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ESTUDO DE UMA CEPA PERUANA DE TRYPANOSOMA RANGELI
IV — OBSERVACOES SOBRE SUA EVOLUCAO E MORFOGENESE NA
HEMOCELE E NAS GLANDULAS SALIVARES DE RHODNIUS
ECUADORIENSIS

César A. Cuba CUBA ()

RESUMO

Baseados nas observacbes de Rhodnius ecuadoriensis infectados experimental-
mente com uma cepa peruana de T. rangeli, ciclicamente mantida em um esquema
triatomineo-cobaia-triatomineo, sugerimos a seguinte seqiiéncia evolutiva do tripa-
nosomatideo na hemocele do vector: apés atravessarem a parede do tubo digestivo
e alingirem a hemocele os flagelados, aparentemente apresentam uma evolugdo
fora das células hemolinfaticas e outra no interior dos hemécitos: a) na evolu-
¢io extracelular, os epimastigotas curtos se dividiriam dando origem a “clusters”
de flagelados, dos quais se desprenderiam epimastigotas com potencialidade para
se diferenciarem em tripomastigotas longos ou, entfo, continuarem a formar as
grandes madssas® de flagelados; b) na evolucio intracelular, epimastigotas e/ou
tripomastigotas penetrariam nos hemdcitos, seriam transformados em “esferomastigo-
tas” que se multiplicariam e, posteriormente, por um processo de “vacuolizagio”
e “desenrolamento” originariam os tripomastigotas metaciclicos; essas formas infec-
tantes seriath liberados na hemolinfa por ruptura dos hemécitos. Nas glindulas
salivares de R. ecuadoriensis a seqiiéncia evolutiva seria a seguinte: epimastigotas
iniciariam ativa multiplicacio, provavelmente no interior das células glandulares;
a partir dessas formas se originariam “esferomastigotas”™ que, por processo seme-
lhante ao descrito para a evolugfo nos hemécitos, se diferenciariam em tripomas-
tigotas metaciclicos,
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Estudos relativos ao desenvolvimento e
“evolugio do Trypanosoma rangeli na hemo-
linfa e glandulas salivares de triatomineos
foram inicialmente efetuados por Groor?’
com uma cepa colombiana do flagelado em
Rhodnius prolixus. FEste assunto tem rece-
bido pouca atengdo, pois as investigagdes tém
- visado demonsirar o papel dos triatomineos
testados como vectores naturais ou potenciais
do T. rangeli** %23, Recentemente, To-
BIE ** estudou o desenvolvimento de uma ce-
pa venezuelana de T. rangeli inoculada no

hemocele de Rhodnius prolixus, descrevendo
a ocorréncia de um ciclo hemolinfitico com
formas extra e intracelulares (em plasmaté-
citos), assim como a existéncia de tripomas-
tigotas metaciclicos livres na hemolinfa. A
Autora representa esquematicamente sua in-
terpretagio do ciclo do flagelado na cavidade
geral do inseto. WATKINsS ** relata o encon-
tro de formas intracelulares do parasita na
parede das glindulas salivares de R. prolizus
e na maioria de ouiros tecidos do mesmo
triatomineo experimentalmente infectado, des-
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crevendo também formas do 7. rangeli no
interior dos hemdcitos.-

Com o fim de ajudar a explicar a prova-

vel seqiiéncia evoluiiva das formas de 7. ran-

geli na hemolinfa e nas glandulas salivares
do vector no Peru, Rhodnius ecuadoriensis,
foi realizado o presente trabalho.

MATERIAL E METODOS

A cepa peruana de T. rangeli tem sido
mantida seguindo o esquema de: triatomi-
neo-cobaia-triatomineo. Os R. ecuadorien-
sis utilizados provinham de uma colénia que
estabelecemos no Insetirio do Instituto Na-
cional de Endemias Rurais, Belo Horizonte,
Brasil, a partir de exemplares capturados no
Peru?® e conservados a 25°C = 1°C e umi-
dade relaiiva de 70-75%.

Cobaias jovens foram infectadas por pi-~
cadd de triatomineos que haviam demons-
trado previamente estar transmitindo o T.
rangeli. Os animais apresentaram geral-
mente 5-7 tripomastigotas por 5 mm? de san-
gue periférico. Em diferentes ocasides, lo-
tes de R. ecuadoriensis, criados em laboraté-
_rio, foram colocados para alimentar-se nos
referidos animais. Os que se recusavam a
fazé-lo. foram imediatamente eliminados. Os
triatomineos foram alimentados em pombos,
cada 15 dias, nas experiéncias com duragéo
superior a 30 dias. Os lotes de insetos in-
fectados foram mantidos nas mesmas condi-
coes de temperatura e umidade descritas.

Foram efetuados exames periédicos da he-
molinfa, obtida pelo método de D’ALESsaN-
DRO %, sendo os insetos positivos separados in-
dividualmente em caixinhas de papelo e
identificados. A observacio do material he-
molinfatico foi realizada durante todo o tem-
po de vida dos insetos positivos.

A infeccdo de glandulas salivares foi com-
provada através de experiéncias de transmis-
sdo por picada em camundongos.
tos que transmitiram foram isolados e poste-
riormente dissecados em diversos periodos de
tempo. Nas ninfas as glandulas salivares
foram extraidas por simples tragdo da por-
cio cefalica do inseto; nos adultos levan-
tava-se o pronoto e cortava-se a musculatu-
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Os inse- -

ra toracica dorsal e os corpos gordurosos do
inseto, puxando-se cuidadosamente a cabega
junto com as glindulas aderidas.

A hemolinfa e as glandulas salivares eram
observadas a fresco e depois coradas pelo
método de Giemsa apés hidrélise A&cida®.
Durante a observacio microscépica do mate-
rial, as formas mais representativas do pre-
sumivel ciclo do parasita foram desenhadas
com cAmara clara e fotografadas. Em al-
gumas ocasibes a evolugdo foi acompanhada
no microscopio de coniraste de fase e atra-
vés de esfregacos efetuados a intervalos cur-
tos (24-48 horas, aproximadamente).

RESULTADOS
1) Desenvolvimenio na hemolinfa

Baseados nas preparagbes obtidas de nu-
merosos exemplares de triatomineos exami-
nados em diferentes fases de infeccdo, pos-
tulamos o seguinte esquema de evolugio do
T. rangeli na hemolinfa:

Parece evidente que o ciclo se processa em
duas fases bem definidas: uma de evolucio
extracelular e outra de evolucdo intracelu-
lar ou. intra-hemocitiria. Aparentemente, a
primeira iniciaria o ciclo na hemocele, mas
a segunda se instalaria quase imediatamente,
ji4 que & possivel surpreender parasitas no
interior de células hemolinfaticas em infec-
coes bastante precoces.

A seqiiéncia provavel da fase extracelular
seria constituida pelo aparecimento de raros
epimastigotas curtos, grande parte deles em
divisdo binaria (Prancha I, Figs. 1-4). Em
seguida se apresentam epimastigotas forman-
do “clusters” a principio constituidos por pe-
queno nimero de flagelados (Prancha I, Figs.
5, 6 e 7; Prancha VII, Figs. 1-3). Esses
“clusters” de epimastigotas so aparentemen-
te originados pela divisio maltipla das orga-
nelas citoplasmaticas ‘(Prancha II, Figs. 1-3;
Prancha VII, Fig. 4) e evoluem até formar
massas gigantes de epimastigotas com aspec-
to emaranhado e que sdo encontrados geral-
mente na hemolinfa de insetos com infeccGes

mais antigas (Prancha VII, Fig. 5). Des-
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riensis.
Prancha I — Hemolinfa de R. ecuadoriensis experimentalmente infectados com 7. rangeli.
Formas hemolinfiticas extracelulares. Figs. 1-3 — Epimastigotas longos. Fig. 4 — Epi-
mastigotas em divisdo bindria longitudinal. Figs. 5-7 — “Clusters” de epimastigotas em
divisdo multipla. Figs. 8-14 -— Tripomastigotas longos. -Figs. '15-18 — Formas arredon-
dadas em “desenrolamento”. Figs., 19-22 — Tripomastigotas metaciclicos. Fig. 23 —. Tri-

pomastigota metaciclico sugerindo divisdo. Desenhos em- camara-clara.
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Prancha II — Hemolinfa de R. ecuadoriensis experimentalmente infectado com 7. rangeli.

Formas hemolinfiticas extracelulares. Figs. 1-3 — Massas de epimastigotas em aparente

divisdo multipla. Esfregaco por aposicdo de musculatura toracica. do inseto. Desenhos
em camara-clara. '
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Prancha III — Hemolinfa de R. ecuadoriensis experimentalmente infectado por T. rangeli.

Formas hemolinfaticas intracelulares. Figs. 1-3 — Epimastigotas em hemocitos. Fig. 4 —

Epimastigota e “esferomastigota”. Figs. 5-6 -— Formas flageladas em “enrolamento”.
Fig. 7 — “Esferomastigota” em provavel divisdo. Desenhos em camara-clara.
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Prancha IV — Hemolinfa de R. ecuadoriensis experimentalmente infectado por T. rangeli.

"Formas hemolinfaticas intracelulares. Fig. 1 — Tripomastigota e “esferomastigota” em

hemécito. Fig, 2 — “Esferomastigota” em aparente divisdo. Figs. 3-4 — Hemécitos com

varios “esferomastigotas”. Fig. 5 — Hemdcitos com formas de transicdio de epimastigotas

e “esferomastigotas”. Figs. 6-7 — Hemocitos com “esferomastigotas” vacuolados e tipicos

tripomastigotas metaciclicos. Esfregaco por aposicio de musculatura toracica do inseto.
Desenhos em camara-clara.
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Prancha V — Provivel sequéncia evolutiva do 7. rangeli em hemolinfa de R. ecuadoriensis
- experimentalmente infectado. I, a-h — Fase hemolinfdtica extracelular. II, A-E — Fase
hemolinfatica intra-hemocitdria. I, ¢ — Flagelados, provavelmente epimastigotas, passam
através da parede intestinal do inseto. b — Epimastigotas curtos se multiplicam por
divisdo binaria. ¢ — “Clusters” de epimastigotas formados por divisio multipla. d-e —
Grandes massas de epimastigotas em ativo processo de multiplicacdo. f — Diferenciacio
de ¢pimastigotas para tripomastigotas longos. g-h — Penetracio de epimastigotas e/ou
tripomastigotas nos hemdcitos. ‘I, 4-B — Epimastigotas e/ou tripomastigotas penetram
nos hemécitos, arredondam-se e formam “esferomastigotas”. € — “Esferomastigotas”
em divisdo. -D — “Esferomastigotas” com vacuolos. E — Ruptura do vacuolo dos “es-
feromastigotas”, formacfio e liberacfo de tripomastigotas metaciclicos.
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Prancha VI — Conteudo de glandulas salivares de R.. ecuadoriensis experimentalmente

infectado com 7. rangeli. Figs. 1-3 — Epimastigotas curtos. Fig. 4 — Epimastigotas

em divisdo. Figs. 5-15 — Formas arredondadas, alongadas, . flageladas. Figs. 16-18 —

Formas arredondadas, flageladas, em divisdo. Figs., 19-25 — “Esferomastigotas”. Figs.

26-30 — Tripomastigotas metaciclicos em divisdo. Figs. 31-35 — Tripomastigotas meta-
ciclicos tipicos. Desenhos em camara-clara.
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Prancha WVII — Hemolinfa de K. ecucdoriessis experimentalmente infectado com

T, rewgell.  Formas hemolinfitleas de evoluclio extracelular, Flg. 1 — Eplmastigotas
em divisio, Figs, 2-3 — "Clusters” de eplmastigotas, Flg, 4 — “Clusters” gigantes
de epimastigolas com organclas em aparentes divisio mallpla. Fig, & — Densas
massas de epimastigotas. Fig, 6 — Forma de bransicio entee epimastigota e tripo-

mastigota longo. 1500 =
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Prancha VIIT — Hemollnfa de B, ecuadoriensiy experimentalmentie infectado o¢om
7. vangeli. Formias hemolinfitieas de evolucio intracelular, Fig, 7 — Tripomastigotas
¢ “esferomastigotns”™ no interior de um hemdcito. Fig, 8 — Formas flageladas Ini-
clando o processo de “enrolamento”. “Esferomastigota™ em aparente divisio. Fig. 9
= Hembeltos com virios “esferomastigotas™. Fig. 10 — WVacuolizacio dos “eslero-
masligoias”™, wipomastigota em formacio. Flg 11 — Formas em transiclio enire “es-
feromastigotas™ e tripomaztigotas metaciclleoz. Flg, 12 — Tripomastigotas metacl-

clivos. 1500 =,
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Prancha IX Contetdo de glindulas sallvares de & ecxadorieesis  experimental-
mente Infectados com T, rasdgeli, Flg, 13 Maszsa e eplmastigoias, alguns. em
iivisao, Fig, 14 — Aparente arredondamento  gradual dos  epimasligolas e aliva
multiplicacio.  Fig, 15 Céula glandular com o ciloplasme apresentandoe  grande

quantidade de "esTeromastigotas”, slguns em  transicdo para  tripomasligotas melo-

cielicos. Fig. 16 Tripomastigotas metaciclicos. 1500 =,
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riensis.

‘sas massas se destacariam epimastigotas que
poderiam evoluir extra ou intracelularmente.
Os epimastigotas poderiam originar tripomas-
tigotas longos que sdo frequentemente encon-
trados na hemolinfa (Prancha I, Figs. 8-14;
Prancha VII, Fig. 6).

Quase paralelamente a fase anterior se de-
senvolve a fase intra-hemocitiria, observan-
do-se a presenga de tripomastigotas e/ou epi-
mastigotas no interior dos hemécitos (Pran-
cha III, Figs. 1-3; Prancha IV, Fig. 1; Pran-
cha VIII, Fig. 7). Posteriormente, esses
flagelados sofrem processo de “enrolamento”,
apresentando um flagelo nitido que percorre
internamente o citoplasma do parasita e fre-
quentemente se exterioriza contornando o
flagelado (Prancha III, Figs, 4, 5 e 6; Pran-
cha IV, Figs. 3, 4 e 5; Prancha VIII, Fig.
9) ; essas formas aparentemente se dividem
no interior das células hemocitirias (Pran-
cha 111, Fig. 7; Prancha IV, Fig. 2; Pran-
cha VIII, Fig. 8). O passo evolutivo se-
cuinte parece ser a formagdo de um va-
ctiolo nos “esferomastigotas” que gradual-
mente aumenta de tamanho (Prancha 1V,
Figs. 4 e 6; Prancha VIII, Figs. 10-11) até
se romper e dar origem a tipicos tripomas-
tigotas metaciclicos (Prancha IV, Figs. 6 e

7; Prancha VIII, Fig. 12), que seriam en-.

tdo liberados na hemolinfa depois da ruptura
das células hemolinfaticas.

Na Prancha V representamos  esquemati-
‘camente nosso conceito da provavel seqiiéncia
do desenvolvimento do 7. rangeli na hemo-
linfa de R. ecuadoriensis. Com certa fre-
guéncia sdo observados hemécitos apresen-
tando grande niimero de epimastigotas no
citoplasma. Nio fomos capazes de caracte-
rizar a provavel seqiiéncia evolutiva dessas
formas e nem verificar se elas dariam origem
a tripomastigotas metaciclicos, j4 que nunca
encontramos hemocitos contendo grande quan-
tidade de tripomastigotas metaciclicos, o que
sugeriria sua origem a partir dos epimasti-
gotas. Néo foi igualmente possivel esclare-
cer qual das formas encontradas na hemo-
linfa — epimastigotas, tripomastigotas lon-
gos ou tripomastigotas metaciclicos — seria
responsavel pela invaso das glandulas sali-
vares.
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glandulas salivares de Rhodnius ecuado-

2) Desenvolvimento nas glindulas
salivares

Em esfregagos de glandulas salivares re-
centemente invadidas é possivel verificar, no
citoplasma das células glandulares, uma
grande quantidade de epimastigotas curtos
(Prancha VI, Figs. 1-4), muitos deles alar-
gados, em ativa reprodugo e que acabam
por encher totalmente o citoplasma das cé-
lulas (Prancha IX, Figs. 13-14). TFormam-
se em seguida parasitas arredondados, pro-
vidos de flagelo, que tendem a criar um

vaciiolo, o qual, ao romper-se, origina um

tripomastigota metaciclico. Esse processo §,
aparentemente, muito semelhante ao que se
observa no interior dos hemécitos e que ja
foi descrito (Prancha VI, Figs. 5-25; Pran-
cha IX, Fig. 15).

Os tripomastigotas metaciclicos sdo lanca-
dos ao limen da glindula e sfo.vistos for-
mando pequenos “clusters” (Prancha IX, Fig.
16). Pensamos que eles podem. reproduzir-
se por divisdo bindria, j4 que nfo é raro
surpreender-se formas providas de dois cine-
toplastos e dois nicleos, o que sugere forte-
mente esse tipo de multiplicagdo (Prancha

VI, Figs. 26-30). .

DISCUSSAO

‘A maior parte das investigagdes sobre in-
fecgbes experimentais de T. rangeli na he-
molinfa e glandulas salivares de diversas es-
pécies de iriatomineos tém sido efetuadas
tendo, como objetivo principal, a investiga-
¢do da capacidade dos insetos em atuar co-
mo hospedeiro ou vectores do parasita. Es-
tudos sobre o desenvolvimento do T. rangeli
na hemolinfa e nas- glindulas salivares fo-
ram iniciadas por GrRooT ? que, pela primeira
vez, descreveu os aspectos morfologicos do
T. rangeli em R. prolixus. Nas infecgBes he-
molinfaticas precoces, assinalou o Autor epi-

‘mastigotas curtos e formas “tipo-leptomonas”

que predominavam sobre os tripomastigotas;
essas ultimas formas posteriormente aumen-
tavam de niimero; os parasitas eram encon-
trados livres na hemolinfa e, em algumas
ocasiges, no interior de células hemolinfa-
ticas. Posteriormente, segundo ZELEDON Y7,
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Groot refere que nas glindulas salivares re~
centemente infectadas se apresentam exclusi-
vamente elementos “leishmanioides”, formas
que- correspondem a promastigotas, epimasti-
gotas de vérios aspectos, formas reproduti-
vas de aspecto irregular e tripomastigotas
longos; nas glindulas salivares somente mais
tarde se encontram os tripomastigotas meta-
ciclicos. Mais recentemente, ToBIE ™, estu-
dando o desenvolvimento de T. rangeli na
hemolinfa de R. prolizus infectados por ino-
culacdo  de formas de cultura na hemocele,
postula um ciclo segundo o qual o parasita
passa por uma fase intracelular e outra ex-
tracelular.  Em nosso trabalho confirmamos
essas duas localizacbes do flagelado durante
a sua evolugdo na hemocele de R. ecuado-
riensis. A despeito da preconizada ativida-
de fagocitiria dos hemécitos*®, o parasita
evolui e se multiplica no interior dessas cé-
lulas de acordo com as observagBes ja assi-
naladas por ToBie?®® **, Alids, a existéncia
de formas livres e iniracelulares do parasita
ja ‘havia sido sugerida por CouriNHO &
NussENZWEIG 2 nos seus estudos experimentais
com uma cepa venezuelana de T. rangeli.
Em relacio as formas intracelulares, as nos-
sas observagbes divergem: das de GREWAL ®
e TosIig **  ‘que consideram as formas en-
contradas no interior dos hemécitos como
amastigotas; nos nossos achados, assim como
nos de CoutiNHO & NussENzWEIG?, as for-
mas citadas sio arredondadas e apresentam
um flagelo que nfio somente contorna o pa-
rasita como, em preparagdes bem coradas,
tem um nitido trajeto intracitoplasmaético.
Em nossa opinido, a denominagfo mais ade-
quada para essas formas seria, provavelmen-
te, a de “esferomastigotas”, de acordo com
a sugestdo de Brack ™.

Em nosso trahalho sugerimos a origem in-
tracelular dos tripomastigotas metaciclicos
presentes na hemolinfa, a partiv da diferen-
ciagio dos esferomastigotas, em contraposi-
¢do a origem exiracelular que ToBiE** su-
gere e que se faria por diferenciacio dos
pequenos epimastigotas liberados pelos hemo-
citos na hemolinfa. Por outro lado, nova-
mente divergindo ‘de Tobie, nfo considera-
mos que os amastigotas constituam o estddio

Ctivas e qualitativas

principal de divisio na hemocele, ja que ob-
servamos grande quantidade de epimastigo-
tas, em evidente divisdo mdltipla, livremente
disseminados na hemolinfa durante o trans-
curso da infeccio, fato também assinalado
por WaTkiNs ¥, E possivel que essa dis-
cordincia de interpretagfo derive da diversi-
dade de métodos empregados, ja que a ino-
culagio de formas de cultura na hemocele,
conforme faz ToBIE ™, pode resultar em um
desenvolvimento diferente daquele encontra-
do em insetos infectados por via natural, que
constitui o nosso material de estudo.

Desconhecemos, até agora, os fatores que
atuariam influenciando a seqiiéncia de dife-
renciagdo e multiplicacdo do 7. rangeli na
hemocele de triatomineos. Poderia ser in-
vestigado o papel desempenhado pelas dis-
tintas cepas de T. rangeli, espécie e estadios
dos triatomineos, tipo de alimentaglo utili-
zado como repasto, temperatura, umidade re-
lativa, etc. Estudos dos componentes pro-
téicos da hemolinfa de varias espécies de
triatomineos normais e infectados ja foram

realizados, observando-se diferengas quantita-
18, 11

O desenvolvimento do 7. rangeli nas glan-
dulas salivares de triatomineos tem sido es-
tudado, de modo sucinto, por diversos Au-
tores 12, 7, 16, 5, 6, 17, 8, 19, 15. Em alguns des_
ses trabalhos se assinala a existéncia de
formas evolutivas no citoplasma das células
glandulares ® 3, WATKINS 1%  descreve epi-
mastigotas amastigotas e formas “enroladas”
reproduzindo-se por divisdo bindria ou mual-
tipla, -enchendo rapidamente o citoplasma
das células glandulares. Outros investigado-
res, como GrooT 7, descrevem a presenca de
“elementos leishmanioides”, ou como HEr-
RER %, assinalam formas de reprodugdo do pa-
rasita no interior das células das glandulas
salivares e que foram consideradas por esse
Autor como amastigotas. Nossas observa-
coes demonstram que, em material obtido de
insetos com invasdo muito precoce das glin-
dulas salivares, é possivel encontrar, no cito-
plasma das células, epimastigotas em diver-
sas fases de multiplicagio e “esferomastigo-
tas” intracelulares a partir dos quais aparen-
temente se diferenciariam os tripomastigotas
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metaciclicos. Temos também a impresséo,
como GROOT’, que na luz das glindulas sa-
livares de insetos que previamente haviam
transmitido, em diferentes ocasides, a infec-
¢do por picada, a imensa maioria dos flage-
lados era constituida por tripomastigotas me-
taciclicos. o :

SUMMARY

Studies on a Peruvian strain of
Trypanosoma rangeli. IV — Observations
on its development and morphogenesis
in the haemocoel and salivary glands
of Rhodnius ecuadoriensis

Development of a Peruvian strain of T'ry-
panosoma rangeli in the haemocoel and sa-
livary glands of Rhodnius ecuadoriensis was
studied in the laboratory. The {flagellate
was cyclically in guinea pigs and the tria-
tomine in the following way: triatomine-gui-
nea pig-triatomine.

From the data obtained, the following
development cycles in the insect vector are
suggested: a) After crossing the wall of
the intestine and entering the haemocoel, the
flagellates may develop either in the "hae-
molymph (extracellular) or within the hae-
mocytes (intracellular). In the former ca-
se, stumpy epimastigotes divide to form
clusters of individuals which then separate to
either produce long irypomastigotes, or un-
dergo a further multiplication resulting in
large masses of epimastigotes. In- the case
of the intracellular cycle either trypomasti-
gotes or epimastigotes penetrate the haemo-
cytes where they become sphaeromastigotes
which then divide.” Metacyclic trypomastigo-
tes are then formed by a process of vacuo-
lisation and “unravelling” of the divide
sphaeromastigotes. These rupture the hae-
mocytes and enter the haemolymph; b) In
the salivary glands, active division of epi-
mastigotes probably occurs within the gland
cells. The sphaeromastigotes, so formed,
then ‘develop into metacyclic irypomastigotes
by the same process that occurs in the hae-
mocytes. o
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