Contribmicao pora o estudo dos parazitas intralobulares dos lacértidas

Plasmodium diploglossi n. sp. Plasmodium tropiduri n. sp.
pelos Drs,
H. de Beaurepaire Aragao e Arthur Neiva

Assistentes do Instituto.
(Estampa 3)

A contribution to the study of the intraglobular parasites of the lizards.

Two new species of Plasmodium, Pl. diploglossi n. sp.and Pl.tropidurin. sp.
by Drs.

H. de Beaurepaire Aragao e Arthur Neiva
Assistents.
(Plate 3)

Até 1901 n3do se conhecia, nos animais |

de sangue frio, outros parazitas dos glo-
bulos vermelhos além das hemogregarinias.
Nessa época, Simond descreveu um hemato-
zoario pigmentado no sangue de uma tarta-
ruga (Trionyx indicus, Gray) o qual elle denomi-
nou de Hemamaba metchnikovi. Mais tarde, em
1904, Castellani viu outro parazita da mesma
natureza, no sangue do Hemidactylus lesche-
naulfi, Gray e aproveitou a ocaziio para crear
com este hematozoario e o descrito por Si-
mond, novo genero, Hemocystidium, a que elle
da carater provizorio, ao mesmo tempo que
assinalava a grande semelhanga entre esses
parazitas e os hemoproteos das aves. A
nés parece que os hematozoarios de Simond
e Castellani deveriam ser incluidos entre os
hemoproteos, até que o conhecimento mais
completo do ciclo delles viesse justificar sua
colocacao em outro genero.

Estas consideragbes vém a propozito de
dous novos parazitas intraglobulares dos la-

cértidas, bem diferentes dos precedentes que |

tivemos, ha algum tempo, ocazido de obser-
var e que, morfolojicamente, tém os caracteres
dos plasmodios do tipo proteozoma das aves.

Up to 1901 the only intraglobular parasites
known from cold blooded animals belonged
to the haemogregarinae. At that date Simond
described a pigmented haematozoon from the
blood of a turtle (77ionyx indicus Gray) and gave
it the name : Haemamoeba metchnikoffi. Later,
in 1904, Castellani, having observed another
parasite of the same kind in the blood of
the Hemidactylus leschenaulti, Gray, established
for this and the one observed by Simond a new
genus: Haemocystidium which he considers as
only provisory, noticing at the same time the
great ressemblance between these forms and
the haemoproteus of the birds. It seems to
us that both haematozoa ought to be inclu-
ded in the genus haemoproteus, at least until
a more perfect knowledge of their evolution
might justify the establishment of a new
genus.

These reflexions were made while we had
the chance of observing two other blood-pa-
rasites of lizards which morphologically fol-
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Um desses parazitas foi encontrado no sangue
de Diploglossus fasciatus D. B. obtidos no Xe-
rém, Estado do Rio, por um de nés (Neiva),
0 outro observimos em preparados de sangue
de 7ropidurus forquatus, Wied., que nos fo-
ram trazidos de Bicudos, Estado de Minas,
pelo Dr. Carlos Chagas.

Atenta a semelhanca morfolojica desses
hematozoarios com os plasmodios, rezolvemos
colocal-os nesse genero, dezignando-os respe-
tivamente, Plasmodium diploglossi e Plasmo-
dium tropiduri, até que o conhecimento mais
completo venha mostrar a necessidade da in-
cluzao delles em outro genero.

Plasmodium diploglossi

Este parazita é encontrado no sangue do
Diploglossus fasciatus, vulgarmente conhecido
por lagarto cobra, lacértida bastante raro e
do qual, até agora, s6 tivemos ocaziao de
observar quatro exemplares, dous do Xerém,
infetados, e os outros de Ouro-Fino, Estado
de Minas, nao parazitados.

Aqui no Instituto, tivemos vivo durante
alguns dias, um dos exemplares de Diploglos-
sus com grande infegio e foi com elle que
conseguimos fazer as experiencias abaixo
mencionadas.

Em primeiro logar tentdimos infetar outros
lacértidas (Tropidurus torquatus, Ameiva suri-
namensis, Mabuia agilis, D. B., Hemidactylos

low the type of the proteosoma of the birds.
One of them was found in the blood of a
Diploglossus fasciatus, D. B. caught by one of us
(Neiva) in Xérem (State of Rio de Janeiro),
the other was discovered in bloodsmears of a
Tropidurus torquatus, Wied.,brought by Dr. Car-
los Chagas from Bicudos in the State of Minas.
Considering the morphological ressemblance
of these cytozoa with the plasmodia we shall
include them in this genus as Plasmodium
diploglossi and fropiduri, while waiting for a
more complete knowledge which might oblige
us to place them in another genus.

Plasmodium diploglossi n. sp.

This organism was found in the blood of
the Diploglossus fasciatus, commonly known
as snakelizard, a rather rare kind of which
up to date we have only observed four spe-

. cimens, two of which were infected, while

mabuia) inoculando-lhes por via intra-muscular, |

sangue retirado do animal infetado. Nio foi
possivel obter a infe¢ido em numerozos ani-
mais inoculados.

Procuramos tambem fazer com que mosqui-
tos diversos, Culex confirmatus, An., Culex fe-

em que o lacértida é encontrado, o picassem;
elles, porém, sempre se recuzaram a isso.

Tendo morrido, inesperadamente, o ani-
mal infetado que possuiamos nao nos foi po-
sivel experimentar com outros mosquitos e
demais insetos sugadores de sangue e ixG-
didas. Nenhum ecto-parazita foi encontrado
sobre os animais infetados ou nio.

O estudo do parazita foi feito em prepa-
racdes a fresco, entre lamina e laminula ou

the two others (from Ouro Fino in the State
of Minas) where free from blood parasites.

One of them could be kept alive during
some days; it showed a very strong infection
and gave us the chance to perform some
experiments. In first instance we tried to in-
fect some other lizards (7Tropidurus torquatus,
Hemidactylus mabuia, Ameiva surinamensis and

' Mabuia agilis D. B.), by inoculating them

in the muscles with blood obtained from the

| infected animal, but in all the numerous ex-
niorhynchus, Wied., muito comuns nos logares |

periments we failed to reproduce the infection.

After that we tried to have the animal bit-
ten by two kinds of mosquitos commonly
found in the same places as the lizards (Culex
confirmatus and C. faeniorhynchus), but both
refused to bite.

The unexpected death of the infected ani-
mal prevented us from experimenting with
more mosquitos and bloodsucking insects or
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em gota pendente e em preparagdes fixadas
pelo alcool metilico e cérados pelo Giemsa.

O parazita é essencialmente intraglobu-
lar; nas preparacoes a fresco, quando ainda
muito joven, aparece sob a férma de pe-
quena massa arredondada que nao excede a
2 u, colocada no protoplasma do globulo,
junto a uma das extremidades. Aprezen-
ta-se, entdo, constituido por pequena massa
de protoplasma de estrutura finamente al-
veolar, de colorido amarelo palido, no in-
terior estd o nucleo que ai aparece sob a
férma de pequeno corpusculo arredondado.
Céradas pelo Giemsa, estas formas se apre-
zentam com o aspeto de pequeno anel ou
de pequena massa poligonal e sao cons-
tituidas por por¢ao de protoplasma cérado
em azul claro; no centro ou em uma das
bordas existe pequena massa de cromatina
intensamente corada em vermelho rubi e as
vezes ainda, pequeno vacuolo nutritivo. Est.
Syligs: 2011 a b, 12 e 113,

Em periodo mais adiantado do dezen-
volvimento, o parazita comeca a tomar a
forma alongada e nao tarda a se curvar sobre
a extremidade do nucleo do eritrocito, come-
¢ando a envolvel-o. Desde que o parazita
tenha atingido certo dezenvolvimento, come-
ca-se a observar nas férmas pertencentes ao
ciclo esquizogonico, a divizio nuclear e o
aparecimento de granulos de pigmento casta-
nho-escuro. Est. 3, figs. 3, 4, 5 e 12 b.

A influencia do parazitismo nao tarda a
se fazer sentir sobre os globulos; o colo-
rido torna-se um pouco menos intenso, o

gular que normalmente; pode atinjir, entio,
19 u de comprimento, por 11 w de largura,
quando, normalmente, estas dimensdes ndo
excedem a 15X 9 u.

Continuando o parazita a se dezenvolver,
cerca francamente o nucleo que se torna ar-
redondado e, ds vezes, fundindo-se as extre-
midades, forma anel completo em torno delle,
emquanto o globulo se aprezenta cada vez
mais hipertrofiado.

Ja se pode, entdo, observar no protoplasma
do parazita, tanto a fresco, como nas prepara-

ixodidae. We also failed to find ectoparasi-
tes on any of the four specimens.

The parasite was studied in fresh prepa-
rations, under coverslip and in hanging drops,
as well, as in dry bloodsmears fixed in me-
thylated alcohol and stained by Giemsa’s fluid.
It is essentially endoglobular being observed
in fresh preparations, when still young, in
the shape of small rounded bodies, not more
than two mikra in diameter, inside and near
to one end of the red bloodcells. They con-
sist of a finely alveolar protoplasm of pale
yellow colour enclosing a small rounded nu-
cleus. In Giemsa’s preparations they appear
as small ringshaped or polygonal masses,
stained pale blue, with rubycoloured particles
of chromatin lying in the centre or more pe-
ripherically; sometimes a small vacuole is also
(Plate 3, Fig. 1, 2, 11 a, b, 12,33}

While the evolution is progressing the pa-
rasite takes a more elongated shape curling
around the nucleus; at an early periode one
detects in the forms belonging to the schizo-

found.

gonic cycle the division of the nucleus and
the apparition of granules of dark brown pig-
(Plate 3, Fig. 4, 5, 12 b, c).

The influence of the parasite on the red
bloodcells appears soon: the colour becomes

ment.

paler, the nucleus is deformed, the cell in-

nucleo se deforma, a celula aumenta de di- | creases and its outlines become less regular.

mensoes e aprezenta o contorno menos re- |
| dimensions never exceed 15:9 mikra.

It may attain 19:11 mikra while the normal
While
continuing its growth the parasite includes
completely the nucleus which becomes roun-
ded; the ends of the parasite may unite so
as to form a perfect ring.

In later stages the protoplasm of the pa-
rasite shows — in fresh, as well as in dry
and stained preparations — a varying number
of chromatin corpuscles and granules of pig-
ment corresponding in number to the deve-



¢bes céradas, numero variavel de massas
de cromatina e granulos de pigmento, em
propor¢cao com o dezenvolvimento delle, acu-
mulados quazi todos em um ponto do pro-
toplasma. Est. 3, figs. 12 e, f e 13 b.

Os esquizontes, em faze mais adiantada de
dezenvolvimento se aprezentam sob a férma
de massa de protoplasma cheia de fragmen-
tos de cromatina e com mais pigmentos que
nas fazes anteriores e ocupam todo ou quazi
todo o protoplasma do eritrécito. Est. 3, figs.
g9 118 d e 137 c.

O numero de massas de cromatina nessas
formas, ndo raro excedem a 40. Cada uma
corresponde a um futuro merozoito, na oca-
ziao da completa divizao do parazita. Est. 3,
fig. 11 d. Os merozoitos, uma vez formados,
se separam e vao parazitar novos eritrocitos.
Em um campo de um de nossos preparados
elles se encontravam livres entre os globulos.
Est. 3, fig. 11 ¢. Nas preparacoes a fresco,
porém, nunca logramos observar a passajem
dos merozoitos para o plasma ou para os
globulos.

Os merozoitos, no interior dos globulos
ou livres aparecem nas preparagdes fixadas
e coradas com férma quazi triangular; a fresco,
porém, siao arredondados e tém a cromatina
excentricamente colocada.

Nao conseguimos determinar o prazo da
evolucao esquizogonica, por aprezentar sempre
o animal as mais variadas férmas no sangue.

Os gametos do Plasmodium diplogossi se
distinguem facilmente em machos e femeos.

Sua evolug¢do no interior do globulo nao
€ muito diversa da de uma forma esquizogo-
nica. Elles, aos poucos, se expandem pelo
protoplasma do globulo, cercam, deformando
o nucleo, assim como hipertrofiam a celula.
EBst 3, figs. 5, 10, 12,1 e 13 d.

Os gametos femeos aprezentam um pro-
toplasma denso em que se vém disseminados
numerozos pequenos granulos de pigmento,
um pouco dezeguais, além de um ou ou-
tro vacuolo; o nucleo € reprezentado por
massa de cromatina, maior, cercada, ge-
ralmente, de numerozos granulos menores.
Nao raro se vém ainda, dispersos no proto-
plasma do gameto 2 ou 3 pequenas massas
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lopment and forming a group in one point
of the protoplasm. (Plate Fig. 12 ¢, e, f and
3 b.

The schizontes in a more advenced stage
of development appear in the form of a mass
of protoplasm full of chromatinfragments and
with more pigment than in the former stages
occupying all or nearly all the protoplasm of
the red bloodcell. (Plate 3, fig. 7, 8, 9, 11 d,
and 13 o).

The number of the chromatin granules in
the stages figured there may exceed forty
and each one corresponds to a future mero-
(Fig. 11 d) After the dissolution of
the schizont these infect new globules. In
one of our dry slides. (Plate 3, Fig. 11 c)
they were found free between the bloodcells,

zoite.

but in fresh preparations we could never ob-
serve the passage of the merozoites in the
plasma or in other globules.

The endoglobular or free merozoites ap-
pear in fixed and stained preparations in
nearly triangular shape but in fresh prepara-
tions they are rounded, with the chromatine
excentrically located.

We could not determine the time employed
in the schizogonic evolution because the dif-
ferent stages were all found at the same time.

The gametocytes and macrogametes of the
Plasmodium diploglossi are easily distingui-
shed. Their evolution inside of the globules
is not very different from that of the schizo-
gonic form. They expand gradually in the
protoplasm of the bloodcells, enclose and de-
form the nucleus and produce the hypertro-
phy of the eellvitself.  (Plate 3, Fig..5, 10,
12113 d):

The female gametes show a dense proto-
plasm containing numerous small and some-
what unequal pigmentgranules and also some

vacuoles. The nucleus is represented by a



de cromatina, muito provavelmente produtos
emanados do nucleo.

Os gametos femeos se distinguem dos ma-
chos pelo tamanho, que € menos avanta-
jado, pelo protoplasma pouco denso e muito
menos intensamente céravel, pela fina e abun-
dante pigmentacio e pelo nucleo, que € repre-
zentado por pequena massa arredondada,
que constitue o centro, a partir do qual se
irradiam, disseminando pelo protoplasma, pe-
queninas massas de cromatina que formam,
em torno delle trama muito delicado.

No sangue examinado entre lamina e lami-
nula ou em gota pendente, observa-se que, ao
cabo de algum tempo os gametos tomam a
forma esferica e que o pigmento comeca a apre-
zentar movimentos que chegam a ser muito
intensos, durante algum tempo no gameto ma-
cho; nunca, porém, observimos a emissao de
flagelos, talvez porque as condi¢des do meio
nao fossem favoraveis ao fenomeno, pois mui-
to rapidamente cessava o movimento do ga-
meto, indicio da diminui¢io de vitalidade.

Plasmodium tropiduri n. sp.

Este parazita sé foi estudado até agora em
preparados de sangue cérados pelo Giemsa.
Mdo grado todos os esforcos, nio consegui-
mos, até agora, obter animais vivos, infetados
para nelles estudar a evolucao do parazita.

A disseminacao da infecdo nos tropiduros
parece nao ser muito vasta, pois, até agora,
nao encontramos um so6 animal infetado, entre
muitos provenientes do Rio, do Xérem, de
Juiz de Foéra e S. Paulo, ao passo que em
Bicudos, segundo nos afirmou o dr. Chagas,
quazi todos os tropiduros estdo infetados.

O Plasmodium tropiduri é parazita bem
menor que o precedentemente descrito e,
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ao contrario delle aprezenta a maior seme- |

lhanca morfolojica com os plasmodios do tipo
proteozoma do sangue das aves.
Nos globulos infetados, os parazitas sao

zi luzivz Sl e ;
quazi excluzivamente encontrados nas extre- | ihdividual intecied:

midades da celula e nesse ponto se processa
toda evolucio. Naio raro, nos eritrécitos em
que existem dous parazitas, cada um ocupa
uma das extremidades.

larger mass of chromatin surrounded generally
by other smaller ones. It is not very rare to
observe two or three smaller chromatinmasses
distributed in the cellplasm which are probably
derived from the nucleus.

These microgametocytes are distinguished
from the macrogametes by their smaller size,
the less dense and paler protoplasm, the lar-
ger and less abundant pigmentgranules and
by the conditions of the nucleus. It consists
in a small rounded chromatinmass, forming
the centre from which small chromatin partic-
les radiate into the protoplasm in the shape
of a delicate network.

In fresh preparations the gametocytes and
macrogametes after some time take a spheri-
cal shape and shortly afterwards the pigment
begins to show movements which in the for-
We could

never observe the emission of flagella, pe-

mer may become very intense.

rhaps because the conditions of the medium
were not favourable, as the speedy diminu-
tion of the motility seemed to indicate.

Plasmodium tropiduri n. sp.

The Plasmodium tropiduri has been studied
only in bloodsmears stained with Giemsa’s
fluid, as all our efforts to obtain living infec-
ted specimens of the host remained unsuc-
cessfull.

The parasite does not seem to be very
wide spread, as we could not find an infected
individual amongst a great number of speci-
mens from Rio de Janeiro, Xerem, Juiz de
Féra and Sao Paulo, while in Bicudos (State

. of Minas) Dr. Chagas found almost every

This plasmodium is much smaller as the
one previously described and, in contrast with
it, shows the greatest ressemblance with the
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Os globulos parazitados pelas formas mais
dezenvolvidas do hematozoario aprezentam-se,
geralmente, um pouco aumentados de volume
e deformados, principalmente na extremidade
em que se assesta o parazita. Tambem o nu-
cleo ndo escapa a influencia do parazitismo e
aprezenta-se, as vezes, lijeiramente deformado.

As formas mais jovens deste plasmodio
nio se diferenciam muito das do anterior-
mente descrito; sao reprezentadas por peque-
nos corpusculos arredondados ou em forma
de anel, constituidos por diminuta porg¢io
de protoplasma cérado em azul claro pelo
Giemsa, tendo, as vezes, vacuolo nutritivo e
massa de cromatina excentricamente colocada.
IEStas i tioy 4.

Caracterizam faze mais adiantada na evo-
lucao do parazita, as férmas um pouco maio-
res que as precedentes alongadas ou, entao,
quazi regularmente redondas e ainda sem
indicios de segmentacao nuclear. Est. 3,
fig. 15.

As formas pertencentes ao ciclo esquizogo-
nico, desde que um pouco mais dezenvolvi-
das comecam a aprezentar o nucleo fragmen-
tado, observando-se nellas pequenos granulos
de pigmento.

Nenhum indicio de divizio mitozica se
observa nos esquizéntes, nos quais o maximo
de merozoitos pode atinjir a 12. Sao mais
ou menos regularmente arredondados, e apre-
zentam-se constituidos por massa de pro-
toplasma de contornos irregulares, tendo
no interior pequenas massas de cromatina,
em numero variavel, proporcional ao seu de-
zenvolvimento, até o maximo acima assina-
lado; o pigmento aparece nelles aglomerado
em um ponto. O diametro das maiores for-
mas mais dezenvolvidas nao excede a 7 a 8 p.
Est. 3, figs. 16, 17, 18 e 19.

Quando o numero de merozoitos atinje ao
maximo, acima citado, comeca a segmenta-
¢ao do protoplasma, em torno de cada um e
assim, constituem-se os merozitos destinados
a infecao de novos globulos.

Os gametos do Plasmodium tropiduri se
distinguem perfeitamente, nos preparados cé-
rados, pelos seus caracteres proprios em mas-
culinos e femininos. Tanto uns, como outros

proteosoma of birds. In the infected globu-
les the parasites are almost invariably found
at the end of the bloodcells where the whole
evolution is performed. It is not rare to find
in the same globule two parasites, each of
which occupies the opposite end of it.

The erythrocytes containing the larger for-
ms are generally swollen and deformed, prin-
cipially at the end where the parasite is located.
The nucleus also sometimes shows the in-
fluence of the parasite by a slight deformation.

The younger stages of the plasmodium do
not differ much from the forms described
before, being small rounded or ringshaped
bodies of protoplasm staining pale blue by
Giemsa's method and showing sometimes a
nutritive vacuole and an excentrically located
(Plate 3, Fig. 14).

A more advanced stage of the parasite is
known by somewhat larger forms, either al-

chromatine mass.

longated or almost regularly rounded but not
showing yet any indication of segmentation
of the nucleus. (Plate 3, Fig. Fig. 15). Still
later forms show fragmentation of the nucleus
and small granules of pigment. There is no
indication of mitosis in the schizogonic forms
in which the maximum of merozoites may
attain 12. They are more or less regularly
rounded and constituted by a mass of proto-
plasm, including small masses of chromatin in
varying number up to the maximum of twelve;
the pigment is collected in one place anf their
diameter does not exceed 7 to 8 mikra. (Plate
3; Fig. 17, 18,.19).

When the division of the chromatin is
completed the segmentation of the protoplasm
takes place forming the merozoites.

The microgametocytes and female game-
es are easily distinguished by their aspect.
The macrogametes show a very regular out-
line and measure 6-8 mikra, the protoplasma
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sao sempre encontrados nas extremidades das
celulas, aplicados de encontro ao nucleo.

Os gametos femeos adultos tém a forma
esferica muito regular, medem 7 a 8 u de dia-
metro; o protoplasma é denso, bastante homo-
jeneo e céra-se em azul intenso pelo Giem-
sa. Em um ponto qualquer delle, geralmente
na periferia se encontra o nucleo, reprezenta-
do por diversas placas de cromatina reunidas
umas as outras, formando uma massa unica.

O pigmento se acha irregularmente distri-
buido por todo o parazita, sob fé6rma de pe-
quenas massas arredondadas, de colorido par-
do escuro. Est. 3, fig. 20.

Os gametos masculinos sio, em geral,
maiores que os femininos; nao raro atinjem
9 u de diametro, sdo arredondados como
aquelles, porém nao tao regularmente. O pro-
toplasma céra-se muito fracamente em azul
pelo Giemsa e o nucleo € constituido por
delicado trama de bastonetes de cromatina
que ocupa grande parte do protoplasma. O
pigmento aparece sob férma de pequenos
blocos alongados, pouco numerozos distribui-
dos no protoplasma. Est. 3, fig. 21.

Os gametos macho e femeo, muito clara-
mente distintos, quando completamente de-
zenvolvidos, ja o sdo igualmente em periodo
menos adiantado de evolucdo, se bem que
menos nitidamente.  Nao tém entio a for-
ma arredondada e se parecem muito com as
formas esquizogonicas; distinguem-se dellas,
porem, pela prezenca de nucleo unico e pela
disseminacao do pigmento no protoplasma.

As diferencas sexuais, si bem que igual- |

mente menos acentuadas sdo ja bastante pa-
tentes nelles.

| being dense, homogeneous and intensely blue
when stained by Giemsa’s method. The nu-
| cleus is found in any place, mostly in the
periphery, and constituted by several frag-
ments of chromatin agglomerated in a single
mass.

The pigment is irregularly distributed in the
whole body forming small rounded masses
of darkbrown hue. (Plate 3, Fig. 20).

The microgametocytes are generally larger
than the female gamete attaining sometimes
O mikra; their shape is less regularly rounded.
The protoplasm stains a pale blue and the
nucleus is formed by a few allongated chro-
matin masses, equally distributed in the cell
(Plate 3, Fig. 21).

The two forms may be distinguished al-
ready in the less advanced periods though
| not quite as easily as in the adult stage.
The earlier stages are not so regularly roun-
ded and ressemble much the schizogonic
forms.

plasm.

They are however recognized by the
single nucleus and by the dissemination of
the pigment. Both the forms are also found
always in the ends of the bloodcells and

near to the nucleus.
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