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(Com 2 estampas)

A familia Stenophoridae Crawley, 1903 compreende inumeras es-
pécies de gregarinas parasitas de Diplopoda, sendo uma espécie incluida
no género Fonsecaia Pinto, 1918 e as demais no género Sienophora
Labbé, 1899; as descricoes de grande numero de espécies sao antigas e
os autores modernos se tém dedicado mais a sistematica, existindo inu-
meros problemas de citologia que precisam ser esclarecidos, nao apenas
para o conhecimento déste grupo. mas pela comparacao com os resul-
tados obtidos em outras familias, contribuir para o conhecimento geral
do sub-filo Sporozoa Leuckart, 1879.

Consideraremos éste trabalho o primeiro de uma série, em que tra-
taremos de rever inumeros problemas citologicos com os recursos da
microscopia 6ptica e eletréonica complementadas pelas técnicas citoqui-
micas e assim contribuir para o conhecimento da sistematica do grupo.

MATERIAL E METODOS

Os Diplopodes foram mantidos com casca de banana, sem terra,
durante quatro dias, para eliminacao das pedras que se encontram no
tubo digestivo. Assim éles podem ser utilizados para cortes histologi-
cos. Com éste tratamento, em ambiente confinado, a intensidade do
parasitismo é aumentada, obtendo-se as chamadas °‘‘gregarinoses’.
Nem toédas as familias de Diplopoda, entretanto, resistem a éste trata-
mento, sendo necessario estudar cada caso em particular. Para o es-
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tudo das formas livres no conteudo intestinal, é preferivel cultiva-los
com a terra do local da colheita, mantendo-se as mesmas condicoes de
umidade e colocando-se folhas de alface.

A observacao a fresco dos parasitos, para o estudo da estrutura
geral, foi realizada de preferéncia com o proprio liquido do conteudo
intestinal. A utilizacao de solucoes salinas de concentracoes variadas
podera acarretar grandes alteracoes na forma do parasito, tendo em
vista a grande adaptacao a vida osmotréofica (Costa, 1961). O liquido
de Ringer fol empregado com bons resultados, quando realizamos ob-
servacoes mais prolongadas.

A fixacao do material para estudo da estrutura nuclear, para ob-
servacao do conteudo citoquimico e para os cortes histologicos, foi feita

pelos liquidos de Gilson, Carnoy, Schaudinn e Bouin ou formalina a
1% .

Os cortes e os esfregacos foram coroados pela Hematoxilina de
Heidenhain, Delafield e Regaud; a melhor coloracao para o estudo das
formas intracelulares foi o tricromico de Masson, que permite observar

com nitidez o epimerito e as formas iniciais de desenvolvimento intra-
celular.

Na caracterizacao das estruturas nucleares empregamos o Feulgen,
e a reacao do verde metila-pironina (Brachet, 1942 — modificacao se-
gundo Kastner & Melo, 1961), apoés digestao dos polissacarideos que
compoem 0 muco e as granulacoes do citoplasma. Como contrble que
evidenciasse que a pironinofilia resultava da presenca de RNA no nucléo-
lo, tratamos esfregacos e cortes pela ribonuclease a 37°C. A microsco-
pla de fluorescéncia com tratamento pelo laranja de acridina foi reali-
zada tambeém apos digestao dos polissacarideos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As gregarinas desta familia apresentam espécies de grande porte,
tendo Cesar Pinto encontrado em Stenophora viannai Pinto, 1918
exemplares de 1 mm de comprimento, sendo o corpo do protozoario di-
vidido em duas regioes por um septo, ficando por éste motivo incluidas
na sub-ordem Cephalina Delage e Hérouard, 1896.

O protomerito em geral € bem menor que o deutomerito, e apre-
senta um epimerito atrofiado em forma de papila ou uma pequena ven-
tosa que aparece bem desenvolvida na fase intracelular (Fig. 9), per-
durando nos trofozoitos jovens e regredindo a seguir até se tornar
insignificante nos esporontes (Fig. 2). Tem papel importante em al-
guns movimentos ativos, que resultam da sua invaginacao, seguida de
sua distensao que recoloca o protomerito na sua posicdo normal, e de-
termina assim um salto da gregarina para a frente (Costa & Teixeira,
1961) . A cuticula apresenta estrias longitudinais uniformemente dis-
tribuidas, (Fig. 3), que se localizam tanto no protomerito quanto no
deutomerito e aparece envolvida por um mucopolissacarideo que cons-
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titui uma substancia de grande importancia para a fisiologia déstes
protozoarios (Stein, 1963; Costa & Lage, 1964) . Na observacao a fresco,
0 endoplasma se apresenta intensamente granulado (Fig. 8) sendo as
granulacoes na sua maioria constituida de paraglicogénio e mais nu-
merosas no deutomerito, dificultam freqiientemente estas granulacoes
a observacao dos constituintes celulares, mesmo apos fixacao e colo-
racao.

No deutomerito encontramos o nucleo, sendo que no genero Steno-
phora Labbé, 1899 existem espécies com nucleos alongados, cuja forma
mais caracteristica é em crescente. Estas variacoes de forma do nucleo
parecem estar ligadas a determinados fatores fisiolégicos, que por sua
vez estao relacionados a especificidade de hospedador. Assim, por exems-
plo, nos diplopodos da familia Rhinocricidae, encontramos sempre gre-
garinas de nucleo arredocndado, enquanto que em Pseudonannolenidae
s6 aparecem espécies com nucleo em forma de crescente. Este quadro
perdura, mesmo quando os diplopodos sao oriundos de um mesmo local
e sao mantidos juntos num cristalizador durante certo tempo. Os nu-
cleos alongados e os falciformes parecem resultar de um processo evo-
lutivo, pois os trofozoitos jovens possuem ntucleo arredondado que se
alonga até a forma definitiva que encontramos nos esporontes, como
pode ser visto em S. conjugata Rodgi & Ball, 1961. A posicao do nucleo
no deutomerito € variavel na mesma espécie sendo que em Stenophora
juli (Frantzius, 1848) Labbé, 1899, localiza-se mais frequentemente na
extremidade posterior, mas as vézes encontramos no meio do corpo ou
colado ao protomerito (Figs. 1 e 2).

A membrana nuclear, quando vista pela microscopia Optica, é per-
feitamente uniforme e lisa sempre que ocorre uma fixacao perfeita; o
aspecto irregular que encontramos em alguns cortes atribuimos aos
fixadores. Internamente nao apresenta nenhuma granulacao aderente
(Figs. 3 e 4).

Na determinacao do DNA a reacido de Feulgen deu um resultado
fracamente positivo e éste fato ja fora assinalado por Reichenow (1928)
que obteve uma reacao positiva para os esporozoitos e jovens trofozoitos,
€ negativo para os trofozoitos desenvolvidos e os esporontes. Este autor
Interpretou aquéle resultado como uma conseqiiéncia do estado de di-
visao muito acentuado da cromatina no nucleoplasma. Os resultados
com o verde de metila também foram negativos, porém, pela micros-
copia de fluorescéncia obtivemos um resultado bastante nitido, apare-
cendo as granulacoes de cromatina finamente divididas no nucleoplas-
ma. Este aspecto pode ser observado nas coloracoes pela hematoxilina
de Heildenhain, controlando-se cuidadosamente a diferenciacao, quando
as granulacoes de cromatina aparecem dispersas no suco nuclear en-
volvendo o nucléolo; encontramos, entretanto, um exemplar que apre-
sentava a cromatina condensada em forma de virgula, com o nucléolo
situado na regiao malis larga da virgula (Fig. 5), e outro com a croma-
tina formando um S em cima do nucléolo (Fig. 1).
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O conteudo de RNA foi determinado pelo tratamento com a piro-
nina e contrdole pela ribonuclease, havendo uma intensa pironinofilia
no grande corpusculo que se encontra no nucleo déstes protozoarios, o
que nao se verifica quando os cortes sao tratados pela ribonuclease.
Quando utilizamos a microscopia de fluorescéncia em material corado
pelo laranja de acridina, nao foi possivel caracterizar o nucleolo pois a
reacao déste corpusculo foi mascarada pela reacao das granulacoes de
cromatina dispersas no nucleoplasma. Do mesmo modo, tratando-se
pela ribonuclease e corando-se pela hematoxilina de Heldenhain em
certo momento da diferenciacao, podemos observar a intensa coloracao
da periferia do nucleo contrastando com a regiao central descorada em
conseqiiéncia da digestao do material nucleolar (Fig. 6). Vemos assim
que éste corpusculo das gregarinas do género Stenophora Labbé, 1899
por muitos referido como um cariossoma, é na realidade um nucléolo,
que aparece mais desenvolvido nas formas intracelulares que nas de

trofozoito e esporonte (fig. 7), quando se toma como térmo de com-

paracao o tamanho do nucleo. Os nucléolos tém em média 7 micra
de diametro. *'

No que diz respeito a estrutura, os nucléolos apresentam alguns as-
pectos que variam conforme os fixadores e o método de coloracao em-
pregado. Assim, pelo tricromico de Masson, encontramos uma estru-
tura filamentar que foi relacionada ao nucleolonema (Costa, 1964); nao
observamos com esta coloracao nem vacuolos nem pelicula envoltoéria.
Em cortes corados pela hematoxilina de Heidenhain encontramos uma
nitida pelicula envoltoria cuja natureza precisa ser analisada com os
resultados obtidos pela microscopia electronica, podendo ser resultante
de uma condensacao de material nucleolar pelos fixadores; ainda com
a hematoxilina, encontramos inumeras regioes vacuolares semelhantes
aos vacuolos observados em nucléolos de células de metazoarios como
assinalam diversos autores (Sirlin, 1961 e outros), sendo que o conteu-
do dos vacuolos nao aparece corado.

RESUMO

Neste trabalho os autores apresentam uma revisao da morfologia
das gregarinas do género Stenophora Labbé, 1899, baseada principal-
mente em S. juli (Frantzius, 1848) Labbe, 1899.

Caracterizam citoquimicamente os elementos da estrutura nuclear,
ficando evidenciado que o corpusculo nuclear referido por muitos como
um cariossomo apresenta reacoes positivas para o RNA, sendo portanto
um nucléolo. O suco nuclear apresenta reacoes para o DNA pouco In-
tensas, devido as granulacoes de cromatina se apresentarem muito
finas. Fazem referéncias também a estrutura do nucléolo, que varia
com as técnicas empregadas e salientam a necessidade de comparacao
déstes resultados com aqueéles obtidos com o auxilio da microscopia ele-
tronica e que serao tratados no segundo trabalho desta série.
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SUMMARY

The present paper consists of a morphological revision of gregarines
belonging to the genus Sienophora Labbé, 1899, specially referred to
S. juli (Frantzius, 1848) Labbé, 1899. Nuclear compounds were cyto-
chemically characterized and on account of the positive reactions for
RNA the corpuscle generally referred as ‘“caryosome” was to be a “nu-
cleole”. The finelly divided DNA of the nucleoplasm caused a weak
reaction. |

The structure of the nucleole depends on the technic used. These
results must be compared with those obtained with the electronic
microscope.
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ESTAMPA 1
Microfotografias de S. juli (Frantzius, 1848) Labbé, 1899.

Fig. 1 — Esporonte corado pela hematoxilina de Heidenhain, apresentandoc o
nucleo com a cromatina condensada em forma de S, com o nucléolo na parte
inferior do S. 90 x 10 (6 x 9) .

Fig. 2 — Exemplar corado pela hematoxilina, apresentando o nucleo proxi-
mo ao protomerito. 20 x 10 (6 x 9) .

Fig. 3 — Extremidade posterior de exemplar submetido i digestao enzimaéti-
ca dos polissacarideos, permitindo a observacao das estrias da cuticula. Imersio.

Fig. 4 — Corte transversal de material incluido em parafina, mostrando a
estrutura do nucleo, com uma nitida pelicula envoltdoria no nucléolo e vacuolos

na periferia, numa zona em que parece ter havido extracio de material nucleolar.
40 x 10 (6 x 9) .
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ESTAMPA 11
Microfotografias de S. juli (Frantzius, 1848) Labbe, 1899

Fl1g. 5 — Detalhe do nucleo anresentando a cromatina condensada em forma
de virgula, com o nucléolo no meio. 90 x 10 (6 X 9) .

Fig. 6 — Digestao do nucléclo pela ribonuclease em material tratado por
enzimas contra os polissacarideos. Coloracao pela hematoxilina de Heidenhain.
90 x 10 (6 X 9) .

Fig. T — Corte do tubo digestivo corado pela hematoxilina Delafield mos-
trando uma gregarina intracelular e outra na fase inicial de trofozoito livre.
40 x 10 (6 x 9) .

Fig. 8 — Observacao das granulacoes citoplasmaticas em material corado
pela, hematoxilina Heidenhain. 90 x 10 (6 x 9) .

Fig. 9 — Corte transversal do tubo digestivo apresentando uma gregarina
intracelular com o0 epimerito bem diferenciado. Coloracao pelo tricromico de

Masscn. 40 x 10 (6 X 9) .
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