENTIN (1971),AYALA (1971)e ReEILLY & WOO (1982b). ROMENTIN (1971)utilizou como
crioprotetor pard. rotatoriumD.M.S.0. a 10%AYALA (1971)eREILLY & WOO (1982b) pard.
buphophlebotomiT. andersonnie T. grylli respectivamenteajtilizaram glicerol e obtiveram

resultados positivos na viabilidade por inoculag&perimental destas espécies.

2. 7ULTRA -ESTRUTURA

O primeiro estudo sobre a ultraestrutura de topaomas de anuros foi relatado por
STEINERT (1958) que observou a existéncia de citéstomaodadmge emT. megaindicando a
formacé@o de vesiculas endociticas no citoplasmalace{SrEINERT & NOVIKOFF, 1960) Em
estudos posteriores, TBNERT & VAN ASSEL (1967) verificaram a ocorréncia de divisdo em
individuos desprovidos de cinetoplasto.

CREEMERS & JADIN (1966) verificaram a ultraestrutura de formas déuca deT.
rotatorium DESSER(1976)observou epimastigotas desta mesma espécie nmaidigestorio da
sanguessugdatracobdella picta Estes autores observaram inclusdes lipidicas versdis
inclusbes, cuja natureza ndo foi determinada queamwezes assemelharam-se a organelas
acidas de reserva de substancias inorganicas deamdasi acidocalcisomas observadas em
tripanossomatideos (BCAMPO et al, 1995;VERCESI& DoCAMPO, 1996; MRANDA et al.,2000;

DE SouzA et al.2000e MEDEIROS et al, 2005). CAMPO & MORENO (1999) relataram que

estas organelas podem estar associadas ao armemoade substancias inorganicas que
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poderiam ser utilizadas em processos de diferefziaelular ao longo do desenvolvimento do
parasito, bem como no controle osmorregulatorio.

Segundo Souza (1999; 2002) e De SouzA et al(2000) estas organelas foram
amplamente relatadas em tripomastigotas com dvedsmominagcdes como granulos de
volutina, inclus@es vesiculares e granulos osniboil

DESSER(1976) verificou emT. rotatoriumestruturas semelhantes a hemidesmossomos
gue ligavam o flagelo a parede celular do hospedeiauséncia de complexo de Golgi, o que
nao foi observado porREEMERS& JADIN (1966) para a mesma espécie de tripanossoma.

CORTES& et al. (1972) observaram em epimastigotasTdenontezumae verificaram
além de organelas celulares, a presenca de inumbossomos dispersos pelo citoplasma e
vacuolos aos quais denominaram digestivos. EssgEmls apresentaram diferencas quanto ao
seu conteudo nas diferentes técnicas utilizadasu@ses mencionaram que este parasito difere
morfologicamente daqueles até entdo relatadosoecesh sua hipotese atribuindo as variagfes
morfologicas de estruturas e organelas celulardgé&rentes funcdes metabdlicas.

PEREZREYES et al. (1976) observaram a ultraestrutura de epimastigota3.dglba e
relataram vacuolos lipidicos, organelas celulamea tuncdo secretora, citofaringe e estruturas
envoltas por membrana, localizadas préximas a bdtsdlagelo, que se assemelhavam a
organismos simbiontes

Glicosomos foram descritos em varias espécies derg&rypanosomaEstas organelas
apresentam aspecto arredondado de aproximadamegiemn qDE Souza, 1999) e tem
importante papel no metabolismo celular, principaite na via glicolitica (S8UTO-PADRON &

DE Souza, 1982 e MsseTet al, 1986). Estas organelas foram relatadas emega(STEINERT,
1960);T. rotatorium(DESSER 1973);T. galba(PEREZREYES, 1976);T. montezuma@CORTESet
al., 1976) er. fallisi (MARTIN & DESSER 1991).

MARTIN & DESSER(1991b) relataram a presenca de citéstoma e gitglaemT. fallisi.
Estes autores verificaram a presenca de reservesoum® Sao organelas envolvidas na via
endocitica dos tripanossomas e foram descrita3 panosoma cruzlSOARES & DE Souza,
1988).
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CapiTuLO |

CARACTERIZAGAO MORFOLOGICA E MORFOMETRICA DOS TRIPOM  ASTIGOTAS SANGUINEOS

Resumo

O presente estudo teve como objetivo verificaresgnca de tripanossomas em anuros e
caracterizar morfologicamente e morfometricamest®emas sanglineas encontradas. Para tal,
19 espécies de anuros das familias Bufonidae, kytickae, Hylidae e Leptodactylidae foram
coletadas durante as atividades de resgate de fublsina Hidrelétrica do Guaporé, na divisa
dos municipios Vale de Sdo Domingos, Pontes e HacevT e no Campus da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, RJ. Verificougs®, esfregacos sanguineos e impressoes de
orgaos, a presenca de tripanossomas @steocephalussp., Leptodactylus chaquensis
Leptodactylus fuscusLeptodactylus lineatusprocedentes do estado do Mato Grosso e
Leptodactylus ocellatus procedente do Municipio de Seropédica, RJ. Trigemmas foram
observados em esfregacos sangiliineos e impressoégates em 36,36% dos hospedeiros
analisados désteocephalusp., 50% deleptodactylus chaquensid00% delLeptodactylus
fuscus 100% deleptodactylus lineatu® 100% de Leptodactylus ocellatusVerificou-se
polimorfismo das espécies encontradas, separandoypanosomasp.l; Trypanosomasp.2;
Trypanosoma chattoniTrypanosoma rotatoriunflato sensy e Trypanosomasp.3. Destes o
polimorfismo mais acentuado foi verificado dirypanosomasp.3. Este estudo faz o primeiro
registro da infec¢do por tripanossomas em anurogéteroOstheocephalysnas espécies
Leptodactylus chaquensid.eptodactylus fuscusLeptodactylus lineatuse a ocorréncia de

Trypanosoma chatto@m espécies do géndreptodactylluse no Brasil.

Palavras-chave:Trypanosoma rotatoriuprypanosoma chattonAnura, Morfometria.
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1.0 INTRODUCAO

Os tripanossomas de anuros foram relatados, desdeéas do séc. XIX, em quase todos
0s continentes, parasitando diversas espécies wlesarsanguessugas e algumas espécies de
dipteros hematoéfagos.

O polimorfismo, amplamente relatado neste grupwipanossomas ocorre no hospedeiro
vertebrado, com marcada mudanca da forma. Estudegppuseram descricbes de espécies
utilizando como unico carater a morfologia dos dmastigotas sangiineos, resultaram em
problemas de cunho taxonémico cuja validade de na@gu espécies, muitas vezes, foi
guestionada.

Desta forma, espécies proximas foram descritas conica espécie polimérfica ou
espécies altamente polimérficas, descritas comtintdis, gerando contradicdo e problemas na
taxonomia do grupo. Poucas sdo as espécies queenfam caracteristicas morfologicas
marcadamente distintas, corypanosoma chattofvathis & Leger, 1911

Segundo BRDSLEY & HARMSEN (1973) e VERNER& WALEWSKI (1976),a descricado de
Trypanosoma rotatoriunfMayer, 1843) ndo incluiu a caracterizacdo mogma das organelas
acarretando, desde seu achado, falhas que resatéams dias atuais em identificacdes erroneas.
Apds esta descricdo, diversas novas espécies fgeopostas baseando-se em dados
morfologicos e morfométricos que muitas vezes tasarh em sinonimias.

Estes tripanossomas apresentam sitios de cond@mtnachospedeiro vertebrado, sendo
encontrados na circulacdo periférica e viscerddyetado nos rins, onde sdo mais freqlentes
(MACHADO, 1911;KuDO, 1922;FANTHAM et al, 1942; SUTHWORTH et al, 1968;BARDSLEY &
HARMSEN, 1973;JONES& W00, 1986e 1989).

No Brasil, foi relatada a ocorréncia de tripanoss®ram anuros poreRREIRA et al.
(2003), LEMOSs et al (2003) e &NTOS et al. (2005) e d€T. rotatoriumpor MACHADO (1911);
GONCALVES DA COSTA& SILVA (1969), BSsS0A(1969) e EISEl et al. (2002); deT. borreli por
MARCHOUX & SALIMBENI (1907); deT. celestinoipor BRUMPT (1936) e T. leptodactylipor
CARINI (1910),BRUMPT(1914) e BSSOA(1969).

A presenca de tripanossomas em anuros em regiGestaiio do Mato Grosso poEMOS
et al (2003) e os relatos de.iBEl et al. (2002), no municipio de Seropédica, RJ motivaram a
realizacdo do levantamento dos tripanossomas ecawa@terizacdo segundo a morfologia e
morfometria das formas sangiiineas encontradasreidagido periférica e visceral dos anuros

coletados em regides dos estados do Mato GrosgmdeRaneiro.
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2.0 MATERIAL E METODOS

2.1 Captura e dados dos hospedeiros

Na divisa dos municipios Vale de Sdo Domingos, €oetLacerda, MT (2507’ 32"S,

58 57’ 16"W), durante atividades de resgate de fa®thespécies de anuros adultos das
familias Bufonidae, Microhylidae, Hylidae e Leptotdidae (TAB. 1)foram capturadas. As
coletas foram autorizadas pelo Instituto BrasileleoMeio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovéaveis (IBAMA), Nucleo de Fauna da Gerénciachiea - Mato Grosso, com protocolo
de licenca de coleta¥911/02, 030/02 e 001/UHE Guaporé.

No Campus da Universidade Federal Rural do Rio deirdareropédica, RJ (324’
08S e 48 42 27W), foram capturados, duas espécies de anuros aduitosardilia
Leptodactylidae (Tabela I), sendo um jovem da aspé@ptodactylus fuscu$Schneider, 1799) e
dois jovens e dois adultos da espdogptodactylus ocellatufLinnaeus, 1758) (TAB. 1). As
coletas foram autorizadas pelo Instituto BrasileleoMeio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis (IBAMA) com protocolo de licenca de coleta n°042/06 RANC@sso n°2010.
002541/05-00.

A manipulagdo dos anuros em condi¢des de labooafdiriautorizada pela Comissao de
Etica na Experimentacdo Animal (CEEA) da UniverdilaFederal de Juiz de Fora com

protocolo de licenca n°048/2006.

2.2 Coleta e analise dos parasitos

Os anuros procedentes do campus da UFRRJ forantesiag®s com inoculacao
intraperitoneal de lidocaina 2%, (35mL/Kg) e lavwdam alcool 70%Destes anuros foram
obtidas impressdes do coracao, figado, baco e Aimastras de sangue de todos os anuros
coletados no estado do Mato Grosso e no Municipi®eropédica foram obtidas por puncédo
cardiaca, feita no cone arterioso, preparadosgesfos sangiineos. Todas as preparagdes foram
fixadas em metanol por trés minutos, secadas acaradas pelo May-Grinwalld e Giemsa,
analisadas em aumento de 200X &® campos para determinacdo da parasitemia dos
tripanossomasTodas as necropsias foram realizadas em mesmoidyoefroximadamente
15h30min para que ndo houvesse interferéncia naeotiacdo dos parasitos, nos Orgaos

analisados, pela migracédo dos tripanossomas ao bimdia.
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TABELA 1. Procedéncia das familias, respectivageigs de anuros e nimero de individuos coletadoestados
do Mato Grosso e Rio de Janeiro.

NUumero de

Familia Espécies de anuros A Localidade
individuos
. Bufo paracnemis
4 Mato Grosso
Bufonidae Lutz, 1025
Bufo margarltlfera 9 Mato Grosso
Laurenti, 1768
Hylidae Hyla sp. 1 Mato Grosso
Laurenti, 1768
Hypsoboas raniceps 1 Mato Grosso
Cope, 1862
SCInaX_ruber 1 Mato Grosso
(Laurenti, 1768)
OstgocephaIU$p. 11 Mato Grosso
Steindachner, 1862
Phyllomedusa boliviana 2 Mato Grosso

Boulenger, 1902

. . Elachistocleis ovalis
1 Mato Grosso
M |crohyI|dae Schneider, 1799

Ctenophryne geayi

3 Mato Grosso
Mocquard, 1904
. Physalaemus albonotatus
Leptodactylidae (Steindachner, 1864) 1 Mato Grosso
Eleutherodactylus sp. 2 Mato Grosso
Duméril & Bibron, 1841
Leptodactylus chaquensis 2 Mato Grosso
Cei, 1950
Leptodactylus elenae 1 Mato Grosso
Heyer, 1978
Leptodagtylus fuscus 1 M ato Grosso
(Schneider, 1799)
Leptodactyl_us labyrinthicus 2 Mato Grosso
(Spix, 1824)
Leptodac'FyIus lineatus 3 Mato Grosso
(Schneider, 1799)
Leptodactylus rhodomystax 1 Mato Grosso
Boulenger, 1884 "1883"
Proceratophrys
concavitympanum 3 Mato Grosso
Giaretta, Bernarde, & Kokubum, 20
Leptodac_tylus fuscus 1 Rio de Janeiro
(Schneider, 1799)
Leptodactylus ocellatus 4 Rio de Janeiro

(Linaeus, 1758

2.3 Andlise morfologica e morfométrica
Para a caracterizacao morfolégica e morfométrieazatia espécie hospedeira parasitada
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foram fotografados 20 tripanossomas e medidos,zanidlo-se curvimetro aferido por
micrografia de régua graduada barra micrométrigeles programas GPS TrakMaker 11.7 e
analySIS ® Soft Imaging System Gmbh 2003. Dos &édsjpos que apresentaram mais de um
tipo morfolégico de tripanossomas, foram medidogi@® individuos mais frequentes e 10 dos
menos frequentes. Quando a frequiéncia dos parasitoatingia estes numeros, foram medidos
todos os tripanossomas encontrados. Nos hospedkirespécid.. ocellatus nos quais foram
feitas impressdes de 6rgdos, a metodologia citaideepetida para cada 6rgéo parasitado além
dos esfregacos sangiineos. As medidas utilizadasapalise morfolégica e morfométrica foram
as seguintes: comprimento do corpo (CC), do nufled) e cinetoplasto (CK); tamanho do
flagelo livre (F), largura do corpo(L), do nucleloN) e cinetoplasto (LK); distancias entre o
meio do nucleo e a regido anterior do corpo (NAgjondo nucleo e regido posterior do corpo
(NP), meio nacleo e o meio do cinetoplasto (NKpetbplasto a regido anterior do corpo (KA) e
cinetoplasto a regido posterior do corpo (KP).

Foram calculados os indices nuclear (IN) NP/NAAER. FREITAS, 1943 apudHOARE,
1972) e cinetoplasmatico (IC) NP/NK EKMER, 196 7apudHOARE, 1972).

2.4 Andlise estatistica
Para analise foi utilizada estatistica descritivs dlados morfométricos, analise de
variancia de Kruskall-Wallis ao nivel de significéeande 5% e teste de Correlacdo de Spearman.

Os dados foram analisados pelo programa estatBiodestat 2.0 .

3.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

No material analisado dos anuros dos estados do Maisso e Rio de Janeiro, foram
encontrados parasitos do génd@rgpanosomasomente em individuos das familidglidae e

LeptodactylidaeA Tabela 2 apresenta dados sobre a procedénsih@spedeiros examinados.

3.1 Hospedeiros infectados e sitios de infec¢éo

Os maiores percentuais de hospedeiros infectadmanfaegistrados nas espécies
Leptodactylus fuscus Leptodactylus lineatuse Leptodactylus ocellatus(TAB.2). Em
Leptodactylus chaquens% dos hospedeiros apresentaram infeccdo pondsgama e em
Ostheocephalygoram verificados em 36% (TAB.2).
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TABELA 2. Prevaléncia (%) e numero de hospedeinfsctados por tripanossomas provenientes dos astiao
Mato Grosso e Rio de Janeiro.

Numero de

Familia Espécies de anuros A Localidade Prevaléncia
individuos
. Osteocephalusp. 0
Hylidae Steindachner, 1862 11 Mato Grosso 36%
Leptodactylidae Leptodactylus chaquensis 2 Mato Grosso 50%
P y Cei, 1950 °
Leptodactylus fuscus 0
(Schneider, 1799) 1 Mato Grosso 100%
Leptodactylus lineatus 0
(Schneider, 1799) 3 Mato Grosso 100%
Leptodactylus ocellatus 4 Rio de Janeiro 100%

(Linaeus, 1758

Dentre os anuros coletados no estado do Mato Grassenor parasitemia foi observada
em L. fuscuse a maior enml. lineatus(Fig.1). Todos os 6rgdos analisados Ldeocellatus
apresentaram-se infectados por tripanossomas, atandb-se maior percentual de
tripanossomas nos rins (Fig. 2), indicando que ésteprincipal sitio de infecgdo. Em um dos
hospedeiros verificou-se maior percentual de togaomas no coracdo (Fig.2). Os parasitos

foram observados em menor percentual na circulpgatérica.
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Figura 1. Parasitemia encontrada em anuros coketadoestado do Mato Grosso. * eeferem-se a
diferentes hospedeiros do géné@steocephalus.

Kupo (1922) e FANTHAM et al (1942) relataram qué&. rotatorium, semelhantes as

formas observadas e ocellatus foi encontrada na circulagéo visceral e menogsmwhsa na
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circulacdo periférica. Estas formas foram encomasazbm freqiiéncia na circulagéo visceral do
figado e dos rins porARDSLEY & HARMSEN (1973).

MACHADO (1911), estudandd.. ocellatus no estado do Rio de Janeiro, observou
tripanossomas, identificados com®. rotatorium na circulacdo periférica e verificou
concentracdo dos parasitos no figado e nos rinde doram mais freqlentes. Resultados
semelhantes foram observados pamH (1922); UTHWORTH et al. (1968) eBARDSLEY &

HARMSEN (1973) e corroboram os observados no presentecestud
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Figura 2. Percentual de tripanossomas encontradosiroulacdo periférica e visceral ebeptodactylus
ocellatus

Destaca-se que os tripanossomas relatadoks. ecellatusapresentaram predominéncia

na circulacéo renal em relacdo aos outros 6rgéasieados

3.2 Taxonomia dos tripanossomas

Verificou-se variagdo dos parasitos, segundo a otogia e morfometria dos
tripomastigotas sanguineos. Variacdo morfologidaofiservada entre as diferentes espécies
encontradas e entre parasitos de mesma espé@andssomas alongados, arredondados com
membrana ondulante e flagelo livre e arredondadwos auséncia de membrana ondulante e

flagelo livre foram observados.

Trypanosoma sp. 1

(Figura 3)
Hospedeira Osteocephalusp.

Familia: Hylidae

Procedéncia Mato Grosso, Brasil
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Percentual de hospedeiros infectado4:8,18% correspondem a dois hospedeiros infectados

Sitio de infec¢doCirculacao periférica

Foi verificada infeccdo por tripanossoram dois espécimes d@steocephalusp. A
identificacdo especifica ndo foi possivel dada raziaéde evidenciacdo de estruturas internas,
como nucleo e cinetoplasto.

Estes individuos apresentaram menor afinidaderi@teorando-se de maneira intensa e
0 citoplasma apresenta intensa vacuolizacdo. Pantvtssomas apresentam o corpo alongado,
com extremidade posterior arredondada; membranalamed conspicua com quatro a seis
dobras e pequeno flagelo livre, em alguns individeste nao foi visualizado. Efnypanosoma
sp.1, ndo foram realizadas anéalise morfoldégica dametrica bem como sua comparacdo com
outras espécies. E provavel, pelas caracteristieagionadas, que estes parasitos estivessem em
processo de degradacéao.

Faz-se o primeiro registro da infeccdo por tripapogs em anuros do género

Osteocephalus da ocorréncia de tripanossomas de anuros nmadbadato Grosso.

Trypanosoma sp. 2
(Figuras 4-5)

Hospedeira Leptodactylus lineatugSchneider, 1799)

Familia: Leptodactylidae

Procedéncia Mato Grosso, Brasil

Percentual de hospedeiros infectado4:00%, correspondem a trés hospedeiros infectados

Sitio de infec¢doCirculacéo periférica

Os dados dos parametros aferidos estdo apresentedoBabela 3. Os parasitos
apresentaram o corpo alongado com extremidadexlagi em forma de C ou S, membrana
ondulante conspicua e flagelo livre. Foram obsesa@riacdes na largura destes tripanossomas
e, de acordo com a férmula de Yule, agrupadas énckesses e definidas como delgadas e
largas (Figs. 4-5) o que foi confirmado pela ameddistatistica (Kruskall-Wallis P<0.05).

Nestes tripanossomas, 0 nucleo oval, alongadore ekta situado na regido posterior
(IN<1), paralelo ao maior eixo do corpo e com &lasa anterior e proxima ao nucleo (Fig.4),
entretanto, em alguns individuos apresentou-seepdigular. O cinetoplasto periférico esta

localizado préximo ao ndcleo (IK>2) (Fig. 4-5). Nasmas delgadas, o cinetoplasto apresentou-
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se arredondado (Fig.4) e nas formas largas, alonggekrpendicular ao maior eixo do corpo. O
citoplasma apresenta vacuolos localizados, prifrograte, na regido posterior do corpo (Fig.5).
A membrana ondulante é conspicua, apresentandoald®dobras. O flagelo livre é curto
medindo aproximadamente 2, cerca de 1/5 do tamanho corporal.
Nos parasitos largos, conspicuas estriac6es latigitis foram mais frequentemente

observadas que nas formas delgadas, sendo evidentegiao anterior do corpo.

TABELA 3. Dados morfométricos derypanosomap2 em Leptodactylus lineatudMedidas apresentadas emm,
dispostas por média, + desvio padrao e amplitudifmo e minimo).

Morfotipo Delgado Largo
CT 116.4 #19.9  (95-153) 127.8 #13.2 (110 - 148)
CC 102.2 +20.4 (50 - 125) 105.1 +7.8 (90 - 120)

L 5.0 2.0 (3.2-9.4) 10.4  £1.6 (9-15)

F 20.3 7.2  (8.2-30.3) 22.5 16.3 (12 - 30)
NC 6.3 2.0 (3.1 - 10) 6.9 +1.6 (3.3-10)
NL 4.4 +1.2 (2.6 -7.2) 4.8 +1.3 (2.6-7)
NA 73.3 +12.3 (36.3-90.2) 71 5.7 (60.5-80.2)
NP 29.8 7.1 (13 - 40.1) 34.1 47 (22.1-42.2)
KN 3.8 +1.7 (1.6 -8) 2.7 +1.1 (1.5-6)
KC 1.1 +0.3 (0.6 - 1.8) 1.8 +0.5 (0.5-2.4)
KL 0.9 +0.3 (0.5 - 1.6) 0.9 +0.4 (0.4 - 2)
KA 77.3 +14.9 (47.1-100.4) 73.9 138 (46 - 91)
KP 23.8 5.4 (13.1 - 31) 24 +4.8 (7.1 - 35)

*CT=comprimento total do corpo, CC=comprimento dwpo, L=largura do corpo, F=comprimento do flagelo
livre, NC= comprimento do nucleo, NL=largura do leia¢ N =distancia do nlcleo a extremidade antetiocorpo,
NP=distancia do meio do nlcleo a extremidade postdo corpo, NK=distancia do meio do nucleo aoaddd
cinetoplasto, KA= distancia do cinetoplasto a exidade anterior do corpo, KP=distancia do cinetsplaa

extremidade posterior do corpo

O teste de correlagcdo de Spearman indicou corelded68%, demonstrando que o
aumento do tamanho do corpo resulta em maior distawento do cinetoplasto a regido anterior
do corpo £s=0,68 eP<0,001). O teste de Mann-Whitney indicou haverrdifgas significativas
entre os individuos delgados e largos referentesoatprimento total (p<0,05), a largura<(
0,001), a distancia do nucleo ao cinetoplaBto @,03) e a distancia do nucleo a regido posterior
do corpo P< 0,03).

As formas sanguineas dieypanosomap. 2, assemelharam-s& .abufophlebotome aT.
fallisi, encontradas em bufonideos dos EUA e Canada respeente (AALA, 1971; MARTIN
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& DESSER 1990). Trypanosomasp.2 assemelhou-se ainddl gypanosomasp. encontrada por
GERRERO & AYALA (1977) no Peru, entretanto os autores nao memeionavariagdo
morfoldgica nesta espécie.

FENG & CHUNG (1940); EREZREYES(1968)e MARTIN & DESSER(1990) relataram que a
variacdo morfologica enii. bocagei T. galbae T. fallisi, respectivamente estava associada ao
tempo de infeccdo. Par&NG & CHUNG (1940) as formas jovens sdo mais largas, enquamnto
maduras mais delgadasARTIN & DESSER(1990) sugeriram que esta variagdo estd assogiada
variagcdo da temperatura ao longo das estacdes @ooanainda que a temperatura possa
influenciar a resposta imunolégica dos hospedeiros.

Em Trypanosomap. 2 ndo foi possivel determinar o estagio decigéio pela morfologia
dos parasitos. Os hospedeiros, em seu habitatah@oeriam ser reinfectados inimeras vezes
ou ainda, que esta espécie poderia apresentacdania largura corporal em resposta a fatores
endogenos do hospedeiro, como relatado parLi@RD et al. (1954)e ndo somente a variagao
da temperatura.

Trypanosomasp. 2 apresentou semelhangcas morfométricas e quamaorfologia
corporal externa, orientacdo, morfologia do nudgaresenca de uma area clara pré-nuclear de
T. fallisi e T. bufophlebotomi EmboraTrypanosomasp. 2 apresente maior comprimento do
corpo, a posicado do cinetoplasto em relacdo araidesle posterior, entre estes parasitos, é
semelhante. A andlise de correlacédo confirmou glistancia do cinetoplasto varia em relacao a
extremidade anterior do corpo. Desta forma, o preiv& que o0 tripanossoma cresca por
alongamento da regido anterior do corpo 0 que [deforcar as semelhancas entre a posicéao
desta organela a regido posterior do corpo eiiiganosomasp. 2, T. fallisi e T.
bufophlebotomi

A morfologia do cinetoplasto difere enffeypanosomap. 2 e as espécies mencionadas.
Em T. bufophlebotomo cinetoplasto € marcadamente retangular,Terfallisi € quadrado ou
oval e ambos apresentam os pélos fortemente cqradpsrados por area clara central. Tal
caracteristica néo foi observada €rgpanosomap. 2.

O grau de infectividade pode estar relacionadmiBatiem evolutiva dos hospedeiros
vertebrados uma vez que a infeccdo pela mesmaiespedripanossoma entre hospedeiros
préximos tenha diminuido ao longo do tempo, pooimgatibilidade fisiol6gica aumentando a
distancia evolutiva, resultando em especiacdo slégfgnossoma@VIARTIN e DESSER 1990;
1991b).
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Prancha 1. Tripanossomas de anuros, bar@nl18AC (area clara), F (flagelo), Kp (cinetoplastd) (vacuolos).
Figura 3. Trypanosomasp.l em processo degenerativo, linhas indicam grersu vacuolos (v). Figuras 4 e 5
Trypanosomap.2 encontrados e lineatus Figura 4 forma delgada com cinetoplasto (Kp)donelado e area clara
anterior ao nucleo (AC). Figura 5 forma larga canetoplasto (Kp) perpendicular ao maior eixo dgpcoe vacuolos
(V) localizados principalmente na regiéo postediorcorpo. Figuras 6 eT. chattoniencontrado erh. fuscus Figura

6 tripanossoma com cinetoplasto (Kp) juxtanuclegegqueno flagelo (F) marcando o citoplasma comalcaaro.
Figura 7 cinetoplasto (Kp) localizado sobre o ndclé&igura 8 T. rotatorium (lato sensy encontrada em
Osteocephalussp. e emleptodactylus chaquensiforma de corpo curto e extremidades arredondadas c
cinetoplasto (Kp) arredondado e membrana ondulante
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A semelhanca dérypanosomap.2 com outras espécies confirmou o polimorfisieste
grupo, ja relatado porARDSLEY & HARMSEN (1973),MARTIN e DESSER(1990; 1991a), (ARK
et al.(1995), LUN & DESSER(1996),DESSER(2001) e M\RTIN et al. (2002).

Registra-se a infec¢ao por tripanossomas.eptodactylus lineatus.

Trypanosoma chattoni Mathis & Leger, 1911
(Figuras 6-7)
Hospedeiro: Leptodactylus fuscuSchneider, 1799
Familia: Leptodactylidae
Procedéncia:Mato Grosso, Brasil
Percentual de hospedeiros infectado4:00% corresponde a um hospedeiro infectado.
Sitio de infeccdoCirculagéo periférica

Os dados dos parametros aferidos estdo apresemad@bela 4Trypanosoma chattoni
Mathis & Leger, 1911 (Figuras 6-7), apresenta @aa@rredondado e um pequeno flagelo. O
nacleo € arredondado e claro, localizado no cemdr@orpo (IN=1). O cinetoplasto alongado
encontra-se justaposto ao nucleo (Fig.6); em spéa@mes, foi observado sobreposto a ele (Fig.
7). O citoplasma € granular e densamente corado. @ldlagpequeno, ndo ultrapassa a metade
do corpo, cerca de 1/6 do tamanho corporal e marcioplasma como um canal claro.
Individuos distorcidos, excluidos das andlises addgica e morfométrica, foram observados
apresentando variacdes morfolégicas e na pigmentdéén de dobras do citoplasma.

ParaT. chattonj o teste de correlacdo de Spearman indicou qaeanho do nucleo se
correlaciona positivamente com o tamanho do cofuo.seja, 0 comprimento e largura do
ndcleo variaram com o comprimento e largura do @drp=0.67 eP=0.008) e (= 0,72 e
P=0.01) respectivamente. O referido teste indicauetac&do positiva, 64%, aproximadamente,
entre o comprimento e largura do nucleg=r64 e P=0.03). O mesmo ocorreu com O
comprimento e largura do cinetoplaste<0,71 eP=0,02) confirmando as analises morfologicas
das referidas organelas.

Trypanosoma chattonobservada no presente estudo, assemelhou-se a@sfdescritas
por MATHIS & LEGER(1911b), e as relatadas g@mmMOND (1965)nosEUA, MIYATA (1978) no
Japdo, WRNER (1993) na China,GNES& W00 (1986)no Canada e EsSErR(2001) na Costa
Rica. Estas foram menores e mais delgadas quecasteadas por MrHIS & LEGER (1911b) e

MIYATA (1978), maiores e mais delgadas que as encontpadasNES& WoO0 (1986), menores
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gue as encontradas porERNER (1993) e mais delgadas que as encontradas ggseR(2001).
Esta variacdo morfométrica de chattoniobservada no presente estudo e aquelas relatadas n
Asia e Américas pode estar associada a baixa @isjpie deT. chattoniem relacdo ao
hospedeiro vertebrado, como relataramrRBSLEY & HARMSEN (1973), WERNER (1993) e

DESSER(2001) em diferentes espécies hospedeiras.

TABELA 4. Dados morfométricos dérypanosoma chattorem Leptodactylus fuscudMedidas apresentadas em
um, dispostas por média, + desvio padrdo e amplifodximo e minimo).

CC_ L F NC NL NA NP KC KL KA KP
Typanosoma 345 276 51 51 43 175 172 12 0.7 187 16.1
chattoni  #35 #31 *11 0.6 05 = #27 £25  +02  £02  #29 2.9

(27-39) (19 - 31) (3-6) (4-6) (3.2-5.5) (12.2:.2) (12.8 - 20.8) (0.9- 1.5) (0.4- 1.1) (13.3 - J4TL.3 - 20.6)

*CC = comprimento do corpo, L = largura do corposz FEomprimento do flagelo livre, NC = comprimento d
nacleo, NL =largura do nucleo, NA = distancia deled a extremidade anterior do corpo, NP = distAdoi meio
do nucleo a extremidade posterior do corpo, KAstadicia do cinetoplasto a extremidade anterioradpo; KP =
distancia do cinetoplasto a extremidade postenaratpo.

MATHIS & LEGER (1911b) caracterizaram o cinetoplasto como inttkeas. VUCETICH &
GiAcoBBE (1949) encontraram parasito semelhantd.achattoni e relataram, em alguns
individuos, tal posicdo do cinetoplasto. EntretaBi@MOND (1965) questionou esta posicao,
uma vez que a referida organela é parte do sist@toaondrial e ndo poderia estar localizada no
interior do nucleo. O provavel é que o deslocamelatcinetoplasto tenha ocorrido durante a
preparacéo do esfregaco sangulineo. Esta condigg@®oem baixa freqiéncia, sendo verificada
em 0,13% dos tripanossomas observados pRESI& Woo0 (1986)e em 0,2% no presente
estudo.

MIYATA (1978) descreveuTrypanosoma tsunezomiyateém ranideos do Japdo,
semelhante a. chattonirelatada pelo autor no mesmo estudo, da qualidifguanto a
morfometria corporal e presenca de uma area clagacijcunda a periferia do corpo. Segundo
WERNER(1993)0 parasito observado porMATA (1978) pode ser considerado sinonimiarde
chattoni No presente estudo, esta area clara foi obsereadam espécime, provavelmente
como consequéncia da preparacao, o que corrobocomssleracdes de BRNER(1993).

Segundo VCETICH & GIACOBBE (1949) e VERNER& WALEWSKI (1976),T. chattonié
sinonimia deT. rotatorium. VUCETICH & GIACOBBE (1949) verificaram a ocorréncia de um
parasito semelhante @&. chattoni em Bufo arenarum na Argentina. Estes autores né&o

consideraramT. chattoni espécie vélida, mas uma variagcdo morfoldégicaTdeotatorium.
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Segundo WRNER& WALEWSKI (1976), as formas perdem o flagelo livre e ocoeteacdo da
membrana ondulante para o interior da célula.

BARDSLEY & HARMSEN (1973) questionaram a validade e chattoni Estes autores
sugeriram que [RMOND (1965) havia relatadoformas reprodutivas de outras espécies e
guestionaram a semelhanca do isoladbideoND (1965)comparada a descricao BMeaTHIS &
LEGER (1911b). Entretanto,LUN & DESSER (1996) e MARTIN et al. (2002) por analises
moleculares confirmaram sua validade como espéaiemodrfica.

Somado a isso, a semelhanca entre as formas eadastno presente estudo e as da
descricdo original por MrHIS & LEGER (1911b) e as caracterizacdes deMOND (1965)e
JONES& W00 (1986) permitiram a identificagéo deste tripanossom

Trypanosoma chattopespécie monomorfica, foi relatada poaMis & LEGER(1911b),
em Bufo melanostictuso Vietham; MyATA (1978), emRana holstie Rana narina no Japéo;
WERNER (1993) emBufo gargarizansna China DIAMOND (1965) emR. pipiens nos EUA;
JONES & WO0O0 (1986) emR. pipiens no CanadaDeSSER(2001)em Rana vaillante, na Costa
Rica, sendo este o primeiro registro para a Amé@eatral. A presenca deste parasito em
diferentes géneros e espécies de anuros sugeeedsgigcificidade parasitaria (RNER 1993).

Este estudo apresenta o primeiro relato do pesm@sitporT. chattoniemL. fuscuse faz o
primeiro registro da ocorréncia d&. chattoni no Brasil e em hospedeiros do género
Leptodactyls.

Trypanosoma rotatorium lato sensu (Mayer, 1843) Laveran & Mesnil, 1901
(Figs. 8-9)
Hospedeira Osteocephalusp.

Familia: Hylidae

Procedéncia Mato Grosso, Brasil

Percentual de hospedeiros infectado4:8,18% correspondem a dois hospedeiros infectados
Sitio de infeccdoCirculagéo periférica

Hospedeira Leptodactylus chaquensei, 1950

Familia: Leptodactylidae

Procedéncia Mato Grosso, Brasil.

Percentual de hospedeiros infectado®0% correspondem a dois hospedeiros infectados

Sitio de infeccdoCirculagéo periférica
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Os dados dos parametros aferidos estdo apressemaddabela 5. Os tripanossomas
encontrados nestes hospedeiros apresentaram segashmaorfologicas e foram identificados
como T. rotatorium (lato sensp Estes parasitos apresentam o corpo arredondadote O
nacleo oval e alongado esta localizado na perifdgoiazorpo, proximo a membrana ondulante.
(Fig. 8-9). O cinetoplasto arredondado situa-s&ipro ao nucleo (IK>2) e em alguns individuos
foi observada area clara ao seu redor. O citoplasgranular e apresenta vacucdmslongo da
extensao citoplasmatica. Em alguns individuos @vificada maior pigmentacédo e formacéo de
canais claros marcando o citoplasma celular (Fjg.AB membrana ondulante é conspicua
apresentando de 4 a 6 dobras; em alguns espédonetservada marcando o citoplasma na
forma de canais claros (Fig. 9). O flagelo livre méi visualizado.

Para estes tripanossomas, o teste de correlac&@pelrmardemonstrou que quanto
maiores 0 comprimento e a largura do corpo, magge®o 0 comprimento e a largura do ndcleo,
(r<=0.67 eP<0.003 e &0.69 eP<0.003), respectivamente, indicando que o cresdondo
ndcleo esta associado ao crescimento do corpapdmdssoma.

Estas formas assemelharam-se morfologicamentelatadas por McHADO (1911);
Kubo (1922); AcoNo (1938); ANTHAM et al. (1942); ao terceiro morfotipo, sem flagelo livre
de VUCETICH& GIACOBBE (1949);PEREZREYESet al. (1960), MYATA (1978) e VERNER (1993)
identificadas como formas de rotatorium

Os parasitosencontrados apresentaram variagcbes morfométricagetagdo aqueles
relatados na Asia, Américas e Europa, 0 que pode associado a baixa especificidade das
formas do complexoT. rotatorium em relacdo ao hospedeiro vertebrado. VariagOes
morfométricas destes parasitos ja foram assinalgass VUCETICH & GIACOBBE (1949),
BARDSLEY & HARMSEN (1973) e [2sSer(2001), em fungéo das diferentes espécies hospedei

Segundo WRNER& WALEWSKI (1976) e BRRTA et al. (1989) ha discordancia quanto a
ocorréncia deT. rotatorium nas Américas, com base na morfologia do ndclearRWER &
WALEWSKI (197) relataram que Mayer na descricad deotatoriumnao fez mencao a estruturas
internas e posteriormenteRANCA & ATHIAS (1907) relataram qué&. rotatorium apresentava
ndcleo alongado, sendo consideradas como autémaicaspécies que apresentaram este tipo de
ndcleo. Para BRNER& WALEWSKI (1976) a morfologia do nucleo serd sempre um argtone
académico para se considerar os diferentes porgogistas, ndo sendo conclusivo para a
ocorréncia desta espécie em diferentes areas fleagra

O polimorfismo desta espécie foi amplamente reagist(MACHADO, 1911;KuUDO, 1922;
FANTHAM et al, 1942;VUCETICH & GIACOBBE, 1949; Riiz & ALFARO, 1958;LEHMANN, 1959;
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PERESREYES et al, 1960; REEMERS& JADIN, 1966; BWNCALVES DA COSTA & SILVA, 1969;
BARDSLEY & HARMSEN, 1973;MIYATA, 1976;MIYATA, 1978;BARTA et al1989;MARTIN et al,
1992; WUN & DESSER 1996; DESSER 2001).

TABELA 5. Dados morfométricos dérypanosoma rotatoriuniato sensy emOsteocephalusp. eLeptodactylus
chaquensisMedidas apresentadas @m, dispostas por média, + desvio padrao e amplifodimo e minimo).

Trypanosoma rotatorium* Trypanosoma rotatorium’
CcC 28.6 +4 (20.5 - 33.9) 32.2 3.2 (25.2-36)
L 18.8 +4.1 (13.2 - 25.8) 18.5 2.1  (14.3-21.4)
NC 9.5 +2.4 (3.5-13.3) 8.2 +0.8 (7.3-9.4)
NL 35 +0.4 (3-4.4) 3.3 +0.3 (2.9-3.8)
NA 14.2 +2.9 (11.4 - 20.3) 17.05 +1.8 (15- 20)
NP 15.4 +4.3 (8.2 -20.1) 16.7 +3.3  (11.3-19.5)
KN 6.05 +2.1 (4.6 - 8.5) 5.2 +1.07  (4.1-5.5)
KC 1.7 +0.3 (1.4 - 2.0) 1.02 +0,1 (0,77 - 1.5)
KL 1.03 +0.2 (0.79 - 1.4) 0.8 +1.1  (0,75-01.1)
KA 19.1 +2.8 (16.3 - 22.4) 18.6 +7.8  (18.1-23.8)
KP 11.4 +1.7 (9.2 -13.4) 10.9 25  (7.1-13.8)

*Trypanosoma rotatoriunflato sensy encontrado enDsteocephalug 'Trypanosoma rotatoriunflato sensi
encontrado erheptodactylus chaquensfCC = comprimento do corpo, L = largura do corpe, @mprimento do
flagelo livre, NC = comprimento do nucleo, NL =larg do nacleo, NA = distancia do nicleo a extredgda
anterior do corpo, NP = distancia do meio do nucdeextremidade posterior do corpo, KA = distancia d
cinetoplasto a extremidade anterior do corpo, Kffstancia do cinetoplasto a extremidade postenaratpo.

No presente estudo, assume-se a semelhanca ngaéontre as formas ja relatadas e as
identificadas comd'. rotatorium entretanto permanece a utilizacdo do termo abrdaagato
senso) seguindo as recomendacdes HesER(2001) para se evitar que mais espécies sejam
alocadas incorretamente.

Este estudo apresentou o primeiro registro dar@coia deT. rotatorium(lato senso) em

anuros do génerOsteocephalus emL. chaquensis

Trypanosoma sp. 3
(Figs 10-14)
Hospedeira Leptodactylus ocellatusinaeus, 1758

Familia: Leptodactylidae

Procedéncia Rio de Janeiro, Brasil
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Percentual de hospedeiros infectado4:00% correspondem a quatro hospedeiros

Sitio de infeccdoCirculacéo visceral do coracgdo, figado, baco egiosculacdo periférica

Foi verificada infec¢@o por tripanossomas semedisa@ T. rotatorium em todos os
anuros da espécie ocellatuscoletados no Campus da Universidade Federal Ror&id de
Janeiro. O parasito apresentou variacdo morfolodarare os hospedeiros analisados, sendo
verificados os seguintes tipos morfologicos: longatelgados (TM1); largos com extremidades
arredondadas, com membrana ondulante e flagel® (Mv2); e arredondados sem membrana
ondulante (TM3). Os dados dos parametros aferisi@® epresentados na Tabela 6.

Nos hospedeiros jovens analisados, verificou-s@agao morfoldégica dos parasitos. O
tipo morfologico mais frequente foi o TM1, de cogelgado, alongado e com flagelo livre (Fig.
10). O nucleo oval e alongado situa-se na regi&tepor (IN<1) e esta disposto paralelamente
ao maior eixo do corpo. Entretanto, observarammsividuos com nucleo arredondado. O
cinetoplasto alongado, em alguns individuos concapoesenta extremidades arredondadas e
esta localizado proximo a regido posterior do cdfi§e?2). O citoplasma é finamente granular,
apresenta vacuolos por toda extensédo citoplasmétioeentrados na extremidade posterior do
corpo (Fig. 10), principalmente na porcdo terminakificado pela formacdo de regido
translicida. Os tripanossomas TM1 apresentam g3#gsae granulos fortemente corados,
observados ao longo da extensdo citoplasmatical(Bigem alguns individuos concentram-se
na regido posterior do corpo proximos ao cinetoplad membrana ondulante (Fig. 10-11) é
conspicua, apresentando 8 a 10 dobras aproximatmegrercorre quase toda a extensdo do
corpo. O flagelo livre com 42 2m, mede cerca de ¥4 do tamanho corporal. Estesitiggamas
foram observados na circulagéo visceral de tod@sgios analisados e na circulagéo periférica.
Sitios de concentracao, nao foram observados.

Segundo teste de correlacdo de Spearman, o cezgoido corpo do tripanossoma esta
relacionado com o aumento na distancia entre cea(d8%, e o cinetoplasto, 91%, a regiao
anterior do corpo &0.78 eP<0.003 e ¢&0.91 eP<0.003), respectivamente.

Escassas formas arredondadas (TM3) e uma forige (&M2) foram observadas em um
hospedeiro jovem, que ndo apresentou as formagaan, entretanto foram consideradas em
degeneracéao.

Estes tripanossomas assemelharam-3e tssukamotoiMIYATA, 1978 de ranideos do
Japdo e as formas alongadasTdeotatoriume T. leptodactylirelatadas enk. ocellatus no
Brasil por Q\RINI (1907) e M\CHADO (1911)
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Segundo MrATA (1978)T. tsukamotoiassemelhou-se &. leptodactyli entretanto, o
autor utilizou somente as diferencas do comprimentoorpo para separar estas espécies, o que
sugere tratar-se de sinonimia.

MACHADO (1911) observou variagdo morfoldégica é@m rotatorium em L. ocellatus
procedentes do Rio de Janeir@o8&zA & DAGERT (1958) observaram o desenvolvimento de
formas arredondadas de rotatoriume de formas longas dE. leptodactyliem hilideos e
leptodactilideos na Argentina e verificaram qua®siao estagios de um mesmo tripanossoma,
corroborando as analises do presente estudo emaguse considerou haver infec¢cdo mista em
L. ocellatus mas variagdo morfologica de uma espécie policerfRessalta-se o comprimento
total de aproximadamente i observado nestas formas alongadas (TM1).

Nos hospedeiros adultos, foram encontradas dueac®as morfologicas para este
tripanossoma (TM2 e TM3). O tipo morfologico mareduente (TM3) apresentou 0 corpo
arredondado, curto, estando ausentes membranaaotelué flagelo livre (Fig. 12). Os
parametros aferidos estédo apresentados na Tabela 6.

O nucleo arredondado é centralmente localizadoy@res observado com area clara ao
redor do nucleo. O cinetoplasto arredondado siuarstaposto ao nucleo (Fig. 12). Em alguns
individuos, este foi observado em sobreposicdotatea. O citoplasma é finamente granular,
sendo raros, vacuolos. Nestes individuos ndo feemfada a presenca de membrana ondulante e
flagelo livre. Observou-se que, por varias vezesesentavam-se dobrados, com pregas pelo
corpo. Estas formas concentraram-se na circulais@eral e foram observadas, sobretudo no
coracéo e rins dos hospedeiros analisados (Fig.15).

Estes tripanossomas assemelharam-se as formasfiéddas comoT. rotatorium
relatadas por DrToN et al. (1907); MACHADO (1911); a0 quarto morfotipo d&UCETICH &
GIACOBBE (1949); Ruiz & ALFARO (1958); PEREZREYES et al. (1960)e GONGALVES DA COSTA
& SILVA (1969).

MACHADO (1911) relatou que estas formas se concentraratigalmente na circulagéo
visceral dos rinsFANTHAM et al. (1942) e BRDSLEY & HARMSEN (1973) relataramT.
rotatorium, semelhantes as relatas, predominantemente ngécom rins corroborando o0s
resultados do presente trabalho.

DuTTON et al. (1907) e McHADO (1911) relataram que formas arredondadas
semelhantes a TM3 precedem a fase de divisdo taittgT. rotatoriumno anuro. RMOS &
URDANETA-MORALES (1977) e DESSER (1973) observaram estas formas ekedes aegypte

Cullex territansap0s hematofagia em anuros infectados e verifitaigisdo multipla.
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Prancha 2. Tripanossomas de anuros, figuras 9,318,14 barra 10n e figuras 10 e 11 barra 2én. *F (flagelo);

G (granulos); Kp (cinetoplasto), MO (membrana oadtg); N (ndcleo); V(vacuolos). Figural9rotatorium (ato

sensu) encontrado ebreptodactylus chaquensisinetoplasto alongado indicado pela seta e memboadulante
delimitada por canal claro. Figuras 10-Id/panosomasp.3 encontrados ein ocellatus Figura 10 (TM1) com
cinetoplasto (Kp) alongado e concavo, presengadéolos localizados principalmente na regido pwstdo corpo
e nucleo (N) alongado. Figura 11 (TM1) com granyl®} fortemente corados distribuidos ao longo dareséo
citoplasmética. Figura 12 (TM3) com cinetoplastetgunuclear e nucleo (N) arredondado. Figura 13 (TM&leo
(N) com duas regides, cinetoplasto (Kp) arredondatnue marcacgdo do flagelo livre (F) sobre admito (ER).

Figura 14 (TM2) com pequeno flagelo livre



TABELA 6. Dados morfométricos derypanosomap.3encontrado erheptodactylus ocellatus

Morfotipo ™1 TM2 TM3
176.1 45.7
+13.1 +19.1 .
cT (136.6 — 206.1 (31.7 — 91.¢
132.% 32,¢& 39.7
CcC +10.1 +11.2 +12.€
(99.3 — 106.£ (17.2 —-70.Z (23.1 — 87.)
7.1 22.¢ 31.€
L +1.2 +7.8 +8.1
(4.0- 9.9) (10.5 — 34.¢ (14.6 — 57.1
42 14,€&
= +7.7 +8.3 _
(17.9—-58.4 (5.4 - 38.6
6.7 6.5 5
NC +1.3 +2.3 +1.S
(29-9.2 (3.6 — 12,6 (2.7 —12.8
4.8 3.E 4.3
NL +1.1 +1.1 +1.3
(2.9 -8.8 (1.7 -8 (2.3-7.9
84 .4 17.2 23.2
NA +8.7 +6,8 +9.5
(54.7 — 103.2 (8,5 - 44.4 (13.3 — 50.€
48.E 14,: 19.€
NP +4.6 +7.€ +6.9
(34.7 —58.2 (6-32.4 (9.8 —41.)
32.€ 3.5 2.8
NK +3.7 +2.4 +1.7
(23.1 — 40.) (2.5 -13.4 (1.1-6.4
2 1.2 1.27
KC +0.3 +0.3 +0.4
(1.3-3.0 (0.69 - 2.2 (0.73—-2.8
1.2 1.0€ 1.2
KL +0.2 +0.2 +0.4
(0.75 — 1.8 (0.6 - 1.9 (0.61 — 2.9
116.¢ 20.7 23.€
KA +9.2 +7.4 +8.6
(90.3 — 141.¢ (12,9 -49.9 (13.5 —48.)
15.¢€ 11.21 20.¢&
KP +3.1 +5,1 +7.8
(8.2 —-21.2 (6.1 - 28.3 (4.2 —39.5

*Tipo morfolégico um, forma delgada e alongdtipo morfolégico dois, forma arredondada com meméara
ondulante e flagelo livr&ipo morfolégico trés, forma redonda sem membrarutante e flagelo livre. CT =
comprimento total do corpo, CC = comprimento dgoot = largura do corpo, F = comprimento do flagel
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livre, NC = comprimento do nucleo, NL = largura ddacleo, NA = distancia do nlcleo a extremidade

anterior do corpo, NP = distancia do meio do nuélextremidade posterior do corpo, NK = distan@a d
meio do nucleo ao meio do cinetoplasto, KA = disi&mlo cinetoplasto a extremidade anterior do oo

= distancia do cinetoplasto a extremidade postedazorpo
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No presente estudo, foi observada, em um individéoue &area clara dividindo o
cinetoplasto, que poderia ser indicio de divisadre¢anto ndo foi verificado qualquer outro
indicio de reproducdo, ndo sendo portanto conaugive se tratasse de processo reprodutivo
nestas formas.

Individuos distorcidos foram visualizados, apresedt variacdes morfolégicas e na
pigmentacdo, além de dobras do citoplasma. Estamfexcluidos das andlises morfoldgica e
morfométrica. Individuos distorcidos também forabservados poDuUTTON et al. (1907) e

MACHADO (1911)queatribuiram tal distorcdo a pouca consisténcia guesgntaram.
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Figura 15.Localizagédo das formas arredondadas sem membrahdaate e flagelo livre (TM3) erbeptodactylus
ocellatus. H1 (hospedeiro 1), H2 (hospedeiro 2) e H3 (hospedg) referem-se a trés diferentes hospedeiros
adultosda espécit. ocellatus

DUTTON et al. (1907) e M\cHADO (1911) observaram migragcdo do cinetoplasto em
direcdo ao nucleo e alteragbes na morfologia eol@agdo do ndcleo. rToN et al. (1907);
PEREZREYESet al. (1960) observaram que muitos dos tripanossomadardados tornaram-se
muito vacuolizados e desintegraram-seTBIER & BOUCART (1955b) sugeriram serem estas,
formas latentes de resisténcislACHADO (1911)relatou que a cromatina do nucleo € dissolvida
no processo de arredondamento, o que foi confirmpmoGONCALVES DA COSTA & SILVA
(1969) mediante testes citoquimicos que confirmaram hpvecesso degenerativo e que este
poderia estar relacionado a acédo de anticorpo®sjoedeiro.

No presente estudo, estas formas foram observadasneiros adultos, e em um
individuo jovem, e foram consideradas em degenergpgi acdo de fatores enddgenos do
hospedeiro, corroborando as observacbesDdeToN et al. (1907), MAcCHADO (1911) e
GONGALVES DACOSTA& SILVA (1969).
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Estudos sdo necessarios para comprovacao destéssieip uma vez que o polimorfismo
destes tripanossomas continua sendo fato aindaeluaédado.

Tipos morfoldgicos (TM2) largos com extremidadeg@dondadas, membrana ondulante
conspicua e flagelo livre (Fig. 12-13), foram ertcatios em menor frequéncia em hospedeiros
jovens (Fig. 16). Os parametros aferidos estacsaptados na Tabela 6.

O ndcleo € alongado, encontra-se disposto panadele ao maior eixo do corpo e situa-
se na regido posterior (N<1); ocupa posicdo pedee proximo a membrana ondulante
(Fig.13). Observou-se que, em alguns individuosgssgmtava-se alongado, com extremidades
afiladas fortemente coradas devido a concentragamaterial cromatico nos polos originando
regides distintas. O cinetoplasto arredondado egaldo € periférico e situa-se na regiao
posterior do corpo proximo ao nucleo (IK>2). O plasma é granular, apresentando pequenos
vacuolos distribuidos por toda extensdo corporal.m&mbrana ondulante é conspicua,
apresentando 4 a 6 dobras, pode percorrer a eateom@@oral em posicado periférica ou
apresentar-se em posi¢cdo mediana (ou centralnegatizbda) marcando o citoplasma na forma
de canais claros que delimitam sua trajetoria 1B)gO flagelo livre, mede cerca depbb,
aproximadamente 1/3 do tamanho corporal. Estasa®rforam observadas na circulacdo
periférica e visceral, sobretudo, no coracao e(fits 16).

Estas formas assemelharam-s& aotatorium relatada poDuTTON et al. (1907); MACHADO
(1911);Kubo (1922);a0 segundo morfotipo deWZeTICH & GIACOBBE (1949); Rz & ALFARO
(1958);ScORzA & DAGERT (1958);PEREZREYES(1960) eBARTA et al.(1989).

Formas alongadas (TM1) foram observadas predomt@mamte em anuros jovens.
MACHADO (1911), FANTHAM et al (1942), WUCETICH & GIACOBBE (1949), REEMERS& JADIN
(1966) eMIYATA (1976) relataram formas semelhantes a estas emsajawens, corroborando
as analises do presente estudo.

Em anuros adultos, registrou-se a presenca deafolangas com membrana ondulante e
flagelo livre (TM2) corroborando as observacfesMiecHADO (1911)e CREEMERS& JADIN
(1966). No presente estudo, (TM3) &diservada tanto em anuros jovens quanto em adn#os,
caracterizando, um determinado tipo de infeccag, fimanas alteradas por fatores enddégenos do
hospedeiro, relacionados ao processo de arredontiame

Sanguessugas foram amplamente relatadas como lkoggednvertebrados para
tripanossomas que parasitam anuros paore® (1904), BRumpT (1906), £ORZA & DAGERT
(1958),W00 (1969),DESSER(1976),MARTIN & DESSER(1990)e DESSER(1992)em anuros com

infeccdes naturais ou experimentalmente infectados.
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Figura 16.Localizacdo das formas largas com membrana ondulanfiagelo livre (TM2) enlLeptodactylus
ocellatus. H1 (hospedeiro 1, adulto), H2 (hospedeiro 2, aflutdd3 (hospedeiro 3, jovem) referem-se a trés
diferentes hospedeiros da espéciecellatus

Segundo ENG & CHUNG (1940;1943),AYALA (1971)e RaMOS & URDANETA-MORALES
(1977) artrépodos hematofagos podem atuar comcedesps invertebrados para este grupo de
tripanossomas de anuros. Entretanto, a transmisk®o tripanossomas por artropodos
hematofagos tem sido confirmada apenas paraocageie T. bufophlebotomiA transmissao
experimental ndo tem gerado resultados positivesg®s 1969; BuLEY, 1962;DESSERet al.,
1973; 1975) a exce¢do deNe & CHUNG (1943) eRAMOS & URDANETA-MORALES(1977).

E notavel a dificuldade de se verificar o desenvmwito e a transmissdo destes por
artropodos hematoéfagos. Nos trabalhos ja realizagipgnossomas metaciclicos ndo foram
observados. Os estudos de transmisséo experinaraa€s do hospedeiro invertebrado foram
amplamente comprovados com hirudineos e em du&siespde artréopodos hematéfagos. No
Brasil, ndoha relatos sobre o hospedeiro invertebrado deglesdssomas.

No presente estudo, formas semelhanté&s ratatoriumforam observadas em hilideos e
leptodactilideosDentre os tripanossomas observados, verificou-aedgr variacdo morfolégica
(Fig. 8-14).

Sao atribuidas diversas formasTa rotatorium sendo destacadas as grandes formas
delgadas, as largas de extremidades afiladas rem@adadas apresentando ou ndo membrana
ondulante e flagelo livre. O polimorfismo, das fasrsanguineas, foi amplamente relatado por
MARCHOUX & SALIMBENI (1907),FRANGA (1911),MAcHADO (1911), KUDO (1922), SHWETZ
(1930), FANTHAM et al (1942), VUCETICH & GIACOBBE (1949), Riz & ALFARO (1958),
LEHMANN (1959), BRESREYES et al. (1960), GREEMERS& JADIN (1966), GONCALVESDA
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COSTA & SiLvA (1969), BARDSLEY & HARMSEN (1973), MIYATA (1976), MIYATA (1978),
MARTIN et al.(1992), lUN & DESSER (1996), DESSER(2001) e MRTIN et al.(2002).

BARDSLEY & HARMSEN (1973) atribuiram ao polimorfismo o desenvolvineent
sequencial das formas no hospedeiro vertebradevestérado e especularam sobre a relacéo
entre a morfologia e funcdo metabdlica de deterdurestagio do tripanossoma no hospedeiro
vertebrado. Até o momento, ndo se sabe qual faserttadeia o processo de modificacdo das
formas alongadas em formas arredondadas. A sea@léasi modificacbes foi relatada por
observacao a fresco (DTON et al, 1907; FRANCA & ATHIAS, 1907; MACHADO, 1911; KUDO,
1922; FANTHAM et al.1942). Estes autores relataram a dificuldade debter, em preparacdes
coradas, as sequUéncias observadas a fresco panarnoeimpreender as modificagcdes que
ocorrem principalmente no nucleo e cinetoplasto.

ScHWETZ (1930)relatou queT. costatune T. hylaeséo variedades morfolégicas do grupo
T. rotatorium. VUCETICH & GIACOBBE (1949) eCREEMERS & JADIN (1966) estabeleceram
morfotipos para as variagdes @erotatorium.BARDSLEY & HARMSEN (1973) relataram que as
diversas formas identificadas como uma Unica espdci rotatorium, fazem parte de um
complexo polimérfico e provavelmente incluem massutna espécie. Segundo estes autdres,
rotatorium é o nome mais comumente empregado para se idantifstes tripanossomas sendo
este um dos maiores problemas na taxonomia do grupo

VUCETICH & GIACOBBE (1949) e 80RzA & DAGERT (1958) propuseram a ocorréncia de
uma unica espécie de tripanossoma em anuros nasicAs)éreconhecendo as demais como
variagdes ou formas dE. rotatorium Posteriormente, ¥aLA (1970),JONES & W00 (1986),
MARTIN & DESSER(1990),MARTIN et al.(1992)e DEsseRr(2001)confirmaram a pluralidade das
espécies de tripanossomas nas Américas.

ScoRzA & DAGERT (1958) comprovaram por infeccbes experimentais agigormas
largas deT. rotatoriume as alongadas dE. leptodactylisdo estadios polimérficos de uma
mesma espéciddACHADO (1911)observou os mesmos padrdes morfoldgicosTemotatorium
em L. ocellatus,em infec¢Bes naturais e sugeriu que estas saacias morfolégicas que
ocorrem por contracao celular e perda do flageie.INo presente estudo estas formas foram
observadas e consideradas uma Unica espécie pidimdrorroborando as observacdes dos

autores, entretanto com base em analises ultragstisindo foram consideradbsrotatorium
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CapiTtuLo I

Caracterizacdo morfolégica, morfométrica e da ultraestrutura das formas em cultura

isoladas deleptodactylus ocellatus (Linaeus, 1758)

Resumo

O presente estudo teve como objetivos verificdoasas de cultura dérypanosomap.
3 isolada dd_eptodactylus ocellatyprocedentes do Campus da Universidade Federal Baor
Rio de Janeiro. Para tal, amostras de sangue adagiéo periférica e visceral foram inoculadas
em meio de cultura bifasico constituido de baserA&gague e LIBHIT-K. Foram obtidos
isolados dérypanosomap. 3 de trés dos quatro hospedeiros coletadasipasossomas foram
observados 4 dias ap0s inclusdo e mantidos porsgsmem culturas, retiradas amostras para
analise da ultra-estrutura e criopreservados enogé&hio liquido. Verificou-se formas
epimastigotas, esferomastigotas e tripomastigatasfayram caracterizadas quanto a morfologia
e morfometria. Processo de divisdo binaria foi olz em epimastigotas e esferomastigotas,
tripomastigotas ndo foram observadas em divisdandlise da ultra-estrutura deypanosoma
sp.3 confirmou sua singularidade em relagédo as ideespéecies do género, sendo verificados
glicosomos alongados e acidocalcisomas, até e@doatatados para tripanossomas de anuros.
Registra-se a utilizacdo do meio LIBHIT-K como mefa@az para manutencéo fieypanosoma

sp.3 e o primeiro registro da ultra-estrutura gEatrossomas de anuros no Brasil.

Palavras-chave: Trypanosoma Isolamento e Manutengédo, Acidocalcisomas, Glious)

Morfometria,Leptodactylus ocellatus
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1.0 INTRODUCAO

Tripanossomas foram observados pela primeirarvezro em 1903 por Novy e McNeal,
gue conseguiram mant@&rypanosoma lewis{Kent,1880) lavERAN & MESNIL, 1901 em agua
de condensacéo da base Agar-sangue, que ficouadolmmo meio N.N. (BNSELLE, 1923).
BOUET (1906), utilizando este meio, foi o primeiro alaa manter tripanossomas de anuros em
meio de cultura.

MATHIS (1906) modificou 0 meio N.N. por aguecimento daebagar - sangue e manteve
Trypanosoma rotatoriurpor dez subculturas. Nicole, no mesmo ano incisiumeio de Novy e
McNeal peptona e NaCl obtendo resultados positimas manutencdo destes parasitos
(PONSELLE, 1923). O meio N.N.N., como ficou conhecido, dizgdo como meio base para
manter diversas espécies do géneygpanosomabDesde entdo, varios estudos foram realizados
no intuito de se encontrar um meio eficaz para erairt vitro, diversas espécies do género,
sobretudo aquelas que parasitam anuros.

Estudos que verificaram a manutencdo entre lamidaminula de tripanossomas de
anuros relataram principalmente aspectos dos @oseslegenerativos e reprodutivos,
ressaltando-se a variagdo da morfologia destemgsomas.

No Brasil, MaCHADO (1911) e BREIRA et al. (1973) isolaranTrypanosoma rotatorium
(Mayer, 1843) lavERAN & MESNIL (1901) em diferentes meios e mantiveram estesipasaor
15 dias em culturas. ERREIRA et al. (2003) relataram o isolamento e a manutencdo de
tripanossomas de anuros, sem, contudo menciorapasies encontradas e o meio utilizado.

Estudos da ultraestrutura de tripanossomas deosrgsfio escassos, face ao grande
numero de espécies descritas e suas variacOeslogicés. No Brasil, ndo existem estudos da
ultraestrutura destes tripanossomas.

A partir do achado de tripanossomas legptodactylus ocellatugrocedentes do Campus
da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiropf®elica, RJ, realizou-se a caracterizacao
segundo a morfologia e morfometria das formas er@das em cultura, bem como sua ultra-
estrutura para melhor caracterizacdo da espécientada, contribuindo para a elucidacao
taxondmica do grupo.

2.0 MATERIAL E METODOS

2.1 Captura e dados dos hospedeiros
Foram capturados quatro individuos da espéseodactylus ocellatud.innaeus, 1758),

sendo dois adultos machos e dois jovensCampus da Universidade Federal Rural do Rio de



47
Janeiro, Seropédica, RJ {Z5' 08S e 4846 31W). As coletas foram realizadas durante o més
de marco e autorizadas pelo Instituto BrasileiroMi#o Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis (IBAMA) com protocolo de licenca de coleta n° 042/06 RANcC@ssoO n°.
02010.002541/05-00. A manipula¢éo dos anuros emicdes de laboratorio foi autorizada pelo
Comité de Etica na Experimentacdo Animal (CEEA)Whversidade Federal de Juiz de Fora

com protocolo de licenga n°. 048/2006.

2.2 Coleta dos parasitos

Os anuros foram anestesiados com inoculagdo imti@apeal de lidocaina 2%,
(35mL/Kg) e lavados em alcool 70% coracdo foi exposto e amostras de sangue olgmtas
puncdo cardiaca, do cone arterioso, cerca de datas fpram incluidas em meio de cultura
bifasico. O coracéo, figado, baco e rins, apdésesg#io em laminas, foram lavados em solugéo
tampéo fosfato-salina (0,6%), macerados em plaeas’atri com tela circular de metal e

incluidos em meio de cultura bifasico.

2.3 Cultura dos tripanossomas

Para se acompanhar o desenvolvimento dos tripamass foi utilizado meio de cultura
bifasico. O meio de cultura empregado foi constiiude Agar e sangue desfibrinado de coelho e
fase liquida, constituida pelo meio LIBHIT-K (Livénfusion Brain Heart Infusiofryptose
acrescido de Potassio) d8CALVES DA COSTA & LAGRANGE, 1981) modificado por &zA &
GONCALVES DA COSTA (1997). A composicao da fase liquida € uma soldgg68 mM de NacCl,

5 mM de KCI; 56 mM de N&PO, acrescida de 0,4% de glucose; 0,2% de triptos@% de
infusdo de coragdo e cérebro. Este meio foi actesis 50mL de infusdo de figado e 50 mL de
soro fetal bovino por litro de meio preparado etb gpustado para 7,4 em solugcao de HCI. O
meio foi filtrado em sistema de milipore com pr@spasitiva de nitrogénio liquido.

Hemoglobina (5%), obtida por lise de hemacias ameairo, centrifugadas a 27.000g,
filtrada em sistema de milipore para eliminacadrdgmentos de membrana, foi adicionada ao
meio LIBHIT-K e este, submetido a teste de estl&de por 24h, a temperatura ambieete,
posteriormente estocado a 4°C.

O meio de cultura foi distribuido em tubos de emsabsqueados contendo 1mL de fase
soélida e 50QL de fase liquida. O macerado dos 6rgdos de mamartho, como figado e rins,
foram divididos em dois ou mais tubos de ensaio apmximadamente nl de macerado. As
culturas foram mantidas em estufa BOD a 24°C.

A primeira passagem para subculturas foi realizadal® dia ap0s a deteccdo dos
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parasitos. Em culturas estabelecidas, conside@asuséncia de contaminantes, as passagens
para subculturas foram realizadas em intervalosetie dias. Cada subcultura continha 1mL de

Agar - sangue, 5Q0 de LIBHIT-K e 5Qul da solugéo contendo parasitos (indculo).

2.4 Desenvolvimento dos tripanossomas em meio détata bifasico

Para acompanhar o desenvolvimento dos parasitasikuna, estas foram observadas no
39, 4° e 5° dias apos a inclusdo. Apos a deteagitridanossomas, as culturas foram observadas
diariamente, em preparacgdes entre lamina e lamiobkervadas em aumento de 400x, em 50
campos, para a deteccédo de contaminantes.

Para a caracterizagdo das formas em meio de culagatripanossomas foram
classificados quanto ao tipo morfolégico que apresam segundo &hARE (1972) levando-se
em consideracdo a posicdo do cinetoplasto em melagandcleo, presenca ou auséncia de
membrana ondulante e de flagelo livre.

Para a caracterizacdo morfométrica foram analisgteparacées permanentes das
culturas, contendoub da fase liquida do meio de cultura, em aument@@f¥®x, e medidos 20
individuos de cada tipo morfolégico seguindo-séasificacdo citada.

As medidas utilizadas para a caracterizacdo motfazadoram: comprimento do corpo
(CC), do nucleo (CN) e cinetoplasto (CK); tamanbdldgelo livre (F); largura do corpo (L), do
ndcleo (LN) e do cinetoplasto (LK); distancias entr meio do ndcleo e a regido anterior do
corpo (NA), meio do nucleo e regido posterior dopoo(NP), meio do nucleo e o meio do
cinetoplasto (NK), meio do cinetoplasto a regiateaor do corpo (KA) e meio do cinetoplasto a
regido posterior do corpo (KP) e calculados oscexlnuclea({IN= NP/NA) (DIAS & FREITAS,
1943 apud HoOARE, 1972) e cinetoplasmético (IK) 8XMER, 1967 apud HOARE, 1972). O
programa utilizado para analise morfométrica f@lg8IS ® Soft Imaging System Gmbh 2003.

Para verificar a alteracdo da frequéncia dos tiposfoldgicos dos tripanossomas em
meio de cultura, separou-se um isolado, provenigatsangue da circulacdo periférica que foi
utilizado como meio de origem e retiradas amostumante 13 dias deub da solugcédo do meio.
As amostras foram lavadas em LIBHIT-K para retiradla fragmentos de Agar. Estas
preparacdes foram analisadas em aumento de 1600X50 campos e contados o0s tipos

morfoldgicos, considerando-se ainda 0 estagio depid em que se encontravam.
2.5 Criopreservacédo dos Tripanossomas

Foram utilizados 2mL de cultura de tripanossomaghdia de desenvolvimento para

criopreservacao. As amostras foram acrescidasicergl estéril, apresentando a concentracao
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final de 10% e homogeneizadas a temperatura ambiénsuspensdo de tripanossomas em
glicerol foi subdividida em aliquotas de 0,5mL ambds para criopreservacdo e incluidas em
banho de gelo por 30 minutos. Apds este tempo,nfonaantidas em congelador até seu
congelamento e incluidas em gelo seco por 45 msnetacondicionadas diretamente em

nitrogénio liquido.

2.6 Ultra-estrutura
Formas de cultura dérypanosomap. 3 no 7° dia de desenvolvimento foram utilizadas

para os experimentos de microscopia eletronica.

2.6.1 Microscopia Eletronica de Varredura

Os parasitos foram fixados em glutaraldeido a ZB%ampéao cacodilato 0,1 M, pH 7,2
e mantidos em refrigerador até o uso. Laminulamiaecobertas com solucéo de Poli-L-lisina a
0,1% por 10 minutos. Em seguida as laminulas fa@aoas e adicionou-se uma gota de solucéo
concentrada de parasitos fixados as laminulas. APpdrinutos de incubacdo para a adesao das
células as laminulas, estas foram lavadas por 2rGtos em tampé&o cacodilato a 0,1 M. Em
seguida as laminulas foram pés-fixadas por 10 méetn tetroxido de ésmio a 1% em tampao
cacodilato a 0,1 M e lavadas 2x5 minutos no mesmpéo. Desidratacdo das células foi feita
em concentracdes crescentes de acetona (30%, B0%e B0% 1x5 minutos; 2x5 minutos em
100%). O material foi seco pelo métodommto criticometalizado com uma camada de 20nm

de ouro e analisado em microscopio eletrénico degtara Zeiss DSM940.

2.6.2 Microscopia Eletronica de Transmissao

Os parasitos foram processados segundurRBILES & SOARES (2001) para fixacao
rapida de suspensado de células eucaridticas parastopia eletronica de rotina. Ao longo do
processamento, as sessoes de centrifugacéo foafiradas por um minuto a 10.@GPA seguir,
o liquido sobrenadante foi descartado e o sedimessuspenso a cada adicdo de reagentes.
Esse procedimento foi repetido para todas as sededeentrifugacéao.

Os parasitos foram fixados em glutaraldeido a Z&%ampao cacodilato 0,1 M, pH 7,2
e mantidos em refrigerador até o uso. Para o pacemto, estes foram transferig@sa tubos
Eppendorf e centrifugado®s sedimentos foram ressuspensos e lavados 2xiong@nutampéao
cacodilato e pés-fixados por 15 minutos em tetréxdid 6smio a 1% / ferricianeto de potéssio a
0,8% / 5 mM CaGlem tampao cacodilato 0,1M e novamente lavadosn@riito no mesmo
tampdo. Os parasitos foram desidratados em coacées crescentes de acetona (50%, 70%,

90% e 100%), por 3 minutos em cada sessdo. Os aeiisforam entdo incluidos por uma noite
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em solucao de acetona 100%: Epon. Em seguida osesgds foram acondicionados em Epon
puro por 4hs e polimerizados por 48 hs &%@m Epon puro novo. Cortes ultra-finos foram
coletados em grades de microscopia eletronica @eré3h, corados por 50 minutos em acetato
de uranila a 5% e por dois minutos em citrato dento, e observados em microscopio

eletrbnico de transmissao Zeiss EM10C.

2.7 Andlise estatistica
Os dados foram analisados por estatistica desctitiizando-se o programa Biostat 2.0.

3.0 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Observactes em Culturas

Dos quatro anuros da espédie ocellatus analisados, trés apresentaram resultados
positivos para cultura de tripanossomas, que faservados no 4° dia apés inclusdo. Somente
em culturas provenientes de um hospedeiro joven) (A8 foram observados tripanossomas
(TAB.1). Este hospedeiro apresentou baixa paragtem predominantemente formas
arredondadas em esfregacos sanglineos e em inggelsstoracao, baco e rins.

As culturas provenientes de macerados do figadieseapresentaram contaminacdo por
bactérias e fungos. Somente uma cultura de macedmbaco apresentou-se positiva e nesta, um
tripanossoma largo e arredondado, semelhante gmmsnastigotas largos observados ém
ocellatus foi visualizado. Esta cultura foi mantida por dias e nenhum outro parasito foi
observado. A auséncia de tripanossomas neste p@soogperiodo mencionado pode indicar que
as escassas formas na circulacdo esplénica n&adieach.

N&o foi possivel determinar o tipo morfolégico dmgpomastigotas sangiineos que
originaram a forma observada, uma vez que as imjpess do baco deste hospedeiro
apresentaram-se negativas mostrando menor setailgliem relacdo a técnica de cultura de
parasitos. O parasito observado néo foi verifiaaaooutras culturas.

TABELA 1. Tripanossomas em culturas de amostraggmientes da circulagéo periférica e visceralejgtodactylus
ocellatus.

Hospedeiro Sangue Coracdo Figado Baco Rins
H1 + - - + -
H?2 + + - - .
H3 - - - - -
HA4 + - - - -

*H1l(hospedeirol); H2 (hospedeiro2); H3 (hospeddire3 H4 (hospedeiro4) referem-se a quatro diferentes
hospedeiros deeptodactylus ocellatus: (presenca); - (auséncia)
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Apés 21 dias de inclusdo em meio de cultura, cglabnglineas dos hospedeiros nao
foram observadas, sendo considerado o isolamenioygp@nosomasp. 3 que foi mantido em
meio de cultura bifasico por aproximadamente 33ggens, durante oito meses.

No presente estudo as formas tripomastigotas ardedias deTrypanosomasp. 3,
observadas no hospedeiro vertebrado, foram coasiderem degeneragcdo. SegunéeEMERS
& JADIN (1966) formas arredondadas semelhantes as obasrvab se dividlem ou séo
infectantes para o hospedeiro vertebrado.

A auséncia de tripanossomas em cultura provendigm hospedeiro jovem infectado
reforca a hipétese de que as formas arredondaddsyganosomasp.3 apresentavam-se em
degeneracao e pode indicar que estas nao se dmidirsuficiente para detecgcdo em cultura ou
sequer se reproduziram. Este resultado reforcpddse de que as formas arredondadas estejam
em degeneracado corroborando as observacoesnigaB/ES DA COSTA& SILVA (1969).Apenas
uma forma tripomastigota larga deypanosomasp.3 foi observada neste hospedeiro, o que
sugere ter apresentado, no meio de cultura, coampertto semelhante ao das formas
arredondadas.

MATHIS (1906) e M\THIS & LEGER(1911a) relataram o aparecimento de tripanossomas
de anuros no 2° dia e no 4° dia apés inclusdo émrauFONSELLE (1923) observou formas
epimastigotas d@. inopinatum24hs apos incluséo, resultados semelhantes folbmenmdos
por MARTIN & DESSER(1990a) pard. fallisi. No presente estudo as formas foram observadas no
40 dia ap6s inclusdo. E provavel que a variacdempo de deteccdo destes tripanossomas esteja
associada aos diferentes meios empregados e/oergis bioldgicas entre as espécies.

MACHADO (1911),VUCETICH & GIACOBBE (1949) ePeREIRA et al. (1973) relataram a
dificuldade de isolar e manter estes parasitos em ohe cultura o que néao foi observado por
MATHIS & LEGER(1911),PONSELLE (1923), WALLACE (1956),DIAMOND (1965APUD JONES &
Woo, 1986), STEINERT (1965), REEMERS & JADIN (1966), EREZREYES et al. (1976),
FROMENTIN (1971),MARTIN & DESSER(1990e1991a)que relataram o isolamento e manutencao
destes tripanossomas em diversos meios por lorggazdps de tempo de 6 meses a 7 anos.

O meio LIBHIT-K é utilizado para manutencdo vitro de diversas espécies de
tripanossomatideosdBICALVES DA COSTA (comunicacdo pessoal, 2006).

Registra-se o isolamento e manutencad rigpanosomap.3 proveniente de. ocellatus
coletadas no Campus da Universidade Federal Rar&ia de Janeiro e a utilizacdo do meio

LIBHIT-K como meio eficaz para manutencdo em caltdeTrypanosomap.3.
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3.2 Morfologia e morfometria dos tripanossomas emutturas

Trypanosomasp. 3 apresentou polimorfismo quanto as formas uleira. As formas
observadas foram epimastigotas longos e delgagosastigotas piriformes, esferomastigotas,
apresentando ou nao porcao livre do flagelo aparentripomastigotas delgados e largos. Os
dados dos parametros aferidos estao apresentadedela 2.

As primeiras formas observadas foram epimastigptagpomastigotas longas e delgadas
com extremidades afiladas (Figs.1 e 5). Estas apt&mm semelhancas morfoldgicas, néo
sendo possivel diferencia-las a fresco; em prepasagoradas, verificou-se somente a variacao
na posicao do cinetoplasto.

N&o foi possivel determinar a ordem do aparecimdatovarias formas observadas em
Trypanosomap. 3. O aparecimento simultaneo destas ao lorgjoluservacdes impossibilitou a
determinacdo de uma sequéncia relativa ao seuvddgiemento.

Formas epimastigotas (Fig. 1 e 2) apresentam nuatesdondado, que em alguns
individuos apresentou-se oval e alongado; estadstuna regido anterior do corpo (IN>1). O
cinetoplasto é alongado, com extremidades arredi@asdaem forma de bastdem alguns
individuos este se apresentou concdeoalizado na regido anterior do corpo. O citoplasm
apresentou vacuolos ao longo da extenséo cormirsdrvados mais facilmente em preparacdes
a fresco. O flagelo livre mede cerca deu2) aproximadamente %2 do comprimento do corpo. Os
epimastigotas piriformes (Fig. 2) distinguiram-&s delgados (Fig. Jor apresentar corpo mais
largo (TAB.2) e regido posterior fortemente afilada

Esferomastigotas (Figs. 3 e 4) apresentaram o camto e arredondado apresentando ou
ndo porc¢ao livre do flagelo, aparente. O ni@deedondado esta localizado no centro do corpo
(IN=1). O cinetoplasto alongado situa-se na regid@rior do corpo. O citoplasma, em alguns
individuos, apresentou-se fortemente corado nasa®rque ndo apresentaram porc¢ao livre do
flagelo, aparente e em alguns individuos, obsesea-presenca de uma area clara localizada na
regido anterior do corpo proximo ao cinetoplastm greparacfes a fresco, vacuolos foram
observados ao longo da extenséo citoplasmatica.

O comprimento do flagelo livre, nas formas que esgntaram, mede aproximadamente
17um sendo maior que o comprimento do corpo (TAB. 2

Os tripomastigotas apresentaram variacdo quardrgerh corporal. Nos tripomastigotas
delgados (Fig. 5) o nucleo € oval e alongado, ipedbd na regido posterior do corpo (IN<1). O
cinetoplasto alongado e em alguns individuos c@mesta localizado na regido posterior do

corpo, préximo ao nucleo (IK>2).
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TABELA 2. Dados morfométricos das formas Te/panosomasp3 em cultura.Medidas apresentadas am,
dispostas por média, + desvio padrao e amplitudifmo e minimo).

Epimastigotas

Esferomastigotas

Tripomastigotas

Morfotipo Alongados  Piriformes Sem flagelo Flagelo livre Delgados Largos
aparente longo
55.47 42.33 31.19 62.22 44,72
CT +13.6 +6.8 _ +9 +14.3 +18.5
(37.2-92) (32.4-55.9) (18.8 - 48.5) (36.8-77-4) 9.83-75.9)
33.65 23.62 10.80 13.57 35.83 31.84
CcC 7.8 +4.3 +2.3 +3.8 +6.9 +14.8
(22.1-51.4) (16.8-32.2) (7.6-15.1) (7.5-19.9) 228-435) (24.9 - 60.7)
4.26 8.11 7.80 10.34 2.52 3.39
L 0.9 +1.6 +2.2 +2.9 +0.64 1.7
(2.9-6) (5.9-11.5) (4.8-13.4) (6.4-16.2) 13.4) (2.1-6.6)
23.62 19.36 17.20 26.39 12.87
F +8.23 +4.1 _ 6.6 +10.47 5.4
(10.7-40.6) (12-23.9) (7.1 - 28.6) (14 - 41.5) (1®.2)
3.67 3.76 3.79 3.90 481 4.74
NC 0.6 +0.6 +0.6 +0.8 +1.55 2
(2.4-4.9) (3-5.2) (3-4.8) (2.6 -5.77) (2.7-).1 (3.3-8.3)
2.99 3.09 3.19 3.30 1.98 2.35
NL 0.6 +0.5 +1.2 +0.9 +0.61 +1.03
(1.6-4.8) (2.2-4.4) (2.3-7.2) (2.4 -6.4) (13)- (1.5-3.3)
13.08 10.12 5.90 7.23 17.50 13.77
NA +3.9 +2.6 +2 +2.6 +4.6 6.1
(7.6 - 26.3) (6.2-15.8) (3.2-9.6) (3-13.09) (9R.5) (9.2-23.2)
20.32 13.44 4.90 6.77 18.20 18
NP 6.2 +3.9 +2.6 +2.6 2.9 +9.8
(12.2-39.7) (9-22.8) (1.7-11.2) (2-11) (132-9) (11.6 - 37.5)
3.43 2.66 3.34 3.03 7.40 6.49
NK 1.6 +0.56 +1.6 1.2 6.3 5.1
(1.5-8.7) (1.7-4.1) (1.9-6.8) (1-5.2) (1.1 -4y (29-17)
2.34 2.16 2.08 2.64 1.82 1.75
KC 0.4 +0.4 +0.4 +0.7 +0.48 0.6
(1.5-4.1) (2.9-1.1) (1.5-2.9) (1.5-4.3) (12.4) (1.2-2.3)
1.16 1.01 1.13 1.21 1.20 0.98
KL 0.2 +0.12 +0.1 0.3 +0.08 0.4
(0.8-1.7) (0.7-1.2) (0.9-1.4) (0.9-2) (1.13)1. (0.8-1.8)
10.21 7.76 4.79 5.20 24.90 21.71
KA +3.9 2.4 +2.2 +1.4 +10.5 +13.9
(5.5-255) (4.4-12.8) (1.5-8.7) (2.5-7.9) (1040) (12.5 - 54.5)
23.26 15.80 6.02 8.71 10.84 10.13
KP 7.3 4 2.1 +3.4 +5.8 +6.99
(10.5-425) (11.5-25) (2-9.9) (4 - 14.6) (3.47-5) (3.3-22.4)

*CT (comprimento total do corpo), CC (comprimenim abrpo), L (largura do corpo), F (comprimento thgélo
livre), NC (comprimento do nudcleo), NL (largura dacleo), NA (distancia do nicleo a extremidade raomtelo
corpo), NP (distancia do meio do nucleo a extrededposterior do corpo), NK (distancia do meio deled ao
meio do cinetoplasto), KA (distancia do cinetopastextremidade anterior do corpo), KP (distanoi@idetoplasto
a extremidade posterior do corpo).
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Prancha 1. Formas de cultura @e/panosomasp.3, barra 1Qum. *F (flagelo), K(cinetoplasto), MO (membrana
ondulante) e N (nlcleo). Figura 1. Epimastigotayded. Figura 2. Epimastigota piriforme com extreadiel posterior
do corpo fortemente afilada. Figura 3. Esferomasiigsem a porcdo livre do flagelo aparente. Figdra
Esferomastigota com flagelo livre. Figura 5. Tripstigota delgado. Figura 6. Tripomastigota largm ecoembrana
ondulante conspicua e flagelo livre. Figuras 7- Efimastigotas em processo reprodutivo. Figurapimastigota
piriforme em inicio de diviséo iniciada pela dupljéo do flagelo livre. Figura 8. Epimastigota ddtgapresentando
dois flagelos e dois cinetoplastos. Figura 9. Egtigata piriforme apresentando flagelo livre, comésto e nicleo
duplicados. Figura 10. Epimastigotas delgados e@tas.
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O citoplasma densamente corado apresentou um wao@alizado anterior e préximo ao
ndcleo. O flagelo livre mede cerca de 26um, aprag@mmente o tamanho do comprimento do
corpo, em alguns individuos foi evidenciada mamdlagelo na preparagdo em forma de canal
claro (Fig. 5).

Nos tripomastigotas largos (Fig. 6) o nucleo é avalongado, com variacdo quanto a
localizacdo, sendo observado na regido anteriodjama e posterior do corpo. O cinetoplasto
alongado, em alguns individuos, apresentou-se ebn@dm variagdo quanto a localizacao,
sendo observado na regido mediana do corpo, préa@maicleo e na regido posterior do corpo.
A membrana ondulante €& conspicua, com 3 ou 4 dokras flagelo livre mede lin,
aproximadamente % do comprimento do corpo. E$team observados no 7° dia de
desenvolvimento, em baixas freqiéncias, aproximadesr0,86% das formas observadas.

Verificou-se que estas formas, em isolados manfmbwslongos periodos em culturas,
ocorreram apos o 12° dia apds incluséo.

Formas andmala®ram verificadas ao longo das observagfes, serai® freqlientes em
culturas apos o 6° dia de desenvolvimento.

Verificou-se a variagdo da frequéncia de formasnaptigotas e esferomastigotas em
observacOes em cultukig. 11). Ao longo de 13 dias verificou-se a prad@éncia de formas
epimastigotas delgadas em relacdo as demais obaser¢kig. 11). Epimastigotas piriformes
atingiram nimero maximo entre o 1° e 2° dias deerobgdo, 57% das formas observadas,
enguanto as formas epimastigotas delgadas atingiad® dia, 75% das formas observadas.
Variagbes no aumento e declinio da frequéncia fovenficadas, sincronicamente, entre as
formas epimastigotas até o 13° dia de observacaaenapresentaram, aproximadamente,
nameros semelhantes de individuos.

Esferomastigotas foram observadas em menor fre@igone epimastigota¥erificou-se
aumento na frequéncia de esferomastigotas com @adigée do flagelo no 11° dia de
observacao, em que foram mais freqientes que epyotas piriformes.

O polimorfismo das formas de cultura dos tripanosso de anuros foi amplamente
relatado (M\CHADO, 1911; B®NSELLE, 1923; FRACKCHANIAN, 1934; STEINERT, 1958, 1965;
PEREZREYES et al, 1960;LEHMANN, 1962;LEHMANN & SORSOLI, 1962;PEREZ-REYES, 1968a e
PEREZREYES, 1968b;AYALA, 1971; FROMENTIN, 1971,BARDSLEY & HARMSEN, 1973;PEREIRA
et al, 1973; RILLY & W00, 1982b;MARTIN & DESSER 1990; 1991a).

Formas semelhantes as observadas no presente gstdaelatadas porvaLa (1971)

em T. bufophlebotomem dois diferentes sistemasvitro e em flebotominioFENG & CHUNG
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(1940) e FENG & CHAO (1943) emT. bocageiem flebotominios; &RzA & DAGERT (1958) e
MIYATA (1976),em T. rotatoriumem sanguessuga¥lARTIN & DESSER(1991a) emT. fallisi,
relataram a auséncia de esferomastigotas e rosetasanguessugaBEREZREYES (1968) e
MARTIN & DESseErR(1991a)relataram que ocorre semelhanca entre as formasiltiea e as

formas em desenvolvimento no hospedeiro invertebrad
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Figura 11 Freqiéncia (%) da variagcdo das formas em cultefi@ypanosomap. 3 ao longo de
13 dias de observacao

PEREIRA et al. (1973) relataram aparecimento simultaneo de difeseformas de cultura
emT. rotatoriumproveniente dé&. ocellatusdo Estado do Rio de Janeiro, bem conra R &
Woo0 (1982b) paral. andersonie T. grylli que corroboram os resultados do presente trabalho.
Segundo os autores citados, ndo existem dados sslfagores que desencadeiam as alteracdes
morfolégicas que ocorrem durante o desenvolvimetds varias formas de cultura desses
tripanossomas.

PONSELLE (1923)e REILLY & W00 (1982b) relataram a presenca de tripomastigotas em
culturas deT. inopinatume T. andersonilO dias apés inclusdoERLY & Woo0 (1982b) emT.
grylli no 13° dia; MRTIN & DESSER(1990a) enil. fallisi entre 0 4° e 6° dias e relataram que

estas ocorrem somente quando os nutrientes digerdn culturas esgotam-se. Estes autores
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verificaram a presenca de vacuolos proximos aceoUsémelhantes aos relatados no presente
estudo e especularam sobre a possivel funcdo csgutatoria.

STEINERT & BONE (1956) e MARTIN & DESSER(1990a) relataram em culturas que as
formas tripomastigotas ocorrem em baixas freqliéneiague o0 aparecimento pode ocorrer
tardiamente em isolados mantidos por longos pesi@io cultura e que tendem a perder sua
infectividade ao hospedeiro vertebradoa@vin & DESSER 1990a e 1991b). No presente estudo
verificou-se que o aparecimento das formas triptig@tss variou, sendo observadas em menor
periodo de tempo nos isolados mais recentes, arvaptdo as observacdes demtiN & DESSER
(1990a).

STEINERT& BONE (1956) e SrEINERT (1958;1965) verificaram que a uréia € um dos
fatores que desencadeiam a transformacdo de forpasastigotas deT. mega em
tripomastigotas. REEMERS& JADIN (1966)também utilizaram uréia associada a fase liquida do
meio de cultura e obtiveram, assim como os autorescionados, aumento do numero dos
tripomastigotas. Entretanto, esta acdo da uréiguestionada porFOMENTIN (1971).

N&o existem outros relatos dos fatores que deserrads transformacdes das formas
de cultura de tripanossomas de anuros em tripogadas, o que continua sendo fato ainda néo
elucidado.

LEHMANN & SORsoOLI(1962)relataram a presenca de formas an6malas em cutters
ranarum Estes autores verificaram por testes citoquimigog estas eram formas em
degeneraca@d YALA (1971)tambénverificou formas com morfologia anémala em cultutad.
bufophlebotomiNo presente estudo, estas foram consideradasgemeracdo por seu aspecto
morfoldgico, corroborando as observacdes HeMANN & SORSOLI(1962)e AvALA (1971).

LEHMANN & SORsOLI (1962)observaram formas de desenvolvimentolTdeanarumao
longo de 15 dias e verificaram variacao na fregi#éentre as formas epimastigotas delgadas e
piriformes e relataram que as formas esferomassgaicorrem em baixas frequéncias

corroborando as observacdes do presente estudo.

3.3Reproducéo das formas de culturas

Formas epimastigotas e esferomastigotaggpanosomasp. 3 foram observadas em
processo de divisdo binéria; divisdo multipla réimbservada.

O processo de divisdo ocorreu em baixas frequénaimgindo maximo no 10° dia de
observacéo, aproximadamente 10% das formas obssrv@dprocesso de divisdo (Figs. 7; 8 e

7

9), observado em microscopia Optica, € verificadta pduplicacdo do flagelo livre, com
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desenvolvimento do pequeno flagelo (Fig. 8), semuid divisdo do cinetoplasto, do ndcleo e
posterior divisdo do citoplasma. Formas em traosieatre os diferentes estagios, foram
observadas. Esferomastigotas sem a porcéao livilagelo aparente dividiram-se por duplicacao
do cinetoplasto, seguida da divisdo do nucleo teposdivisdo do citoplasma.

A formacdo de rosetas foi verificada para as forrmdas cultura, a excec¢do dos
tripomastigotas. Estas foram observadas em baigg8é&ncias, sendo mais numerosas no 9° dia
de observacao, aproximadamente, 5% das formasvabissr As rosetas apresentaram numero
variavel de individuos e tipos de formas resultanddormacéo de rosetas constituidas por um
tipo morfolégico (Fig. 10) ou mais de um tipo madfgico.

PEREZREYES (1960),PEREIRA et al.(1973),AYALA (1971),LEHMANN & SORSOLI(1962)

e ReiLLY & WOoo (1982b)relataram processo de divisdo mdltipla em formasutira em
diversas espécies de tripanossomas de anurosellenpe estudo tal processo néo foi observado,
sendo verificado somente processo de divisdo hirgre é o processo mais comumente relatado
para estes tripanossomas AGMADO, 1911; BNSELLE, 1923; BREZREYES et al, 1960;
STEINERT, 1965;FROMENTIN, 1971; B\RDSLEY & HARMSEN, 1973; EEREIRA et al, 1973;REILLY

& W00, 1982be MARTIN & DESSER 19914a).

A formagao de rosetas foi verificada pdncHADO (1911), STEINERT (1958), PEREZ
REYES et al.(1960),FROMENTIN (1971), ReLLY & W00 (1982 b)e MARTIN & DESSER(1991a)
em que relataram a presencga de rosetas formadasrpou varios tipos morfoldégicos, como
observado no presente estudo.

Formas de cultura que apresentaram divisdo do m@aeiterior a do cinetoplasto foram
relatadas poPONSELLE (1923), RILLY & W00 (1982 b)e consideradas como formas andmalas.
No presente estudo, estas formas apresentaram,dalésegundo nucleo, a presenca de um
segundo flagelo livre. O que pode ser indicio de@sso reprodutivo, sendo necessarios outros

estudos para a comprovacéao desta hipo6tese.

3.4 Ultra-estrutura

3.4.1Microscopia eletrbnica de Varredura

Formas de cultura derypanosomap.3 foram observadas por microscopia eletrbnica de
varredura. Foram verificadas longas formas epigeists delgadas, apresentando as
extremidades afiladas e flagelo que percorre adooepterior do corpo aderido & membrana
plasmética (Fig. 12). O flagelo emerge lateralmentgartir da bolsa flagelar (Fig. 14). Foram

observadas formas epimastigotas piriformes e esfEstigotas, com curto flagelo livre contendo
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sulcos (Fig. 13, 15 e 16pdicando os ramos mitocondriais no citoplasma. digumas formas
foi possivel verificar marcagdo de gréanulos arréddos (Fig. 17), abaixo da membrana
plasmética, localizados ao longo da extensdo cisophtica que provavelmente referem-se a
vacuolos Formas epimastigotas foram verificadas em divigp@&ty surgimento de um segundo
flagelo, caracterizado por seu pequeno tamgimp 16), ou pela presenca de um segundo
flagelo desenvolviddFig. 18). Epimastigotas piriformes em divisdo apresentaramenasos
sulcos proeminentes. E provavel, pelo estagio dead, que estes sulcos tenham ocorrido pela
duplicacdo da mitocéndria que ocorre apos o infldoduplicagdo do flagelo EREZREYES,
1969;W00, 1969; FbARE, 1972; RILLY & WOO, 1982).

3.4.2MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Formas de cultura dé&rypanosomasp. 3 foram também observadas por microscopia
eletrdnica de transmissdo. Formas epimastigotagtor delgadas apresentam o nucleo oval e
alongado, contendo duas regides distintas (FigA)eterocromatina concentra-se na regido
posterior do nudcleo, proximo ao envoltério nuclearguanto o nucléolo, quando presente, esta
centralmente localizado e é difuso (Fig8 e 20).

O cinetoplasto, localizado no interior da mitocéadré longo e delgado, com
extremidades arredondadas, em alguns individueseamiou-se concavo (Fig. 21). As redes de
fibrilas de DNA (KDNA) apresentam-se dispostas lgdaienente ao eixo maior do corpo (Figs.
19 e 21). Os ramos mitocondriais estendem-se ntideeantero-posterior, em localizacdo
periférica (Fig. 20). O corpusculo basal, quandseokado, apresenta-se préximo a membrana
mitocondrial(Fig. 21).Dele parte o flagelo, formado por tipico axonemm @strutura de 9+2
pares de microtubulos. Corpo paraxial esta pressmtengo do axonema (Fig. 21). O flagelo
emerge da bolsa flagelar (Figs. 21) e apresenéalesgdo a membrana plasmatica.

O citoplasma énamente granular, apresentando ribossomos liesixo da membrana
citoplasmatica correm paralelamente, e em espmalmicrotibulos subpeliculares. Inclusdes
lipidicas, elétron-luscentes e de variados tamanhos, foraneraddas em toda extenséo
citoplasmética e em alguns individuos concentrasama regido posterior do corpo (Fi§). O
complexo de Golgi (Fig. 21) é bem desenvolvido, @proximadamente 6 cisternas longas, e
localiza-se na regido posterior do corpo, proxinholaa flagelar.

Acidocalcisomas foram observados em diversos taosgntispersos no citoplasma
celular. Esta organela é envolvida por membranagsaptando regides elétron-luscentes e
elétron-densas em seu interior (Figs. 22).
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Os glicosomos sao alongados (Fig. 22), com extraaas arredondadas e dispostos em
fileiras justapostas no citoplasma celular. Estammelas, envoltas por membrana, apresentam
matriz com material elétron-denso. O reticulo efakpatico liso apresenta cisternas longas
(Fig. 22) e localiza-se na periferia do corpo, algs vezes proximo as fileiras de glicosomos.

No Brasil ndo existem dados sobre a ultra-estrudios tripanossomas que parasitam
anuros. Opresente estudo demonstrou dugpanosomasp. 3 apresenta caracteristicas que Ihe
sao peculiares como glicosomos alongados e emal@istapostas.

MARTIN & DESSER(1990) observaram a presenca de nucléolo difusd efallisi. A
heterocromatina localizava-se na periferia do doviol nuclear, semelhante aos resultados
observados no presente estudo. A presenca de drasciomaticas no interior do ndcleo (Fig.
19) foi também observada por microscopia Opticay.(Ri3 e 14) das formas largas dos
tripomastigotas d&rypanosomap. 3.

A mitocOndria alongada, com numerosos ramos, ohdanemTrypanosomasp. 3,
assemelhou-se a relatada p@sBPeR(1976) emT. rotatoriume constitui caracteristica comum a
diversas outras espécies do génerei(&RT, 1960; VICKERMAN, 1969; ©RTES et al, 1972;
MOLYNEUX & ROBERTSON 1974; BREZREYES et al, 1976; DESSER 1977 JONES & WOO,
1989; D SouzA & CUNHA-E-SILVA, 2003 e MTTHEWS, 2005).

O arranjo tipico de 9+2 pares de microtubulos &atado por B SouzA & SoUuTO-
PADRON (1984) e De Souza (1999) como caracteristica comum a familia Trypanosomatida
sendo semelhante ao arranjo de outras estrutageddres de células eucaridticas.

A presenca de vacuolos lipidicos foi relatadaTemotatorium T. galbae T. fallisi por
DESSER(1976), CREEMERS& JADIN (1966),CoRTES et al. (1972),PEREZREYES et al. (1976)e
MARTIN & DESSER(1990), respectivament@&rypanosoma fallisapresentou concentragéo destes
vacuolos principalmente na regido posterior do @ogomo relatado parérypanosomasp.3.
Verificou-se variagdo quanto a localizacdo destasi®os emT. rotatorium T. galba e
Trypanosomap.3.

Trypanosomasp.3 apresentou complexo de Golgi desenvolvido,ocobservado ent.
galba por FEREZREYES et al. (1976). MARTIN & DESSER (1990) verificaram resultados
semelhantes em tripomastigotasTddallisi, em epimastigotas o complexo de Golgi apresentou-
se pouco desenvolvido @(MTIN & DESSER 1990). Resultados semelhantes foram observados em
T. megapor STEINERT & NOVIKOFF (1960) eT. rotatorium por CQREEMERS & JADIN (1966).
Auséncia de complexo de Golgi foi relatada p@r@s et al. (1972) emT. montezumae

DESSER(1976)emT. rotatorium
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Prancha 2. Ultra-estrutura por microscopia elet@rde varredura das formas de culturaTdgpanosomasp.3,
figura 13 barra gm e figuras 12, 14 — 18 barrauf. *BF (bolsa do flagelo), F (flagelo), G (granylos1O

(membrana ondulante) e S (sulcos). Figura 12. Egig@ta delgado com flagelo aderido a membranardtisa.
Figura 13. Esferomastigota com curto flagelo lifeggura 14. Epimastigota delgado com flagelo enmelgida
bolsa flagelar. Figura 15. Esferomastigotas comelia livre curto e sulcos marcando o citoplasmdicendo os
ramos mitocondriais. Figura 16. Epimastigota pinfe com sulcos e em inicio de processo reprodyisia
presencga do segundo flagelo livre. Figura 17. Egiigatas delgados apresentando granulos subpetsuda longo
da extensao citoplasmatica. Figura 18. Epimastigottorme em processo reprodutivo com segundoeftagdjvre

desenvolvido.
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Prancha 3. Ultra-estrutura por microscopia elet@wie transmissdo deypanosomap. 3, figura 19 barra 3ith e
figuras 20 — 22 barra 0.dB.*AC (acidocalcisomas), CB (corpusculo basal), €&po paraxial), F (flagelo), G
(Glicosomos), GC (complexo de Golgi), L (inclusdipédicas), N (nucleo) e REL (reticulo endoplasic@tiso).
Figura 19. Corte longitudinal de epimastigota deétgaapresentando nucleo alongado com concentracdo de
heterocromatina na porgéo posterior; cinetoplasto fibrilas de KDNA orientadas paralelamente acomaixo do
corpo; inclusdes lipidicas e flagelo com corpo pataFigura 20. Corte transversal mostrando nicten nucléolo
difuso e centralmente disposto; ramos mitocondpaisféricos e inclusdes lipidicas. Figura 21. €dangitudinal
mostrando cinetoplasto cdncavo; corpusculo bagallitado proximo a membrana mitocondrial e compldgo
Golgi. Figura 22. Corte transversal mostrando glienos alongados; acidocalcisomas e reticulo enstoglico
liso localizado na periferia do corpo.

Os acidocalcisomas relatados €efmypanosomasp.3 assemelharam-se as organelas
observadas por ®CampoO et al. (1995)em T. cruzie por \ERCESI& DoCAmMPO (1996)em
Trypanosoma brucei Estas organelasicidas, responsaveis pela concentracdo de ions
inorganicos, ja foram relatadas em tripanossomasidi®s géneroseishmania Phytomonase
Herpetomonas(MIRANDA et al., 2000; MIRANDA et al, 2004a; MIRANDA et al, 2004be
MEDEIROSEt al, 2005).

Estruturas semelhantes aos acidocalcisomas obsenad Trypanosomasp.3 foram
relatadas enT. montezumael. rotatoriume T. galba(CoRTES et al, 1972; DESSER 1976¢€
PEREZREYES et al, 1976) como “vacuolos”. MLYNEUX & ROBERTSON(1974)e Lom et al.

(1980)verificaram estes “vacuolos” em tripanossomas [tasade aves e peixes.
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O presente estudo faz o primeiro relato da presea@eidocalcisomas em tripanossomas
gue parasitam anuros. Os dados do presente estgiamam que estas organelas localizaram-se
préximas a membrana nuclear e as fileiras de glimos. Segundo MANDA et al. (2000)a
associacao de acidocalcisomas a diferentes orgapetie indicar possivel relacdo entre elas.
Ruiz et al. (2001) e [ Souza et al(2000) sugeriram que estas organelas estdo adasdca
adaptacdo do parasito a alteracbes ambientaisctwam a regulacdo do pH e a osmorregulacgéo.

Como relatado, os tripomastigotas alongados Tdgpanosomasp.3 apresentaram
granulos fortemente corados ao longo da extensdplasmatica que provavelmente referem-se
a acidocalcisomas. Estes granulos inicialmente rdarealos “granulos de volutina” @250UzA
1984; 1999), foram amplamente relatados para tr@stigotas, e referem-se a acidocalcisomas.

Os glicosomos observados efrypanosomasp.3 diferiram dos relatados de diversas
espécies do género, que em geral sdo pequenaderatados (Ewis & BALL, 1980;Lom et al.
1980; DE Souza, 1984; OpPERDOESet al. 1984; OPPERDOES& MICHELS, 1993). Glicosomos
alongados foram relatados @mbouffardj Leptomonas samuedi Phytomonasp. (MOLYNEUX
& ROBERTSON 1974; SOUTO-PADRON & DE Souza, 1982 e ATTIAS et al. 1988). Entretanto,
diferem dos encontrados efirypanosomasp. 3 quanto a sua disposicdo. Estas organelas
desempenham importante funcdo na via glicolitica tlipanossomatideos ¥ERDOESet al.
1984) e estdo associadas a obtencdo de ATP a giartjuebra das grandes cadeias de acidos
graxos (MTCHELS et al 2000e PARsONSet al.2001). A presenca de inumeras vesiculas lipidicas
associadas a glicosomos maiores e alongados podéitgar um possivel sistema de reserva e
utilizacdo energética dos parasitosRENz et al. (1998) observaram glicosomos com morfologia
alterada emT. brucei que eram semelhantes, em forma e disposicdo, elaldos em
Trypanosomasp. 3. Este sistema poderia ser considerado coma@lternativa de reserva e
biotransformacédo energética, o que precisa de awapdo.Trypanosomasp. 3 diferiu dos
outros tripanossomas de anuros por caracteristitasestruturais (TAB.3).

A presenca de citdostoma e citofaringe foi relata@@T. mega, T. galba, T. rotatorium
T. fallisi (STEINERT & NOVIKOFF, 1960; BREZREYES et al, 1976; DESSER 1976; MARTIN &
DESSER 1991). @RTESet al.(1972) relataram auséncia @mmontezumaeno presente estudo
estas estruturas também n&o foram observadas.

E provavel que as espécies que apresentam citdswnuitofaringe apresentem

reservosomos, como relatado pardallisi. Entretanto, tal hipotese necessita de comprovacao
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TABELA 3. Comparagao entre as organelas celulares e esfuntracelulares em tripanossomas de anuros.

Trypanosoma sp.3 T.rotatorium T.rotatorium  T. mega T.fallis T.gaba  T.monteumae
Presente Creemers & Jadir Desser Steinert & Martin & Desser Pérez-Reyet al. Cortés et al.
Estudo (1966) (1976) Novikoff (1960) (1991) (1976) (1976)
Acidocalcisoma + NC NC NC - NC NC
Citéstoma - NC + + + + -
Complexo de Golgi + + - + + + -
Glicosoma Alongados NC Redondos  Redondos Redondos Redondos NC
Reservossoma - NC NC NC + NC NC
Simbiontes - - - NC + NC -
VacUolos lipidicos + + + NC + + NC

*NC (n&o citado pelos autores)(presenca);: (auséncia).

Os estudos de MHADO (1911), @WSTA & SILVA (1969) e BREIRA et al. (1973) com
tripanossomas de anuros, identificados cdmaeotatorium encontrados em regides proximas
aos do presente estudo assemelharam-se morfolagitananto as formas sangiineas quanto as
isoladas em cultura. Entretanto, os resultadosdabtpela ultraestrutura no presente estudo,
indicaram separacao enfferotatoriume Trypanosomap. 3.

Trypanosomap. 3 apresentou diferengas morfologicas em relag@spécies relatadas,

0 que reforca sua singularidade. Além disto, estede faz o primeiro relato da ultra-estrutura

de formas de culturas de tripanossomas que pareaitaros no Brasil.
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CONSIDERACOES FINAIS

Faz-se o primeiro registro da infeccao por tripanosas enbeptodactylus lineatus em
anuros do génerOstheocephalus

Registra-sé_eptodactylus chaquenseOstheocephalusp. como novos hospedeiros para
Trypanosoma rotatoriunflato sensy e a ocorréncia dérypanosoma chattorem espécies do
géneroLeptodactyllus no Brasil.

Constata-se a presenca de tripanossomas polingrigco Leptodactylus ocellatuso
estado do Rio de Janeiro.

Recomenda-se o exame de impressao de érgdospphinente dos rins, como técnica de
alta sensibilidade para diagnostico de tripanossalaanuros.

Os granulos fortemente corados, observados em ntapiigotas alongados de
Trypanosomasp.3 referem-se a acidocalcisomas e o0s vacuoloshétra observados em
tripomastigotas alongados, referem-se a vacuqadidos.

As formas sanglineas e as de culturardganosomasp.3 sdo semelhantes as e
rotatorium, entretanto, a andlise da ultra-estrutura denmiisttar-se de espécies distintas.

A auséncia de citostoma e citofaringe e a presdagglicosomos alongados verificados
emTrypanosomap.3 reforcam a sua singularidade.

Destaca-se a necessidade de estudos moleculaiegugnficos deTrypanosomasp.3

para complementar sua caracterizagao.



71
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ANDERSON J.R.& AYALA, S.C.1968. Trypanosome transmitted Phlebotomusdirst report
from the AmericasScience, 1611023-1025.

ATTIAS, M.; ROITMAN; CAMARGO, E.P.;DOLLET, M. & DE Souza 1988.Comparative analysis of
the fine structure of four isolates of trypanosddsatof the genu$?hytomonasJournal of
Protozoology, 35 (3) 365-370.

AYALA, S.C. 1970. Two new trypanosomes from California toadsl &mards. Journal of
Protozoology, 17(3)370-373.

AvaLa, S.C. 1971. Trypanosomes in wild California sandflieand extrinsic stages of
Trypanosoma buphlebotondiournal of Protozoology, 18(3)433-436.

BARDSLEY, J.E& HARMSEN, R. 1968The trypanosomes of Ranidae. I. The effects of tzayre
and diurnal periodicity on the peripheral parasigerm the bullfrog Rana catesbeiana
Canadian Journal of Zoology 47: 283-288.

BARDSLEY, J.E& HARMSEN, R. 1970. The trypanosomes of Ranidae II. Thectffef excitation
and adrenalin on the peripheral parasitemia in libkfrog (Rana catesbeiaa Canadian
Journal of Zoology, 48: 1317-1319.

BARDSLEY, J.E& HARMSEN, R. 1973. The trypanosomes of anudvances in Parasitology, 2
1-73.

BARTA, J.R.;& DESSER S.S.1984.Blood parasites of amphibians from Algonquin P&ktario.
Journal of Wildlife Diseases, 20(3)180-189.

BARTA, J.R.;BOULARD, Y.; DESSER S.S.1989. Blood parasites &anaesculentafrom Corsica:
Comparison of its parasites with those of earsiwrth American ranids in the context of host
phylogeny.Transactions of the American Microscopical Socyeti1086-20.

BAILEY, J.K. 1962. Aedes aegyptas a possible new invertebrate host for frog tnggames.
Experimental Parasitology, 12 155-163.

BILLET, A. 1904. Sur lerypanosoma inopinatume la grenouille verte d’Algerie et sa relation
posible avec les Drepadiniu@omptes Rendus de la Société de Biologie et des Eémles,
57:161-164.

BoueTt, G. 1909.Sur le quelques trypanosomes des vertébréang froid de I'Afrique
Occidentale Francais€Comptes Rendus des Seances de la Societe de Bielag de ses
Filiales, 66 609-611.

BrRumMPT, M.E. 1904. Contribuition a I'étude de I'évolutionesl hémogrégarines et des
trypanosomesComptes Rendus de la Société de Biologie et des Biigles, 56:165-167.

BRUMPT, M.E. 1906. Réle pathogéne et mode de transmissioirgpanosoma inopinatuntd.
& Et. Sergent. Mode d’ inoculation d’autres trypaomesComptes Rendus des Seances de
Societe de BiologigParis,61: 167-69.

BRuMPT, E. 1923. Description de deux trypanosomes nawge@rypanosoma sergentt
Trypanosoma parrotidu Discolglossus pictus.Annales de Parasitologie Humaine et
Comparee, 1 337-341.

BrRumpPT, E. 1924. Un cas de rupture de la rate avec hémtojeé au cours d'une infection
experimentale drypanosoma inopinaturchez la grenuille vertéRana esculenjaAnnales de
Parasitologie, 2(4) 325.



72

BRUMPT, E. 1928Un nouveau trypanosomé&rypanosoma neveu-lemainei sp.de la grenouille
verte Rana esculenjaAnnales de Parasitologie, 6(1)18-22.

BUTTNER, A. & BoucaRT, N. 1955a. Sur certaines patrticularités biologiques diypanosome
de la grenouille verteTrypanosoma inopinatunfergent & Sergent, 1904Annales de
Parasitologie, 30(5-6)431-445.

BUTTNER, A. & BoucaRrT, N. 1955hb. Observations sur le cycle évolutif @eypanosoma
inopinatumSergent & Sergent, 190&omptes Rendus de la Société de Biologie et des Ses
Filiales, .

CLARK, C.G.; MARTIN, D.S. & DIAMOND, L.S. 1995. Phylogenetic relationships among anura
trypanosomes as revealed by riboprintifige Journal of Eukaryotic Microbiology, 42(1):92-
96.

CREEMERS J.& JADIN, J.M. 1966. Ultrastructure et biologie @ieypanosoma rotatoriuriMayer,
1843.Acta of Zoology and Pathology Antverpiensia, 41119-136.

CORTES M.; PEREZREYES, R. & TAY, J.1972. Ultraestructura de las formas de cultivo de u
tripanosoma parasito de ranabfypanosoma montezuma®evista Latinoamericana de
Microbiologia, 14: 183-190.

DE Souza, W 1984. Cell biology offrypanosoma cruzinternational Review of Citology, 86:
197- 283.

DE Souza, W. & SouTo-PADRON, T. 1984. The paraxial structure of the flagellum of
Trypanosomatidaglournal of Parasitology, 66(2):229-235.

DE Souza, W. 1999. Short Review on the Morphology of Trypsoma cruzi: from 1909 to
1999.Memodrias do Instituto Oswaldo Cruz 94 (1) 17-36

DE Souza, W.; PORTO CARREIRO, I.; MIRANDA, K. & CUNHA-E-SILVA, N.L. 2000. Two special
Organelles found iMrypanosoma cruziAnnais da Academia Brasileira de Ciéncias/2(3):
420-432.

DE Souza, W. 2002. Basic cell biology offrypanosoma CruziCurrent Pharmaceutical
Design, 8:269-285.

DE Souza, W. & CUNHA-E-SILVA, N.L. 2003. Cell Fractionation of Parasitic Praiaz A
Review.Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, 98(2):151-170

DESSER S.S, S.B. MCIVER & RICKMAN, A. 1973. Culex territanas a potencial vector of
Trypanosoma rotatoriuml. Development of the flagellate in the mosquitiournal of
Parasitology, 59(2) 353-358.

DESSER S.S,S.B.McCIVER & JEz, D. 1974. Observations on the role of simulids amktis in
the transmission of avian and anuran trypanosofmésnatinal Journal for Parasitology, 5:
507-5009.

DEesSSeER S.S.1976.The ultrastructure of the epimastigotgestaof Trypanosoma rotatoriunm
the leeclBatracobdella pictaCanadian Journal of Zoology, 54:1712-1723.

DesseR S.S.1977.Ultrastuctural observations on the epimastigotgesafTrypanosoma avium
in simulium rugglesi Canadian Journal of Zoology, 55:1359-1367.

DeEssSeER S.S. 2001.The blood parasites of anurans frontaCBsca with reflections on the
taxonomy of the trypanosomekaurnal of Parasitology,87: 152-160



73

DIAMOND, L.S. 1950. A new trypanosomdrypanosoma pipientisi. sp. From the leopard frog
Rana pipiensJournal of Parasitology,36:(Suppl.) 24-25.

DIAMOND, L.S.1965. A study of the morphology, biology @agonomy of the trypanosomes of
Anura.Wildlife Diseases, 44t-85

Do CAMPO, R; ScoTT, D.A.; VERCES| A.E. & MORENQ, S.N.J.1995. Intracellular C4 storage in
acidocalcisomes dffrypanosoma cruzBiochemical Journal, 3101005-1012.

DuTTON, J.E.; TODD, J.L.; TOBEY, N.E. 1907. Concerning certain parasitic protoabserved in
Africa. Annals of Tropical Medicine and Parasitology 1:287-354.

ELISEl, C.; SCOFIELD, A.; HUBER, F.; FERNANDEZ K.R.; FORLANO, M.D.; MASSARD, C.L..2002.
Estudos preliminares da fauna hemoparasitologicd eptodactylus ocellatyusSeropédica, RJ.
XVIII Congresso Brasileiro de Parasitologigp.243.

Ewers W.H. 1968. Blood parasites of some New Guinedilespand AmphibiaJournal of
Parasitology54: 172-174.

FaANTHAM, H.B., PORTER A. & RICHARDSON, L.R.1942. Some haematozoa observed in
vertebrates in EasterRarasitology, 34: 199-226.

FENG, L. & CHUNG, H. 1940.Phlebotomus sqaumirostridewstead, transmitter dfrypanosoma
bocagei Franca in the toad, Bufo bufo gargarizans (Cant@flinese Medical Journal
Supplement, 3:198-211.

FENG, L. & CHAO, C.S. 1943. The development offrypanosoma bocagdn Phlebotomus
squamirostrisChinese Medical Journal, Supplement 62 210-217.

FERREIRA, R.C; CAMPANER, M.; TAKATA, C.L.A.; TAKEDA, G.F. & TEIXERRA M.M.G. 2003.
Anuran trypanosomes: morphological, biological andlecular characterization of Brazilian
isolatesRevista do Instituto de Medicina Tropical de S&o Palo, 45:162.

FRANCA, C. 1911. Sur la relation autogénétiq entre les grantks petits trypanosomes de la
grenouille.Comptes Rendus de la Société de Biologie et des Biisles, 70: 978-979.

FRANCA, C.1925. Notes parasitologiques sur I'Angdanales de Parasitologie, 3(3R255-262.

FRANCA, C. & ATHIAS, M. 1907. Sur les phénoménes de divisionTdypanosoma rotatorium
Comptes Rendus de la Société de Biologie et desB#iales, 62 : 1108-1109.

FRANCA, C. & LAVERAN, A. 1911. Sur la relation autogénétique entre les graatdes petits
trypanosomes de la grenouill@omptes Rendus de la Société de Biologie et des Bémles,
70:978- 979.

FROMENTIN, H. 1971. Contribution a I'’étude compare des besoitstifisi chez diverses especes
du genrelrypanosomaAnnales de Parasitologie Humaine et Comparéd6(4): 337-445.

GALLIARD, H.; BUTTNER, A. & BOUCART, N. 1954. Actions de la somatotropina hypophysaire et
de la nutrition sur I'evolution d&rypanosoma inopinaturBergent, 1904 (souche Algérienne)
chez la grenouille verténnales de Parasitologie, 29(3)79-197.

GONGALVES DA COSTA, S.C.& SLVA, A.M. 1969. Hemoparasitos de anfibios do Brasiluak)
aspectos citolégicos derypanosoma rotatoriunMayer, 1843 (Protozoa, Kinetoplastidatas
da Sociedade de BiologiaRio de Janeird 2(5-6): 245.

GONCALVES DA COSTA, S.C.& LAGRANGE, P.H.1981.Development of cell mediated immunity
to flagellar antigens and acquired resistance fieciion by Trypanosoma cruziMemorias do
Instituto Oswaldo Cruz, 76(4):367-381.



74

GUERRERQ S. & AYALA, S.C.1977. Hemoparasitos de algunos reptiles y anfidmda selva
amazonica del PerRevista do Instituto de Medicina de S&o Paulo, 19(5283-288.

HALMILTON, P.B.;STEVENS, J.R.;GIDLEY, J.;HOLZ, P.& GiBsoN, W.C. 2005. A new lineage of
trypanosomes from Australian vertebrates and teraébloodsucking leeches (Haemadpsidae).
Internatinal Journal for Parasitology, 35:431-443.

HoARE, C.A. 1972.The Trypanosomes of MammalsBlackwell Scientific Publication, Oxford
and Edinburgh749 p.

JACONO, I. 1938. A further contribution to the proposélaonew classification of trypanosomes.
Journal of tropical medicine and hygiene 41 (4)53-57.

JONES S.R.M. & Woo P.T.K. 1986.Trypanosoma chattonMathis & Leger, 1911 irRana
pipiens of southern Ontario: morphometrics and a descmptaf the division process.
Systematic Parasitology, 9: 57-62.

JONES S.R.M.; S.R.M. & Woo P.T.K. 1989. Use of kidney impressions for theedebn of
trypanosomes of Anurdournal of Wildlife Diseases 25 (3): 413-415.

Kubo, R. 1922. On the protozoa parasitic in froggansactions of the American
Microscopical Society,41: 59-76.

Kupo, R. 1969 Protozoology Compafiia Editorial Continental, S.A. México.905p

LAIRD, M. 1951. Notes on a small collection of blood amseobtained from amphibians and
reptiles in Maryland during the spring of 1990urnal of Parasitology, 37: 323-324.

LAVERAN A. 1904. Sur um nouveau trypanosome d'une Greroudbmptes Rendus de la
Société de Biologie et des Ses Filiales6: 158-162.

LAVERAN, A. & MESNIL, F.1901. Sur la structure de trypanosome des griée®uet sur
I'extension du genrd@rypanosomaGruby. Comptes Rendus de la Société de Biologie et des
Ses Filiales53: 678-680.

LAURENT, M. & STEINERT, M. 1970. Electron Microscopy of Kinetoplastic DNA from
Trypanosoma meg&roceedings of the National Academy of Science, @§(419-424.

LEHMANN, D.L 1959. Trypanosome boyk. sp. From the California yellow-legged foigana
boyli. Transactions of the American Microscopical Society78 370-373.

LEHMANN, D.L. 1962. Cultures forms ofrypanosoma ranarur{Lankester, 1871). Il Effect of
temperature upon reproduction and cyclic develogmirurnal of Protozoology, 9(3):325-
326.

LEHMANN, D.L. & SorsoL, W.A. 1962. The cultural forms odrypanosoma ranarum
(Lankester, 1871). |. Relation between cyclic depaient of cultures forms, oxygen
consumption in the presence of glucose, and madomdtibition. Journal of Protozoology,
9(1): 58-60.

LEHMANN, D.L. 1966b. Culture media foifrypanosoma ranarunand Trypanosoma cruzi
Annals of Tropical Medicine and Parasitology, 60452-454.

LEMOS, M.; RODRIGUES A. F. S. F.; CARVALHO, V.T.; MORAIS, D.H. & D'AGosTg M. 2004.
Tripanosomatideos elnthodytes lineatugShneider, 1799) da regido da Usina Hidrelétrica d
Guaporé - MTRevista Brasileira de Parasitologia VeterinariaSupl. 13 232-232.



75

LEwis, J.W. & BALL, S.J.1980. Ultrastructure of the epimastigotes of theh firypanosome
Trypanosoma cobitisMitrophanow, 1883, in the crop oh the leech vectdemiclepsis
marginata Journal of Parasitology, 66(6):948-953.

LoMm, J.; PAULIN, J.J.& NOHYNKOVA, E. 1980. The fine structure of the fish trypanosome,
Trypanosoma danilewskyil. Presence of a cytopharyngeal complex in blostdeam
trypomastigotesProtistologica, 3: 365-373.

LORENZ P.; MAIER, A.G.; BAUMGART, E.; ERDMANN, R. & CLAYTON, C. 1998.Elongation and
clustering of glycosomes ifrypanosoma brucebverexpressing the glycosomal Pex11p.
European Molecular Biology Organization Journal, 17(13):.3542 — 3555.

LUN, Z.R. & DESSER S.S. 1996. Analysis of isolates within speciesapfiran trypanosomes
using random amplified polymorphic DNARarasitology Research, 822-27.

MACHADO, A. 1911.Pesquizas citolojicas sobreToypanosoma rotatoriunGruby. Memorias
do Instituto Oswaldo Cruz, 3 108-135.

MACKERRAS, M.J. 1961. The hematozoa of Australian frogs &sld. Australian Journal of
Zoology 9: 123-140.

MARCHOUX, E. & SALIMBENI, A. 1907. Un trypanosome nouveaux chez Hiy&a voisine de
Hyla lateritriga Spix et AgassizComptes Rendus de la Société de Biologie et des Biiales
62:592-594.

MARTIN, D.S. & DESSER S.S. 1990. A light and electron microscopic stodly Trypanosoma
fallisi n. sp. in toads Bufo americanus form Algonquin Park, OntarioThe Journal of
Parasitology, 373): 199-206.

MARTIN, D.S. & DEeSSer S.S.1991a. Development ofrypanosoma fallisiin the leech,
Desserobdella pictan toads Bufo americanus), anth vitro: A light and electron microscopic
study.Parasitology Research, 7:718-26

MARTIN, D.S.& DESSER S.S.1991b. Infectivity of culture@rypanosoma fallis{Kinetoplastida)
to various anuran species and its evolutionaryicapbns.Journal of Parasitology, 77(3) 498-
500

MARTIN, D.S.,DESSER S.S.& HONG, H. 1992a. Allozyme comparison of thréeypanosoma
species (Kinetoplastida: Trypanosomatidae) of toadd frogs by starch-gel eletrophoresis.
Journal of Parasitology, 78(2)317-322.

MARTIN, D.S., DESSER S.S.& WERNER K.1992b. Allozyme comparison and infectivity of
cultured stages ofrypanosoma fallisfrom southern Ontario and a trypanosome of toaais fr
northen MichiganJournal of Parasitology, 78(6)1083-1086.

MARTIN, D.S.;WRIGHT, A.D.G.; BARTA, J.R.& DESSER S.S. 2002. Phylogenetic position of the
giant anuran trypanosomégypanosoma chattoni, Trypanosoma fallisi, Trypsoma mega,
Trypanosoma neveulemairegnd Trypanosoma ranarumnferred from 18s rRNA gene
sequenceslournal of Parasitology, 84§3): 566-571.

MAsLov D.A.; PoDLIPAEV, A.S.; LUKES, J. 2001. Phylogeny of the Kinetoplastida: taxoimom
problems and insights into the evolution of parsisitMemorias do Instituto Oswaldo Cruz
96(3): 397-402.

MATHIS, C. 1906. Sur une modification au milieu de Novy-Mc Neal pdar culture des
trypanosomeLomptes Rendus de la Société de Biologie et des Biisles, 61:550-552.

MATHIS, C. & LEGER M. 1911a. Trypanosomes des crapauds du Toomptes Rendus de la



76
Société de Biologie et des Ses Filial&€; 956-958.

MATHIS, C.& LEGER M. 1911b. Trypanosomes des crapauds du Toleamptes Rendus de la
Société de Biologie et des Ses Filialg€; 1008-09.

MATTHEWS, K.R. 2005. The developmental cell biology Tifypanosoma brucei Journal of
Cell Science, 118283-290.

MEDEIROS L. C. A. S.; MOREIRA, B. L. M.; MIRANDA, K.; DE SouzA, W.; PLATTNER, H.;
HENTSCHEL J.& BARRABIN, H. 2005. A proton pumping pyrophosphatase in acidismices of
Herpetomonasp.Molecular and Biochemical Parasitology 140175-182.

MEIRELLES, R.M.S. & SOARES M.J. 2001. Quick fixation of eukaryotic cell suspems for
routine transmission electron microscopgta Microscopica, 10 (1):19-22.

MIRANDA, K.; BENCHIMOL, M.;: DocamPO, R. & DE Souza, W 2000.THE FINE STRUCTURE OF
ACIDOCALCISOMES INTRYPANOSOMA CRUZPARASITOLOGY RESEARCH, 86: 373-384.

MIRANDA, K.;: DoCAMPO, R.: GRILLO, O.: FRANZEN, A.: ATTIAS, M.; VERCES| A.; PLATTNER,
J.H. & DE Souza, W 2004a. Dynamics of polymorphism of acidocalcisonred eishmania
parasitesHistochemistry and Cell Biology 121 (5)407-418.

MIRANDA, K.; RODRIGUES C. O.; HENTCHEL, J.; VERCES| A.; PLATTNER, H.; DE Souza W. &
DoCamPO, R. 2004b. Acidocalcisomes dPhytomonas frangapossess distinct morphological
characteristics and contain irddlicroscopy and Microanalysis 47 647-655.

MisrA, K.K. & CHANDRA, A.K. (1995). Trypanosoma microhylin. sp. from indian anuran
Amphibia,Microhyla ornate Acta Protozoologica, 34303-306.

MITCHELS, P.A.M.; HANNAERT, V. & BRINGAUD, F. 2000.Metabolic Aspects of Glycosomes in
Trypanosomatidae — New Data and VieRarasitology Today, 16 (11):482 — 490.

MisskeT, O.; Bos, 0.J.M.& OpPPERDOESF.R. 1986. Glycolytic enzymes dtypanosoma brucei.
Simultaneous purification, intraglycosomal concatitns and physical propertieBuropean
Journal of Biochemistry, 157:441-453.

MIYATA , A. 1976. Anuran haemoprotozoa found in the vicinitiNaigazaky City.ITrypanosoma
rotatorium Tropical Medicine, 18(3)125-134.

MIYATA, A. 1978. Anuran trypanosomes in Kyushu and Ryiskands with descriptions of six
new specieslropical Medicine, 20: 51-81.

MoLYNEUX, D.H. & ROBERTSON E. 1974.Ultrastructure of the bloodstream forms of an avian
trypanosomelrypanosoma bouffardiAnnals of Tropical Medicine and Parasitology, 68(4)
369 -377.

NIGRELLI, R. F. 1944. Trypanosomes in North Américan amiphibZoologica30: 47-56.
Journal of Parasitology, 309.

OPPERDOESF.R.; BAUDHUIN, P.;CoPPENS|.; ROE, C.; EDWARDS, S.W.;WEIJERS P.J.& MISSET,
O. 1984. Purification, morphometric analysis and cb@dzation of the glycosomes
(Microbodies) of the Protozoan hemoflagellate Trngsoma bruceiThe Journal Of Cell
Biology 98:1178-1184.

OPPERDOESF.R. & MICHELS, P.A.M. 1993.The glycosomes of the Kinetoplastid&ochimie,
75:231-234.

PACKCHANIAN, A. 1934. Scientific aparratus and laboratory meth&tsence, 80(2079)407-
408.



77

PARSONS M.; FURUYA, T.; PAL, S.& KESSLER P.2001. Biogenesis and function of peroxisomes
and glycosomedMolecular & Biochemical Parasitology,11519-28.

PEREIRA, N.M.; GONCALVES DA COSTA, S.C.;CoLomMBO, T. & TRAVASsOS J.M.C. 1973. Formas
de cultura deTrypanosoma rotatoriunMayer, 1843-isolado da raeptodactylus ocellatude
Brasil. Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, 71(4) 357-366.

PEREZREYES, R.; HASHIMOTO, B.Y.; MONTESINOS C.M. & VALENCIA, L.C. 1960. Estudios
sobre hematozoarios X. Algunos tripanosomas desramexicanasRevista Latinoamericana
de Microbiologia, 3 (4)201 — 211.

PEREZREYESR. 1968a.Trypanosoma galba. sp., parasite of Mexican frogs. Morphology and
cycle in the vertebrat&kevista Latinoamericana de Microbiologia Parasitolgica, 10 (2): 79-
84.

PEREZREYES R. 1968 b. Dos especies nuevas de tripanossomasitpa de ranas mexicanas.
RevistalLatinoamericana de Microbiologia Parasitologica (M&) Jan-Mar., 11: 37-40.

PEREZREYES, R.1969. Ciclo de vida dérypanosoma montesumBérez-Reyest al, 1960, un
flagelado parasito de ranas con division asimétReaista Latinoamericana de Microbiologia
Parasitologica 112): 57-60.

PEREZREYES, R.; TAY, J. & CORTES M. 1976. Ultraestructura de los epimastigotes de
Trypanosoma galhaum parasito de ranaskevista Latinoamericana de Microbiologia
Parasitologica, 18:47-58.

PEREZREYES, R.; BERTA, Y.H.; MONTESINOS M.C. & VALENCIA, L.C. 1960. Estudios sobre
hematozoarios X. Algunos tripanosomas de ranas qaeas.Revista Latinoamericana de
Microbiologia Parasitologica, 3(4)201-211.

PEssoA S.B. 1969. Experiéncias de transmissadl dgpanosoma cruzeé de tripanossomas de
vertebrados de sangue frio por triatominésrista de Saude Publica3: 17-20.

PONSELLE, A. 1923a. La culture d@rypanosoma inopinaturtrypanosome pathogéne de La
grenouille.Annales de Parasitologie, 1(2)155- 158.

PONSELLE, A. 1923b. La culture dés trypanosomes et |és camditphysico-chimiques qui La
determinantAnnales de Parasitologie, 1(2)181- 184.

Ramos, B. & URDANETA-MORALES, S. 1977. Hematophagous insects as vetctor for frog
trypanosomeRevista de Biologia Tropical, 25 (2p09-217.

RevLLl B.O. & Woo, P.T.K. 1981. The biology of Trypanosoma andersom. sp. and
Trypanosoma grylliNigrelli, 1944 (Kinetoplastida) fromHyla versicolor LeConte, 1825
(Anura).Canadian Journal of Zoology, 60116-123.

REILLY B.O.& Woo0, P.T.K.1982a.The ultrastructure of an anuran trypanosofrgpanosoma
andersoniReylli and Woo, 1982 (Kinetoplastidaanadian Journal of Zoology,60: 134-38.

REILLY B.O. & Woo, P.T.K. 1982b. Then vivo and in vitro development offrypanosoma
andersoni Reylli and Woo, 1982 andrypanosoma grylliNigrelli, 1944 (Kinetoplastida).
Canadian Journal of Zoology,60: 124-33.

Ruiz, A. & ALFARO, M. 1958. Presencia derypanosoma rotatoriunen la sangre de ranas de
Costa RicaRevista de Biologia Tropical, 6(2)241-244.



78

Ruiz, F.A.; RODRIGUES C.0O.; & DocamPo, R. 2001. Rapid changes in polyphosphate content
within acidocalcisomes in response to cell grovdifferentiation, and environmental stress in
Trypanosoma cruzirhe Journal of Biological Chemistry, 276 (28)26114-26121.

SaNTOS, K. C.; ABEL, |. 2005. Hemoparasitos de anfibios anuros da rResgo Centro de
Educacdo Ambiental - Ecolandia de Lavras - MG VI Seminario de Pesquisa e Extensao da
UEMG, 2005, Diamantina. VI Seminério de Pesquisa e Bédenla UEMG.

ScHWETZ, J. 1930.Notes protozoologiques les hématozoaires dés gitbrsoat dés crapauds de
Stanleyville (Congo BelgeAnnales de Parasitologie, @):122-134.

SCcoRzA, J.V. & DAGERT, C.M. 1958. Sobre la sinonimia dBlypanosoma rotatoriunMayer,
1843, en batracios de Venezudaletin Venezoelano de Laboratorio Clinico3: 29-36.

SIDDALL, M.E. & DESSER S.S.1992. Alternative leech vectors for frog andléurypanosomes.
Journal of Parasitology, 78(3) 562-563.

SOARES M.J. & DE Souza, W. 1988. Endocytosis of gold-labeled proteins dmdl by
Trypanosoma cruzParasitology Researcly7: 461-468.

SOUTHWORTH, G.C.; MASON, G. & SEED, J.R.1968.Studies on frog trypanosomiasis. . A 24-
Hours cycle in the parasitemia level ®fypanosomarotatorium in Rana clamitansfrom
LouisianaJournal of Parasitology, 54(2) 255-258.

SouTo-PADRON, T. & DE Souza, W. 1982. Fine Structure and cytochemistry of peroxsem
(microbodies) in_eptomonas samuelell Tissue Research222:153—-158.

Souza, C.S.F.& GONGALVES DA COSTA, S.C.(1997).Estudo comparativo de imunomoduladores
na leishmaniose tegumentar experimentdlese de Mestrado - Instituto Oswaldo
Cruz/Fiocruz, 95p.

STEINERT, M. 1958. Action morphogénétique de l'urée sutrypanosomeExperimental Cell
Research 15431-433.

STEINERT, M. 1960. Mitochondria associated with the kinetonugled Trypanosoma mega
Journal of Biophysical and Biochemical Citology, 8542 — 546.

STEINERT, M. 1965. Morphogenesis versus division Tmypanosoma megaJournal of
Protozoology, 12 (2)291-292

STEINERT, M. & BONE, G.J.1956. Induced change from culture form to bloodstreanmfan
Trypanosoma meg&lature, 178:362.

STEINERT, M. & NovVIKOFF, A.B. 1960. The existence of a cytostome and the ococerer
pinocytosis in the trypanosom&rypanosoma megdournal of Biophysical and biochemical
Cytology, 8:563 -569.

STEINERT, M. & VAN AsseL, S. 1967. The loss of kinetoplastic DNA in two species of
Trypanosomatidae treated with acriflavideurnal of Cell Biology, 34:489 — 503.

VERCES| A & DoCamMPO, R. 1994. Sodium—proton exchange stimulates Ca2+ release from
acidocalcisomes dfrypanosoma bruceBiochemical Journal 315 265-270.

VERCES| A, MORENQ, S.N.& DoCAMPO, R. 1996.Inhibition of Ca2+ release from Trypanosoma
brucei acidocalcisomes by 3,5-dibutyl-4-hydroxyesie: role of the Na+/H+ exchanger.
Biochemical Journal 315 265-270



79

VERMELHO, A. B.; HOGGE L. & BARRETO-BERGTER E. 1986.1solation and caracterization of a
neutral glycosphingolipid from the epimastigotenfoof a Trypanosoma megalournal of
Protozoology, 33 (2):208-213.

VICKERMAN, K. 1969. On the surface coat and flagellar adhesiarypanosomeslournal of
Cell Science, 5163-193.

VUCETICH, M. & GlacoBeg, O. 1949. Polimorfismo delrypanosoma rotatoriumNuevos
batracios argentinos parasitaddsnales de Instituto de Medicina Regional?: 225-244.

WALLACE, F.G. 1956. Cultivation of Trypanosoma ranarunon a liquid mediumJournal of
Protozoology,3: 47-49.

WERNER J.K1993. Blood parasites of amphibians from Sichuawvipce, people’s Republic of
China.Journal of Parasitology, 79(3): 356-363.

WERNER J.K. & WALEWSKI, K. 1976. Amphibian trypanosomes from the McCormickeby
Michigan.The Journal of Parasitology,62(1): 20-25.

Woo P.T.K. 1969a. The development dfrypanosoma canadensisf Rana pipiensin
Placobdellasp.Canadian Journal of Zoology, 471257-1259.

Woo P.T.K. 1969b. Trypanosomes in amphibians and lespin southern OntaricCanadian
Journal of Zoology, 17: 981-988.

Woo, P.T.K. 1969c. The haematocrit centrifuge for tetection of trypanosomes in blood.
Canadian Journal of Zoology 47:921-923.

Woo, P.T.K. 1983. Sensivity of diagnostic techniquesi@termining the prevalence of anuran
trypanosomeslournal of Wildlife Diseases19 (1) 24-26.

Woo, P.T.K. & BOGART, J.P.1983. Trypanosomaspp. (Protozoa: Kinetoplastida) in Hylidae
(Anura) from eastern North America, with notes dreit distributions and prevalences.
Canadian Journal of Zoology 62820-824.

ZIcKus, T. 2002.The first data of the fauna and distribution of heod parasites of amphibians
in Lithuania.Acta Zoologica Lituanica, 142): 197-202.



