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SUMARIO: Com o objetivo de fornecer dados para o csclarecimento do controvertido problema da natureza de
Cytamoeba bacterifera freqiientcmente encontrada nos eritrocitos de Leptodactylus ocellatus, realizamos alguns
testes citoquimicos. Demonstramos a presenc¢a do acido ribonucleico e polissacarideos ndo digeriveis pela ptialina
em sua estrutura. Com o meétodo de Feulgen, teste de referéncia para a caracterizagio do acido desoxirribonucleico,
obtivemos principalmente resultados negativos; porém, um parasito com fraca e difusa positividade e algumas
reagoes duvidosas também foram encontradas. Ao empregarmos o Verde Metila-Pironina, mesmo apOs o tratamento
pela ribonuclease, ¢ o Azul de Toluidina, também depois da acao desta enzima, ndao conseéguimos confirmar a
preseng¢a de ADN. Como os elementos constituintes de C. bacterifera sio mintsculos e, as vezes, nio evidenciaveis, é
possivel que seu teor de ADN, porventura existente, seja muito pequeno e, conseqilentemente, de dificil demons-
tracao por métodos cujos resultados sdo observados sob microscopia 6tica, além de poder ficar facilmente encoberto
por outras substancias. N3o estamos propensos a admitir uma provavel natureza virdtica para Cytamoeba baseados,
principalmente, em alguns de seus aspectos estruturais (figs. 8, 15, 17 e 18) e na auséncia de alteracio no nicleo das
celulas parasitadas. Apesar de nio termos comprovado a presenca de ADN, achamos possivel que C. bacterifera seja
um aglomerado intracitoplasmatico de organismos modificados, cujas dimensdes situam-se nas proximidades do
limite de resolu¢do do microscopio otico, relacionados com as bactérias, assim como sao, por exemplo, os Clamidios
e as Riquetsias.

Observamos o desenvolvimento de Cytamoeba em ri mantida em cativeiro por trés meses e semanalmente
examinada; constatamos decréscimo paulatino da parasitemia inicial e também que os seus tipos estruturais e
medidas nao estavam relacionadas com a etapa da infecgdo. Ndo conseguimos transmitir, por inoculacio intra-
peritoneal, Cytamoeba de L. ocellatus para Bufo crucifer.

SEGUNDO GABRITCHEWSKY (1890) (13), mesmos corpos em Rana esculenta e, apesar
foi METCHNIKOFF quem pela primeira de n3o poder definir sua natureza, sup0s que

vez encontrou curiosas formagdes de aspecto fossem amebas ou larvas amebiformes inva-
bacteriano englobadas nos eritrcitos de uma ra didas por “micrébio bacteriano”. Em 1894,
infectada com Drepanidium ranarum. Neste seu LABBE (18) criou o género Cytamoeba para,

trabalho, GABRITCHEWSKY refere-se a estes segundo ele, o hematozoario de forma ame-

1 Recebido para publicagao em 16 de julho de 1974.
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Janeiro, Brasil.
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boide, desprovido de nicleo, apresentando com
freqiiéncia bactérias comensais em seu interior,;
criou a espécie C. bacterifera para o que descre-
veu em R. esculenta. Por outro lado, idénticas
formacdes foram por LAVERAN (17) denomi-
nadas Bacillus krusei pois, da mesma maneira
que KRUSE (1¢), acreditou que fossem bacté-
rias contidas em vacaolos. Assim sendo, inter-
pretacoes e nomes diferentes foram dados a es-
truturas correspondentes. Cytamoeba tem sido
encontrada apenas em Anfibios, principalmente
Anuros (5> 6 9 13, 14, 16, 17, 18, 19, 20, 22, 28) ¢
mais raramente Urodelos (20> 21, 30), Seu caré-
ter infeccioso s6 foi testado por GABRIT-
CHEWSKY (13) por meio de inoculag¢des expe-
rimentais; neste nosso trabalho tentamos com-
provar a infecciosidade de Cytamoeba inoculan-
do Bufo crucifer com amostra proveniente de
L. ocellatus; a escolha deste sapo para tal expe-
rimento foi devida a dificuldade que tivemos
para encontrar 13 L. ocellatus realmente nega-
tiva quando examinada por longo periodo.
Contudo, o principal objetivo deste trabalho
é fornecer elementos que possam contribuir
para o esclarecimento do problema da verda-

deira natureza de Cytamoeba; assim sendo, por
métodos citoquimicos procuramos demonstrar
a presenga de ADN, ARN e polissacarideos em
sua estrutura. Alguns de nossos resultados
opdem-se aos de LEHMANN (21 22), fato este
que acentua tdo controvertido problema. Tam-
bém levantamos dados sobre o desenvolvimento
de C. bacterifera.

MATERIAL E METODOS

Para obtermos dados sobre a evolugao de C. bacte-
rifera, mantivemos em cativeiro por trés meses uma 1a
L. ocellatus naturalmente infectada; a escolha do
exemplar foi determinada pela parasitemia de 6,8% de
suas hemacias, indice este acima do normalmente
encontrado em outras ras da mesma espécie. Esfre-
gacos de seu sangue periferico foram feitos semanal-
mente e apos fixados a seco e corados com May
Griinwald-Giemsa; observamos este material com obje-
tiva de imersdo (oc. 10 X; obj. 100 X) em microscopio
Olympus HLS-I1 e usamos micrometro ocular Olym-
pus para as medidas. Computamos tambeém os dados
relativos ao percentual de hemacias parasitadas e de
tipos de estrutura interna apresentados por Cyfa-
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moeba. Outras rias desta mesma espécie, porém com
menor indice inicial de parasitemia, também foram
observadas.

Com esfregagos de sangue fixados por 5 minutos
em alcool etilico-éter etilico (1:1) realizamos as rea-
coes de Feulgen (10), Verde Metila-Pironina (?4) e
Fluorescéncia pelo ‘“Acridine Orange’ (%) para de-
monstracio de acidos nucleicos. Estas mesmas técnicas
foram paralelamente empregadas em material subme-
tido a acdo da solugdo de ribonuclease cristalizada a
0,01% em agua destilada (23) a 37°C por 1 hora (4);
também foram feitas como controle as coloragoes de
Giemsa e Azul de Toluidina (4) em esfregacos subme-
tidos ou n3o a a¢do desta mesma enzima. Para caracte-
riza¢do de polissacarideos realizamos com materal
fixado em formalina a 10% e Carnoy, respectivamente,
a reacao PAS (‘“‘Periodic Acid-Schiff”’) (7) e a Metacro-
masia pelo Azul de Toluidina (?4); a solugdo de Azul
de Toluidina foi preparada a 0,01% em tampao fostato
(0,05 M) — acido citrico (0,025 M) de pH 4.0. A rea-
cao PAS também foi feita com material submetido a

ptialina a 37°C por 30 minutos (24).

Para fluorescéncia utilizamos microscopio Olympus
HLS-II e seu dispositivo com lampada de vapor de
mercario em alta pressdo; utilizamos os filtros BG 12 e
BG 3 para obtenc¢do de raios ultravioleta e a lente L-42
para condensacio dos mesmos. Usamos filtros FY 3
nas oculares e entre o microscopio e a cimara fotogra-
fica modelo PM-7; fotografamos a cores as imagens
obtidas com objetiva de imersao.

O método de Gram (3) foi realizado em esfregacos
de sangue fixados pelo calor.

As demais microfotos apresentadas neste trabalho
foram tiradas com uma camara automatica Orthomat
montada em microscopio Orthoplan, Leitz, adaptado a
iluminacao de xenonio. Utilizamos filmes Panatomic-X
(ASA 32; DIN 16) e Ektachrome-X (ASA 64; DIN 19)
de 24 X 36 mm da Kodak para as microfotografias em
preto e branco e coloridas, respectivamente.

Em virtude da dificuldade que tivemos em encon-
trar ras efetivamente negativas para Cyfamoeba, espe-
cialmente quando as mesmas eram examilnadas por
longo periodo, utilizamos sapos em nossas transmis-
soes experimentais. Inoculamos 0,25 ml do sangue
(diluido em salina) da ra mais intensamente parasitada
(6,8% das hemacias) por via intraperitoneal em 2 exem-
plares de Bufo crucifer; durante 20 dias e em interva-
los de 3 dias o sangue destes sapos foi examinado.

RESULTADOS

Curiosamente, durante os tres meses de observagao
a parasitemia por Cytamoeba decresceu paula-
tinamente, conforme demonstramos na Tabela L.
Decréscimo semelhante foi comprovado em outras ras
cujo sangue foi também periodicamente examinado.
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Tabela 1

Desenvolvimento de C. bacterifera: Parasitemia ¢ Medidas

Percentual de

Medidas (u) de Cytamoeba

Semana eritrocitos parasitados limites
1.4 3,0/2,3 1,4/08 —49/4,6
2.4 5,9 2,9/2,5 1,6 /1,4 — 3,7/ 3,7
3.4 2,1 3,7/ 3,0 2,.7 [2,0 —44/4.1
4.4 1,01 3,1/2,8 2,0/20 - 3,5/3,5

5.4 0,63 2,8/22
6.2 0,58 2,7/2,5

1,5/1,2 — 3,6/3,2

1,8/1,7 — 3,6/34
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8.4 0,53 2,7/ 2,6 1,4/14 —44/3,5
9.4 0,35 24/1,5 1,7/08 —25/14
10.4 0,33 2,1/1,7 1,6/15 —26/26

Cytamoeba so6 foi vista em eritrocitos (sempre apenas
uma por hemacia), os quais ndio mostravam qualquer
alteracao pela sua presenga, e nunca em outro tipo de
c€lula ou livre no plasma. As medidas apresentadas por
ela em cada observacido semanal nio evidenciaram
qualquer relacdo com o estagio da infeccdo; o maior
tamanho médio foi encontrado na 3.2 semana, porém
medidas também elevadas, inclusive a maior, foram
constatadas na 14.2 semana, quando o indice de para-
sitemia era extremamente baixo. Na Tabela I apresen-

tamos paralelamente as medidas média, minima e
maxima encontradas.

A estrutura de Cytamoeba tambeém nio revelou
correlagao com o estagio da infeccdo; os tipos basicos
encontrados eram geralmente distribuidos ao acaso
pelos diferentes periodos. Na Tabela II apresentamos o
percentual dos tipos observados semanalmente. Aqui
vale acrescentar que a caracterizacdo das diferentes es-
truturas internas que fizemos € arbitraria e tem por
objetivo facilitar a exposi¢ao de nossas observacoes.
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(1)

(2)
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Tabela 11

Percentual dos diferentes tipos de estrutura de Cytamoeba

Semana

Fstrutura interna geralmente caracterizada por um aglomerado de elementos semelhantes a delgados bastoes
(figs. 14, 15 e 16); aqui ainda enquadram-se 0s tipos nos quais observam-s¢ também granulos e aqucles com
porcoes mais condensadas, as vezes originando bastdcs mais grossos (tigs. 9, 10 e 12).

Tipos com a periferia total ou parcialmente condensada ¢ a porgdo interna aparentemente homogenea (fig. 1)
ou com delgadas formacoes (fig. 3) ou com por¢cocs mais condensadas que outras (figs. 2 e 7) ou vazia.

Parasitos de aspecto nitidamente vacuolar em cujo interior observam-se alguns elementos (1ig. 8) ou porgoes
condensadas.

Fxemplo bem representado na fig. 4; este tipo parcce resultar do aumento de constituintes estruturais de
Cytamoeba.
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Conforme demonstramos na Tabela |1, os parasitos
com estrutura heterogénea-tipo 1 predominaram sobre
0s demais, exceto na 1.2, 5.2 ¢ 9.2 semanas, onde do-
minaram aqueles do tipo heterogéneo-2. As diferentes

estruturas descritas geralmente apresentavam-se dentro.

de um contorno arredondado (figs. 3,4, 7,11 ¢ 13) ou
ovoide (figs. 1, 2 e 8), mas variagoes também foram
observadas (figs. §, 9, 10, 12, 14, 15, 16 e 18). Dentre
estas variagoes, destacamos aquelas nas quais o grupo
de delgados bastdes situava-se além (fig. 16) ou aquém
(tig. 14) dos limites de uma forma definida ¢ outras
onde grupos de elementos finos (fig. 18) ou mais gros-
sos (fig. 12) estavam dispersos no citoplasma do glo-
bulo hospedeiro.

Além destas observagoes, assinalamos que os diver-
SOs aspectos estruturais apresentados por C. bacterifera
sugerem estagios de sua propria evolucio. Assim sen-
do, as figuras 1, 5, 8, 10 e 12 parecem corresponder a
etapas 1niciais, enquanto as figuras 4, 11 e 15 (especial-
mente) a fases finais.

Bastante curiosos também foram os resultados dos
 testes citoquimicos em C. bacterifera. Com o método
de Feulgen, teste de referéncia para a caracterizacao
do acido desoxirribonucleico, obtivemos principalmen-
te resultados negativos, mesmo apds a extracio do aci-
do nbonucleico (fig. 21), pois haviamos suposto que
ele pudesse estar encobrindo o ADN: contudo, um pa-
rasito com fraca e difusa positividade (fig. 20) e algu-
mas reagoes duvidosas também foram encontradas. Ao
empregarmos o Verde Metila-Pironina, Cytamoeba re-
velou evidente pironinofilia (fig. 22), a qual desapare-
Cla com tratamento anterior pela ribonuclease
(fig. 23), assim demonstrando ser devida i presenca do

acido ribonucleico em sua estrutura; positividade para
o Verde Metila nao pdde ser comprovada, mesmo de-
pois da eliminagdo do ARN. Corada com “Acridine
Orange™ e exposta a ultravioleta, Cytamoeba exibiu
intensa fluorescéncia vermelho-alaranjada; por este
mesmo meétodo, porém anteriormente submetida 3
agao da ARNase, ela ainda manteve-se alaranjada
(fig. 29); assim sendo, esta técnica ndo serviu para
demonstrar especificamente qualquer icido nucleico:
segundo PEARSE (26), com ‘“Acridine Orange” apre-
sentam-se com fluorescéncia que vai do amarelo ao
vermelho, além do ARN, certos polissacarideos e o
- ADN despolimerizado.

As coloragdes de controle feitas sem e com tra-
tamento anterior pela ribonuclease revelaram resul-
tados diferentes. A acdo desta enzima fez desapa-
recer a basofilia (fig. 25) que Cytamoeba normal-
mente apresenta quando corada com o Azul de To-
luidina (fig. 24), indicando que, no caso, ela era
especialmente devida ao ARN, Entretanto, com o
Giemsa os parasitos conservaram-se corados (fig. 26),
provando que outras substancias, além do 4cido ri-
bonucleico, estavam presentes; aqui vale assinalar,
que o Giemsa, sendo um corante neutro, tem pro-

priedades tintoriais diferentes daquelas do Azul de:
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Toluidina, que é um corante basico.

Cytamoeba apresentou reagdo PAS positiva
(fig. 27), cuja intensidade variou de acordo com
a densidade de sua estrutura interna, e com dis-
tribuigdo correspondente aos controles corados com
Giemsa ou Azul' de Toluidina e a4 porgio piro-
ninofilica; o mesmo resultado foi obtido apos a
acao da ptialina, assim demonstrando nio ser es-
ta positividade especialmente devida ao glicogénio
€ sim a outros carboidratos complexos. Pela Me-
tacromasia com o Azul de Toluidina C bacterifera
mostrou-se suavemente azulada, ao lado dos niicleos
celulares de tonalidade arroxeada (fig. 28); este re-
sultado da margem a ampla Interpretagdo sem qual-
quer valor citoquimico.

Na Tabela Il apresentamos uma sintese dos resul-
tados dos testes citoquimicos que realizamos.

Cytamoeba revelou-se avermelhada com o método
de Gram, sendo portanto Gram negativa (fig. 19), da’
Inesma maneira que as células sangiiineas e as hemo-
bartonelas também presentes no esfregaco.

Nao conseguimos positividade em nossas inocula-
¢oes experimentais e mais adiante discutimos o rela-
tivo valor deste resultado.

Em nota prévia (33) assinalamos ter obtido reacoes
fracamente positivas para Cytamoeba com o PAS e a
Pironina. Nos resultados ora apresentados, por termos
usado fucsina basica de melhor qualidade no preparo
do Reagente de Schiff, C. bacterifera revelou mais niti-
da reagdo com o PAS. A fraca positividade para a Piro-
nina, que anteriormente nos referimos, decorreu do
emprego da teécnica de Brachet medificada por
KASTNER (15), na qual nio hi controle do pH da
solug¢do corante; ao adotarmos o Verde Metila-Pitonina
segundo LISON (24), o qual considera a importancia
do pH neste método, evidenciamos com nitidez a piro-
ninofilia de Cytamoeba.

DISCUSSAO

Desde sua descoberta (13- 16) a real natu-
reza de Cytamoeba tem suscitado muitas diivi-
das. Sua curiosa estrutura, na qual nio se evi-
dencia nicleo e citoplasma, mas apenas elemen-
tos imperfeitamente definidos, juntos (figs. 9,
10, 12, 15, 16 e 18) ou contidos em vactiolos
(figs. 8 e 14, por exemplo), ou somente uma
massa corada (as vezes apenas periférica) hete-
rogénea (figs. 1, 2 e 7) ou homogénea (fig. 4),
nao ¢ absolutamente caracteristica dos proto-
zoarios. A denominagdo Cytamoeba bacterifera
dada por LABBE (18) foi conseqiiéncia da su-
posi¢ao de que se tratasse de um hematozodrio
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Tabela III

Resultados dos testes citoquimicos de Cytramoeba

Sem qualquer
tratamento

Reagdo empregada

enzimatico

Feulgen (19) (*) negativo

Verde Metila-Pironina (%*) | positivo para Pironi -

na; negativo para

Verde Metila
Fluorescéncia pelo “Acri- | fluorescéncia verme-
dine Orange” (?) lho-alaranjada

Resultados

Apos tratamento Apos tratamento
pela pela
ribonuclease ptialina

negativo —

negativo para Pironi- —

na € Verde Metila

fluorescéncia alaran- —
jada

Metacromasia pelo Azul de negativa
Toluidina (24)

(*) Também encontramos aiguns resultados duvidosos e um parasito com fraca e difusa reag¢io positiva (fig. 20).

amebobide possuindo bactérias em seu inte-
rior (13> 17: 18} Qutros autores (16 19), discor-
dando da existéncia de qualquer ameba, acredi-
taram que tais formacdes intra-eritrocitarias
resultassem do agrupamento de bacilos dentro
de um vacuolo, sendo esta interpretacdo a res-
ponsivel pela denominac¢do de Bacillus krusei
sugerida por LAVERAN (17). As descri¢oes e
ilustra¢Ges para estruturas denominadas C. bac-
terifera ou B. krusei n3o deixam duvidas de que
as mesmas s3o idénticas; contudo, CARINI (%)
interpretou-as como distintas e, por outro lado,
HEGNER (1%) considerou C. bacterifera como
sendo um estigio na vida de um protozodrio
possuindo os chamados B. krusei em seu inte-
rior. Pelo que sabemos, até hoje nao foi estabe-
lecida a real posi¢ao taxondmica da usualmente

chamada C. bacterifera. A definicio de sua
natureza faz-se necessaria especialmente pelo

fato de que ras L. ocellatus sao amplamente
empregadas nas escolas e universidades como
modelos parasitol6gicos, sendo muito freqiiente
a ocorréncia de Cytamoeba em seu sangue. Os
resultados que obtivemos em nossos testes cito-
quimicos infelizmente n3o esclaressem esta pro-
blemética, a qual s6 se definird ap6s um estudo
da ultra-estrutura destas formacoes intra-eritro-
citarias; entretanto, constituem dados que se
somam aos poucos existentes sobre o assunto e
que reforcam o nosso ponto de vista decor-
rente da observagc@o de suas caracteristicas es-
truturais, de sua falta de afinidade, também
citoquimicamente, com 0S protozoarios.
LEHMANN (2?!) procurou demonstrar a pre-
senc¢a de acidos nucleicos e enzimas em C. bac-
terifera de salamandras; pela reagao de Feulgen
diz ter encontrado o ADN constituindo um anel
periférico, placas densas estendendo-se sobre o
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bordo ou ainda pequenos granulos centrais: o
ARN estava presente em pequena quantidade e
restrito a periferia do parasito; zimogenase e
fosfatase dcida também foram constatadas. Por
estes fatos, LEHMANN concluiu que Cyta-
moeba € um ser vivo; apesar de mencionar que
Sua estrutura n3o apresenta evidéncias de suas
afinidades, baseando-se no tipo de divisdo
observado (??), achou razoavel considers-la de
natureza animal, classificando-a entre os Piro-
plasmideos (Sporozoa).

Conforme demonstram os nossos resultados,
na estrutura de Cytamoeba nao conseguimos
‘realmente confirmar a presenca do 4cido
desoxirribonucleico, contrariando assim os da-
dos de LEHMANN (2!> 22), Pensamos, contudo,
que este fato ndo constitui indica¢do definitiva
da auséncia desta substancia. Como os elemen-
tos constituintes de C bacterifera sio minis-
culos e, as vezes, ndo evidenciaveis, é possivel

que seu teor de ADN, porventura existente, seja *

muito pequeno e, conseqientemente, de dificil
demonstragdo por métodos cujos resultados sio
observados sob microscopia Otica, e que possa
também ficar facilmente encoberto por outras
substancias componentes do parasito, além do
ARN. Aqui vale acrescentar que na literatura ha
referéncias (% 31) a reagBes nucleares negativas
por ocasido do emprego do Feulgen e Verde
Metila-Pironina. Por outro lado, comprovamos a
ocorréncia do acido ribonucleico apresentando
distribui¢do variada, correspondente a das for-
mas coradas com o May Griinwald-Giemsa,
Giemsa e Azul de Toluidina, e ndo somente peri-
férica como encontrou LEHMANN (21).

A discordancia entre os resultados obtidos
por LEHMANN (?!: 22) ¢ por n6és na demons-
tracao dos 4cidos nucleicos pode ser uma indi-
ca¢ao de que os parasitos de salamandras (2!) e
sapos (°%) estudados por ele ndo sejam os mes-
mos aos quais nos referimos € que correspon-
dem, sem duvida alguma, a chamada C. bacte-
rifera, conforme comprovam as nossas micro-
fotos. Além disto, este mesmo autor, em traba-
lho anterior (?°), ja havia chamado atencio
para o fato de que os parasitos que descrevia
nas salamandras e numa espécie de ra (Rana
boyli) nao se pareciam precisamente com a C
bacterifera referida por outros pesquisadores;

115

neste seu trabalho, as descri¢bes e flustracdes
a0 concordantes com a sua observa¢do; por
€ste motivo, consideramos impropria a sua ado-
¢20 para Os parasitos que descreveu da deno-
minac¢ao C. bacterifera.

Em certos aspectos (por exemplo, figs. 4 e
13), Cytamoeba assemelha-se aos “corpusculos
de inclusdo” de natureza virdtica: a nio com-
provagao de ambos 4cidos nucleicos em sua es-
trutura poderia nos inclinar a tal suposicdo
contudo, a total auséncia de alteracio nas
células parasitadas e o fato de termos, em
alguns casos, visualizado quase nitidamente
com aumento de 1000X os seus elemen-
tos constituintes (bons exemplos sao dados
pelas figs. 8, 15, 17, 18), os quais muito

se assemelhavam a delgadas e mintsculas bac-
térias, s3o fatos que nos afastam desta hipo-

tese.

Apesar de n3o termos comprovado a presen-
¢a de ADN em C. bacterifera, achamos possivel
que ela seja um aglomerado de organismos mo-
dificados, cujas dimensdes situam-se nas proxi-
midades do limite de resolu¢do do microscépio

Otico, relacionados com as bactérias, assim
como sao, por exemplo, os Clamideos e as

Riquétsias; além do mais, do mesmo modo
que estes, Cytamoeba é Gram negativa e ti-
picamente intracelular. A presenca de polis-
sacarideos demonstrada pela reacio PAS
(fig. 27) pode ser indicativa da presenca de
parede celular em seus elementos constituin-
tes. Nao acreditamos que C. bacterifera se-
Ja um conjunto de bactérias tipicas e nem
que estas estejam no interior de qualquer
hematozodrio, conforme supuseram alguns au-
tores (13, 17, 18): inclusive, em certos casos, &
muito caracteristica sua aparéncia vacuolar

'(bom exemplo dado pela fig. 8) com minus-

culos organismos em seu interior.

Como mencionamos anteriormente, é alta a
freqiéncia de Cytamoeba em Leptodactylus
ocellatus; todavia, em geral é muito baixa a per-
centagem de eritrocitos por ela infectados (ou
seja, a parasitemia). Nossas observagdes sempre
revelaram um decréscimo da parasitemia inicial
até quase seu total desaparecimento, sugerindo
o alcance de um estigio de cronicidade: contra-
riamente, HEGNER (!%) estudando por trés
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meses o desenvolvimento de C. bacterifera em
Rana clamitans e R. catesbiana nao considerou
haver qualquer varia¢ao acentuada no percen-
tual de gldébulos parasitados. Este mesmo autor,
assim como nods, constatou que muitos estagios
evolutivos podiam ocorrer na mesma 0casiao e
que, com o passar do tempo, n3o havia grande
diferenca com respeito ao tamanho de Cyia-
moeba. Nossas observa¢cdes também n3o com-
provaram correlacao entre os tipos estruturais
encontrados e o estagio da infec¢ao.

Alguns autores (> 14) admitiram uma evo-
lucao intra-eritrocitaria de Cytamoeba e na rea-
lidade muitos de seus aspectos sugerem esta
ocorréncia. A comparacao de seus diferentes
tipos nos fazem supor que seu desenvolvimento
se dé por multiplicacdo de seus elementos cons-
tituintes dentro da propria hemadcia, a qual ini-
cialmente seria invadida por um individuo
(LAVERAN (1?), supds que a principio ape-
nas um “bacilo” se introduziria no glébulo).
Entretanto, no presente momento, pela falta de

estudos de sua ultra-estrutura ainda nao é pos-

sivel definir a seqiiéncia de sua evolugao intra-
globular.

A alta freqiiéncia com que C. bacterifera
.ocorre em L. ocellatus sugere que ela seja trans-
mitida por meios extremamente simples, talvez
até, independentes da participa¢do de vetores (a
grande maioria das ras examinadas nao apresen-
tava ectoparasitos). Aqui vale acrescentar, que
mecanismos simples de transmisséo e infecgdes
cronicas poderiam justificar a ocorréncia do
grande nimero de 1as i :zctadas, porém com
baixa parasitemia; por ovro lado, Cytamoeba
nao nos parece patogeénica para a ra em questao.

Somente GABRITCHEWSKY (13), pelo que
sabemos, tentou transmitir Cyfamoeba por
meio de ‘inoculacGes experimentais, obtendo
resultados que consideramos duvidosos. Nao
conseguimos positividade em nossas transmis-
soes; contudo, assinalamos que este fato nao
indica que Cytamoeba nao tenha cariter infec-
cioso, podendo ser admitida a possibilidade de
- que a mesma nio é capaz de contaminar a
espécie de sapo usada no experimento ou que
o tempo de observagao foi insuficiente para
seu aparecimento. Novas tentativas neste campo
devem ser realizadas.
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Em obras cléassicas de Protozoologia (2% 35)
C. bacterifera esta colocada, juntamente com
Toddia e Pirhemocyton e outros, entre os Incer-
ta sedis; contudo, nestes trabalhos ha um certo
equivoco entre Toddia e Cytamoeba. Atual-
mente sabemos que elas s3o perfeitamente dis-
tintas com respeito aos seus aspectos estrutu-
rais, efeitos sobre a célula hospedeira e ocorrén-
cia de inclusdo associada; pelo presente traba-
lho, acrescentamos que também diferem em
relacdo a citoquimica de 4cidos nucleicos e
polissacarideos. Além do mais, considerando
que Toddia e Pirhemocyton tém muitas afini-
dades (27 32) e baseados em vdrias observagdes
e no excelente trabalho de STEHBENS &
JOHNSTON (34) acreditamos na possivel natu-
reza virtica de ambos (32?), mas nao temos o
mesmo parecer sobre C. bacterifera; conforme
nos referimos anteriormente, estamos mais pro-
pensos a admitir que ela resulte da multiplica-
¢do de mindsculos organismos modificados rela-
cionados com as bactérias.

SUMMARY

Considerations about the Nature,
Development and Transmission of
Cytamoeba bacterifera Labbé, 1894

from Leptodactylus ocellatus

In view to furnish data do elucidate the con-
troversial problem of the nature of Cytamoeba
bacterifera, which it is often found in erythro-
cytes of the frog Leptodactylus ocellatus, we
have done some cytochemical tests. We dis-
played in its structure the contents of RNA and
polysaccharides that do not undergo digestion
by ptyalin. With the Feulgen’s method we
mainly obtained negative results, but one
parasite showed a faintly diffused positivity and
a few doubtful reactions were also observed.
When we employed the Methyl Green-Pyronin,
even after the ribonuclease treatment, and the
Toluidin Blue, likewise subsequent to the
activity of this enzime, we did not evidence the
DNA. Taking into account that the components
of C. bacterifera are usually very small and
sometimes undiscernible, it is probable that
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their contents of DNA, perhaps existent, would
be difficultly demonstrated under the light
microscope, and also that it would be easily
dissimulated by other substances. We do not
believe in a viral nature of Cytamoeba mainly
regarding some aspects of its structure (figs. 8,
15, 17 and 18) and the absence of damage
on the nucleus of the infected cells. Although
we did not prove the presence of DNA,
we think that it is possible that C bacte-
rifera is an intracytoplasmic clump of modified
organisms, which sizes are just within the near-
ness of the limit of visibility with optical micro-
scopes, related with the bacteria, such as are,
by exemple, the Chlamydiae and Rickettsiae.
The development of Cytamoeba was fol-
lowed in a frog maintained in the laboratory
during three months and weekly examined; we
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observed progressive decrease of the parasitism.
Its structural types and sizes were not related
with the phasis of the infection. We did not get
transmussion by intraperitoneal inoculation of
C. bacterifera from L. ocellatus to Bufo

crucifer.
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ESTAMPA 1

Diferentes aspectos morfologicos e estruturais apresentados por Cytamoeba bacterifera (ex- ‘o fig. 6) durante o
desenvolvimento da infecgdo. Coloracao: May Griinwald-Giemsa. Aumento: 1.000 X (oc. 10 X 5. 100 X).

Figs. 1-5:

Figs. 6-7:

Fig. 8:

Figs. 9 ¢ 10:

Fig. 11:

Figs. 12-16:

1.4 semana de observacao.

Figs. 1-3: Cytamoeba com cstrutura heterogenea-tipo 2, apresentando a periferia total (figs. 1-2) e
parcialmente condensada (fig. 3), sendo a por¢ao interna aparentemente homogénea na fig. 1 e hetero-
génea nas figs. 2 e 3. Fig. 4: C. bacterifera compacta. Fig. 5: Os dois tipos heterogéneos aqui apresen-
tados sugerem fases iniciais do desenvolvimento intra-eritrocitario.

2.2 semana de observacao.

Fig. 6: hemobartonela; em alguns raros aspectos (como aquele do parasito inferior da fig. 5) Cyta-
moeba parece-se com uma hemobartonela. Fig. 7: grande C. bacterifera possuindo estrutura hetero-
genea-tipo 2; observar internamente as por¢oes mais condensadas que outras.

4.2 semana de observacao.
Cytamoeba com aspecto nitidamente vacuolar, em cujo inter’ r observam-se alguns elementos. (tipo

heterogeneo-3).

6.2 ¢ 7.4 semanas, respectivamente.
Parasitos com porgoes condensadas, determinando o arranjo de formacoes semelhantes a grossos

bastoes. (tipo heterogéneo-1).

12.2 semana de observacao.
Grande C. bacterifera incompletamente preenchida.

14.2 semana de observacio.

Fig. 12: Formacoes semelhantes a bastdes mais grossos (tipo heterogéneo-1) estao proximos, mas nio
delimitados por um contorno definido. Fig. 13: Cytamoeba do tipo heterogeneo-2 com a porgao
interna aparentemente filamentosa. Figs. 14-16: Parasitos do tipo heterogéneo-1; nestes exemplos,
especialmente o da fig. 15, ¢ bem caracteristico o aglomerado de elementos parecidos com delgados
bastoes, sendo que na fig. 14 estes preenchem incompletamente um vacuolo e na fig. 16 ultrapassam os
limites de um contorno tipico; ainda na fig. 15 um pequeno bastio (seta) sugere ter se desprendido do

grupo.
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ESTAMPA 11

- May Grunwald-Giemsa.

Eritrocito provavelmente rompido durante a preparacaoc da lamina, revelando assim os constituintes
estruturais de C. bacterifera.

May Griunwald-Giemsa.
Elementos delgados dispersos no citoplasma globular relacionados com Cytamoeba.

Método de Gram.
Observar a Gram negatividade de C. bacterifera, assim como das demais células sangiiineas.

- Reagao de I‘eulgen.

Fraca e difusa reacdo positiva da Cytamoeba situada na hemacia do centro.

Reacao de Feulgen (ap0Os a extracao do ARN).
C. bacterifera apresenta-se Feulgen negativa.

Verde Metila-Pironina.
Observar a afinidade de Cyramoeba pela Pironina.
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Fig. 23

Fig. 24

Fig. 25

Fig. 26

Fig. 27

Fig. 28

Fig. 29

'ESTAMPA III

Verde Metila-Pironina, apos a agdo da ribonuclease.
A -pironinofilia dos parasitos desapareceu e mesmo assim nao foi possivel comprovar positividade para o

verde metila. '

Azul de Toluidina.
Cytamoeba revela-se nitidamente corada.

Azul de Toluidina, apos o tratamento pela ARNase.
O parasito apresentou-se como uma por¢ao clara no citoplasma do eritrocito.

Giemsa, posteriormente a a¢ao da ribonuclease.
Numa das hemacias vé-se uma Cytamoeba corada e no lado oposto dois globulos brancos apenas com o

nucleo corado sdo o testemunho de que houve atividade enzimatica.

PAS.
Evidente reacao PAS positiva para os parasitos situados ao lado dos nucleos celulares.

Metacromasia pelo Azul de Toluidina.
C. bacterifera apresenta-se suavemente azulada junto aos nucleos arroxeados.

Fluorescéncia com ““Acridine Orange”, apds a a¢ao da ribonuclease.
Observar a fluorescéncia alaranjada de Cytamoeba.
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