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COMUNICACAO

METACICLAOGIAENESE DO TRYPANOSOMA CRUZI COMO
PARAMETRO DE INTERACAO DO PARASITA
COM O TRIATOMINEO VETOR

Nelson J. Alvarenga e Elisabeth Bronfen

Triatoma infestans infectados por trés amostras do Trypanosoma cruzi permitiram
observar: 1) variabilidade numérica de metaciclicos obtidos de cada amostra apos
diferentes periodos de infeccdo; 2) diferencas na perda da infeccdo de acordo com a
amostra infectante e 3) a relagdo entre o niimero de parasitas ingeridos e metaciclicos

obtidos posteriormente.
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A morfogénese do Trypanosoma cruzi no
trato digestivo de seus vetores envolve
transformacoes do tripomastigota ingerido que
vao desde sua passagem por esferomastigotas
e/ou epimastigotas as quais, apos uma série de
divisdes, dio origem aos tripomastigotas
metaciclicos fechando o ciclo evolutivo deste
flageladol. Tais fendmenos morfogénicos sao
decorrentes de alteracoes fisiologicas sofridas
pelo parasita que além de estar se nutrindo de
produtos de secrecio intestinal2 e produtos de
digestao do sangue ingerido pelo inseto vetor,
certamente estard sofrendo a acdo de fatores
digestivos e hemoliticos3 que podem atuar
como inibidores ou ndo de sua evolucio. Dai,
podermos interpretar como sendo caracteristica
inerente a uma certa amostra de 7. cruzi, em
interacao com determinada espécie de vetor, a
apresentacdo de uma proporcionalidade entre
o numero de epimastigotas, esferomastigotas e
tripomastigotas metaciclicos. Naturalmente,
levando-se em consideracio o tempo de
infeccdo e a regularidade das realimentacoes.

Pela observacio da interacdo de trés amostras
do T. cruzi com espécimes de Triatoma infestans
experimentalmente infectados, estudou-se a
variabilidade numérica de tripomastigotas
metaciclicos no intestino dos insetos; o
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percentual de perda de infec¢do e a variacao
numérica de metaciclicos contidos nos intestinos
daqueles que tenham ingerido diferentes
nimeros de tripomastigotas sangliineos.

Variabilidade numérica de tripomastigotas
melaciclicos. Ninfas de terceiro estagio de T.
infestans foram alimentadas em camundongos
previamente infectados pelo 7. cruzi, pelas
amostras Y10, CL4 e YG-YU (isolada a partir de
T. infestans naturalmente infectado e mantida
no laboratério por passagem periodica de
camundongo a camundongo). Para cada
amostra foram utilizados 40 insetos que tiveram
seus repastos acompanhados individualmente
de modo a se evitar total ingurgitamento.
Utilizando cAmara de Neubauer, procedeu-se a
contagem do numero de tripomastigotas na
circulacio dos camundongos por retirada de
10pl de sangue, diluido em PBS (pH 7.2). Em
seguida realizou-se o cidlculo do nimero
ingerido por cada triatomineo, pelas diferencas
dos pesos obtidos antes e apds a alimentacao,
considerando ser o peso de 1pl igual a Img. A
média de tripomastigotas das amostra Y, CL e
YU-Y ingeridos por inseto foi de 9.000, 4.300
e 7.100, respectivamente. Os triatomineos
foram mantidos a 25°C e 70% de umidade
relativa, sendo realimentados a cada 20 dias
em camundongos ndo infectados. Apos 30, 60,
90 e 120 dias foram dissecados 10 exemplares
de cada lote e seus intestinos retirados e
macerados, em “pool”, em “tissue-grinder” |
em 3ml de PBS. A contagem diferencial dos
parasitas foi feita em cimara de Neubauer, em
microscopia de contraste de fase, e os
resultados considerados a partir das médias
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obtidas de 3 amostragens. Entre 30 e 90 dias
apos a infeccdo observou-se um aumento quase
continuo nas populacdes de metaciclicos.
Apds 90 dias de infec¢do nao mais se observou
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este aumento de tripomastigotas sugerindo a
finalizacdo do processo de colonizacido do
parasita ao longo dos intestinos dos
triatomineos (Figura 1).
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Figura 1- Observagdo da tendéncia a estabilizacdo na curva de crescimento numérico de tripomastigotas metaciclicos de
trés amostras do ‘Trypanosoma cruzi no intestino de Triatoma infestans aos 30, 60, 90 e 120 dias apds a infecgdo.

Percentual de perda de infecgdo pelo T.
infestans. Trés grupos, A, B e C, de 100 ninfas
de terceiro estagio de 7. infestans, foram
respectivamente alimentados em camundongos
previamente infectados pelas mesmas amostras
do T. cruzi. Em separado, outro grupo, D, de
50 triatomineos, foi infectado pela amostra Y-
Y. Os insetos foram mantidos nas condi¢cdes
descritas anteriormente sendo realimentados a
cada 20 dias, com excecdo do grupo D que foi
mantido em jejum por 60 dias. Aos 30, 60, 90,
120 e 150 dias apos a infeccdo, 20 insetos dos
grupos A, B e C foram dissecados e seus
intestinos retirados. Cada intestino foi macerado
em 100pl de PBS. Duas amostragens de 10pl cada
foram examinadas (50 campos) utilizando-se
microscopia de fase (160x). Os resultados
demonstraram que ja aos 30 dias ap0s infeccao
nio foi possivel perceber a presenca de
flagelados no contetido intestinal em mais de
25% dos triatomineos infectados pela amostra
Y, confirmando as observacoes descritas
anteriormente> no que se refere a ma interacdo
da amostra Y com o 7. infestans. A nio deteccao
de infeccdao do vetor pelas outras duas amostras
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se fez notar somente apds 60 dias, mesmo
assim em niveis de negatividade diferentes dos
observados em relacdo a amostra Y que aparenta
uma perda crescente de parasitas (Figura 2).

Os triatomineos do grupo D, mantidos em
jejum por 60 dias, foram entdo realimentados e
em seguida mantidos isoladamentell durante 4
horas para coleta de urina e verificacao da
presenca de flagelados. Foram 23 os animais
Cujas urinas apresentaram-se negativas em exames
(50 campos) de duas amostragens de 10pl cada.
Destes, 11 foram dissecados e tiveram os intestinos
médios e retos macerados individualmente em
suspensoes de 100pl de PBS para exame e
contagem de tripomastigotas em camara de
Neubauer. Nos intestinos, constatou-se a média
de 2.000 tripomastigotas/ml/inseto juntamente
com inimeros epimastigotas. A nivel de reto
foram observados raros epimastigotas com baixa
mobilidade ou mesmo iméveis, e nenhuma forma
tripomastigota. Cinco dias ap6s a realimentacio
outros 11 triatomineos foram dissecados tendo-
se procedido como anteriormente para exame
e contagem do parasita. Nos intestinos, a média
de tripomastigotas metaciclicos observados foi
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Figura 2 - Percentual de triatomineos negativos apos exames aos 30, 60, 90, 120 e 150 dias de infeccdo por trés amostras

do'T. cruzi.

de 2.700/ml/inseto. Nas ampolas retais, a média
foi de 4.300/ml/inseto. Este experimento
mais uma vez demonstrou a presenca de
tripomastigotas metaciclicos no intestino médio
dos triatomineos! e também a possibilidade de
erro ao considerar-se um exame negativo
somente pela observacao do contetdo da ampola
retal apos a compressio abdominal.

Relagdo entre o niimero de tripomastigotas
ingeridos e metaciclicos formados. Cinqlienta
ninfas de 3° estagio de T infestans previamente
pesadas, foram alimentadas sob observaciao
em camundongos infectados pela amostra Ya-
YG do T. cruzi apresentando parasitemias
numericamente conhecidas. Ap6s a pesagem e
calculo de tripomastigotas ingeridos, os insetos
foram separados em dois grupos de 15 exemplares
cada. As médias de parasitas ingeridos foram
2.699 e 50.266 flagelados por inseto do grupo
A e B, respectivamente. Os triatomineos foram
mantidos em condicdes ja descritas, sendo
realimentados em camundongos normais aos
20, 40 e 60 dias ap0Os o repasto infectante. Aos
setenta dias pos-infeccio, os insetos foram
dissecados e seus intestinos macerados
individualmente para contagem de
tripomastigotas. Os resultados mostraram que
o numero de metaciclicos observados foi
praticamente o mesmo para os dois grupos e
ndo vinte vezes maior a favor do grupo B,
demonstrando haver realmente uma tendéncia
a estabilizacdo numérica da populacio de
flagelados ao longo do trato intestinal dos
triatomineos. Tal fato ndo seria possivel se a

populacio final de flagelados fosse a representacao
diretamente resultante do nimero de parasitas
ingeridos (Tabela 1).

Tabela 1- Tripomastigotas metaciclicos do contetdo intestinal de
triatomineos ‘infectados hd 70 dias por diferentes nimeros de
formas sanguineas do T. cruzi..

Grupo ingeridos/inseto metaciclicos/ml
A 2.699 220.000
B 50.266 290.000

Pelo presente estudo foi possivel observar-
se que as amostras de 7. cruzi, quando bem
adaptadas ao inseto vetor, tendem a atingir
determinada densidade populacional no
intestino do triatomineo num certo tempo e
durante o crescimento do inseto, tanto pela
ocupacio do espaco fisico disponivel como
por selecao pelo material alimentar secretado
pelos insetos. Tal fato leva a que se considere
também a tendéncia a estabilizacio numérica
de tripomastigotas metaciclicos encontrados
nos intestinos dos triatomineos. Naturalmente,
tudo isto em dependéncia da regularidade na
alimentacdo dos insetos considerando-se que
o processo de metaciclogénese esta diretamente
relacionado com a hemoglobina ingerida7.

Os dados fazem refletir sobre a necessidade
de um melhor conhecimento da fisiologia dos
diversos clones das amostras do T. cruzi bem
como das espécies de vetores6, pois até o
momento a utilizacdo de triatomineos em
xenodiagnosticos ou isolamentos do parasita
tém sido feitos com base em observacoes de
casuisticas epidemiologicass 9.
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SUMMARY

Infection of Triatoma infestans with three
different strains of Trypanosoma cruzi permited to
observe: 1) numerical variability of metacyclics
obtained after different times; 2) the differences of
loss of infection according to each strain; 3) the
relationship between ingested parasites and later
obtained metacyclics.

Key-words: Trypanosoma cruzi. Metacyclogenesis.
Interaction with Triatoma infestans.
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