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Sumirto: O género Toddia, criado por Franga 1911, para um organismo encontrado em
eritrécitos de um anfibio anuro, tem estrutura particular e o problema de sua natureza (pro-
tozoario ou virus) € discutido. Nossos resultados mostraram reacdes Feulgen e Verde Me-
tila positivas, principalmente no inicio da infeccdo. Com o decorrer da infecgdo as
particulas sao, geralmente, maiores que aquelas observadas alguns dias apds as inoculagdes,
mas as reagles citoquimicas citadas anteriormente s3ao, em geral, negativas ou fracamente
positivas. Os mesmos resultados foram obtidos quando empregamos Laranja de acridina para
caracterizagdo do DNA e esta técnica foi negativa para o RNA. Estudamos o desen-
volvimento deste organismo e seus efeitos infecciosos foram confirmados por inoculages
experimentais. As alteragdes no sangue do hospedeiro foram observadas e notamos que o
nicleo dos eritrécitos é severamente alterado durante o desenvolvimento da infeccdo, que
¢ geralmente, muito intensa, terminando com a morte do hospedeiro. As inoculagdes expe-
rimentais demonstraram a especificidade da infeccao, e diante dos conhecimentos a res-
peito dos organismos deste género, discutimos o problema da criacdo de espécies.

ODDIA é um género criado por

Franca 1911, cuja natureza foi
discutida por Scorza e col. (1956)
Marcquardt e col. (1967) e, recente-
mente, por Arcay de Peraza (1971 a,
b e c). Como Pirbemocyton, um geENEro
a ele relacionado mas que nao forma
inclusoes cristaléides no nucleo ou

citoplasma dos globulos vermelhos,
Toddia apresenta posicao taxondmica
duvidosa.

O problema da relacao destes dois
oéneros com virus, apontado por
Stehbens & Johnston (1966) e Marec-
quardt (1967) ou com Protozoarios,
segundo o ponto de vista de Arcay
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de Peraza (1971 a, b e ¢) e Scorza &
Boyer (1956) ¢ um dos pontos que
aqui sera discutido. Este trabalho
apresenta observacoes sobre Toddiu
encontrada em sangue de Leptodacty-
lus ocellatus € Bufo marinus € nos enfa-
tizamos o desenvolvimento observado
com as 1noculacoes experimentais
bem como a citoquimica de acidos
nucléicos. A ocorréncia deste parasito
em Bufo marinus fol referida por Scor-
za (1956) em Bufo marinus da Vene-
zuela. Scorza considerou como Toddia
0 parasito encontrado por Carini
(1930) em Leptodactylus pentadactylus
do Brasil.

Supomos que esta seja a primeira
ocorréncia em Leprodactylus ocellatus €
Bufo marinus do Brasil.

MATERIAL E METODOS

Observamos 26 rds Leprodactylus ocel-
latus e 23 sapos Bufo marinus provenientes
dos Estados da Guanabara e do Rio de Ja-
neiro (Tabela I) e mantidos em cativeiro
no laboratério, sendo o sangue examinado
em intervalos de 5 a 7 dias.

Os esfregacos de sangue foram observa-
dos apds coloracio com May Griinwald-

Giemsa. As laminas utilizadas para reacOes
citoquimicas foram fixadas em formalina ou
ilcool-éter e as seguintes rea¢des realizadas:
Reaciao de Feulgen, Verde Metila-Pironina,

PAS.
Esfregacos corados pela Acridine Oran-

ge foram utilizados para microscopia de
tfluorescéncia com microscépio Olympus

HLS-II e Toyota FM-200A.

Realizamos infec¢hes experimentais uti-
lizando inocula¢des intraperitoniais de san-
gue de animais infectados em anfibios da
mesma espécie e de espécie diferente. Utili-
zamos uma camera Olympus modelo PM-7,
uma camera automdtica Orthomat, Leitz,
para as microfotografias e micrometro
ocular Olympus para as medidas.

RESULTADOS

Entre as 26 ras Leptodactylus ocella-
tus € 0S 23 Sapos Bufo marinus exami-
nadcs, somente duas ras (7,7%) e 2
sapos (8,7%) mostravam infeccao por
Toddia Franca (1911) (tabela I).

Utilizando sangue de sapo parasi-
tado por Toddia inoculamos 4 ras e 5
Sapos, mas, somente em sapos verifi-
camos a transmissao da infeccao, to-
das as ras mostrando-se negativas
(tabela II).

TABELA 1

ANFIBIOS EXAMINADOS PARA OBSERVACAO DE TODDIA

N S
4

ANFIBIO PROCEDENCIA
GUANABARA
. Manguinhos

Leptodactylus RIO DE JANEIRO

ocellatys . Rio Bonito

| PROCEDENCIA
DESCONHECIDA
RIO DE JANEIRO

Bufo . Piabeta

marinus | . Vassouras
PROCEDENCIA
DESCONHECIDA

Total de

Anfibios —

|

Numero Nuamero Ntmero
__examinado negativo |  positivo
13 11 | 2
8 8 —
> >l =
6 4 2
14 14 ! —
3 3 —-
49 | 45 | 4
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As ras inoculadas com sangue de
Bufo positivos, embora negativas para
Toddia, apresentavam-se parasitadas
por cutros hematozoarios: T. rotato-
rium, Lankesterella alencari, Hepatozoon
leptodactyli, Cytamoeba bacterifera. Reali-
zamos observacoes no sangue destas
ras, cinco, sete, onze e, numa delas,
dezessete dias apds as inoculacoes e
os resultados foram sempre negativos
para Toddia embora outros parasitos
continuassem presentes.

As 1noculacOes em sapo mostra-
ram intenso parasitismo, em 2 casos

scmente (tabela II) tendo sido diag-

‘hosticadas 4 dias apos as inoculacoes.

Apresentamos mals adiante a descri-
cao completa da infeccao. Em 3 ca-
S0S, observamos a presenca de para-
sitos cinco, sete e nove dias apds as
inoculacoes, porém em numero muito
pequeno, estando as células ligeira-
mente alteradas, talvez demonstran-
do resisténcia dos animais a infeccéo.
No 9.° dia de observacao desses 3
casos, praticamente, ndo havia para-
sitos. A tabela 11 ilustra nossos resul-
tados.

TABELA 11

INOCULACOES EXPERIMENTAIS DE TODDIA EM BUFO E LEPTODACTYLUS

Espécie inoculada Numero de ani- Positivos Positivos Negativos
mais inoculados fortes fracos
L. ocellatus 4 — _ 4
| |
| ',
B. marinus 6 2 3 1
Total de anfibios 10 2 3 5

Caracterizamos a seguir os dife-
rentes aspectos da infeccao natural e
experimental por Todd:ia.

Infeccao natural em Leptodactylus
ocellatus

O animal naturalmente infectado
aprcsentava outros parasitos no san-
gue (T. rotatorium, Lankesterella alentéari,
Cytamoeba bacterifera, Dactylosoma rana-
rum) € a tabela III ilustra a percenta-

gem de Infeccao no decorrer das ob-
servacoes.

Ccm relacao aoc desenvolvimento
da infeccdo natural por Toddiz em um
exemplar de Leptodactylus ocellatus a
tabela IV ilustra o fenémeno.

Do 1.° ao 12.° dias de observacao
a maioria dos eritrocitos parasitados
por Toddia tinha aspecto normal (figs.
1, 2, 3), com ligeiras alteragdes nu-
cleares em alguns casos. O parasito
apresentava-se como um granulo re-

dondo (figs. 1, 2) junto ao nucleo ou

na matriz citoplasmatica (figs. 1, 2,
3), corando-se em roseo pelo May
Grinwald - Giemsa.
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Alteracoes acentuadas, principal-
mente no nucleo (23,4 e 24,6%) de

“eritrocitos parasitados ccorreram no

22.° e 30.° dias de observacao (figs. 4
a 19). Os nucleos apresentavam-se ar-
redondados, aumentados (tabela V),
tendo o aspecto geral de nucleo em

cariolise. O citoplasma das celulas
parasitadas, mostrava coloracao nor-
mal ou era levemente escuro. Os pa-
rasitos, redondos ou ovais (fig. 19)
tinham aspecto difuso em muitos ca-
sos (figs. 11, 14, 18).

TABELA 111

PERCENTAGEM DE INFECCAO POR HEMOPARASITOS DIFERENTES
DE TODDIA EM UM EXEMPLAR DE LEPTODACTYLUS OCELLATUS

T—

|
\

Thfeccao no | |

% nos dias de observacio

sangue | 1. | 12.° | 22.° | 30.°
L. alencari 1,90% 1,90% 1,09%, 1,60%,
T. rotatorium 0,07 0,10 | — —
D. ranarum 0,40 0,20 — 1,2
C. bacterifera 0,10 0,10 — —
Haemobartonella 0,10 t — — —

1,6% de formas exoeritrocitarias.
*,  somente formas exoeritrocitarias.

Verificamos a presenca de inclu-
sCes esferdides (figs. 7, 15, 18,19) ou
cristaloides, tendo os corpusculos cris-
taléides geralmente 6 lados (figs. T,
8, 10, 17). Muitas vezes era dificil de-
terminar o numero de lados desses
corpusculos que também apresenta-
ram 5, 7, ou mais lados (figs. 11, 12,
13). Os cristaloides, frequentemente
citoplasmaticos, alteravam bastante
o aspecto das células (figs. 4 a 6,
O a 15, 18 e 19) que mostravam

nucleos deslocados e formas muitas

vezes aberrantes. Cristaloides nuclea-

res (também com 6 lados) foram

u* — micra.

observados em percentagem muito
menor (1,2% no final da infeccao)
(figs. 7, 8 e 17). Com o desenvolvi-
mento da infeccdo houve, em geral,
aumento de tamanho do parasito (ta-
bela IV), tendo, os maiores, aspecto
difuso (figs. 11, 14, 18) e apresentan-
do, em alguns casos, espag¢os claros
no seu interior. Os parasitos atingi-
ram cerca de 3.074* (corpusculo re-
dondo) e cerca de 6,894*/2,99,* (cor-
pusculo sem forma definida) sendo
interessante salientar a presenca de
alguns parasitos com 0,744 no 30.°
dia de observacao.
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Infeccdo multipla em eritrécito
também ocorreu, porém muito rara-
mente (0,8% no final da infeccao)
(fig. 19).

Eritrocitos parasitados ou nao
mostravam-se muito alterados no fi-
nal da infeccdo quando encontramos
somente 7. 7% de eritrocitos normais
(fig. 16).

TABELA 1V

ASPECTOS DA INFECCAO DE LEPTODACTYLUS OCELLATUS POR TODDIA
| |

Parasito | Inclusio
‘ |
Dias de Infeccao Forma Tamanho médic | Tamanho %
Observagio (% ) ] (%) médio (#")
|
1. 0,1 Redondo | 1,08 — —
12.° 1,5 Redondo 1,02 — —
Redondo 1,96
22.° 32,4 8,78/6,67 8,2 X1
Oval 3,73/2,40%
- ,
Redondo 2,08
30.0 36,1 9,88/7,80 | 12,4 X2
Oval 4,52/3,05%
X uma forma encontrada
X1 0,3% de inclusao nuclear
X2 1,2% de inclusio nuclear |
| TABELA V
TAMANHO (EM #*) DE ERITROCITOS NORMAIS E PARASITADOS
POR TODDIA EM L. OCELLATUS
| Compri- | Largura | Compri- | Largura s
| mento da | mento do g
Eritrécito | da | Célula | c/I* do Nucleo c/l* s
Célula (1) | Nucleo (1) -l
I T € (c) Bt
- ’ Ee
Normal 15,31 924 | 1,65 | 6,02 4,23 1,42 -
l | ' i
Parasitado | 14,05 | 9,30 | 151 6,47 5,85 ' 1,16 2
| | | | .
* ¢/l — relacdo comprimento/largura. J
u* — micra.
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Infeccao natural em Bufo warinus

O animal permaneceu no labora-
torio cerca de 35 dias, quando foi
autopsiado, sendo feitas observacoes
no 1.9, 6.9, 15.°2, 25.°, e 35.° dias. Ta-
bela VI ilustra o desenvolvimento do
parasitismo neste periodo.

Como na infeccao de Leptodactylus,
as alteracoes na célula hospedeira
ocorreram principalmente no nucleo
(figs. 20, 21, 22, 28) que tinha aspec-
to aumentado e arredondado. A cro-
matina nuclear, dispersa ou em gru-

Mem. Inst. Oswaldo Cruz, 71 (1/2), 1973

maos, (figs. 20, 28) apresentou, mui-
tas vezes, expansoes para o citoplas-
ma e depdsito na membrana nuclear.
Tabela VII ilustra os tamanhos me-
dios das celulas e dos nucleos de eri-
trocitos parasitados em relagao as cé-
lulas normais. Nucleos deslocados ¢
com membrana pouco nitida também
foram observados (figs. 21, 23).

Essas alteracoes foram diminuin-
do com o decorrer da infeccao, ha-
vendo no final, muitas células para-
sitadas com nucleos de aspecto nor-
mal (fig. 31).

TABELA VI

DESENVOLVIMENTO DA INFECCAO NATURAL DE TODDIA EM
BUFO MARINUS

] N
Dias de Observacio 1.0 6.° 15.° 25.° 35.°
% de infeccio 36 27 229 14,60 12,16
% de cristais 0,73 1,83 0,30 1,09 1,09

TAMANHO EM

TABELA VII

#* DE ERITROCITOS NORMAIS E PARASITADOS POR
TODDIA EM BUFO MARINUS

|
Compri- | Largura Compri- | Largura
mento da mento do
Tipo de célula da Célula c/1* do Niicleo c/1*
Célula | (1) Nucleo | (1)
(¢) | (c)
Eritrocitos parasitados 18,01 13,67 1,31 7,18 6,51 1,08
| | ! o
Eritrécitos normais 19,60 13,64 1,43 | 7,57 5,22 1,45
l |
" ¢/l — relagdo comprimento/largura.

u* — micra.
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As inclusoOes coradas em rosa mui-
to palido com Giemsa eram em geral
cristaldides com 4 ou 8 lados (figs.
27, 28, 30) e, as vezes, 6 e 7 lados
(fig. 20) sendo principalmente nu-
cleares, havendo, entretanto, cristais
citoplasmaticos sem coloracao, geral-
mente em numero muito pequeno e

n¢ inicio da infeccao (figs. 22 e 23.)
As inclusoes situavam-se predominan-

temente em nucleos de células des-

truidas, as quais nao apresentavam
citoplasma (figs. 20, 27, 28, 30). Ta-
bela VI mostra a percentagem dessas
inclusoes, em maior numero no 6.°
dia de observacao (1,83%) e a ta-
bela VIII ilustra o tamanho meédio
apresentado durante a infeccao. As
inclusoes retangulares, com 6 lados e
com mais de 8 lados que foram en-

contradas, mediam respectivamente
9,96/8,34*;, 8,3/6,39,4* e 9,794".

TABELA VIII

TAMANHO MEDIO DAS INCLUSOES CRISTALOIDES NO SANGUE DE
BUFO MARINUS

|
| | . Faixa de variacio
Tipo de inclusio Tamanho (#*) '
(menor-maior) (u*)

Com 4 lados ' 4 74 1,58 — 8,3

|

|
Com 8 lados . ]‘ 6,21 3,98 — 9,46

Os parasitos mostravam aspecto
granular redondo, corando-se em rosa
pelo Giemsa. Esta coloracao se apre-
sentou bem mais clara no final da in-
feccao. Foram notados parasitos com
trées granulos, de aspecto semelhante
a um triangulo e pouquissimos para-
sitos retangulares (um em cada la-
mina observada com tamanho médio
de 1,42/1,014*). Os corpusculos loca-
lizavam-se na matriz citoplasmatica
ou junto ao nucleo principalmente,

u¥ — micra.

quando muito pequenos. A presenca
de 2 e 3 parasitos na mesma célula
ocorreu rarissimas vezes (fig. 22).
Observamcs em um dos casos a pre-
senca do parasito em leucocito (figs.
24 e 25).

Tahela IX mostra o tamanho
medio dos corpusculos no decorrer
da infeccao notando-se que, embora
maiores no 6.° dia, eles, em geral,
apresentaram-se diminuidos.

-




........

26 Mem. Inst. Oswaldo Cruz, 71 (1/2), 1973

TABELA IX

TAMANHO MEDIO EM #«* DE TODDIA SP. ENCONTRADA EM
BUFO MARINUS

Dias de obser- | 1.0 | 6.°
vacao
Tamanho | |
(didmetro) | 1,38 | 1,78

Faixa de wvariacio

( Menor-Maior)

\ |
| 150 25.° 35.°

Infeccao experimental de Toddia

em Bufo marinus

Conforme afirmamos no inicio
deste trabalho, 4 ras e 5 sapos foram
inoculados com sangue de sapo para-
sitado por Toddia, mas somente dois
sapos mosftravam-se infectados inten-
samente por este parasito (Tabela II).

Tabela X ilustra o desenvolvi-
mento da infeccao experimental.

Cs primeiros parasitos surgiram
cerca de 4 dias ap6s a inoculacao,
numa taxa de 1,8% de eritrocitos pa-
rasitados. Eram redondos (fig. 32) co-
rando-se em roseo com Giemsa e lo-
calizando-se no citoplasma dos globu-
los vermelhos, geralmente jovens (eri-
troblastos) e  com aspecto normal.
Nao encontramos corpusculos crista-
l6ides nesta ocasiao.

Cerca de sete dias apds a inocula-
cao, a taxa de parasitismo era de 66 %
sendo que 50% dos globulos verme-
lhos parasitados mostravam acentua-
das alteracoes nucleares, sendo tam-
bém encontrados nucleos arredonda-
dos (figs. 33, 34, 36, 37) aumentados

u* — micra.

1,33 1,24 1,09

| |

| 0,74 - 2,40 | 0,91 - 2,65 | 0,83 - 2,15 | 0,74 - 1,57 | 0,58 - 1,90

|

no sentido da largura, (Tabela XI)
com cromatina nuclear esparsa (figs.
33, 34, 36) caracteristica de nucleo
em cariolise. Verificamos a ocorréncia
de nucleos centrais ou deslocados
(figs. 33 a 35), sendo o ultimo caso
associado a presenca de cristais cito-
plasmaticos. As inclusoes encontra-
das, geralmente cristaloides com 8 la-
dos, eram predominantemente cito-
plasmaticas (6%) (figs. 33, 35, 36)
sendo observados apenas 2% de cris-
taldéides nucleares (figs. 34, 35, 38).
Em muitos casos foi dificil verificar a
forma real da inclusao que também
mostrou aspectos esferoides (figs. 33-
36).

O citoplasma das células parasi-
tadas apresentou-se, em certos casos,
escurecido (fig. 35 a 37) principal-

mente em células com parasitos mui-

to grandes.

Alteracoes no nucleo e no cito-
plasma da célula hospedeira (figs. 35
e 37) ocorreram em 10% das ceélulas
parasitadas, sendo que 23% de célu-
las nao parasitadas também mostra-
vam-se alteradas.
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sendo bem mailores que os encontra-
dos no inicio da infeccao (Tabela X)

Os parasitos apresentaram-se re-
dondos ou ovais (figs. 33 a 35 e 38),

TABELA X

DESENVOLVIMENTO DE TODDIA EM BUFO MARINUS

(INFECCAO EXPERIMENTAL)

I

Dias apés ino- Forma do Tamanho Percenta- | Tamanho da | Percenta-
gem de inclusio gem de
culagio parasito | médio (#*) infeccio | (u*) cristal
4 redonda 1,8 1,8 — —
redonda 2.4 62,70
7/ 83/8,1 8*
oval 36/2,6 | 3,30

* 2% nuclear e 6% citoplasmatico.

Cerca de 11 dias apdés a inocula-
cdo, quando o animal morreu, as ce-
lulas parasitadas e nédo parasitadas
encontravam-se intensamente altera-
das. O tamanho médipo dos parasitos
nesta ocasido era de cerca de 2,84"
(faixa de variacao 1,0/4,44*), sendo
impossivel determinar a percentagem
de infeccdo nesta ocasiao, devido a
precariedade das preparacgoes obtidas.

TABELA XI
MEDIDAS EM #* DE ERITROCITOS NORMAIS E PARASITADOS DE

e mostrando uma faixa de variacao
de tamanho de 1,2 a 3,54* (parasitos
redondos) tendo o maior parasito en-
contrado 4,3/2,94* (corpusculo oval).
Localizavam-se livres na matriz cito-
plasmatica ou junto ao nucleo, e ti-
nham aspecto granular compacto ou
difuso (figs. 32 a 38) em certos casos,
apresentando contorno nitido com
porcao clara central.

BUFO MARINUS INOCULADO COM TODDIA

l | | l |
Compri- | Largura
Compri- | Largura mento do
Tipo mento - cfl* do Nucleo c/1*
(¢) | (D) Nicleo | (1)
o B B €D B '
|
Eritrécito normal 183 | 125 | 1,46 7,30 5,30 | 1,37
Eritréocito parasitado 17,1 129 1,32 8,16 7,56 1,07
* ¢/l — relacdo comprimento/largura.

u* — micra.
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Reacoes citequimicas em Toddia

As reacoes citoquimicas foram
realizadas somente com Toddiz de
sapo.

Utilizamos reacoes para caracte-
rizacdo de polissacarideos (Reacio
PAS) e de acidos nucleicos (Reacao
de Feulgen, Verde Metila-Pironina e
a técnica de laranja de acridina para
microscopia de fluorescéncia).

A reacao PAS foi sempre negativa.
Encontramos resultados positivos pa-
ra a reacao de Feulgen e a de verde
metila, sendo a reacao mais forte nos
corpusculos menores. A microscopia
de fluorescéncia, positiva também pa-
ra o DNA, confirmou estes resultados.
(fig. 39). '

DISCUSSAO

Os géneros Toddia € Pirbemocyton
apresentam posicao sistematica duvi.
dosa. Arcay de Peraza (1971) consi-
dera Toddia com afinidade com os
Dactylosomideos, sendo comparavel
aos Piroplasmideos dos homeotérmi-
cos. Scorza (1956), numa revisao do
género confirma sua natureza para-
sitaria através de experiéncias, con-
siderando-o, também, um género do
philum Protozoa. Esses autores refe-
rem-se a presenca de citoplasma e a
ocorréncia de esquizogonia nestes pa-
rasitos, embora as fotografias apre-
sentadas sejam pouco esclarecedoras
em relacao aos detalhes descritos.

Dodin ¢ Brygeco (1960), demons-

”

traram que Pirbemocyton € retido em

filtro L. e apresenta atividade para

a succino desidrogenase e para cito-
cromo oxidase. Em relacao ao fato
dos Pirbemocyton nao terem sido filtra-

dos, Stehbens (1966) lembra que as
particulas podem ter sido retidas nos
globulos vermelhos, mostrando a im-
portancia da destruicao total das cé-
lulas do hospedeiro nessas experién-
cias, como demonstraram Allbriton e
FParker (1962), trabalhando com Ana-
plasma. DO mesmo modo relembra que
a tecnica de filtracao usada pelos au-
tores se acha em desuso devido a ad-
sorcao de particulas de virus em sua
superficie (segundo Rhodes, A. J. e
cols.).

Marquardt (1967) descreve Toddia
na cobra Agkistrodon piscivorus leucos-
toma. Num detalhado estudo do orga-
nismo, confirma seu grande poder de
destruicao do nucleo da célula hos-
pedeira. O autor nao encontrou pre-
senca de citoplasma nestes organis-
mos e observou que as inclusoes, ini-
cialmente globosas, tornam-se em ge-
ral cristaloides, o que sugeria um
grande relacionamento, entre Pirpe-
mocyton (Inclusoes globdides) e Toddia
(inclusoes cristaléides).

Stehbens (1966), em estudo de
ultra-estrutura de Pirbemocyton en-
controu estruturas poligonais no local
que corresponderia ao corpo do para-
sito, 0 que o fez considera-lo como
uma “fabrica” de virus. Blanc e As-
cione (1956) ja haviam sugerido re-

lacionamento de Pirbemocyton com
virus.

Marquardt (1967) tendo encon-
trado Reacao Feulgen positiva para o
parasito por ele estudado, sugere que
Pirbemocyton € Toddia sejam estruturas
viroticas do tipo virus DNA.

Estudos de microscopia eletrénica
bem como bioquimicos ou citoquimi-
cos, principalmente os relacionados a
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pesquisa de enzimas, poderao esclare-
cer este problema porém, de acordo
com o0s dados atuails, concordamos
com Macckerras (1961) e Marquardt
(1967) quando dizem que nao existem
dados suficientes para caracterizacao

especifica nesses dois géneros.

Nossas experiéncias de inoculagoes
experimentais confirmaram acao in-
fecciosa do organismo sugerindo uma
transmissao direta e uma especifici-
dade de hospedeiro, pois sO consegui-
mos transmitir a infeccao de sapo
para sapo e nao de sapo para ra. No-
tamos também que a infeccao expe-
rimental fol mais intensa que a in-
feccao natural.

Comparando as infecc¢oes, natural
e experimental em sapo, observamos
que, na infeccao natural, o numero
de parasitos foi diminuindo com 9
tempo, apesar de que o animal ao
morrer, mostrava sinais de caquexia
intensa e ascite, que poderia estar re-
lacionada a presenca do parasito ou
ser consequéncia do cativeiro. A dimi-
nuicao da infeccao talvez esteja rela-
cicnada a uma resisténcia natural
do hospedeiro, o que explicaria a per-
centagem baixa de hospedeiros para-
sitados naturalmente.

Pessoa (1968-1969) conseguiu in-
fectar & cobra Helicops modesta cOm
Toddia de cobra Tomodon dorsatus, Mos-
lrando ausencia de especificidade de
hospedeiro no caso por ele observado.
Nas nossas observag¢Oes houve especi-
ficidade nas infeccoes.

Tanto em ras como em sapos pre-

dominaram alteracoes no nucleo da -

celula hospedeira que, em geral, se
apresentavam carioliticos.

Toddia sp. em Leptodactylus e Bufo do Brasil 29

Inclusoes cristaldides estavam pre-
centes em Toddia de ras e de sapos.
tendo sido encontrados cristais nu-
cleares e citoplasmaticos.

F interessante o fato de que na
infeccao natural de sapos houve pre-
dominancia de cristais nucleares, en-
quanto que a inoculacao de sangue
deste mesmo animal em outro exem-
plar desenvolveu infeccao em que ha-
via predomindncia de cristais cito-
plasmaticos. Arcay de Peraza (1971)
¢ Scorza (1956) apresentam classifi-
cacao de espécles do parasito basean-
do-se em tipo de hospedeiro, forma e
tipos de cristais, tamanho do parasi-
to, localizacao dos cristais, ete. O fato
de termos encontrado para o mesmo
parasito, predominancia de localiza-
cao de cristais, ora no nucleo ora no
citoplasma, nas inoculacoes experi-
mentals que realizamos, entra em
choque com um dos critérios consi-
derado especifico. Por outrpg lado en-
contramos cristais de diferentes for-
mas no mesmo hospedeiro o que tam-
bém torna pouco valido este critério
de classificacao. A variacao de tama-
nho do parasito durante a infeccao
cria outro ponto discutivel para a
classificacao de espécies, visto que de-
pendendo do tempo da infeccao ha
varlabilidade no tamanho do corpus-
culo o que poderia levar a uma con-
clusao errada, ao se fazer uma clas-
sificacao.

Os resultados obtidos com as rea-
¢coes citoquimicas em Toddia de Bufo
marinus demonstram a existéncia de
DNA nesses parasitos. A diminuicao
de positividade para o DNA com o de-
correr da infeccao, talvez esteja rela-
cionada a uma despolimerizacao des-
ta substancia. |

=y
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- A intensidade da infec¢do esta
provavelmente relacionada a resistén-
cia do hospedeiro e enquanto nio sio
realizados estudos mais precisos, con-
cordamos com Marquardt (1967) de
que, provavelmente, Pirbemocyton €
Toddia sdo organismos afins necessi-
tando-se de maiores investigacoes pa-
ra se estabelecer o relacionamento de
tais organismos com o0s virus ou com
0s protozoarios.

SUMMARY

Toddia sp. a paranuclear corpus-
cle in the blood of Leptodactylus and

Bufo of Brazil.

Toddia, 2 genus created by Franca
1911 fcr an organism found in the
erythrocytes of an anuran amphi-
bian, has a particular structure and
the problem of its viral relationship
or protczoa nature is an important
psint which has recently been dis-
cussed.

Attempt to resolve this problem
must be made using ultrastructure
and cytochemical studies. Our results
have shown a Feulgen positive react-
ion and a Methyl-Green positive
reaction for this organism, chiefly In
the beginning of the infection. At the
end of the infection the particles are
oreater than that in the beginning

but the reactions above cited are ge-
neraly weakly positive or negaftive.
We have also employed the Acridine
orange method in the characteriza-
tion of DNA and the results are po-
sitive too. Further histochemical stu-
dies are necessary to determine the
true nature of the material observed
in this study.

We have also studied the deve-
lopment of this organism and its pa-
thogenic effects have been confirmed
by experimental inoculations. The
alterations in the blcod of the host
were observed and we noted that the
nucleus of the red blood cells 1s se-
verely disturbed during the deve-
lcpment of the infection. The expe-
rimental inoculations (in Leptodactylus
and Bufo) have demonstred specific
infectivity which is generaly hard,
finishing with the death of the host.

The taxcnomic aspects related to
this genus are discussed and the au-
thors agree to the point of view of
Mackerras 1961, and Marquardt 1967,
about the identity of Pirbemocyton and
Toddiz. W2 need more research to
stablish the viral nature of this or-
ganism.
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ESTAMPA 1

Figs. 1 a 10: Infeccao natural por Toddia em Leptodactylus ocellatus; aumento
1000 x (exceto figs. 8 ¢ 9, 2000 x).

Fig. 1 — (1.° dia de observaciao), Toddia redonda em glébulo. vermelho com
aspecto normal..

Figs. 2 e 3 — (12.° dia de observa¢ao): fig. 2 — Toddia e Dactylosona na
mesma célula; fig. 3 — Toddia junto ao nicleo, notando-se arredondamento e al-
teragao no nucleo da célula parasitada.

Figs. 4 a 10 — (22.° dia de observacao): fig. 4 — Toddia difusa em célula
com nicleo arredondado e cromatina esparsa e apresentando citoplasma alterado,
com inclusio cristaléide(?) abrangendo todo o tamanho da célula; Lankesterella
extracelular junto a célula parasitada; figs. 5 e 6 — células parasitadas muito alte-
radas, com inclusGes cristaldides citoplasmdticas provocando deslocamento do nu-
cleo; fig. 7 — Toddia (seta) em célula muito alterada e com inclusido cristaléide
no nucleo (com 6 lados) e no citoplasma; fig. 8 — Toddia em célula com inclusio
cristaldide nuclear; figs. 9 e 10 — células parasitadas com Toddia e inclusio ctis-
taldide citoplasmatica. Na figura 9, Toddia difusa localizada em célula sem nicleo.
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ESTAMPA 11

Figs. 11 a 19: Infec¢do natural por Toddia em Leptodactylus ocellaius; aumento
2000 x (exceto figs. 16 a 19, 1000 x).

Figs. 11 a 15 — (22.° dia de observaciao): diferentes aspectos da alteracio
celular provocada pela Toddia em gldbulos vermelhos contendo inclusdo cristaldi-
des citoplasmaticas. Inclusdo em célula da fig. 15. bem como célula parasitada por
duas toddias.

Figs. 16 e 17 — (30.° dia de obsevacio): fig. 16 — aspecto geral da alte-
racao nuclear dos glébulos vermelhos parasitados e nao parasitados; fig. 17 —
T'oddia em glébulo vermelho alterado com nicleo contendo inclusdo cristaléide:

Figs. 18 e 19 — células parasitadas alteradas com inclusdes cristaldides
(tig. 18) e globdide (fig. 19) no citoplasma. Toddia oval (fig. 19).
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ESTAMPA 1II

Figs. 20 a 27: Infecgdo natural por Toddia em Bufo marinus, aumento 1000 x

Figs. 20 a 24 — (1.° dia de obsetrvacdo): aspecto geral das acentuadas alte-
racdes nucleares das células parasitadas, mostrando nicleos com cromatina dispersa
ou em grumos; fig. 22 — glébulo parasitade com duas todias e inclusdo cris-
taléide citoplasmiatica deslocando o nucleo; fig. 23 — inclusdo cristaléide em for-
macio no nucleo de glébulo vermelho e gldbulo parasitado com inclusdo citoplas-
mética deslocando o ntcleo; fig. 24 — Toddia em eosindfilo (seta), com inclusao
cristaldide no citoplasma.

Figs. 25 a 27 — (15.° dia de observagao): células em geral menos alteradas
e diminuicio da parasitemia. fig. 25 — Toddia em leucécito; fig. 27 — inclusao
cristaléide em ntcleo destruido.
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ESTAMPA IV

Figs. 28 a 31: Infeccdao natural por Toddia em Bufo marinus; aumento 1000 x
(exceto fig. 28, 2000 x).

Fig. 28 — (15.° dia de observagao): inclusdes cristaldides (com 4 e 8 lados )
em nucleos destruidos.

Fig. 29 — (25.° dia de observacdo) e figs. 30 e 31 (30.° dia de observacao):
parasitemia diminuida, muitas células com aspecto normal.
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ESTAMPA V

Figs. 32 a 38: Infeccdo experimental em Bufo marinus; aumento 1000 x.

Fig. 32 — (4 dias apds as inoculagdes): Toddia em célula ligeiramente al-
terada.

Figs. 33 a 38: (7 dias apds as inoculagdes) Fig. 33 — glébulo com duas Tod-
dias e cristal citoplasmidtico; figs. 34 a 38 — glébulos muito
alterados, parasitas grandes, inclusdes cristaléides no nicleo e no
citoplasma; fig. 37 — aspecto geral do tecido sangiiineo parasi-
tado com intensas alteracdes, toddias de diferentes tamanhos:
glébulos com citoplasma escurecido; fig. 38 — inclusdo crista-
16ide em nucleo destruido.
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Fig. 39 — Microscopia de fluorescéncia (técnica de laranja de acridina) mos-
trando a fluorescéncia para o DNA em Toddiz junto ao niicleo do eritréeito. Con-
siderando-se o terceiro niicleo de baixo para cima, véem-se 2 esferas diametral-
mente opostas que constituem o parasito com forte reagao para o DNA. Comparar

com a figura 15 da Estampa II que apresenta uma c€lula patasitada de forma
semelhante. Observam-se também os mticleos da célula hospedeira muito alterados

exceto uma na parte superior da Fotogtafia (Toddia de Bufo marinus).



