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Todos os autores que se teem occupado com o cullivo de ciliados
do genero Balantidium, sio accordes em assignalar a grande [requencia
com que se observa o phenomeno de conjuga¢ao nessas condicdes. Era
porlanto naluralmenle indicado empregar-se esse meio para estudo do
processo de conjugaciio nesses ciliados, principalmenle na especie coli.
parasilo do homem, que ainda ndo havia sido es.udado sob esse ponto
de wvisla.

Parcceu-nos lambem de inleresse verificar como se comportaria
em cullura o Balanlidium simile, parasila do Macaca mullala. Con-
forme descrevemos em lrabalho anlerior, esse ciliado nio con-
juga quando no inleslino do macaco, sendo o phenomeno de conjuga-
cio subslituido peclo de endomixis cuja descripcio lizemos delalhada-
menle. Pelo que nos foi dado observar, o Palantidium simile s¢ comporta
na vida parasilaria, de maneira inleiramenle differenle das demais cs-
pecies do genero e por isso seria de inleresse verilicar, si 1gual f[aclo
occorreria lambem fora do organismo do hospedador, islo ¢, nas culluras.

[Foram esses os objeclivos do presenle trabalho cujos resullados
passamos a relalar.

MATERIAL E METHODOS DIE PESQUIZA

O malerial que ulilisamos em nossas pesquizas provinha de (res
origens: malerial provenienle de um caso de Balantidiose humana; ma-
terial provenienle de coecum e do grosso inleslino de porcos morlos no
maladouro ¢ parasilados com Dalantidium; malerial de Ic¢zes de Macaca
mullata infeclados naturalmenle com Balanlidium.

As culluras eram effectuadas no meio de Boeck e Drbohlaw modi-
ficado por Dobell e Laidlaw, consislindo a parle solida de soro de ca-

* Recebido para publicagio a 19 de Novembro de 1936 e dado a publicidade em Marco de 1937.
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vallo, coagulado pelo calor, ¢ a parle liquida de ovo-mucoide, que era
preparado relirando-se com cuidado de asepsia a albumina de um ovo
que cra collocado em um baldo com perolas de vidro e forlemente
agilado, junlando-se depois 200 ce. de liquido de Ringer tambem este
relisado. Anles de fazer as semienleiras addicionava-se ao meio pequena
quantidade de amido de arroz eslerilisado.

O Balantidium parasila do homem foi facilmente cultivado nesse
mei1o, oblendo-se com elle numerosas passagens. Com Balantidium pa-
rasila do porco fizemos Ires lentativas lodas coroadas de exilo, oblendo-
se lambem aqul numerosas passagens. Ja com o Balantidium parasila
do M. rhesus o mesnio nio se deu, e, as primeiras lenlalivas ou eram
complelamente infructiferas ou oblinha-se proliefracio do ciliado apenas
nas culluras iniciaes. Verificando que os lubos de cullura que serviam
para os repiques e nos quaes o ciliado ndo se havia mulliplicado apre-
senlavam reaccdo forlemenle acida, junltamos ao meio um pouco de car-
bonalo de calcio e desle modo, pudemos obler intensa proliferacio do
parasila nio so nas culluras iniciaes como nos 4 ou 5 primeiras pas-
sagens.

Com o malerial que servia para semenleira faziamos preparados.
lIxados pelo sublimado-alcool ou pelo Bouin alecoolico (Bouin-Dubosec)
¢ corados pelo hemaloxylina ferrica de Heidenhain, differenciando-os em
alcool-chlorhydrico.

Tambem das culturas faziamos preparados corados empregando a
lechnica de preparacio em massa. Para esse fim a parle liquida
do melo junlamenle com o deposilo conslituido principalmente pelo
amido, era relirada do ubo por meio de uma pipela estirada e
collacada num tubo de cenlrifugo e cenlriflugada pelo espaco de
alguns minulos a pequena velocidade. IEsla operacdo tinha por fim,
separar os ciliados da parte hquida do melo de cullura que cra
depois da cenlrifugacido desprezada para ser substiluida pelo fixa-
dor. Sem esse cuirdado previo, ao collocarmos o fixador, leriamos
uma precipitacdio em massa das albuminas conlidas na parte li-
(quida do meio de cullura que iria prejudicar por completo o malerial
de estudo. A cenlrifugacio quanlo feita com cuidado e a pequena ve-
locidade nenhuma 1nfluencia nociva exerce sobre as formas dispos-
tas em pares como seria de pensar, delerminando uma separacio
violenla dos elementos assim disposlos. Como [ixador ulilisamos do su-
blimado-alcool de Schaudinn. A lechnica usada foi a de fixacio em massa.
porque ulilisando a fixacdo em laminulas, grande numero de formas sio
perdidas por cahirem duranle a operacdo. O lempo de mordancagem era
de 24 horas e o de coloracio variou enlre 6 a 24 horas. Os preparados
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que permaneciam sOémente 6 horas no corante differenciavam-se mais
facilmente que os oulros. Como differenciador davamos preferencia ao
alcool a 70° com algumas gollas de acido chlorhydrico.

CONJUGACAO NO BALANTIDIUM COLI PARASITA DO HOMEM

Listudos das culturas a fresco. — Nas culturas examinadas 24 horas
apos a semenleira, quer nos tubos iniciaes quer nos de passagens, podia-
se distinguir logo a primeira vista 2 lypos bem differenles; uns maiores,
com o plasma cheio de inclusoes alimenlares conslituidas por graos de
amido, oulros menores, com plasma de aspecto quasi sempre hyalino.
desprovido de inclusoes e dotadas de movimenlos bastante vivos. Ao
lado dessas Tormas eram enconlrados na maioria das vezes, pares e¢m nu-
mero variavel em cada cullura, sendo algumas vezes bem numerosos,
pares esses conslituidos pela reunido de duas formas pequenas acima re-
leridas. Quando nas culluras examinadas, eram verificadas a presenca
de formas pequenas com ausencia concomitante dos pares, um cxame pos-
terior do malerial realizado 1 a 2 horas apos a volla das culluras a es-
lufa, ja revelavam sempre a exislencia das formas dispostas duas a duas.
Um exame mais aprolundado dos elemenlos que consliluiam os pares,
demonslrou que um delles era sempre um pouco maior que o oulro
¢ que a uniio desses elemenlos se fazia a cusla da regido do peristoma
que permanecia acolada uma a oulra. A zona adoral, pelo que nos lol
dado observar, ndo desapparecia emquanlo permaneciam os elemenlos
assim reunidos, embora em alguns delles ndo se apresenlasse ella com
bastanle nilidez. Os elementos consttulivos do par se dispunham um
a0 lado do oulro, ndo parallelos, mas formando um angulo mais ou menos
acudo com o verlice anleriormenle disposlo, consliluido pela reuniao dos
peristomas. kEsse aspeclo que se observa pelo exame a Iresco ¢ bem dif-
ferenle daquelle que se nola nos preparados corados em que os ele-
menlos se dispdoem um em {renle do oulro occupando um mesmo cIxo.
As formas dispostas em pares, conlinuam a se mover embora nao {ao
intensamente como as oulras formas. O lempo em que essas formas
permanecem reunidas nio nos foi possivel delerminar, devido a pre-
caria resistencia apresentada por ellas as condicoes em que losse Pos-
sivel esse exame.

Lstudo do material corado. — Para melhor exposicio do assumplo
estludaremos em primeiro logar as phases preparalorias da conjugacio,
em seguida a conjugacio propriamenle dila, para depois lratarmos da
phase final do phenomeno.
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PHENOMENOS QUE PRECEDEM A CONJUGACAO. PRECONJUGANTES.

Correspondendo ds formas de menor tamanho com o proloplasma
desprovido quasi sempre de inclusdes e observadas no exame 4 fresco
das culluras de 24 horas, enconlramos nos preparados corados desse
mesmo malerial formas de dimensdes idenlicas e com o proloplasma
tambem isenlo de inclusdes apresenlando o micronucleo exiremamente
desenvolvido, podendo allingir, como verificamos, cerca de 6 micra de
diamelro. Fsse aspeclo parlicular do micronucleo distingue facilmenle
cssas lormas daquellas denominadas neulras, das quaes sem duvida as
primeiras se originam apos successivas divisdes como demonslra a forma
representada na fig. 1, Fst. 1, provida de um micronucleo baslanle
augmenlado de volume com o macronucleo apresenlando uma das exlre-
midades afilada, que denola nio ler se processado ainda complela re-
consliluicio apos a divisio que veio a soffrer, reconsliluicio essa que se
fara mais larde quando o macronucleo assumirdi uma forma semelhante
aos da forma neulra, conlinuando o micronucleo augmentar de volume,
allingindo entio grandes dimensdes como a (que referimos acima.

O numero de divisdes effecluadas para a formac¢io dos preconju-
ganles (divisdes progamicas) nio poude ser delerminado.

Fm alguns das formas referidas, o micronucleo apresenlava uma
cslruclura inlerna que se assemelha muilo com as chamadas formas em
paraquedas, descriplas por alguns aulores na conjugacio de oulros ci-
liados. E assim que no inlerior do micronucleo observa-se junto a um
aos polos uma pequena massa chromophila inlensamenle corada, ligada
por filamenlos a uma oulra menos chromophila, de maior tamanho.
em forma de crescente e collocada no polo opposlo do micronucleo (Fst.
I, fig. 2). As formas, porém, que mais abundavam no malerial, eram
aquellas que apresenlavam o micronucleo exlremamenle angmenlado e
com aspeclo eslriado, o que denola o inicio de um processo de milose.
Fm  individuos isolados nido enconlramos micronucleos em phase mais
adianlada de divisio (Fst. 1. fig. 3).

As formas de preconjugantes que eram enconlradas em agrande nu-
mero do malerial por néds estudado. apresenlavam dimensodoes bem
menores que as enconlradas para as formas neulras. Péde-se dizer
serem ellas em lamanho cerca da metade deslas ullimas como facil se
lorna verilficar, observando as tabellas que damos nesle (rabalho. As di-
mensoes dos preconjuganles oscillam enlre 36 a 47 miecra de compri-
mento para 27 a 38 micra de largura, sendo a mdédia represenlada por
50,6 e 32,1 micra. O comprimenlto que verificamos para as formas
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neulras oscilla enire 63 a 95 micra emquanlo a largura enlre 49 a 065
micra, represenlando a mcédia 75,0 e 57,8 micra.

Apezar da grande differenca de dimensoes apresenlada por essas
formas, a relacio comprimenlo-largura conservou-se por assim dizer iden-
lica, sendo de 1,30 para as formas nculras e 1,26 para os preconjuganles.

CONJUGACAO PROPRIAMENTLE DITA. CONJUGANTELS.

O phenomeno de conjugaciio se¢ Inicia pela reunido de 2 lormas
pequenas como as que descrevemos ha pouco, e que represenlam os pre-
conjugantes. Como ja livemos occasiio de nos referir ao modo porque
se dispdem esses elemenlos para formarem pares, vamos agora cstudar
aqui separadamente o comportamenlo do micronucleo e do macronucleo
nesla phase do phenomeno.

Comportamento do micronucleo. — Apos a reunido de dois indi-
viduos, o micronucleo que ja se apresenlava nos preconjuganles, con-
forme referimos, em phase preparaloria de milose, cenlra em iranca
divisao.

IF'ssa se faz por processo de milose semelhanle ao que se¢ enconlra
en oulros ciliados. E digno de nota o grande desenvolvimento da parle
achromatica da milose, em conlraste com pequena quantidade de chro-
malina que se dispdoe em chromosomas em forma de pequenos granu-
los, cujo numero nao foi possivel determinar (Est. 1, figs. 4 e 5).

Durante a primeira divisio o micronucleo se acha collocado junlo
ao macronucleco e o phenomeno se passa de maneira semecihanle nos
dois clementos do par.

Dessa milose resultam dois nucleos que enlram immedialamente
em nova divisido, que se faz por processo de milose semelhanle ao an-
leriorimente descripto (Est. 1, fig. 6).

Terminadas cssas divistes, vamos cnconlrar em cada conjugante
4 nucleos. um dos quaes se destina a formaciao dos pronucleos, emquanlo
0s 3 oulros degencram (I'st. 1, lig. 7). O processo de degeneracido se
inicia pela relraccio do contetido do nucleo que toma um aspeclo de
massa de conlorno irregular occupando a parle cenilral do nucieo, cercada
de um halo claro e limilada exleriormente pela membrana nuclear. A
subslancia chromalica se apresenla condensada no inlerior da massa 1r-
regular acima referida.

Com a conlinuacio do processo degeneralivo, verifica-se a dimi-
nuicio cada vez mais accenluada desses elemenlos que ficam reduzidos
a pequenos granulos chromaticos cercados de halo claro. De um modo
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geral, esses elemenlos persistem alé a formacio dos pronucleos niao sendo
mais observados nas phases adiantadas do phenomeno.

O producto da divisdo do micronucleo que nao sofire degeneracio
(um em cada conjugante) e que se deslina a formacdo dos pronucleos,
moslra-s¢ com aspeclo bem dilferente dos elementos em via de dege-
neracio; assim, apresenta maiores dimensdes, nio se observando aqui
nei relraccio do contetido nuclear nem condensaciio da subslancia chro-
malica. Em torno desse elemento, observa-se de maneira conslanle uma
condensacio do plasma que se exleriorisa nos preparados corados por
uma coloracio mais inlensa. Fsse phenomeno, que se esboca desde o
inicio do processo de conjugacio em redor dos elementos em via de
divisio, se accenlua cada vez mais no decurso do phenomeno, lornando-
se aqui bem nitido. Fssa condensacio do plasma nfio ¢ observada em
redor dos elementos em via de degeneracio.

A formacio dos pronucleos se faz por divisio desse elemenlo, di-
visio essa que se da por processo de milose semelhante aos anlerior-
menle referidos (Est. 1, fig. 8.

Uma vez formados os dois pronucleos. um delles (pronucleo es-
lacicnario) permanece geralmente na parte poslerior do ciliado, pro-
ximo do macronucleo e as vezes alraz delle, emquanto que o oulro
(pronucleo migrador) se dirige para a parte anlerior do corpo do ci-
liado, passa para o owro eclemenlo do par se encaminhando para o
pronucleo estaccionario (kEst. 1, Tig. 9).

Os pronucleos apresenlam-se bastante volumosos, de forma redonda
ou ligeiramenle pyriforme, com a chromalina geralmenle condensada.

Uma vez chegando o pronucleo migrador junlo ao pronucleo es-
tacionario, permanecem os dois pronucleos lado a lado. Os pronucleos
apresentam nessa phase uma estructura que lembra as formas em para-
quedas a que ja nos referimos (Est. 1, fig. 10). Nunca observamos a
fusiio dos dois pronucleos para conslituicio do syncario; o que VvInos
foi o esliramento desses elemenltos, formando dois fusos parallelos mais
ou menos proximos um do oulro (Est. 2, figs. 13 e 14). Isse facto
deve ser interpretado como um phenomeno de gonomeria ja conhecido
em oulros ciliados. E geralmenle nessa occasiio que se da a separacao
dos dois elemenlos constitutivos do par proseguindo entido a evolug¢io
nos ciliados ja separados (ex-conjuganles) para reconsliluicio do appa-
relho nuclear.

FEmbora muitas vezes a evolucio do micronucleo durante o pheno-
meno de conjugacdo se passa synchronicamente nos dois elemenlos do

par, casos exisiem em que 1sso nao se da e nos quaes se observa que
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um dos conjugantes se acha em phase mais adiantada que o oulro cle-
mento do par (Est. 1, fig. 11 e st 2, fig. 12).

Comporlamento do macronucleo. — Durante o processo de conjuga-
cio. o macronucleo conserva a principio o aspeclo normal degenerando
somente nas phases finaes do phenomeno. Geralmente, os primeiros si-
onaes de degeneracio, sio observados durante a formacio dos pronucleos
e se manifestam por uma relraccio do conleido do nucleo que se des-
loca da membrana nuclear. O contéiido do nucleo assim relrahido, apre-
senta-se de aspecto compacto, intensamente corado e com alguns pe-
quenos vaculos no interior (Fst. 1, figs. 6, 8, 11 e FEst. 2, fig. 12). A
relraccio da substancia nuclear se faz lentamente e o macronucleo con-
serva esse aspecto até a separaciao dos conjugantes.

PHENOMENOS QUE SEGUEM A CONJUGACAO. EX-CONJUGANTES.

Comportamenlo do micronucleo. — Pelo que nos foi dado obser-
var, a separacio dos conjuganles se da quando os dois pronucleos se
acham em divisdo, formando dois fuzos parallelos, collocados um junto
do oulro (gonomeria).

E geralmente duranle a divisio dos pronucleos, que os dois [u-
zos se fundem dando em resultado, uma vez lerminadas as miloses,
a dois oulros nucleos. Um desses nucleos, vae consliluir o novo micro-
nucleo e apresenta-se a principio de aspeclo pyriforme com a chro-
malina condensada no polo mais largo. O oulro nucleo, entra logo em
divisdo e por isso, nunca nos foi possivel observal-o em eslado de re-
pouso. Essa divisio se processa por milose semelhante as que temos
descripto no decorrer do phenomeno (Est. 2, Tig. 15).

Terminada essa divisio, fica o ex-conjuganle com Ires nucleos
além do macronucleo em via de degeneracio. Um delles que represenla
o nove micronucleo apresenta-se redondo e com a chromalina conden-
sada. os oulros dois, que provem da milose relerida mais acima, mos-
(ram-se tambem de forma redonda, um pouco maiores que O mICro-
nucleo ¢ apresentam a chromalina pouco abundanle e uniformemente
espalhada (Fst. 2, fig. 16). Fsses dois nucleos a que nos referimos
por ullimo, formam duas placenlas que crescem rapidamenle, apresen-
lando-se a principio muilo pobres em chromalina que em cerla phase
da evolucio se dispde em granulos baslanle finos e uniformemenle es-
palhados. Fstas placentas, apresentam no seu inlerior alguns granulos
arredondados de tamanho regular e cuja significacdio nfio nos lolr pos-
sivel esclarecer. As placentlas se dispdem um ao lado da oulra, ficando



82 Memorias do Instituto Oswaldo Cruz 32, 1

o micronucleo junto a ellas (I'st. 2, fig. 18). A chromalina vae au-
gisenlando progressivamenle ¢ (udo leva a cerér que as duas placentas
lerminem por se fundirem para consliluir o novo micronucleo.

No Palantidium do homem nido observamos nos ex-conjuganies nem
placentas estiradas nem divisio do micronucleo como aconlece com o
Palantidium simile, na phase de reconstiluicio nuclear apdés o phenomeno
de endemixis, esludado e descriplo por ndés em {rabalhos anleriores.

e

Comporiamenio do macronucleo. — l.ogo ap0s a separacio dos con-
jugantes o macronucleo soiifre relracciio rapida, apresenlando-se pequeno,
intensamenlte corado e de conlorno irregular (Lkst. 2, fig. 15). Da-sc
em seguida a Iragmenlacdio do macronucleo em 3 ou 4 massas pequenas,
intensamenle coradas (Est. 2, fig. 16) e que sdo rapidamenle reabsor-
vidas pois nao sio mais enconlradas em phases posleriores do pheno-
meno. Ifsta fragmentaciio se processa geralmenle logo apos a formacio
das placenlas.

IFxcepeionalmenle o macronucleo pode se conservar sem Iragimen-
lacio apos a formacido das placentas (Est. 2, fig. 18).

CASOS ANOMALOS

Embora habilualmenle o phenomeno se passa conforme acabamos
de descerever, algumas formas observadas moslram que pode cerlas ve-
zes. 0 processo se afaslar das normas referidas. Assim, a lig. 19, i°sl. 2
rejpresenta uma forma com duas placenlas ¢ dois micronucleos cmquanto
que a fig. 20, Fst. 2, uma oulra com qualro placenlas ¢ lambem dois
micronuclcos. A origem dessas formas podera ser facilmenle explicada
pela persistencia do phenomeno de gonomeria observado como regra
na conjugacao dessc ciliado. No primeiro caso, haveria fusio dos cle-
menlos provenienles de um dos polos de cada fuso, emquaalo 0s ou-
lros dois permancciam scparados; no segundo caso os dois lusos iermi-
navam a divisio sem se¢ fundirem dando logar de um lado aos dois
micronuclcos ¢ de oulro a dois nuclecos que por nova divisio irian
lormar as qualro placenlas.

Uma oulra anomalia observada refere-se a formacio de ama unica
placenta (Est. 2, figs. 21 e 22). Acredilamos que essas formas consli-
tluam anomalias de cullura deslinadas a perccerem, conforme se pode
observar na fig. 22 onde lanlo o macronucleco como o micronucleo apre-
senlam signaes nilidos de degencracio. Quanlo a julgarmos cssa ano-
malia peculiar as formas de cullura, somos levados a assim pensar
pelo faclo de lermos observado formas semelhanles em cullura de 5.
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simile ap6s o phenomeno de endomixis, emquanlo que nunca observamos

esse mesmo phenomeno em malerial provenienle direclamenle do ani-
mal infeclado.

Junlamos ao trabalho quadros com as dimensoes nao s6 das for-
mas neulras como dos pre-conjuganles, conjuganles e ex-conjugantes,
assim como a relacio comprimenlo-largura para cada um desses €asos.

Quadro 1

Dimensoes das formas neutras.

== o = = e — e e == = —_ = =

Comprimento em micra Largu:a em micra Relacao comprimento | largura
76 53 1,33
63 53 1,19
66 49 1,34
72 53 1,35
78 63 1.2
85 63 1,35
32 65 1,26
68 57 1,19
95 57 1,49
70 61 1,5

media 73,5 u 57,8 u 130

Quadro 2

Dimensoes dos preconjugantes.

i e — Fe——_—

— _— e coe———— e o —— — — —

Comprimento em micra Largura em micra Relagdo comprimento [ largura
40 30 1,33
38 33 1,15
38 33 1,15
29 27 1.07
33 28 1.35
417 32 1,46
40 34 1,17
42 33 1,10
36 23 1,27
33 28 1,33

media 38,6 « 32,1« 1,26




84 Memorias do Inslituto Oswaldo Cru: 32, 1

Quadro 3

Dimensoes dos conjugantes *

— =am — i - - - —

Comprimento Largura Relacdo Comprimento Largura ~ Relacdo
em micra em micra comprimento | largura em micra em micra comprimento/largura

42 30 1,40 40 33 1,21

46 30 1,53 40 34 1,13

44 33 1,33 38 34 1,12

50 43 1,16 44 35 125

46 34 1,35 44 38 1,15

57 49 1,18 52 44 1,18

47 32 1.46 38 28 1.39

44 32 1,36 40 32 1,25

38 27 1,40 34 30 1,13

47 34 1,38 42 32 1,31
46,1 © 34,4 u 1,35 41,2 n 34,0 u 1,21

—_ e i am —— — — e — = — e — =

* As dimensdes da tabella 4 esquerda correspondem a um dos elementos do

par (o de maiores dimensdes) e as dimensdes correspondentes a tabella a direi*a, ao
outro elemento do mesmo par.

Quadro 4

Dimensoes dos ex-conjugaittes.

— e ——— = -

S ——— e s — o
- 5

———_ e o — = ——— —

Comprimento em micra Largura em micra Relacao cﬂmprimeﬁto | largura
57 44 1,29
47 34 1,38
41 33 1,24
47 31 1,51
54 | 37 1,45
51 41 1,24
42 37 1,13
62 44 1,40
53 38 1,39
49 38 1,31
media 50,3 u 37,7 u 1,33
DISCUSSAO

A conjugacdo no Balantidium coli do homem segue em suas gran-
des linhas, a mesma marcha obsen'ada'em oulros ciliados. Ao conlrario
do que suppunha Jameson para o Balantidium do porco, a conjugacio
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no Balanlidium coli do homem ¢é halogamica, islo ¢, ambos os elemen-
los do par sido fecundados.

Na reuniao dos ciliados para formacio dos pares observa-se tam-
bem neste caso uma seleccao dos elementos & se associarem (associalive
malting) mas essa seleccio se faz afio pela reuniio de elementos de
idenlicas dimensdes mas de um ciliado menor com um maior, guar-
dando. porém, delerminadas proporcoes. Merece ser notado que o in-
dividuo maior de um par apresenla-se sempre mais alongado, isto ¢,
moslra uma relacio comprimento-largura maior que o oulro elemento.

A marcha do phenomeno ¢ no Balanlidium coli do homem seme-
lhante ao que observou Nelson no parasila do chimpanzé, alastando-se
da descripcio desse autor apenas em um ponlo. Nelson descreve a reu-
niao dos dois pronucleos formando um syncarvo que daria por wma
divisio heteropolar o micronucleo e um oulro nucleo que por nova
divisdo forma as duas placentas. Em nosso caso nunca observamos lusao
dos pronucleos mem formacio de syncarvo. O que observamos como
regra € que os dois pronucleos chegando a proximidade um do outro,
entram em divisdo, formando dois fusos parallelos (gonomeria). E du-
rante essa divisio que se da geralmente a fusdo dos dois elemenlos.

BALANTIDIUM PARASITA DO PORCO

Com o Balantidium parasita do porco fizemos 3 vezes culluras
com material de proveniencias differenles. Em lodas as vezes oblive-
mos culturas abundantes conseguindo com facilidade passagens succes-
sivas. Verificamos tambem que em todas as culturas apos 24 horas,
observava-se a formacio de pares conslituidos por formas pequenas que
appareciam tambem isoladas (pre-conjugantes). No caso do Balantidium
do porco, nos limilamos a verificar a occurrencia do phenomeno de con-
jugacio nas culluras, deixando o estudo delalhado do phenomeno para
trabalho poslerior.

Niao chegamos tambem a determinar si o ciliado cullivado por
noés era a especie coli, a especie suis ou ambas especies.

BALANTIDIUM SIMILE

Conforme assignalamos anleriormenle, na parle referente ao ma-
terial e melhodos de pesquiza, as primeiras lenlalivas para cullura desse
ciliado foram infrucliferas e s6 mais larde, com o emprego de cerlos
arlificios de technica, ¢ que conseguimos obler abundante mulliplica-
cio do parasila nido s6 nas primeiras culluras como em algumas pas-
sagens cujo numero porém nunca excedeu de 4 a o.
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Ao conirario, porém, do que haviamos observado com o Balan-
tidium do homem e do porco, o exame quer das culluras originacs
quer dos repiques, pralicados repelidas vezes ¢ em prazos differentes
que oscillavam desde 4 horas al¢ 72 horas apos a semenleira, nunca
moslraram formas disposlas em pares, embora se observasse a presenca
no Ifim de cerca de 24 horas, de numerosas formas de menores dimen-
soes que as demais, com proloplasma desprovido de inclusdes alimenlares.

As culturas de Palanlidium simile foram feilas muilas vezes e com
malerial proveniente de diversos animaes, sendo o resullado sempre o
mesmo por mais exhauslivo que fosse o exame das culluras. Com o ma-
terial das culturas (originaes e repiques) fizemos preparados corados e
o exame desses preparados veio demonstrar a presenca de formas que
correspondiam as diversas phases do phenomeno de endomixis por noés
descriplo nesse ciliado. Assim foram enconltrados nas culluras, formas
represenlando a divisdo progamica (divisdo de que resultam ciliados pe-
quenos com o micronucleo muilo volumoso), formas nas quaes cram
observadas milose do micronucieo com inicio de degeneracio do macro-
nucleo (phase pela qual se inicia o processo de endomixis) Fst. 2, fig. 23
e oulras formas represenlando as phases iguaes do phenomeno. Deixamos
de reproduzir desenhos dessas formas para, por assim dizer, niio reedilar
as liguras de nosso lrabalho anlerior sobre o assumplo. Parlicularmenle in-
leressanle eram as lormas nas quaes podia ser observado nilidamenle
a lormacao de novo micronucleo a custa de uma das placenlas. A
observacdao desse faclo no malerial das culluras veio confirmar um dos
pountos de nosso lrabalho, em que a documentaciio parecia menos abun-
danle e por 1sso damos novos desenhos e micropholographias dessas
formas oblidas em malerial de cullura (EFst. 2, Tig. 24; Ist. 3, microph.
20 ¢ 20). Dessas nossas pesquizas podemos concluir que o Balantidium si-
mile nao conjuga nas culluras como as oulras especies esludadas, mas passa
por um processo de reorganisacio semelhanle ao que se observa no in-
teslino do macaco que Iol por nos descriplo em (rabalho anlerior. So-
bre¢ a marcha do phenomeno de endomixis, as observacoes que [lize-
mos nas culluras conlirmam os faclos verificados por nos anleriormenle.
Um ponlo, porém, merece relerencia especial. Ao descrevermos o phe-
nomeno de endomixis no Lalanlidium simile, admillimos a exislencia
de uma unica divisio do micronucleco da qual resullaria a formacio
das duas placenlas e inlerprelamos os individuos em que observamos
duas lormas de miloses, como formas anomalas, deslinadas & formacio
das formas com qualro placenlas e que Llivemos occasiiio de observar.
Levando, porém, em consideracio que em lodos os casos alé agora es-
ludados, o phenomeno de endomixis corresponde em lodas as sua pha-
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ses ao processo de conjugaciio. com excepcio apenas de formacio dos
pronucleos e respecliva fusiio, somos levados a modificar a nossa pri-
miliva inlerprelaciio, admillindo que os individuos nos quaes se observam
duas miloses correspondem a uma phase normal do processo de en-
domixis, havendo assim duas miloses successivas do micronucleo de que
resullam qualro nucleos, tres dos quaes degeneram indo o reslanle por
divisdo formar as duas placenlas.

EFssa inlerprelacio decorre da comparacio enlre os phenomenos
de conjugacdo e endomixis, pois a rapidez com que se succedem algumas
das phases desse ullimo processo nio nos permilliu a observacio mi-
nuciosa das alleracoes por ue passa o ciliado nesla phase do phenomeno.
Observamos comludo em algumas formas em que se viam as placenlas
recenlemente formadas, a presenca de granulos que podiam ser inler-
prctados como reslos dos nucleos em via de degeneraciio.

Conjugacdo e endomixis. — Si compararmos de um lado o phe-
nomeno de conjugacdo observado em diversas especies de Balantidium
¢ de oulro o processo de endomixis que descrevemos no Balanlidium
simile,nolamos que, além da differen¢a fundamental que dislingue os
dois processos de reorganisaciio, islo ¢, a formacio dos pronucleos ¢ sua
fusdo que occorre no processo de conjugacio e que falla no de endomixis,
em mais dois oulros ponlos divergem os dois phenomenos. Assim, o pro-
cesso de endomixis se passa no Palantidium simile com muilo maior ire-
qucncia que o phenomeno de conjugacio nas oulras especies de Ba-
lantidium, enconlrando-se nas fézes do macaco sempre muilo maior nu-
mero de formas com 2 placenlas (Phase de reorganisaciio nuclear en-
conlrada nos dois processos) do que em malerial provenienle do ho-

menm: ou do porco.

Por oulro lado, o phenomeno de endomixis tem uma marcha muito
mais rapida, de modo que muilas vezes as diversas phases do pheno-
neno como que se superpoem uma as oulras. Para documentar essa
nossa assercao basla lembrar que, apds a divisio progamica o macro-
nucleo niao se reconslilue, como aconlece na conjugacio, lomando for-
ma semelhante a das formas neulras, mas enlra logo em degeneracio.
Fsle faclo explica a forma que apresenla o macronucleo nas phases
imiciacs do phenomeno. A formacdio do micronucleco por uma das pla-
cenlas pode tambem ser explicada como um processo de abreviacio do
phcnomeno, acarrcelando a occurrencia simullanca das duas phases de
reorganisacio nuclear, a separa¢iio da chromalina geradora da (rophica
¢ o crescimentio dessa ullima para formaciio do macronucleo.
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DISCUSSAO

Fm trabalho anterior assignalamos a exislencia do phenomeno de
endomixis no Balantidium simile e descrevemos as diversas phases do
plhienomeno.

Fm trabalho publicado sobre a conjugacio do Balantidium para-
sitz do chimpanzée, S. C. Nelson conlesta as conclusdes a que chegamos
e nega a exislencia do phenomeno de endomixis nessa especie de fa-
lantidium, dizendo que os diversos aspectos por nos descriplos represen-
lam apenas phases do phenomeno de conjugacio desse ciliado.

Faltou, porém, a esse aulor o unico argumenito no qual elle se
podia basear para chegar a uma lal conclusdo, isto ¢, o enconlro de
pares de conjugantes. A isso elle ndo se refere em seu trabalho o «que
cerlamente leria feilo si os livesse observado, cabendo-lhe pois de di-
reito as censuras que nos dirige em seu trabalho.

Quanlo aos preparados nossos que elle diz ter examinado, tralam-
s¢ de algumas preparacoes dadas (o Prof. Hegner em sua passagem
pelo Rio de Janeiro e que continham algumas phases do phenomeno.

Os resultantes a que chegamos agora no presenle irabalho, isto
¢, a ausencia de conjugacio do Balantidium simile nas culturas e a oc-
currencia nessas condicoes do phenomeno de endomixis, conslituem as
melhores provas do acerlo de nosso trabalho anterior.

Assim, emquanlo que nas culturas feitas com malerial proveniente
do homem como do porco, formas em conjugacido, isto ¢, dispostas aos
pares, eram encontradas conslanlemente, nas culturas feitas com male-
rial provenienle do Macaca mullata (Balantidium simile) nunca obser-
vamos pares embora livessemos examinado cenlenas de culluras.

Convém assignalar que apesar da ausencia de pares. as culluras
no fim de 48 horas se mostravam constituidas quasi exclusivamenle por
formas com duas placentas, formas essas que s6 podiam resullar de um
phenomeno de endomixis.

Si, por acaso, houvesse conjugaciio no Balantidinm simile, a obser-
vacio de pares deveria ser muilo mais facil que em oulras especies, dada
o numero muilo maior de formas com 2 placenlas resultantes desse phe-
nomeno. Além disso, as conclusdoes a que chegamos quer no I(rabatho
anlerior quer no presenle, nio se baseam somenle nesse lacto.

J4 haviamos no (rabalho que estudamos o phenomeno de endo-
mixis, assignalado a presenca de formas com macronucleo em degenera-
cio e micronucleo em franca milose, as vezes em phase final desse phe-
nomeno (Fst. 2, fig. 16 desse trabalho), phases essas que nunca oc¢-
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correm quando se trala de conjugacdo em uim individuo isolado. Isse
mesmo Taclo verificamos agora nas culluras.

O Balantidium simile conslilue o exemplo de um ciliado 1o qual
o phenomeno de conjugacdo se acha subsliluido de maneira permanente
pelo de endomixis. Idenlico phenomeno occorre com u grande g¢rupo
de ciliados das familias Cyathodinidae e Enterophrydae segundo {raba-
lhos de Cunha e Freilas.

Para esses ciliados propuzemos a designacio de ciliados azygo-
licos ou parlhenogeneticos.

RESUMO E CONCLUSOES

No presente lrabalho estudamos o comportamento de alguns ci-
liados do genero Balantidium nas culluras em meios artificiaes. Ulilisa-
mos de preferencia nesses estudos o meio para ameba de Dobell e
LLaidlaw, enriquecidos com amido de arroz. As especies com que lra-
balhamos foram: B. coli isolado do homem; Balantidium sp. do porco
e B. simile do Macaca mulatia.

A especie originaria do homem, foi por nos cultivada com grande
facilidade duranle um tempo bastante longo, fazendo-se os repiques com
o espaco de 24 a 48 horas. Observamos com grande constancia nessa
especie o apparecimento do phenomeno de conjugacio nas culluras de
21 horas (cullura original ou repiques). Os pares eram constituidos por
formas pequenas medindo em média 38,6 32,1 micra ao contrario das
formas neulras que mediam em média 75,5x 57,8 micra, sendo de nolar
que formas pequenas eram tambem enconltradas em grande numero 1SO-
ladas (preconjugantes). Ifssas lormas se caracterisavam nos preparados
corados, nio s6 pelo seu tamanho como tambem pela grande dimensao
do micronucleo que tinha em média 6 micra de diametro. Pelo estudo
do material corado verificamos que os elementos depois de se reunirem
pela regidio do peristoma dando origem aos pares, soffrem 2 divisoes
successivas (mitoses) do micronucleo e dos 4 elementos assim formados.
3 soffrem degeneracio, vindo o restante novamenie a se dividir para
formar os pronucleos em torno dos quaes se processa uma condensacao
do plasma. Depois da troca dos pronucleos migradores que se vio col-
locar em cada um dos elementos em conjugacio ao lado dos pronucleos
estacionarios, da-se a formacido de 2 fuzos de divisio, parallelos (go-
nomeria) s6 enlio se processando a Iuzao dos 2 pronucleos (eslaciona-
rio e migrador). Dos 2 novos elemenlos originados dessa divisdo, um
vae conslituir o novo micronucleo e o oulro depois de soifrer nova mi-
lose, vae dar origem a duas placentas que crescendo pouco a pouco vao
se fundir mais tarde para dar origem ao novo macronucleo. Os macro-
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nucleos dos elementos que entraram em conjugacio, permanecem duranle
quasi lodo o phenomeno embora cem via de degencracio por picnose,
Iragmenlando-se mais tarde para serem reabsorvidos na phase em que
se processa a fusido dos pronucleos. O Palantidium sp. exislente nas [¢é-
zes do porco, foi tambem por nos cullivado com grande facilidade, oc-
correndo o phenomeno de conjugacio constantemenle nas culluras de
24 horas. Com o B. simile parasila do M. mulatla o resullado [loi
completamente differente. Essa especie ¢ difficil de cullivar e s6 se
oblem resultados usando cerlos arlificios de lechnica laes como junc-
¢do de wuma substancia tampdo ao meio de cullura conseguindo-
se enldo uma inlensa proliferacio do ciliado 24 horas depois da se-
menteira, quer nos lubos iniclaes como nos repiques (4.2 a 5.a passagem).
I'ssa especie ao conlrario da do homem e da do porco absolulamenle
nao conjuga nas culluras e 1sso podemos alfirmar bascados em longa
observacio. Nas culluras se passa idenlico faclo ao que ji fol por nos
observado e descriplo em malerial de Iézes de M. mulatta, islo ¢, a
« kndomixia ». Nos preparados corados feilos com o malerial das pri-
meiras culluras como dos repiques, pudemos observar loda a evolucao
do phenomeno, isto ¢, desde as formas iniciaes (milose do micronuclco
¢ Inicio de degeneracio do macronucleo) alé as phases finaes do pro-
cesso. Nesse malerial verificanmios mais uma vez, de mancira clara que
a formacido do micronucleco se faz a custa de uma das placenlas como
ja livemos occasiiio de assignalar em nosso (rabalho acima referido. Nel-
son em recenle lrabalho (Observalions and Experiments on Conjugalion
of the Balanlidium from the Chimpanzee — Amer. Jour. of Hvg., Vol
20, n.o 1, 1934), pde em duvida o phenomeno de endomixia esiudado
por nos nessa cspecie de Palaniidium. A affirmacio desse aulor nio me-
rece ser disculida por nao ler elle apresenlado a unica prova que po-
deria invalidar a nossa observacio e que seria, a demonslracio da exis-
lencia de pares de conjuganles, faclo esse que o proprio aulor declara
nunca ler observado em malerial que teve occasiio de esludar. Quanto
a0 nosso malerial que Nelson diz ler examinado ‘emos a declarar se
tralar apenas de algumas laminas nas quaes podiam ser vistas algumas
das phases do phenomeno e que foram cedidas por nés ao Professor
Hegner quando de passagem pelo Brasil. Bascados em longas pesqui-
sas, concluimos que o FBalanlidium simile represenla uma especie de ci-
liado em que a conjugaciao parece ter sido substiluida de maneira per-
manente, pelo phenomeno de endomixia. IFaclo idenlico occorre, segundo
esludos nossos ainda inedilos, em um grupo de ciliados, islo ¢, na la-
milia Cyalhodiniidae. Para esses ciliados propomos aqui a denominacio
de ciliados azygoticos ou parthenogenelicos.
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SUMMARY AND CONCLUSIONS

We report here on the behaviour of some Ciliates of the genus
Palantidium in artificial cullure media. For this study we have employ-
ed mainly Dobell and Laidlaw’s amoeba medium to which rice slarch
was added. We invesligated Balantidium coli, isolaled from man; ZDalan-
tidium sp., from the pig; and PBalantidium simile, from Macaca mulalla.
lhe Rhesus monkey.

We could cullivate the human parasite very ecasily for a long
lime, transplanting it every 24 lo 48 hours. Conjugalion was very
conslantly observed in this species in culture aboul 24 hours old, cither
original cultures or lransplants. The conjugants are found in pairs as
small forms about 38,6x 32,1 micra. The neulral individuals reach an
average size of 75,5x 57,8 micra. Small isolaled preconjugant lorms were
also found in large numbers. These pre-conjugant forms in slained slides
could be distinguished not only by their small size bul also by the
large size of their micronuclei which reached an average of (6 mier:
in diameler. The sltudy ol the stained malerial shows lhal the conjuganis
associale in pairs altaching themselves one to another by their peristomal
region. Then (heir micronuclei divide lwice by milosis. I'rom lhe four
micronuclei thus formed lhree degenerale (he remaining one dividing
again in order lo form the pronuclei around which a condensalion of
the cevloplasm is produced. After the exchange ol the migralory pronuclel
lakes place, they are found in each of lhe conjugants side by side wilh
lhe slalionary pronuclei. In each pair of pronuclei lwo milolic spindles
arc formed, parallel one lo anolher (gonomery) the fusion ol bolhh pro-
nuclei (stationary and migralory) only then laking place. l'rom bolb
nuclei formed by this milolic division simullancous lo the nuclear fusion.
two new nuclei resull one of which will become (he new micronucleus.
The olther new nucleus divide again to form two placenlae which will
slowly grow and then fuse again to form the new macronucleus. The
macronuclei originally found in bolh conjuganls in spile of being found
lo degenerale by pyenosis are usually seen (hroughout almosl all the
conjugaling process. Laler on they break up in fragmenls which are
reabsorved during lhe slage of pronuclear fusion.

The species of Palanlidium occurring in the pig was also very
easily cullivaled, conjugalion being conslanlly observed in 24 hours old
cultures.

In Balantidium simile things were quite different. This spccies
is difficult to cullivale, good resulls being oblained only when special
lechnique is wused as, for inslance, when a buffer is added to the
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culture medium. In such a case abundant growlh and mulliplicalion
ol the Ciliate is seen after 24 hours ecither in the original cullures
or in the transplants to the 4th. or 5th. subcullures. On (he oround
of a prolonged observalion we can assert that Balantidium stmile,
In opposition o whal one sees in the human and pig parasiles, never
conjugale in culture. In the original cultures and lransplanls of Balan-
lidium simile the same phaenomena occur that we deseribed from Lhe
facces of Macaca mulalta, the Rhesus monkey, thal is endomixis. On
lthe stained slides we could observe the enlire process, since the ap-
pearance of the initial forms (milosis of the mieronucleus and begin-
ning ol the degeneralion of the macronucleus) until the final slages.
Once more in this malerial we could sce in a very clear way that the
micronuleus is formed from one of (he placentae, as we had the op-
porlunity to show in a previous paper.

Nelson in a recenl paper (Observalions and Experimenls on
Conjugation of the Balantidium from (he Chimpanzee American Jour-
nal of Hygiene, vol 20, n. 1, 1934), express his doubls about (he
phaenomena ol endomixis we described in Balantidium simile. This
author’s opinion does nol deserve discussion since he did nol presenl
the only proof that could invalidate our conclusions, that is the de-
monstration ol the occurrence of pairs of conjuganls, a facl he never
succeeded to observe in the malerial at his disposal. As for our malerial
thal Nelson says to have examined il consists only in a few slides
we gave to Professor Hegner when he visited Brazil. In lhese slides
some stages ol endomixis could be seen. On lhe ground ol long lasling
researches we conclude that Balantidium simile is a Ciliate in which
conjugation seems lo have disappeared and been replaced enlirely and
permanently by endomixis. According lo our researches a similar [act
occurs among another group of Ciliates, the families Cyalhodiniidae and
Enterophrydae. We propose lo name aziygotic or parthenogenetic 1he
Ciliates in which this phaenomenon is observed.
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Estampa 1

Desenhos feitos com camara clara a altura da mesa.

Balantidium coli (de origem humana)

1 — Preconjuganie logo ap6s a divisio progamica com o macronucleo ainda
nio reconstituido (oct. compens. 7 e object. imm. hom. 90, Zeiss).

2 — Preconjugante com macronucleo ja reconslituido, micronucleo em pa-
raquedas (oce. Huyghens 10 e object. imm. hom. 90, Zeiss).

3 — Preconjugante com o micronuclco em phase preparaloria de mitose
‘occ. compens. 7 e object. imm. hom. 90, Zeiss).

4 — Par com os conjugantes apresentando o micronucleo em inicio de
mitose (oce. compens. 7 e object. imm. hom. 90, Zeiss).

5— Par com um dos conjugantes em franca mitose, outro em phase Inal
de mitose (occ. compens. 7 e object. imm. hom. 90, Zeiss).

6 — Par com os conjugantes apresentando 2 mitoses (oce. compens. 7 e
object. imm. hom. 90, Zeiss).

7 — Par em que se observa os conjugantes com os 4 elementos provenientes
das divisdoes do micronucleo sendo que em cada um delles, 3 desses
elementos se acham em degeneracio (occ. compens. 7 e object. 1mm.
hom. 90, Zeiss).

8 — Par apresentando em cada conjugante a mitose para formacio dos
pronucleos, vendo-se em cada um dos conjuganles um dos restos pro-
venientes da degeneracio dos clementos nio approveilados na forma-
cio dos pronucleos (oce. compens. 7 e object. imm. hom. 90, ZC1SS ).

9 — Par em que cada um dos conjuganles mostra os dois pronucieos, es-
taccionario e migrador (occ. compens. 7 e object. imm. hom. 90,
Z.e1SS).

. 10 — Par mostirando em cada conjugante os dois pronucleos, juntos nm ao

oulro e apresentando a forma de paraquedas (oce. Huyghens 10 e
object. imm. hom. 90, Zeiss).

.11 — Par em que um dos conjuganles mostra os dois pronucleos ja [lor-

mados emquanto o oulro ainda se acha na phase de duas mitoses
(occ. compens. 7 e object. imm. hom. 90, Zeiss).
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Estampa 2
Desenhos feitos com camara ciara a altura da mesa.

Par em que um dos conjugantes apresenla os dois pronucleos jd for-
mados emquanlo o oulro ainda se acha no esltado de mitose para lov-
mar os pronucieos (occe. compens. 7 ¢ object. imm. hom. 90, Zeiss)
Par no qual ambos os conjuganles apresenlam os dois pronucleos
em  milose formando dois Tuzos parallelos ‘gonomeria . km um dos
conjuganles observam-se dois reslos oce. compens. 7 ¢ objeel. mmm.
hom. 90. Zeiss .

[-x-conjuganle com os dois pronucleos em milose formando dois Tuzox
parallelos (gonomeria occe. Huvehens 10 ¢ objeel. mimm. hom. 90,

L6188 ).

Ex-conjugante com o novo micronucleo ¢ um nucleo em milose para

lormacao das placenlas. Macronucleos em pyenose aceenluada  oce. com-

pens. 7 ¢ objecel. imm. hom. 99, Zeiss .
[Ex-conjugante com micronucleo ¢ duas placenlas recem formadas. Ma-

cronucleo ja fragmentado oce. compens. 7 ¢ objecl. mmm. hom. 0.
/.€1S8S ).

-Ex-conjugante com duas placentas ¢ micronucleo. Os reslos  prove-

nientes da degeneracio do macronucleo nao siao mais observados (oce.
compens. 7 ¢ objecl. imm. hom. 90. Zeiss .
Ex-conjuganle com o micronucico ¢ duas placentas bem  desenvolvi-
das ¢ com o macronucleo em degeneracio ainda nio fragmentada (oce.
[luvghens 10 ¢ object. imm. hom. 90, Zeiss).
['x-conjugante com duas placentas ¢ dois micronucleos (occe. compens

[

7 ¢ objecl. imm. hom. 90, Zeiss).

-Ex-conjugante com dois micronucleos ¢ quatro placentas occ. com-

pens. 7 ¢ object. imm. hom. 90, Zeiss).

Iox-conjuganle com micronucleo e uma placenta unica. Tanlo o miero

nucleo como a placenta apresentam  signaes de  degeneracao  (occ.
compens. 7 ¢ object. imm. hom. 90. Zeiss).

Ex-conjuganlte com micronucleo ¢ uma placenta unica. Tanlo o micro-
nucleco como a placenta apresentam signaes de degeneracio (occ.

[Tuvghens 10 ¢ object. imm. hom. 90. Zeiss).
Palanlidium simile

Forma cem cullura de 21 horas com o macronucleo ainda nao reconsti-
luido apds a divisdio progamica ¢ o micronucleo em milose occ.
compens. 7 ¢ objecl. imm. hom. 90. Zeiss .

[x-conjugante em que se observa a formacio do micronucleo por

uma das placentas oce. Huvghens 10 ¢ object. imm. hom. 90, Zeiss).
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Cunha & Muniz: Genero Balantidium.



Estampa 3

I[igs. 25 ¢ 26— Micropholographias . Lx-conjugante com o micronucleo em for-
macao a cusla de uma das placentas.
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