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ESTUDD DE UMA CEPA PERUANA DE TRYPANOSOMA RANGELIL

I — VERIFICACAO DA INFECCAO NATURAL DE GLANDULAS
- SALIVARES EM RHODNIUS ECUADORIENSIS

.César A. CUBA CUBA (1)

RESUMO

O Autor verifica a infec¢io natural de glandulas salivares de Rhodnius ecuado-
riensis Lent & Leén 1958, por Trypanosoma rangeli através de experiéncias de
transmissdo por picada a camundongos albinos e por dissecgio dos triatomineos

pesquisados.

Sdo feitas algumas consideragbes sobre a morfologia do flagelado nas

glandulas salivares estudadas assim como o achado de tripomastigotas metaciclicos

que sugerem divisdo.

INTRODUCAO

A infecgdo natural por Trypanosoma ran-
geli em glindulas salivares de triatomineos
tem sido relatada por Pirano & Maver #
em Rhodnius prolixus da Venezuela, por
Grootr ** em R. prolixus da Colémbia, por
ZELEDON 2¢ em R. prolixus de El Salvador
pelo Gorgas Memorial Laboratory (1966) e
ZeLEDON ** em R. pallescens do Panamé, por
MARINKELLE 2 em Triatoma dimidiate ca-
-pitate e por D’ALEsSANDRO ° em Rhodnius
brethesi, ambos da Colémbia.

No Pert, HErrer & WYGODZINSKI ** assi-
nalam pela primeira vez o encontro de
Rhodnius ecuadoriensis Lent & Ledén 1958,
naturalmente infectado pelo T. rangeli e pos-
teriormente HERRER *® descreve aspectos evo-

lutivos de amastigotas no interior das células
de glandulas salivares da espécie de triato-

‘mineo mencmnada experimentalmente infec-

tada.

CuBa & col. * %, referem o achado no De-
partamento de Cajamarca, Provincia de Con-
tumaza, Perfi, de 9 R. ecuadoriensis natural-
mente infectados por tripanosomas semelhan-
tes ao T. rangeli, entre 128 exemplares cap-
" turados (7%); entre os insetos parasitados,
8 apresentavam infec¢@o intestinal (6,2%)

Trabalho realizado no Centro de Pesquisas
Horizonte, Minas Gerais, Brasil

(1)
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e 4 invasio da hemolinfa (3,1%). Os Auto-
_res caracterizaram essa cepa do parasita atra-
vés da descrigdo das formas do tracto diges-
tivo e hemolinfa, demonstragdo da presenca
de tripomastigotas metacielicos na hemolinfa
e obtencdo de tripomastigotas sanguineos com
‘tipica morfologia e biometria de T. rangeli.

HerreR 17 verificou, em observagdes efe-
tuadas em 1964 e através de inoculagbes de
uma cepa peruana de T. rangeli na cavidade

~ celomatica de R. ecuadoriensis, que 14 entre

21 triatomineos (67% ) conseguiram trans-
mitir o parasita por picada. Entretanto da-
dos que demonstrem que a espécie peruana
R. ecuadoriensis, apresenta-se naturalmente
infectada por uma cepa de T. rangeh que
completa o ciclo no inseto, o qual & capaz,
por sua vez, de transmitir o flagelado por
picada, nio se encontram registrados na li-
teratura. Foi com essa finalidade que rea-.
.lizamos o presente trabalho.

MATERIAL E METODOS
Em janeiro de 1972 foram coletados 45

exemplares de R. ecuadoriensis presentes em
domicilios do Caserio de La Cienega, Dis-

“René Rachou”, Caixa Postal 1743, 30.000 - Belo
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trito de Cascas, Provincia de Contumazi, Ca-
jamarca, Pert, localidade situada a 1.080
metros sobre o nivel do mar, na vertente oci-
dental dos Andes peruanos.

Os exemplares coletados eram constituidos
por ninfas de 3.°, 4.° ¢ 5° estidios assim
como adultos machos e fémeas; foram tra-
zidos ao Brasil e conservados no insetario do
Laboratério de Epidemiologia do Centro de
Pesquisas René Rachou de Belo Horizonte,
sendo mantidos a 25°C == 1°C e umidade re-
lativa de 70-75%. Antes do inicio do pre-
sente trabalho os triatomineos foram alimen-
tados em pombo;

Foram wusados camundongos albinos, de
ambos os sexos, pesando 13-15 gramas pro-
venientes do Biotério do referido Centro de
Pesquisas. Esfregacos e gotas espessas de
sangue, preparagdes de- fezes, hemolinfa e
conteddo de glandulas salivares de triatomi-
‘neos foram coradas pelo Giemsa comum assim
como apds hidrolise dcida (Ixirawa & Ogu-
RA ). Desenhos em cidmara clara de mi-
croscopio Wild M 11 foram realizados.

Para a verificagfio da presenca de parasi-
tas em animais picados pelos triatomineos as
seguintes técnicas foram usadas:

Exame de sangue a fresco: Gotas de san-
gue colhidas da cauda dos camundongos eram
. examinadas entre ldmina e laminula com ob-
jetiva 40x e ocular 10 x; para a contagem
dos tripomastigotas era empregada a técnica
descrita por BRENER ?, procedendo-se ao exa-
me de 50 campos microscépicos em prepara-
¢oes contendo 5 mm?® de sangue.

Xenodiagnéstico: Os animais eram anes-
tesiados com tionembutal, sendo usadas, pa-
ra cada exame, trés ninfas de 3.° e 4.° esta-
dios. Os insetos eram mantidos no insetirio
-nas condigGes ji descritas, até o exame.

Hemocultura: A técnica utilizada foi a
descrita por BReNer & CHiagri ? sendo o san-
gue de cada animal sacrificado semeado em
dois tubos com &gar-sangue (N.N.N.), os
quais eram mantidos a 28°C e examinados
aos 10 e 20 dias apds a semeadura.

Verificaggo da infeccido de glindulas
salivares: '

Através de transmissdo por picada.

Vinte exemplares de R. ecuadoriensis fo-
ram' separados e colocados para alimentar
individualmente em camundongos albinos
previamente anestesiados com tionembutal co-
locados no interior de “beakers” de 250 ml -
com base forrada de papel filtro. As expe-
riéncias eram realizadas a vista do observa-
dor e aqueles insetos que evidentemente. pi-
cavam o animal eram retirados e guardados
em caixinhas separadamente; no caso em que
a picada do inseto ndo ficava claramente
evidenciada, a experiéncia era repetida. A
cada inseto foram oferecidas trés oportuni-
dades para transmissdo por picada.

Os camundongos eram examinados, por
exame de sangue a fresco apds 24 a 48 ho-
ras, prolongando-se o controle da parasite-
mia por 25 a 30 dias. Foram realizados xe-
nodiagnésticos e hemoculturas de todos os
animais picados e que apresentavam exames
de sangue a fresco negativos,

Por dissecgiio das glandulas salivares

Fez-se de acordo com a técnica descrita
por Groot **. Retiradas as glandulas eram
as mesmas lavadas por 2 a 3 vezes em so-
lugfo fisiolégica sendo entdo feitos esfrega-
¢os de seus conteidos.

Verificacio de infecgbes intestinais
e hemolinfdticas

Gotas' de hemolinfa eram obtidas por pun-
cdo efetuada entre a 1.* e 2.* coxas dos in-
setos; em algumas oportunidades se seccio-
nava uma pata para a obten¢io de amostras
de hemolinfa de acordo com a técnica de
D’Aressanpro ®.  Posteriormente os insetos
eram cuidadosamente dissecados  isolando-se
o intestino médio (estdmago e duodeno) e
intestino posterior {ampola retal), evitando-
se contaminar a hemolinfa com o contetdo
do tubo digestivo.

RESULTADOS

Observacbes sobre a infeccio natural de
R. ecuadoriensis.

Veriﬁcagc’io da infeccido das glindulas
salivares

Transmissdo por picada: Como pode ser

~visto na Tabela I, 5 entre 20 exemplares de
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R. ecuadoriensis transmitiram T. rangell a
camundongos “albinos por picada, apés trés
experiéncias -consecutivas. Cerca de 24 a 48
horas apés serem picados os camundongos
apresentavam tripomastigotas no sangue, os
quais - persistiam aproximadamente por 30
dias nos animais. A parasitemia observada
caracterizou-se por ser de baixa intensidade
. (5 a 7 parasitas por 5 mm® de sangue).

TABELA I

Infeccdo de glandulas salivares de R. ecuadorien-

sis, coletados em habitacSes humanas da locali-
dade de La Cienega, Provincia de Contumaza,
Cajamarca, Peru, 1972, naturalmente infectados

por T. rangeli, verificada pela transmissio a
camundongos através de picadas sucessivas
Resultado das picadas
N.»o do
Triatomineo 1a - 28 3.2
picada picada picada
1 — — m
2 — +
3 J— — —
4 — — -
5 — - —
6 — — m
7 — — —_
8 —_ — +
9 — + m
10 —_— —
11 —_ — —
12 — — —
13 — — m
14 +
15 — — —
16 — —_— _—
17 —-— +
18 — — ——
19 — — —
20 — — —
Total de .
triatomineos 20 17 12
usados
Triatomineos
com picada . 1 3 1
infectante

m = morto no decurso da experiéncia

Hemoculturas. praticadas aos 18, 30 e 50
dias apés o inicio da experiéncia foram po-
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sitivas, sendo observada a presenca de gran-
des massas de amastigotas. Xenodiagnosti-
cos realizados na mesma época resultaram
posmvos, com a presenca do parasita no tu-
bo digestivo dos insetos. Em nenhum dos
triatomineos empregados foram encontrados
flagelados na hemolinfa,

Disseccio dos triatomineos: Dos 5. triato-
mineos que transmitiram T. rangeli por pi-
cada, 4 puderam ser dissecados no final das
experiéncias. Todos eles- apresentavam a pa-
rede externa das glandulas salivares revesti-
das de uma grande quantidade de flagela-
dos. Ao serem rompidas observava-se que o
contetido liberado estava constituido por um
grande nimero de tripomastigotas metacicli-

" cos.. Fol negativo o exame das glandulas sa-
'jhvales dos 12 triatomineos restantes que
*&nfo transmitiram pela picada.

Verificacio das infecgbes mtesnnals
e -hemolinfdticas

A Tabela II mostra os resultados encon-
trados ap6s disseccdo de 16 R. ecuadoriensis.
Em 8 exemplares foi demonstrada a presen-
¢a de infeccdo pelo flagelado. Nao foi possi-
vel verificar invasdo hemolinfatica em 4 tria-
tomineos, embora apresentassem _intenso pa-
rasitismo intestinal.

Aspectos morfolégicos de.T. rangeli
no vector ~

As Pranchas I e II mostram os desenhos
das formas mais freqiientes do flagelado pre-
sentes na hemolinfa e glandulas salivares de
triatomineos naturalmente infectados, desta-
cando-se, entretanto, a presenca, na heémo-
linfa, de tripomastigotas metaciclicos com
morfologia bastante similar dqueles que sfo
encontrados nas glandulas salivares (Pran-
cha I, Figs. 12-21).

.Em esfregagos de glandulas salivares en-.
contram-se epimastigotas com formas irregu-
lares, alargadas e arredondadas, providas de
flagelo que contorna o parasita (Prancha
IT, Figs. 4-9) e tripomastigotas metaciclicos
em grande ntmero. Um achado interessante
foi o de tripomastigotas metaciclicos que su-
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TABELA II

Resultados da disseccdo dos 16 R. ecuadoriensis, coletddos em habitacdes humanas da
localidade de La Cienega, Provincia de Contumaza, Cajamarca, Peru, 1972, sobreviventes
das experiéncias da Tabela anterior e localizacfo verificada para os flagelados (T. rangeli)

Estéadio . -
. N'o_ evolutivo e Estémago Duodeno Intestx'no Hemolinfa Glapdulas
Triatomineo sex0 posterior salivares
2 N IV — — + + +
3 N IV — — — — —
4 N IV —_ + + _ o
5 N III — — — — —
T NV — + + — —
8 A F + + + + +
10 NV — — —_
11 A M — — . — —
12 N IV + + + — —
14 NV + +
15 NV — e — —
16 N IV - — —— — —
17 NV + — — + +
18 N IV + + +
19 N 1V — — — — —
20 NV Vv — — — — —
A = adulto N = ninfa
M’ = macho F = fémea

gerem formas em divisdo (Prancha II, Figs.
23-37). A impressio é de que, em todas
as glandulas observadas, as formas descritas
se encontrariam no citoplasma das células se-
cretoras glandulares ao passo que no lumen,
aparentemente, a quase totalidade dos flage-
lados esta constituida por. tripomastigotas me-
taciclicos. . :

DISCUSSAO

Embora Herrer & WYGODZINSKI ** tenham
assinalado, no Perd, a presenca de T. ran-
geli em exemplares de R. ecuadoriensis, s6
recentemente foram obtidas informages so-
bre ‘a prevaléncia de infecgbes naturais do
flagelado no tracto intestinal e hemolinfa de
triatomineos dessa espécie coletados em loca-
lidades da Provincia de Contumaza, Caja-
marca (CuBa & col.*). Nio tinham sido,
entretanto, até agora estudadas em detalhe,
.as caracteristicas da infeccio do R. ecuado-
riensis nas glandulas salivares;

Hoare *, referindo-se a adaptacdo mutua
entre parasita e hospedeiro invertebrado no
ciclo vital do T. rangeli afirma que ‘“apesar
de que o ciclo exiraintestinal é um fenome-
no inconstante, o éxito do seu estabelécimen-
to depende das diferentes respostas a infec-
cio observadas em diferentes espécies e ce-
pas geograficas de triatomineos, assim como
4 variacio na capacidade das diferentes ce-

" pas do parasita de desenvolver-se na hemoce-
le. De fato, considerando-se os trabalhos efe- -
tuados por Groor *?, D’ALEssaNDRO %, GOR-
6As MEMORIAL LABORATORY '%.%Y, D’ALEs-
saNpDrRO & ManpEL? e D’ALEssaNDrRoO &

“col. ®, verifica-se que foram assinaladas di-
ferencas de suscetibilidade na infeccdo natu-
ral de hemolinfa e glindulas salivares de R.
prolixus e R. pallescens. Justifica-se pois, que
tenhamos tentado e logrado demonstrar que
a espécie peruana, R. ecuadoriensis, apresen-
ta-se naturalmente infectada por uma cepa de
T. rangeli que completa o ciclo no inseto, o
qual é capaz, por sua vez, de transmitir o

flagelado por picada.
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Fig. 1 Contedds de plandaias salivares de R,

acpaderiensls natucalmente infectado com 4. ran-

geli,  mostrando um  tripomastigotn  metacielico
em  divigfio, 1500 x

A carvaclerizacio morfoligica do parasita
por nos estudado ¢ a sua disteiboicio no in-
selo vector demonstram que a cepa do Hage-
lado encontrada em K. ecuadoriensis nio di-
ferin, Lasicamente, de outras cepas estuda-
daz  em K. prolizus  (Pieavo &  col #7;
Groor ¥:  ZrLepdx *': [V ALEssanpro "
IYALessanpro & Manpen ™) e em R, pal-
lescens peloz pesquizsadores do Gorgas Me-
morial Laboratory . Um aspecto imporlan-
te da infeccio em K. ccuadoriensis que cons-
tilamos Toi o encontro de  tripomastigolas
metaciclicos na hemolinfa de exemplares na-
Iuralmente  infecladoz, fato assinalado  por
Topie* em infecchies experimentais e por
Cupa & col.! em insetos coletados na nabu-
reza,  Além disso, confirmamos as observa-
goes de Herrer ' e Gorgas Memorial La-
boratory ' que, respectivamente, no R ecra-

14

e
salivares em  Ehodnips scaadoriensis, Rew, Tost, Med: Lrogy,  Hita

Trpanosoind  rangelt, 1 — YVerlflcacio da in-

doriensis infeclado por ineculagin intraceld-
mica ¢ em K. pallescens do Panama natural-
mente infectados, assinalaram massas de epi-
mastignlas em ativa muliiplicacio aderidas
a parede externa das glindulas  salivares.
Consideram, os Gllimos Aulores, ser esse fe-
nomeno uma  caracteristica  importante  das
cepas panamenhas de T, rengeli, D' ALEssan-
o & Mavper T afirmam nunca haver ob-
servido csse fato em R prolivus da Colom-
bia com infeccio glandular natural

| BEERES
E“'hi:“!ﬂh'- |:I(‘HJ{'I']3I|I.‘ Hi!ul'["]]’("'lt]i'l'ltf'. catar rTes
lacionados com o mecani=mo de invasio das
glindulas & gque  segundo
Warkimg 2 o T, rengoli prodoziria um en-
gima que permibivia remover algnma sulbs-
taneia da membrana basal das glindolas; a
quantidade necessiria de enzima para propi-

zalivarcs

ciar o penetraciio do parasita seria aleancada
através das gprandes massas de parasitas ade-
ridos,

A presenca de tripomastigotus metaciclicos
em provavel divisdo bindria nas olandulas s
livares de  triatominess  [oi  relatada  por
D'Aressanpro * em K. neglectus ¢ 1. pro-
tracta experimentalmente infectados com uma
cepa Colombiana de T, rengeli. Constitui a
nossa ohservacio em K. ecuadoriensiz natu-
ralmente infectados um falo aparentements
ndo assinalado,  GreEwal ™ enconlron tripo-
masligolas sanguineos em divisio bindria em
esfregacos de sanoue de camundongos inflec-
tadoz por inoculagio de conteddo de glin-
dulas salivares de K. prolixus experimental-
mente infectados. Towre ** discutiv a possi-
bilidade de que bripomastizotas metaciclicos,
procedentes de material de cultura, quanda
injetados no vertebrado sejam detectados du-
rante os primeiros dias de infecgiio apresen-
tande evidéncia de divisio. A mesma To-
BIE Y. em ohservaches realizadas na lemo-
linfa de R. prolizus infectado por via hemo-
celdmica, ja havia comprovado a existénein
de  iripomastigotas  metaciclicos com  duplo
cinetoplasto, sugerindo divisdo. Nas nossas
observaghes, entretanto, nunca fomos Cifia-
#es de verificar a presenga dessas [ormas na
hemolinfa de insetos natural oo experimen-
talmente infectados,
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Prancha T — Infeccio natural de R, ecwadoriensis por T, rawgeli eslregaco de
hemoltinta, Figs, 1-2: Epimastigotas muitos longos. Figs 3-8: Formas de tran-
sicfho para tripomastigotas metaciclicos. Figs. 9-21: Tripomastigotas metacieli-
cos com grande variacio de tamanho, Coloracio pelo Giemsa. Desenhos €me
clmara-cli, e
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Prancha I — Infécgio naturnl de R, ecuodoriensis por 7. reagell.  FEsfregaco de conteddo

de glindulas sallvares, Figs. 1-3: Epimastigotas curtos, Flgs. 4-6: formas arredondadas

flageladas, Figs, 7-22: Diversas fases da formacio de tripomastigotas metaciclicos. Figs.

23-37: formas de tripomastigotas metaciclicos que sugerem divisio. Desenhos: em cAmara-
clara.
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SUMMARY

Study of a Peruvian strain of Trypanosoma

rangeli.

I — Verification of natural infec-

tion in salivary glands of Rhodnius ecuado-

. riensis

The natural infection of Rhodnius  ecua-

doriensis salivary glands by Trypanosoma
rangeli, in Peru, was detected by transmission
through the bite and dissection of infected

Triatomine bugs.

The parasite stages of de-

velopment in the haemolymph and salivary

glands

have been studied; some aspecis

found in the salivary glands strongly suggest
division of metacyclic trypomastigotes.
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