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OBSERVAÇÕES SÔBRE O CICLO EVOLUTIVO DO TRYPANOSOMA CRUZI 

Luiz H. Pereira da Silva <l) 

RESUMO 

0 autor procura esclarecer alguns pontos controvertidos do ciclo evolutivo do 
Trypanosoma cruzi, referentes ao significado do polimorfismo e ao determinismo 
evolutivo do parasita nas fases inlra e extracelular do ciclo no vertebrado. 

Realizando observações "in vitro" em sangue citratado de camundongos ex- 
perimentalmente infectados com três cêpas diferentes de T. cruzi (Y, L e C), bem 
como no aparelho digestivo de triatomíneos, observou diferenças de comportamen- 
to entre os tripanosomas sanguícolas largos e os delgados em relação ao seu de- 
terminismo. 

Obteve o ciclo completo do parasita a partir apenas de formas sanguícolas 
largas isoladas por micromanipulaçâo e verificou a manutenção das características 
genéticas da morfologia da cêpa estudada, com o aparecimento de formas delga- 
das, intermediárias e largas no sangue periférico do camundongo inoculado apenas 
com largas. 

Estuda o polimorfismo das formas sanguícolas do parasita, relacionando-o com 
o polimorfismo das leishmânias intracelulares observadas em cultivo de tecido. Em 
cultivo de tecido estuda, ainda, o processo de desenvolvimento dos tripanosomas 
a partir das leishmânias, confirmando a existência de um duplo processo de gê- 
nese dos tripanosomas no vertebrado. 

INTRODUÇÃO 

Os trabalhos de Chagas 3, Hartmann ,6, 
Vi anima 34 e Brumpt 1 estabeleceram em li- 
nhas gerais o ciclo evolutivo do Trypanoso- 
ma cruzi. Certos aspectos dêsse ciclo per- 
maneceram, entretanto, controvertidos até ho- 
je, e o crescente número de observações con- 
trariando pontos de vista clássicos tornou ne- 
cessária desde há algum tempo uma revisão 
do problema. 

Os pontos mais discutidos do ciclo do pa- 
rasita referem-se à gênese e ao determinis- 
mo das formas em tripanosoma no vertebra- 
do, ao significado do dimorfismo, ou me- 
lhor, do polimorfismo dás formas sanguíco- 
las, à origem das formas melacíclicas e à 
existência ou não de ciclo esquizogònico e 
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de processo sexuado na fase evolutiva nos 
triatomíneos. 

De acordo com Delanõe & Delanòe 
formas de tripanosoma originam-se no ver- 
tebrado a partir das leishmânias por um pro- 
cesso de alongamento, com crescimento do 
flagelo no sentido longitudinal e migração 
do cinetoplasto para a extremidade posterior 
do parasita, havendo uma fase intermediá- 
ria de critídia. Mayer & Rocha Lima 20 

descreveram, entretanto, outro mecanismo de 
gênese dos tripanosomas, a partir das leish- 
mânias, por um processo de "desenrolamen- 
to": inicialmente o cinetoplasto se arredon- 
da, migrando para a periferia, o flagelo se 
desenvolve contornando o corpo arredonda- 
do do elemento leishmaniforme, verifican- 
do-se depois vacuolização da região entre o 
cinetoplasto e o núcleo com posterior ruptu- 
ra dessa região, formando-se uma incisura 
em V ou U e "desenrolando-se" então o tri- 
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0 esclarecimento do determinismo gené- 
tico das diversas fases do ciclo do parasita 
está, portanto, a nosso ver, na dependência 
de duas conquistas preliminares: 1) a de 
um meio de cultura sintético, corresponden- 
te aos meios difásicos atuais, no qual pos- 
sam ser controlados os fatores determinantes 
das diversas transformações que ocorrem na 
luz do intestino dos triatomíneos; 2) no 
aperfeiçoamento dos métodos de cultivo de 
tecido infectado pelo T. cruzi, de modo a 
permitir a manutenção do mesmo com meios 
nutritivos também sintéticos e a exploração 
do metabolismo do parasita. 

Êsses objetivos preliminares não têm ape- 
nas um interêsse direto para o esclarecimen- 
to do ciclo evolutivo do flagelado, mas um 
interêsse biológico muito mais geral, qual 
seja o de permitir o estudo dos fenômenos 
de metamorfose e reprodução de protozoá- 
rios. E, além do interêsse puramente bio- 
lógico, tem enorme alcance prático. O co- 
nhecimento do metabolismo do T. cruzi per- 
mitirá orientação segura na pesquisa de anti- 
metabólitos eficazes, aliás já registrados por 
Castellani & Fernandes2, Yoneda & col.37 

e Silva & col.33, podendo levar a melhores 
resultados na quimioterapia da doença de 
Chagas do que a pesquisa empírica de me- 
dicamentos ativos contra o T. cruzi, que até 
hoje não conduziu a resultados úteis. 

No presente trabalho reunimos algumas in- 
formações que obtivemos das observações que 
vimos realizando há alguns anos, sôbre o ci- 
clo evolutivo do T. cruzi. 

Abordamos, dentre os vários aspectos con- 
trovertidos do ciclo do parasita, um que nos 
despertou particular interêsse: o problema 
do polimorfismo do T. cruzi no vertebrado. 
Procuramos estudar diferenças de comporta- 
mento biológico entre as formas de tripano- 
soma, relacionando o polimorfismo dos ele- 
mentos sanguícolas com a morfologia das for- 
mas intracelulares e com o processo de gê- 
nese dos tripanosomas em cultivo de tecido. 

Acreditamos que nossas observações pos- 
sam ser úteis aos que se interessam pela 
questão, por focalizar certos aspectos dá evo- 
lução do parasita e chamar a tenção para 
as técnicas que julgamos necessário desen- 

volver para aprofundar o conhecimento do 
problema. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Estudo das formas sanguícolas do 
Trypanosoma cruzi 

O estudo das formas sanguícolas do T. 
cruzi foi por nós realizado com três cêpas 
de origem humana. A cêpa Y (Silva & 
Nussenzweig 32), a cêpa L e cêpa C, tôdas 
isoladas por xenodiagnóstico de casos agu- 
dos da doença de Chagas, a primeira em 
1950 e as outras em 1952. Desde então as 
mesmas vêm sendo mantidas em camundon- 
gos brancos de cêrca de 1 mês de idade, por 
meio de repiques sucessivos cada 8 a 14 
dias. 

Para observação da evolução '"in vitro"' 
das formas sanguícolas, puncionamos o co- 
ração dos camundongos infectados com se- 
ringa de 1 ml, contendo 0,2 a 0,3 ml de so- 
lução de citrato de sódio a 3,8%; a mistu- 
ra sangue-citralo era colocada em tubo de 
ensaio e deixada em temperatura ambiente 
ou em geladeira a 60€. 

Para a observação da evolução em triato- 
míneos, utilizamos ninfas do S' estádio ou 
adultos do Rhodnius prolixus, criados em la- 
boratório. Fazíamos os insetos sugarem ca- 
mundongos altamente infectados e, após tem- 
po determinado, procedíamos à dissecçâo de 
seu aparelho digestivo pela técnica descrita 
por Dias9. 

As amostras de sangue colhidas foram em 
todos os casos submetidas a exame a fresco, 
em microscópio de fase, com cêrca de 800 
aumentos, e após fixação pelo álcool meti- 
lico e coloração pelo May-Grünwald-Giemsa 
segundo a técnica de Cotrim & Ramalho 6. 

Algumas experiências foram feitas no sen- 
tido de isolar formas delgadas e largas por 
micromanipulação. Para isso separávamos 
primeiramente as formas sanguícolas das he- 
mácias e leucócitos, por centrifugação fra- 
cionada (Muniz & Freitas24), obtendo sus- 
pensões muito ricas dêsses elementos que 
eram colocados em pequenas gotículas em 
câmara de óleo (FonbrUNE14) e depois iso- 
lados e injetados com microsseringa na ca- 
vidade periloneal de camundongos recém- 
nascidos, após ligeiro pique cora tesoura. 
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obstruindo-se imediatamente o orifício, feita 
a inoculação, com uma gôta de colódio. 

Observações em cultivo de tecido 

A maior parle dessas observações foi fei- 
ta em cultivo pelo processo clássico de Car- 
rel, em gôta pendente, de fragmentos de 
miocárdio ou cérebro de embrião de galinha 
infectados pelo T. cruzi, de acordo com as 
técnicas de Romana & Meyer 31 e Meyer & 
Oliveira 22. 

Utilizamos também duas cêpas de T. cruzi, 
a cêpa L, por nós adaptada ao cultivo de te- 
cido diretamente a partir de formas sanguí- 
colas de camundongos infectados, e uma cê- 
pa gentilmente fornecida pela Srta. Hertha 
Meyer em fragmentos de embrião de Gallus, 
isolada a partir de cultura em N.N. e desde 
agosto de 1957 mantida em cultivo de te- 
cido. 

As observações "in vivo" do cultivo foram 
realizadas em microscópio de fase com 800 
aumentos. Posteriormente as culturas eram 
fixadas "in totum" em Bouin e coradas pelo 
Giemsa. 

Fizemos algumas tentativas de manuten- 
ção do T. cruzi em "HeLa cells" e em célu- 
las de miocárdio de macaco, ambas as cêpas 
destas células fornecidas pelo Dr. Renato Pi- 
za Carvalho. A manutenção dessas células 
em nosso laboratório foi feita de acordo com 
as técnicas habituais, utilizando-se para a 
"HeLa" meio com 20'% de sôro humano, 
10% de solução de hidrolisado de lactoal- 
bumina a 5% e 70% de solução de Hanks; 
e para a célula de coração de macaco meio 
com a mesma constituição, substituindo po- 
rém o sôro humano por sôro de vitelo. A 
contaminação das culturas com o T. cruzi 
foi feita semeando-as ainda recém-prepara- 
das com suspensão muito rica em formas 
sanguícolas lavadas e ressuspensas em solu- 
ção de Hanks. 

RESULTADOS 

Morfologia das formas sanguícolas 

As três formas de tripanosornas sanguíco- 
las descritas ordinàriaraente foram por nós 
observadas no sangue periférico de camun- 
dongos jovens infectados. Julgamos que nas 

preparações coradas o que mais caracteriza 
as formas delgadas é a posição relativamen- 
te afastada do cinetoplasto da extremidade 
posterior, o aspecto sinuoso do corpo do pa- 
rasita, o flagelo livre curto e o núcleo di- 
fuso, representado por grânulos dispostos em 
faixa ocupando grande parte da região mé- 
dia do citoplasma e continuando-se muitas 
vezes por uma série de grânulos, em geral 
dispostos em série linear até próximo à ex- 
tremidade anterior do parasita (Fig. 1). Já 
nas formas largas o cinetoplasto é bastante 
próximo da extremidade posterior, o núcleo 
é ovóide e mais denso e o flagelo livre mais 
longo (Fig. 2). As formas intermediárias 
têm caracteres intermediários (Fig. 3). 

Encontramos com relativa freqüência for- 
mas largas pequenas, medindo desde 13 p. 
de comprimento total e entre estas e as for- 
mas largas maiores que medem cêrca de 20 
a 22 p, observamos tôda uma gama de va- 
riação. Nessas formas largas pequenas (Fig. 
4) o que nos chamou a atenção foram a di- 
mensão relativamente grande do núcleo, de 
aspecto mais difuso, em relação ao citoplas- 
ma e a forma cm C fechado que geralmente 
apresentam. Sua freqüência aumenta nos 
surtos de ascensão da parasitemia. 

A distinção dessas formas pode ser feita 
fàcilmente a fresco em microscópio de fase 
pelas dimensões e . tipos de movimento. Foi 
aliás o método que utilizamos para contagens 
diferenciais. As formas delgadas apresen- 
tam um movimento direcional rápido deslo- 
cando-se com grande velocidade no campo 
microscópico. A agitação intensa do flage- 
lo dá a impressão de um movimento vibra- 
tório do parasita, sendo a extiemidade pos- 
terior rígida, pela situação mais afastada do 
cinetoplasto. As formas largas apresentam 
movimentos de agitação e contorção que atin- 
gem todo o comprimento do parasita mas 
êstes delocam-se pouco no campo microscó- 
pico, sem movimento direcional, a não ser 
quando a espessura do preparado é muito 
pequena, movendo-se então entre as hemácias 
em ondulações lentas. 

As três cêpas de Trypanosoma cruzi com 
que trabalhamos, mantidas em camundongos, 
apresentam aspectos diferentes no que diz 
respeito à morfologia das formas sanguíco- 
las. Numa delas, a cêpa Y, as formas del- 
gadas são muito freqüentes no início da in- 
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Pií/- ' — TripoMoiioina «anj/MicoIa delgado. Sangue de camundongo in/ecl«<(o 
por T. cruzl — ripa Y (X 1500). 

Pi.o. 2 — Trlpanoimma eangnleola largo. Sangue de camundongo in/etlndo 
por T. cruzl — ripa L «X2000). 

Fig. .1 — Trlpanonoma sangilícola intermediária. Sangue de camundongo 
infetado pelo T. cruzl — cepa Y (x 1500). 

Fig. 4 — TrlpnnoKomu nanguírola largo pequeno. Sangue de camundongo 
infetado pelo T. cruzl — ripa L (X2000). 

fecção, predominando sôlire as formas inter- 
mediárias e largas, permanecendo em níveis 
elevados ale depois do 10" dia a partir da 
inociilação. caindo a seguir gradativamente 
a níveis baixos mas sendo sempre encontra- 
das, enquanto as formas largas, de início 
raras, vão aumentando em número no fim 
da infecção (Quadros I e II). Interessante 
é verificar que as formas intermediárias se 
apresentam também em níveis elevados en- 
quanto as formas finas são abundantes cain- 
do o seu número conjuntamente com o das 
formas delgadas. 

Já nas cepas L e C. as formas delgadas 
só surgem no início da infecção, em baixo 
número, ao lado de formas intermediárias 
mais abundantes, que permanecem mais tem- 

po presentes no sangue. As formas largas 
predominam desde o início e depois de al- 
gum tempo são praticamente as únicas en- 
contradas no sangue circulante (Quadros III 
e IV). 

Infecção em camundongo a partir de formas 
isoladas por micromanipulaçõo 

Como foi visto acima, nas cepas /, e C, a 
partir de certa fase da infecção. a predomi- 
nância de formas largas no sangue é quase 
absoluta. Torna-se fácil, portanto, o isola- 
mento de formas largas porque o número 
de formas intermediárias, ou sôbre as quais 
se tem dúvida, é pequeno. Fizemos várias 
tentativas de inorulação de formas largas iso- 
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QUADRO I 

Evolução da intecção de camundongos inoculados com T. cruzi (cêpa Y), quanto à 
proporção das diferentes formas sanguícolas — Repique 63YB 

N' de dias a 
partir da ino- 

culacão 

N' de 
camundongos 
examinados 

N' de 
tripanosomas 

contados 

Porcentagem de tripanosomas 

finos intermediários largos 

5 3 101 89 8 3 
6 3 300 46,5 47 6,5 
7 3 347 69 30 1 
8 3 316 70 27 3 
9 3 289 47 43 7 

10 3 316 22 75 3 
11 3 319 15 81 4 
12 2 200 14 78 8 

QUADRO II 

Evolução da iníeccão de camundongos inoculados com T. cruzi (cêpa y), quanto à 
proporção das diferentes formas sanguícolas — Repique 132YB 

N" de dias a 
partir da ino- 

culacão 

N' de 
camundongos 
examinados 

N' de 
tripanosomas 

contados 

Percentagem de tripanosomas 

finos intermediários largos 

14 3 300 1 5 94 
16 3 300 1 4 95 
18 3 200 1 4 95 
20 2 200 1 2,5 96,5 

QUADRO III 

Evolução da infecção de camundongos inoculados com T. cruzi (cêpa L), quanto à 
proporção das diferentes formas sanguícolas — Repique 70L 

N" de dias a 
partir da ino- 

N" de 
camundongos 
examinados 

Nf de 
tripanosomas 

contados 

Percentagem de tripanosomas 

culação finos intermediários largos 

4 3 9 10 30 60 
5 3 10 — 40 60 
7 3 66 5 25 70 
8 3 138 3 30 67 
9 3 134 1 28 71 

11 3 228 0,5 10 89,5 
12 3 227 0,5 9 90,5 
14 1 102 — 10 90 
15 1 100 — 4 96 

105 



SILVA, L. H. l'. da — Observaç.Oes sôbre o ciclo evolutivo do Trypanosoma crusi. Rev. Inst. Med. 
trop. São Paulo 1:99-118, 1959. 

QUADRO IV 

Evolução da Infecção de camundongos inoculados com T. cruzi (cêpa C), quanto ã 
proporção das dlíerentes formas sanguicolas — Repique 45C 

N° de dias a 
partir da ino- 

culação 

N' de 
camundongos 
examinados 

W» de 
tripanosomas 

contados 

Percentagem de tripanosomas 

finos intermediários largos 

6 3 99 3 14 83 
7 3 309 11 89 
8 3 321 1 20 79 
9 3 314 0,5 6,5 93 

IO 3 307 0,5 4,5 95 
11 3 300 — 3 97 
12 2 245 — 4 96 
13 2 200 — 0.5 99,5 
14 2 175 — — 100 
15 1 100 — 2 98 
16 1 100 — — 100 

ladas com o micromanipulador de Fonbrüne 
e inoculadas na cavidade peritoneal de ca- 
mundongos recém-nascidos, mas só tivemos 
sucesso numa ocasião em que isolamos e ino- 
culamos 180 tripanosomas seguramente lar- 
gos. A infecção sangüínea no camundongo 
inoculado dêsse modo manifestou-se após pe- 
ríodo pré-patente de 12 dias e desenvolveu-se 
de acordo com o que se pode ver no Qua- 
dro V. Foram encontradas formas interme- 
diárias e mesmo formas delgadas nos 17ç e 
219 dias da infecção. No 319 dia o camun- 
dongo foi sacrificado, o sangue colhido por 
punção cardíaca e inoculado em mais 3 ca- 

mundongos de cerca de 1 mês. A infecção 
desenvolveu-se com facilidade e a contagem 
diferencial das formas sanguicolas acha-se 
expressa no Quadro VI. Se compararmos 
os Quadros IV e VI, o primeiro represen- 
tando a distribuição normal na cêpa C e o 
segundo representando a distribuição nas in- 
fecções obtidas a partir apenas de formas 
largas, veremos que são sensivelmente seme- 
lhantes, mostrando que foram mantidas as 
características genéticas da cêpa e que as 
formas delgadas podem se originar indire- 
tamente das formas largas após ciclo teci- 
dual. 

QUADRO V 

Evolução da infecção de camundongo Inoculado com 180 formas largas de T. cruzi (cêpa CO, 
isoladas por mícromanlpulação (1» passagem) 

N° de dias a 
partir da ino- 

culacão 

N' de 
tripanosomas 

contados 

Percentagem de tripanosomas 

finos intermediários largos 

12 4 100 
13 10   30 70 
14 50 — 6 94 
15 100 — 8 . , 92 
17 87 1,5 3,5 95 
18 68 — 2 98 
19 63 — 5 95 
20 100 — 3 97 
21 100 2 3 95 
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QUADRO VI 

Evolução da infecção de camundongos inoculados com T. cruzi (cêpa C), quanto à 
proporção das diferentes formas sanguicolas — Camundongos infectados a partir de 

formas largas isoladas por micromanípulação (2» passagem) 

N' de dias a 
partir da ino- 

culação 

N' de 
camundongos 
examinados 

N' de 
tripanosomas 

contados 

Percentagem de tripanosomas 

finos intermediários largos 

6 3 108   12 88 
7 3 196 0.5 8,5 93 
8 3 265 2 20 78 
9 3 250 — 2 98 

10 3 257 — 5 95 
11 2 200 — 1,5 98,5 
12 2 200 — 1,5 98.5 
13 2 200 — 2 98 
14 2 200 — 2,5 97,5 
15 2 200 — 2 98 
16 

1 100 — 1.5 98,5 

0 mesmo sucesso não tivemos com as for- 
mas delgadas. 0 isolamento de formas del- 
gadas apresenta em nosso material maior 
dificuldade porque a predominância absolu- 
ta das mesmas só se faz no início da infec- 
ção da cêpa Y, quando a parasitemia é re- 
lativamente escassa, sendo então difícil reu- 
nir por isolamento individual no micromani- 
pulador número suficiente de elementos para 
conseguir a infecção. Por outro lado, a exis- 
tência de formas intermediárias dificulta a 
seleção, exigindo grande cuidado, o que pro- 
longa a operação e pode afetar a vitalidade 
dos tripanosomas. Conseguimos assim ino- 
cular no máximo 63 formas delgadas na ca- 
vidade peritoneal de camundongos, sem que 
estes tivessem contraído infecção. 

Obtenção do ciclo completo a partir de 
formas largas 

Para verificar a possibilidade de se con- 
seguir o ciclo completo no vertebrado e nos 
triatomíneos a partir das formas largas san- 
guicolas isoladas, realizamos a seguinte ex- 
periência : 

Tomamos 2 grupos de 3 ninfas de Rhod- 
nius prolixas de 5'' estádio. Fizemos o pri- 
meiro grupo alimentar-se no camundongo que 
havia adquirido infecção a partir da inocu- 
lação de formas largas da cêpa C, isoladas 

por micromanípulação. O segundo grupo de 
triatomíneos alimentou-se em um camundon- 
go com cêpa C normal, que apresentava pa- 
rasitemia de nível equivalente. Após 17 
dias de manutenção dos insetos em estufa 
a 28"C inoculamos em camundongo o con- 
teúdo intestinal dos mesmos diluído em sa- 
lina contendo penicilina aquosa na concen- 
tração de 1000 U.O./ml. 

Dois camundongos inoculados com con- 
teúdo intestinal do primeiro grupo de tria- 
tomíneos adquiriram a infecção mas não 
puderam ser observados muitos dias, pois 
morreram precocemente, provavelmente por 
infecção bacteriana. Entretanto conseguimos 
verificar, após período pré-patente de 6 dias, 
no sangue dos animais inoculados, a pre- 
sença de formas delgadas, intermediárias e 
largas, demonstrando-se a possibilidade de 
obtenção do ciclo completo do parasita a 
partir das formas sanguicolas largas. 

Os camundongos inoculados com o con- 
teúdo intestinal do segundo grupo de tria- 
tomíneos contraíram a infecção que pôde 
ser acompanhada até o 219 dia a partir da 
inoculação. Foi curioso então observar que 
as formas delgadas se apresentaram em pro- 
porção relativamente elevada no início da 
infecção, atingindo mesmo 55% do total no 
9" dia, contrastando nitidamente com o nor- 
malmente observado na cêpa. Depois do 
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129 dia a distribuição das formas sanguí- 
colas tornou-se igual à habitualmente obser- 
vada, assim permanecendo até o fim da in- 
íecção por morte dos camundongos. 

Determinismo evolutivo das jormas 
sanguícolas 

A. — Evolução das formas largas "in vi- 
tro" em sangue cilratado. — Foram feitas 
três experiências com a cêpa L e uma com 
a cêpa Y, observando-se periodicamente a 
fresco e em preparações coradas, de 0 até 
94 horas. Nas três experiências com a cêpa 
L as formas largas no sangue predominavam 
de forma absoluta, enquanto na experiência 
com a cêpa Y representavam 64% do total. 
Numa das experiências, parte do material 
foi mantido a 60C em geladeira. De resto 
o material foi mantido em temperatura am- 
biente do laboratório. 

Observamos com constância a evolução 
das formas largas para elementos critidiíor- 
mes e leishmaniformes. Essa evolução pode 
ser acompanhada a fresco e caracteriza-se, 
como já foi assinalado por Chagas, Brümpt, 
Dias e Elkeles pelo alargamento da por- 
ção anterior, migração do cinetoplasto para 
posição justa-nuclear ou anterior e encurta- 
mento do flagelo livre. 0 flagelo aparente- 
mente se espessa nesse processo de encurta- 
mento. A extremidade posterior do parasi- 
ta se arredonda enquanto a anterior perma- 
nece afilada. A movimentação dos flagela- 
dos vai diminuindo e, quando a transforma- 
ção para elemento critidiíorme se completa, 
o movimento é lento, fazendo-se à custa da 
membrana ondulante e do curto flagelo livre, 
desaparecendo pràticamente as contrações do 
corpo do parasita. Existe grande tendência 
à aglomeração das formas, quer entre si, 
quer a hemácias ou aglomerados de pla- 
quetas. 

Estas transformações se iniciam precoce- 
mente; observações com 6 horas mostram 
já as formas largas com movimentos mais 
lentos e tendência à aglomeração. Nas pre- 
parações coradas vemos que com 16 horas 
a maioria dos tripanosomas já evoluiu para 
elementos critidiformes, embora o cineto- 
plasto permaneça arredondado como o dos 
tripanosomas. Nas preparações com 48 ho- 
ras na maioria dos elementos nota-se a trans- 
formação do cinetoplasto que toma a forma 

de bastonete semelhante ao das critidias 
(Fig. 5). 

As pequenas formas largas parecem ter a 
mesma capacidade evolutiva que as formas 
grandes. Pudemos observar nelas as mes- 
mas fases de evolução resultando elementos 
critidiformes e leishmaniformes também me- 
nores. 

Observamos algumas vêzes nas preparações 
coradas, desde 16 horas, elementos arredon- 
dados que parecem ter evoluído diretamente 
de tripanosoma para leishmânia por enro- 
lamenlo do flagelo em torno do parasita. 
Em material mantido em geladeira a 60C 
observamos com muito mais freqüência essas 
formas, inclusive "in vivo". 

Também foi observado um terceiro pro- 
cesso de evolução das formas largas, seme- 
lhante ao verificado por Muniz & Freitas 24 

sem migração do cinetoplasto, por alarga- 
mento do corpo, deslocamento do núcleo pa- 
ra a região anterior, desaparecimento da 
membrana ondulante, tornando-se o flagelo 
um apêndice prêso à massa do citoplasma. 
Tal tipo de evolução foi observado apenas 
quando o sangue infectado era mantido a 
60C. 

B. — Evolução das formas delgadas "in 
vitro" em sangue citratado. — Foram rea- 
lizadas 4 experiências com a cêpa Y, fazen- 
do-se do mesmo modo observações a fresco 
e em preparações coradas, de 0 a 96 horas 
depois da colheita. 

Não observamos a evolução das formas 
delgadas no sentido da descrita para as for- 
mas largas. Nas observações a fresco veri- 
ficamos que ao menos a maioria delas per- 
manece com boa motilidade, sem alterações 
morfológicas, conservando boa vitalidade nos 
2 ou 3 primeiros dias e depois perdendo-a 
gradativamente. A partir do 49 dia nota- 
mos algumas vêzes aglomeração das mesmas. 
Antes dêsse tempo não encontramos formas 
delgadas unidas, ao contrário do que ocorre 
com as largas que precocemente se agluti- 
nam. Até o 49 dia foram observadas for- 
mas delgadas com morfologia pràticamente 
inalterada (Fig. 6) e sem sinal de transfor- 
mação para forma larga no que diz respeito 
à posição do cinetoplasto, largura do cito- 
plasma e estrutura do núcleo. Nesse tempo 
a evolução das formas largas para elementos 
critidiformes e leishmaniformes já se com- 
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Fifi. 5 — formas evolutiva* do T. cruzi — rrpa I. — cm sunpuc citralado "in cifro' apõ* 
}8 horas ile permanência em temperatura ambiente. (Desenho cm câmara ciara 
X1000). 

fiff. 6" — formas de Iripanosomas dei nados do T. cruzi — cepa Y — após 4 dias de per- 
manéncta em (emperafiira ambiente no sanpHe clfrafado 'in cifro". (Desenho 
em câmara clara x 1000). 

fifl. 7 — formas ecoiuficas do T. cruzi — répa I. — com ZJ Aoras de permanência no 
estômago do triatomineo. Elementos eritidiformes com cinetoplasto redondo ou 
em barra, Iripanosomas ainda não evoluídos e elementos leis/imaNi/ormes flage- 
lados. (Desenho cm câmara claro X1000). 

Pig. d — formas eco/u tiras do T. cruzi — cepa I. — com 48 Aoras de permanência ao 
estômago do triatomineo. Ausência de Iripanosomas; critidias e elementos leisA- 
manifnrmes com c sem flagelo livre abiindantcs. (Desenho cm câmara ciara 
x 1000). 

Pig. 9 — Formas evolutivas do T. cruzi — cêpa Y — com 48 Aoras de permanência no 
estômago do triatomineo. Predominam ainda as formas delgadas com mor/ologla 
conservada, notando tendência õ aglutinação, (Desenha em câmara clara xlOOO). 

Pig. 10 — Idêntica à anterior, com 71 horas. Permanência, ainda, de maioria de elementos 
com morfologia de Iripanosomas, aglutinados muitos dêles, de dimensões redu- 
zidas em relação às formas songuíro/as Iniciais. Critidias fã ronstituldas. IDe- 
senho em câmara clara x 1000). 
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pletou. Em material mantido em geladeira, 
quando então a hemólise era evitada, obser- 
vou-se a permanência de formas finas com 
boa vitalidade até 7 dias, sem alterações 
morfológicas. 

Nas observações a fresco e nas prepara- 
ções coradas, pudemos observar que no mes- 
mo material em que as formas delgadas per- 
maneciam inalteradas as formas largas so- 
friam as mesmas transformações descritas 
no item anterior. 

C. — A evolução das formas largas no es- 
tômago do trialomíneo foi a mesma observa- 
da "in vitro". As observações a fresco com 
6 horas mostraram já uma diminuição da 
motilidade dos tripanosomas e após 16 ho- 
ras muitos dèles apresentavam alterações pa- 
ra elementos critidiformes. Com 24 horas 
os tripanosomas eram ainda encontrados em 
pequeno número, mas eram muito raros com 
48 horas. A migração do cinetoplasto e os 
outros fenômenos descritos puderam ser veri- 
ficados muito bem em preparações coradas. 
Também a forma do cinetoplasto em basto- 
nete se tornou freqüente nos elementos após 
48 horas de permanência no estômago. A 
transformação de elementos critidiformes pa- 
ra elementos leishmaniformes com ou sem 
flagelo livre foi observada principalmente 
dentro de 48 a 72 horas. Entretanto, já 
com 48 horas, observamos no duodeno de 
alguns insetos abundantes formas de crití- 
dias em divisão, de morfologia semelhante 
às das formas encontradas no estômago e 
oriundas diretamente dos tripanosomas san- 
guícolas (Figs. 7 e 8). 

A transformação direta de tripanosomas 
em elementos leishmaniformes por enrola- 
mento do flagelo em tôrno do parasita foi 
também verificada no estômago dos triato- 
míneos a partir de 16 horas de permanência. 

Em outras observações, verificamos que 
após 5 e mesmo 7 dias da alimentação in- 
fectante, encontram-se no estômago dos tria- 
tomíneos elementos critidiformes e leishma- 
niformes semelhantes aos descritos no mate- 
rial com 72 horas de permanência, sem si- 
nais de divisão. 

D. — Evolução das formas delgadas nos 
triatomíneos. — Foram realizadas três expe- 
riências e feitas observações com 16 a 96 

horas. Duas experiências foram efetuadas 
com a cêpa Y e uma com a L. 

Se a evolução das formas largas "in vi- 
tro" foi pràticamente a mesma observada nos 
triatomíneos, o mesmo não podemos dizer 
em relação às formas delgadas, pois embora 
lenha havido certo paralelismo, êste foi me- 
nos pronunciado. Realmente tivemos difi- 
culdade em interpretar muitas formas encon- 
tradas. 

Pelo exame a fresco observamos formas 
delgadas bem conservadas até 24 horas de 
permanência, quando já não observamos for- 
mas largas do tipo sanguícola, as quais es- 
tavam tôdas evoluindo para elementos criti- 
diformes. As preparações coradas com 24 
e 48 horas mostraram formas delgadas bem 
conservadas, ao lado de maior abundância 
de tripanosomas mais curtos e mais grossos 
que podem ter sido derivados das formas 
delgadas (Fig. 9). Êsses pequenos tripano- 
somas constituíram a maioria das formas li- 
vres ou aglomeradas, nas observações com 
48, 72 e 96 horas, cora exceção naturalmen- 
te das que apresentavam evolução caracterís- 
tica das formas sanguícolas largas. Não 
conseguimos verificar se estas formas são ca- 
pazes de continuar sua evolução. Temos a 
impressão de que a maior parte delas se aglo- 
mera e degenera depois de 72 a 96 horas. 

Nas observações com 48 e 72 horas, além 
da aglomeração de vários elementos, verifi- 
camos o emparelhamento dêsses pequenos tri- 
panosomas com aparente fusão de seu cito- 
plasma (Figs. 9 e 10). 

Embora ficássemos com várias dúvidas 
quanto à evolução das formas delgadas três 
fatos foram mais claros: 

1. O número de formas que evoluíram 
para elementos critidiformes no material con- 
tendo formas delgadas e largas foi, nas ex- 
periências, proporcional à quantidade de for- 
mas largas existentes inicialmente. 

2. O número de formas que mantiveram 
a morfologia de tripanosoma até 96 horas 
de observação foi também proporcional à 
quantidade de formas delgadas existentes ini- 
cialmente. 

3. As formas delgadas apresentaram-se 
com morfologia igual à observada no san- 
gue até 48 horas depois de permanecerem 
no estômago dos triatomíneos. 
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Morjologia e evolução dos elementos 
parasitários em cultivo de tecido 

A. — Morjologia das jornius exlracelula- 
res. — Transferindo fragmentos de tecido de 
embrião de Gallus parasitado pelo T. cruzi 
para novo meio nutritivo, observa-se depois 
de algumas horas o surgimento de tripano- 
somas oriundos de células parasitadas re- 
cém-rompidas. Êste processo pode ser se- 
guido algumas vezes, sob o microscópio, a 
partir da fase intracelular em que os tripa- 
nosomas apresentam movimentos enérgicos 
no interior da célula, rompendo-a depois e 
ganhando o meio extracelular. 

Nessas observações pudemos verificar que 
as formas extracelulares do T. cruzi se apre- 
sentam desde o início com o seu polimoríis- 
mo característico quanto às formas, delga- 
das, intermediárias e largas, e quanto às di- 
mensões, encontrando-se tripanosomas peque- 
nos, médios e grandes. 

Nas duas cêpas com que trabalhamos em 
cultivo de tecido, a proporção das três for- 
mas variou consideràvelmente de cultura pa- 
ra cultura. 

Além das formas em tripanosoma é rela- 
tivamente freqüente o encontro de elementos 
critidiformes, principalmente na proximida- 
de de células rompidas recentemente. Ob- 
servam-se também elementos arredondados, 
dotados de flagelo livre com forte movimen- 
to de rotação, e elementos leishmaniformes 
imóveis, arredondados ou íusiformes. 

A técnica de cultivo de tecido embrioná- 
rio de Gallus, em gôta pendente, não se 
presta muito para observação prolongada dos 
tripanosomas porque êstes são muito sensí- 
veis às alterações que se operam depois de 
certo tempo no meio nutritivo, as quais de- 
terminam sua rápida transformação em ele- 
mentos leishmaniformes no próprio meio ex- 
tracelular. 

Observamos a fresco a penetração de tri- 
panosomas das três formas no interior de 
células do cultivo. As formas finas freqüen- 
temente entram na célula, movera-se no seu 
interior com grande vitalidade e depois tor- 
nam a sair. Observamos formas delgadas e 
intermediárias sofrerem o processo inicial de 
transformação até a fase de elemento criti- 
diforme, mas não conseguimos acompanhar 
além dêsse ponto o processo evolutivo. Quan- 
to às formas largas, embora tivéssemos ob- 

servado sua penetração no interior de célu- 
las, não conseguimos acompanhar a sua evo- 
lução intracelular. 

Observamos também que em certas oca- 
siões é muito freqüente a penetração de tri- 
panosomas nas células do cultivo. Outras 
vêzes, embora haja grande riqueza de fla- 
gelados extracelulares, essa penetração é di- 
fícil de ser observada. Não conseguimos, 
entretanto, relacionar a freqüência dêsse fe- 
nômeno com as condições nutritivas do cul- 
tivo. 

Nas preparações coradas os elementos in- 
tercelulares arredondados com ou sem fla- 
gelos acima referidos, mostram ser elemen- 
tos leishmaniformes em vários graus de trans- 
formação para tripanosoma pelo processo de 
desenrolamento. Notamos as mesmas fases, 
que serão descritas abaixo, de desenvolvi- 
mento dos tripanosomas. Sua presença no 
meio intercelular se deve provàvelmente à 
ruptura precoce de algumas células parasi- 
tadas. 

B. — Morjologia das jormas intracelula- 
res. — Fora os aspectos já bem conhecidos 
da morfologia das leishmânias, o que nos 
chamou a atenção foi a presença de dois 
aspectos distintos das mesmas; elementos ar- 
redondados e elementos íusiformes. 

Não houve constância na proporção de 
formas arredondadas e íusiformes nas duas 
cêpas com que trabalhamos, mas verifica- 
mos que em cada célula parasitada se encon- 
trava um ou outro tipo de elemento, mas 
não os dois (Fig. 12). Em ambas as cê- 
pas. de modo geral, as íusiformes foram 
mais freqüentes, variando muito de dimen- 
sões como se pode ver na figura 13. A pos- 
sibilidade de visualização da morfologia dos 
elementos intracelulares a fresco em micros- 
copia de fase afasta a hipótese de se tratar 
de artefato de técnica. Não acreditamos 
também que a forma fusiforme se deva à 
compressão entre os elementos parasitários 
porque encontramos células com poucos pa- 
rasitas que apresentam esta morfologia. 

A observação de elementos critidiformes 
a fresco, ou em preparações coradas (Fig. 
14), é também freqüente em células abarro- 
tadas de parasitas que iniciam o seu pro- 
cesso de transformação para tripanosomas. 
As diversas fases evolutivas de elementos 
leishmaniformes até tripanosomas passando 
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Fill. II — MicTofologra/ia rie cultura de tecido 
evibrionário de Callus infectado com 
T. cruzi mostrando leishmduia» jd uo 
meio i n lercetular, algumas aprcACH tu ti- 
do sinais de evolução pcra Iripanoso- 
ma por "desenrolamento" (X1200). 

Fi;i, li Duas células visiukas no cultivo. Uma 
apresentando leíshmdaias fusi/ormes. 
Outra apresentando leishmdnias arrc- 
dondadas (x X200). 

Pig. 13 — Célula de cultivo <le tecido parasitada 
por leishmãnia do T. cruzi do tipo fu- 
siforme, apresentando arandes varia- 
ções dc dimensões (X 12(10). 

pela fase de elementos critidiformes pode 
ser seguida a fresco em mieroscopia de fase 
e em preparações eoradas (Figs. 11 e 151. 
O eineloplasto inicia a sua migração para 
a extremidade posterior do parasita ainda 
com o seu aspecto de Itastonele, típico das 
leislunânias e critídias. arretlondando-se gra- 
dativamente quando atinge a extremidade 
posterior. Como se pode ver nessas figuras, 
existe uma fase intermediária de tripanoso- 
ma largo nesta seqüência evolutiva de leish- 
mânia-crilídia-lripanosoma. parecendo que a 
permanência mais prolongada no interior da 
célula determina a continuação do processo 
ale tripanosoma delgado (Fig. 15). O tri- 
panosoma mais largo por não ler sofrido 
alongamento completo pude naturalmente ga- 
nhar o meio extracelular pela ruptura pre- 
coce da célula, mas êle difere du forma san- 
guícola larga típica pela silnação do einelo- 
plasto que nesta c suhterminal. enquanto que 
naquele é afastado da extremidade posterior. 
F.sla diferente situação do eineloplasto, mes- 
mo quando não possível de ser observada 
a fresco, e freqüentemente o é. determina 
uma motilidade diferente do flagelado, faci- 
litando o seu reconhecimento a fresco. O 
eineloplasto suhterminal garante a extensão 
do flagelo em todo o comprimento du para- 
sita. podendo-se observar bem o movimento 
da membrana ondulante e as contorções do 
tripanosoma em lodo o seu comprimento co- 
mo se observa na forma larga sanguicola. 
Já quando o eineloplasto é afastado da ex- 
tremidade posterior, esta tem certa rigidez e 
o movimento dc conlorção do parasita, bem 
como o de sua membrana ondulante, só é 
ol>servado da região média para a extremi- 
dade anterior. Os Iripanosomas delgados 
também apresentam esta rigidez da extre- 
midade posterior, determinada pela posição 
do eineloplasto. 

Além desse tipo de evolução de leishmâ- 
nia-eritidia-lripanosoma. que observamos em 
relação às leUhmânias fusiformes, encontra- 
mos formas de evolução direta de leishmã- 
nia para tripanosoma por desenrolamento. 
Foram observadas em relação a leishmânias 
de contornos arredondados, parecendo, pelas 
preparações eoradas. dar-se a evolução com 
a seguinte seqüência: o eineloplasto do ele- 
mento leishmaniíormc se arredonda, situa-se 
junto da membrana do parasita, o flagelo 
cresce contornando o elemento arredondado. 
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Pig. H — Mirrolologralia r/e célula varanilada miMlraado mo região aminalatia lormax 
rvnlulixas ile lei&hmãniu para Iripunoanma por alongamculo, uotanilo-ia larc in- 
termediária de erilldla. Ao lado, desenho em câmara elnra da região assinalada. 

Fig. IS — Como na anterior, apenas em Jasc mais avançada, nolando-se raias lelshmânias, 
aliiHmas critldias e maioria de Iripanosumas, alguns deles coto morfoUtgia earae- 
leríslica das forma» delguda». Ao lado, desenho cm cdmarn rlura da região 
assinalada. 

Fig. 16 — Vdrio» fases de ~desenrolamenlo" de leishmãnias para Iripanosumas, ar interior 
de fibroblasto de rullivo de tecido embrionário de Gallus. do lado, desenho em 
câmara clara. 

Fig. 17 — /t/em, cm cultivo de células de coração de macaco em mela liquido. Ao lado, 
desenho em câmara clara. 
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0 núcleo alonga-se, o citoplasma na região 
próxima ao cinetoplasto se vacuoliza e de- 
pois se rompe, desenrolando-se o parasita 
(Figs. 11, 16 e 17). 

Em face anterior ao desenrolamento, no- 
tam-se elementos arredondados com flagelo 
contornando tôda a extensão do parasita e 
com uma porção livre longa. Por êsse pro- 
cesso o cinetoplasto se situa bem próximo 
à extremidade posterior desde que se dife- 
rencie o tripanosoma, o volume nuclear é 
bastante grande em relação ao do citoplas- 
ma e o tripanosoma formado é largo, o fla- 
gelo livre bastante longo desde o início, ca- 
racteres em tudo semelhantes aos das peque- 
nas formas sanguícolas descritas mais atrás. 
Nunca encontramos no interior de células 
formas largas grandes do tipo da que en- 
contramos em circulação no sangue de ca- 
mundongos infectados. As observações a 
fresco que conseguimos realizar dêsse tipo 
de evolução leisbmânia-tripanosoma foram 
menos completas que para o tipo de evo- 
lução anterior. Observamos apenas, após 
ruptura de células parasitadas, a libertação 
de tripanosomas largos e de certo número 
de elementos arredondados, com flagelo li- 
vre longo, dotados de vivo movimento de 
rotação e com grandes contorções, dando a 
impressão de um processo de desenrola- 
mento. 

COMENTÁRIOS 

Nossas observações vêm confh-mar a exis- 
tência de duplo processo de gênese dos tri- 
panosomas no vertebrado descrito por 
Mayer & Rocha Lima 20 e aceito por 
Wood 5 e Romana 30. O processo de "de- 
senrolamento", de acordo com a nomencla- 
tura de Mayer & Rocha Lima, "progressão 
indireta" (Wood) ou "progressão orbicular" 
(Romana), só foi observado a partir de 
leishmânias de aspecto arredondado, en- 
quanto o processo de evolução por alonga- 
mento com passagem pela forma de critídia 
aceito pela maior parte dos autores, foi ob- 
servado em relação às leishmânias fusifor- 
mes. Não pudemos excluir que ocorram fe- 
nômenos opostos, ou que as leishmânias ar- 
redondadas se transformem em fusifonnes, 
ou vice-versa. A evolução por alongamento 
como foi observada em cultivo de tecido po- 
de dar origem às formas delgadas e inter- 

mediárias idênticas às sanguícolas, mas po- 
de dar, em fase intermediária do processo, 
como já observaram Meyer & Oliveira 22 

tripanosomas largos que entretanto conside- 
ramos diferentes dos tripanosomas sanguí- 
colas largos típicos, pela posição do cineto- 
plasto e outros aspectos morfológicos. Por 
outro lado, a evolução por desenrolamento 
em nossas preparações de cultivo de tecido 
dava origem a tripanosomas largos, seme- 
lhantes às formas sanguícolas largas peque- 
nas. Estas, nas infecções experimentais em 
camundongo pelas cêpas L e C, são freqüen- 
tes no sangue periférico, principalmente em 
surtos de aumento de parasitemia, o que fa- 
laria em favor de sua recente saída de cé- 
lulas. 

Nossos dados de cultura de tecido suge- 
rem, portanto, que o desenrolamento origi- 
ne pequenos tripanosomas largos enquanto 
o alongamento determina a formação de tri- 
panosomas delgados ou intermediários. Não 
conseguimos, entretanto, esclarecer qualquer 
razão que pudesse determinar um ou outro 
tipo de evolução. Não é provável que essa 
dualidade seja a expressão de fenômenos de 
sexualidade mesmo porque em nossas expe- 
riências com micromanipulação foi possível 
obter em camundongos formas delgadas e in- 
termediárias a partir da inoculação apenas 
de formas largas, o que demonstra existir 
durante o ciclo do vertebrado algum momen- 
to em que haja interconversão das formas 
quer na fase de leishmânia, quer na fase 
de tripanosoma. 

Não aceitamos também que o dimorfismo 
possa ser explicado apenas pela juventude 
das formas delgadas. Nossas observações em 
cultivo de tecido mostram que se podem ori- 
ginar no interior das células formas delga- 
das, intermediárias e largas. Os três tipos, 
logo após abandonarem as células, já apre- 
sentam o movimento característico das res- 
pectivas formas sanguícolas. Por outro la- 
do, nossas observações comparativas da mor- 
fologia das formas sanguícolas, em infecções 
experimentais em camundongo nas cêpas Y, 
L e C, mostram que, enquanto na primeira 
as formas delgadas são realmente abundan- 
tes no início da infecção, diminuindo com o 
evoluir da mesma, já nas outras duas cêpas 
as formas largas predominam de muito des- 
de o início da infecção, surgindo em grande 
número logo no primeiro ciclo tecidual, o 
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que demonstra existirem formas jovens cir- 
eulunles largas desde o início. 

Outros (alôres aventados para explicar o 
dimorfismo. tais como fatores inuinilários 
(PtZZi 21) e o li|M) de células cm que se de- 
senvolvem os flagelados IMkykk & OLIVEI- 
RA, Wood), realmente não (todem ser afas- 
tados. Como se sala- o Iropismo trcidual 
das diferentes «êpas de T. cruzi pode variar, 
sendo a cêpa por exemplo, reliculotrópica 
(Hêgo enquanto outras são músculo-lró- 
picas, neuro-trõpicas. etc. Èsse diferente 
tropismo. condirionando diferentes amlúc-n- 
te-s celulares para o ciclo teridual, poderia 
explicar a variação de morfologia de uma 
cêpa para outra, mas ter-se-ia de invocar 
lamliém a influência de fatores imunilários, 
como sugeriu PlZZt, para explicar a variação 
na mesma cêpa 110 decurso da infecção. 

Se os falêires imunilários agiriam sôhre os 
Iripanosomus evlracelulares ou durante a pró- 
pria fase intracelular não se pode sal>cr. sen- 
do importante, a nosso ver. estudos a res- 
peito. 

Falo curioso cm nossas observações foi 
que, emltora a inoculação de formas largas 
da cêpa C tivesse determinado infecções em 
que a morfologia dos elementos sanguícolas 
não diferia das infecções com a cêpa origi- 
nal. já quando fizemos uma passagem em 
"barbeiro" da mesma cêpa, a proporção de 
formas delgadas no início da infecção foi 
muito maior que a normalmente observada 
quando se mantém a infecção por meio de 
repique sucessivo em camundongo. 

O problema do dimorfismo das formas 
sanguicolas do T. cruzi está, pois, ainda por 
esclarecer, não se podendo rejeitar com se- 
gurança nenhuma das idéias até hoje aven- 
tadas para explicá-lo. Nossas oliservações 
sobre o determinismo das formas sanguico- 
las em sangue infectado "in vilro" e em Iria- 
lomineos vêm acrescentar, às diferenças mor- 
fológicas já descritas, outra de natureza bio- 
lógica. qual seja um comportamento diverso 
no que diz res|H-ilo à capacidade de evoluir 
para elementos crilidiíormes ou leishmani- 
formes. As formas largas de duas cêpas 
mostraram grande facilidade de evoluir nesse 
sentido enquanto em relação às formas del- 
gadas não chegamos a observar essa evolu- 
ção. Tal comportamenlo diferente poderia 
correr por conta do não "amadurecimento" 
das formas delgadas. Knlrelanlo. como já 

foi discutido acima, outros fatos falam con- 
tra a interpretação das formas delgadas sim- 
plesmente pela sua juventude e. além disso, 
verificamos a sua capacidade de invadir as 
células e transformar-se em elemento crilidi- 
forme, o que mostra ser a forma delgada 

- 

- 

■ MAMTtNO f 

OJLTtvO oc rcctfr 

. T 

d-&10 

rm 

skJi ís 
0 

\ 

f 9 
u r: 

•^ATO«»»aQ 
i cuenau 

15 

Fitj. IS — Kxquetna ilo rfclo evolutivo ilo T. 
cruzi. li a lios cUelne os cia* evolullvaiir iles- 
crita» em vário» trabalho», e observadas pelo 
autor. Km linha ínlerrompiila, via» «escritas 
cm outro, trabalho» ma» não obeervaita» pelo 
autor e ile interpretação o mil a não bem rafa- 
beleròla, /. Tripanosoma sani/uirola ilelgado; 2. 
Tripanoeoma sani/uirola larr/o; 3. Elemento rri- 
IWiiforme inlrarelu/ar; 5. Forma de "enrola- 
menlo" do Iripammoma; S. l^-ishmáma iumlor- 
me; fi. Leithmánia arredondada; 7-9. Pormos 
evolutiva» para Iripanosoma por "alongamento'; 
8-/0. Formo, evolutiva» para Iripanosoma por 
"desenrolamento"; ll. Forma evolutiva para 
leishmãnia por "enrolamento"; 12. Forma evo- 
lutiva para crilidia por migração do cineloplas- 
to; 13. Leishmãnia; H. Crilidia; 15. Oãnese 
do Iripanosoma melarirlirs por divisão assimé- 
trica de crilidia; 16. Idem, por migração do 
rineloplaslo de crilidia; /". Idem, por "desen- 

rolamento". 
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capaz de evoluir no meio intracelular. Por 
outro lado, formas largas que consideramos 
jovens, quais sejam os pequenos tripanoso- 
mas largos que surgem nos surtos de para- 
sitemia, mostram-se igualmente capazes de 
evoluir nos triatomíneos ou "in vitro", se- 
guindo o mesmo processo evolutivo das for- 
mas largas grandes. 

Fato que se deve ter sempre em mente 
ao abordar êsse problema é o da existência 
do dimorfismo também em tripanosomas ou- 
tros que não o T. cruzi, como os do grupo 
brucei-evansi, que se reproduzem na corren- 
te circulatória sob a forma de tripanosoma. 
Êsse fato, que tem merecido também as mais 
diversas interpretações, de certo modo nos 
mostra que estamos em presença de ura fe- 
nômeno mais geral e que não pode ser abor- 
dado unicamente em função das particula- 
ridades do ciclo evolutivo do T. cruzi. 

S U M M A R Y 

Studies in lhe life cycle of "Trypanosoma 
cruzi". 

In ordem to clarify some aspects of the 
life cycle of Trypasonoma cruzi, especially 
the origin and determinism of the trypano- 
some form in the vertebrate host, some ex- 
periments were performed "in vitro" with 
infected blood of mice, as well as in the 
digestive tract of triatomid-bugs and in tis- 
sue culture. 

A different behaviour of the broad and 
slender forms of trypanosomes was observed 
in citrated blood of mice experimentally in- 
fected when the blood was maintained "in 
vitro" at room temperature (aboul 20oC). 

The broad forms, after a íew hours, be- 
gin to change in one of the foilowing ways: 

1) The posterior part of the trypanosome 
becomes more broad, the kinetoplast migrates 
to a juxta-nuclear position and the free 
flagellum shortens. A diffuse vacuolization 
of the cytoplasm is often observed, or else 
a great vacuole just behind the kinetoplast. 
After 16 hours great numbers of crithidi- 
form organisms were seem, and after 48 
hours practically ali broad trypanosomes un- 
derwent such transformations. 

2) On the other hand, some broad try- 
panosomes were observed that change direct- 
ly into round leishmaniform organisms within 

a few hours. This was much more frequent 
when the infected blood was kept in the ice- 
box at 60C. The slender forms, on the 
contrary, maintained their morphological 
characters as well as their typical move- 
menls during 4 or 5 days, and after that 
agglomerate and degenerate without under- 
going further evolution. 

In the digestive tract of triatomid-bugs 
lhe broad forms followed lhe same evolution 
observed "in vitro" in citrated blood. The 
slender forms were observed with unchanged 
morphology and movements at least until 48 
hours after the ingestion of infected blood. 
Most of the trypanosomes agglomerate and 
degenerate after 72 hours, but a direct evolu- 
tion to leishmaniform organisms could not 
be excluded. 

In tissue culture the development of the 
trypanosome form was studied in the interior 
of the cells and the observations confirmed 
the existence of a double transformation 
process of leishmaniae into trypanosomes. 

In the direct one, the leishmania stays 
oval-shaped while lhe flagellum grows around 
the body of the parasite. After that lhe 
parasite "unrolls" and elongates originating 
the trypanosome form. This type of develop- 
ment gives origin to broad and short try- 
panosomes, similar to the parasites frequent- 
ly observed in the blood of infected mice 
during the periods of ascention of para- 
si temia. 

In the other process the leishmania elon- 
gates while the kinetoplast migrates to the 
posterior part of the parasite. Thus lhere 
is a crithidia phase in the interior of the 
cell during this progression, until the parasite 
acquires the typical trypanosome forra. This 
development was observed only with fusif- 
orm leishmaniae, while the direct one was 
seen in round-shaped elements. 

The analysis of the morphology of lhe 
blood forms of Trypanosoma cruzi in experi- 
mentally infected mice with 3 differents 
strains of the parasite maintained through 
many years by successive inoculation shows 
that in one of lhem (Y strain) the slender 
forms were very frequent in the beginning 
of the infection and stayed at a high levei 
for some time. The broad forms, very rare 
at the beginning, increase only in number 
after 10 or more days; after 2 or more 
weeks they predominate and finally constitute 
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almost the totality oí the blood trypanosomes. 
In the other two strains (C and L) the 
slender forms were very rare, the broad 
ones predominating almost absolutely since 
the beginning of the infection. The presence 
of short and broad trypanosomes, of about 
12 to 15 micra of length, was frequently 
noted in the periods of ascention of para- 
sitemia. Those little trypanosomes could be, 
according to the author, young forms just 
out from the cells. 

These observations confirm also the exist- 
ence of a double process of development of 
ieishmania into trypanosome. 

Using the micromanipulator it was pos- 
sible to isola te 180 broad forms of blood 
trypanosomes from infected mice and inocu- 
late them in a new-born mouse. The infec- 
tion developed and after a few days slender, 
intermediate and broad trypanosomes ap- 
peared in the blood of the mouse, which 
does not confirm the sexual origin of the 
polymorphism of blood trypanosomes. 

The quantitative analysis of relative íre- 
quency of slender, intermediate and broad 
trypanosomes in the peripheral blood shows 
that the isolation and inoculation of broad 
forms only did not change the normal char- 
acters of the strain. 

Nevertheless, when a passage through tria- 
tomid-bugs was performed, the frequency of 
the slender forms increased markedly. 
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