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INCAPACIDADE DE EVOLUCAQ DO TRYPANOSOMA CRUZI
NA HEMOCELE DE TRIATOMINEOS

NELSON J. ALVARENGA
ELIZABETH BRONFEN

O exame da hemolinfa de triatomineos (Triatoma infestans e Dipetalogaster ma-
xima) infectados pelo Trypanosoma cruzi hd 10, 15, 20 e 30 dias ndo revelaram a presen-
ca do flagelado. Material colhido e lavado da hemocele de D. maxima infectados, tam-

bém foi negativo.

A inoculacio de formas sangiifneas do parasita e daquelas obtidas do conteudo
intestinal de triatomineos na hemocele revelou que 0s parasitas ndo foram capazes de
manter na hemolinfa uma infeccao por mais de 40 dias e que nao puderam penelrar no
intestino dos triatomineos.

A tnoculacdo de hemolinfa de insetos naturalmente infectados em camundongos
recém-nascidos ndo induziu infecgao.

Embora Chagas (1909) aventasse a possibilidade do Trypanosoma cruzi evoluir
também na hemolinfa dos triatomineos, de onde alcangaria as gldndulas salivares, diferen-
tes autores descreveram a evolucdo do parasita ocorrendo somente ao longo do trato in-
testinal de seus vetores (Brumpt, 1912; Dias, 1932a e 1934 ; Brack, 1968; Lapierre, 1972
e Alvarenga, 1974). Dias (1932a, 1934), Naquira (1963) e Tobie (1968) realizaram infec-
cOes experimentais pelo T. cruzi na hemocele de triatomineos na tentativa de verificarem
a possibilidade da sobrevivéncia e migra¢do para o intestino e glindulas salivares dos inse-
tos, ndo concluindo entretanto por uma continuidade no ciclo de vida do parasita. La-
combe (1981) propds um novo ciclo evolutivo do 7. cruzi no inseto, onde a passagem do
parasita pela hemolinfa antecederia seu aparecimento na ampola retal.

No presente trabalho foi estudada a capacidade de evolugdo de formas sangii-
neas do 7. cruzi, bem como daquelas obtidas de conteido intestinal de insetos natural-
mente infectados quando injetadas na hemocele dos triatomineos.

MATERIAL E METODOS

Triatomineos; foram usados Triatoma infestans e Dipetalogaster maxima, pro-
venientes da criagio existente no Centro de Pesquisas René Rachou e da Universidade de

Brasilia.
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Cepas de T. cruzi: Y e CL, isoladas respectivamente por Silva & Nussenzweig
(1953) ¢ Brener & Chiari (1962), mantidas em camundongos por passagens periddicas de
sangue.

INFECCAO DE TRIATOMINEOS:

1) Infeccdo natural da hemolinfa

Quarenta ninfas de 39 estddio de T infestans e 40 de 19 estddio de D. maxima
foram alimentadas em camundongos previamente infectados pela cepa CL do T. cruzi.
Apos 10, 15, 20 e 30 dias de alimentagdo, 10 insetos de cada espécie foram separados, pa-
ra exame. A hemolinfa foi colhida, deixando-a fluir naturalmente apés seccionamento das
bases das coxas, das patas e as fezes eram em seguida colhidas por pressdo abdominal. Des-
ta forma, o material proveniente de cada inseto foi examinado em microscépio de con-
traste de fase. Estas técnicas foram repetidas em todos os experimentos que se seguiram,

2) Capacidade de evolugao de formas
sanglitneas na hemolinfa

Quarenta ninfas de 39 estidio e 20 ninfas de 49 estidio de D. maxima foram
inoculadas na hemocele por formas sangiifneas da cepa CL do T. cruzi, lavadas conforme
técnica descrita por Alvarenga & Brener (1978) e suspensas em meio LIT dilurdo em igual
volume de salina. Os insetos eram imobilizados por meio de esparadrapo em placa de Petri,
contendo parafina e sob microscopio estereoscopico, inoculando-se o material, com seringa
de 0,5ml (1/100) munida de agulha BD-3, introduzida na base inferior do trocanter de
uma das patas do 39 par, evitando-se assim perfurar o intestino ou um tubo de Malpighi.
O in6culo para cada inseto foi de 0,01 a 0,02ml, contendo um minimo de 200 flagelados,
sendo o ponto de indculo imediatamente cauterizado por agulha aquecida em chama.
Vinte ninfas foram mantidas intactas em um mesmo recipiente e as 40 restantes tiveram
suas probodscidas cauterizadas.

Ao primeiro grupo foi oferecido repasto em camundongos ndo infectados no 30
dia apés o indculo. No momento do repasto notou-se a ocorréncia de canibalismo por
parte de 5 insetos, que foram retirados e mantidos em separado. Novo repasto foi ofereci-
do aos 35 dias quando se procedeu a coleta de urina conforme técnica utilizada por
Zeledon, Alvarenga & Schosinsky (1977). Posteriormente coletou-se a hemolinfa ¢ em
seguida, dissecados os triatomineos, foram retirados os intestinos para exame de seu con-
tetido, apSs lavagem da hemocele com salina.

Os insetos que tiveram suas probéscidas cauterizadas para prevenir o fendmeno
do canibalismo, foram examinados aos 5, 15, 25 e 30 dias ap6s o inéculo, sendo o resul-
tado apresentado na Tabela L

TABELA |

Exame de D. maxima inoculados na hemocele com formas sanguineas
da cepa CL do T, cruzi, apds terem sua probéscida cauterizada

Dias apos Hemolinfa Contetido intestinal
inoculo ( positivo/total) ( positivo/total)
5 6/6 0/6
15 3/21 0/21
25 0/6 0/6

30 0/5 0/5
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3) Capacidade de evolugdo, na hemolinfa, de flagelados
obtidos de conteudo intestinal de trigatomineos

Quarenta ninfas de 39 e 49 estddios de D. maxima foram inoculadas na hemoce-
le, com flagelados da cepa Y do 7. cruzi, provenientes de contetido intestinal de triatomi-
neos previamente infectados. Para a obtengdo destes parasitas, os insetos foram dissecados,
sendo retirados seus retos € colocados em salina e meio LIT, 1:1. O material foi entdo ma-
cerado em “tissue grinder” e em seguida filtrado sob pressdo em seringa, contendo 6 confe-
tes de papel Whatman n® 3 de maneira a se reter cristais de urato e maiores detritos. Os
in6culos foram realizados conforme descrito anteriormente sendo em seguida cauterizada
a probéscida dos insetos.

Os exames da hemolinfa e conteddo intestinal foram realizados aos 7, 15, 25 e
35 dias apés o in6culo (Tabela II).

TABELA Ui

Exame de D. maxima inoculados na hemocele com formas da cepa Y
do T cruzi, obtidas no conteudo intestinal de triatomineos

Dias apos Hemolinfa Conteudo intestinal
inoculo (positivo/total) { positivo/total)
7 6/6 0/6
15 0/10 0/10
25 0/7 0/7
35 1/6 J/6

4) Infeccao de camundongos recém-nascidos

Hemolinfa colhida de 10 exemplares de D. maxima de 30 e 49 estddios, infec-
tados hd 30 e 60 dias, respectivamente, com a cepa CL do T. cruzi, foi inoculada subcuta-
neamente em 9 camundongos albinos de 2 dias de nascimento. Cada animal recebeu uma
dose de 10ul. Apds 7, 11, 17 e 20 dias foram realizados exames de gota de sangue retira-
da da cauda de cada um deles; 30 dias ap6s o inéculo, os animais receberam uma dose
intraperitoneal de 100.000 tripomastigotas sangiifneos da mesma cepa CL do 7. cruzi.

RESULTADOS

1) Verificagao da infeccdo natural da hemolinfa

Todos os 40 T. infestans ¢ 40 D. maxima examinados em grupos de 10 apés 10,
15, 20 e 30 dias decorridos da alimentagio em camundongos infectados apresentaram
parasitas nas fezes, nenhum na hemolinfa.

2) Capacidade de evolugao de formas sangtitneas na hemolinfa

Do experimento em que os insetos intactos foram mantidos em um mesmo reci-
piente, exames feitos aos 35 dias revelaram que somente 4 dos 5 insetos que pratica-
ram canibalismo apresentaram flagelados no conteddo intestinal. Entre os outros 12
sobreviventes, 4 ainda tinham sua hemolinfa positiva e os outros 8 ndo acusaram parasitas
na hemolinfa nem no conteido intestinal.

Entre os que tiveram sua probdscida cauterizada, também néo se observou apare-
cimento do parasita no intestino dos insetos, como se verifica na Tabela I, onde se nota
um gradativo desaparecimento de flagelados na hemolinta.



3) Capacidade de evolugdo, na hemolinfa, de flagelados
obtidos de conteudo mtestinal de triatomineos

Quando procurou-se observar a evolugdo de flagelados provenientes de contetudo
intestinal de triatomineos inoculados na hemolinfa de outros, verificou-se também um
gradativo desaparecimento do parasita e jamais a sua presenca no intestino dos insetos
(Tabela II).

4) Infecgao de camundongos recém-nascidos

Foi negativo aos 7, 11, 17 e 20 dias, o exame de sangue caudal de todos os ca-
mundongos infectados com a hemolinfa de D. maxima os quais haviam sido naturalmen-
te infectados. Quinze dias apds o in6culo das formas sanglifneas todos os animais controle

haviam morrido.

DISCUSSAQ E CONCLUSAO

Pelos experimentos feitos acreditamos termos oferecido ao 7. cruzi condicBes
necessdrias para seu desenvolvimento na hemocele dos triatomineos. O fato de realizar-
mos indculos de formas sangiifneas ou provenientes de contetdo intestinal de triatomi-
neos teve a finalidade de se saber quais as formas que poderiam dar continuidade ao ciclo
evolutivo do parasita. Em nenhum experimento foi possivel observar essa continuidade.

Diferentes autores preocuparam-se em verificar a possibilidade da infecgdo pelo
T. cruzi através da picada do inseto vetor, uma vez que era negligenciado o fato de que tal
evento pudesse ocorrer através das fezes dos triatomineos. Segundo Pipkin (1969) Torres
em 1915, embora tendo conseguido este tipo de infec¢do, ao dissecar os insetos utilizados
nos experimentos ndo conseguiu detectar parasitas na hemolinta nem nas glandulas saliva-
res. O fato da regurgitacdo do triatomineo no momento da alimentagio (Friend & Smith,
1971) e o fato de que formas metaciclicas s@o encontradas também no “estOmago’’ dos
insetos {Alvarenga & Aratjo, 1975), nos levam a aceitar a possibilidade da ocorréncia
eventual da transmissdo, por regurgitagdo, do parasita pela picada do vetor. Jorg & Ngumo-
Natula (1979) demonstraram este fato quando observaram 3,6% de infecg¢do em camun-
dongos que serviram de repasto a triatomineos previamente infectados e mantidos isola-
damente, tomando precaucdo para impedir o contato das fezes emitidas durante o repasto

COIM 0O$ animais.

Chagas (1909) foi na realidade o tnico que se prendeu em defender a tese de que
a evolugdo do T. cruzi nos triatomrneos incluia um estagio na hemocele com as formas in-
fectantes indo se instalar nas glandulas salivares. Esses achados baseavam-se em apenas tres
observacoes, dos vdrios insetos dissecados, de formas flageladas na hemolinfa e glandulas
salivares. O fato foi contestado por Brumpt (1912) que descreveu a evolugdo do parasita
como ocorrendo somente no intestino e sendo a infec¢@o adquirida pelo vertebrado atra-
vés das fezes do triatomineo. Tal como sugerido por Pipkin ?l 969}, acreditamos que tal-
vez Chagas, em suas raras observagdes de flagelados na hemolinfa e glandulas salivares de
triatomineos, estivesse diante de casos de infecgdo mista por 7. cruzi e T. rangeli ou
mesmo de uma contaminag¢do por material de conteido intestinal como aventado por

Brumpt (1939).

Dias (1932b, 1934) foi um dos que se preocupou a respeito da possibilidade
desta evolugio extra-intestinal do 7. cruzi e parasitismo das glandulas salivares dos inse-
tos. Seus experimentos demonstraram que a evolugdo natural do parasita ocorre no trato
digestivo dos triatomineos, sendo a infecgdo de vertebrados ocasionada por contaminacgdo

de suas fezes.

Tobie (1968) demonstrou como processo de diferenciacdo entre 7. cruzie T.
rangeli, a incapacidade de continuidade de evolug@o do 7. cruzi na hemocele do inseto

hospedeiro.

Ponce, Trochez & Zeledon (1974), examinando Rhodnius prolixus, capturados
em irea de T, cruzie T. rangeli, conseguiram diferenciar entre ambas as espécies de proto-
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zo4rios, através de exames de fezes, de hemolinfa e glandulas salivares, tendo constatado
até mesmo infeccGes mistas. Se constitufsse fato comum o T. cruzi apresentar normalmen-
te sua evolugdo também a nivel de hemolinfa, certamente os autores seriam alertados,
pois todos os insetos parasitados, ndo importando por qual parasita, teriam flagelados em
sua hemocele.

Em nossos experimentos, a demonstragfo do 7. cruzi no intestino de insetos que
receberam o parasita por indculo na hemolinfa s6 foi possivel quando foram criadas as
condicBes para que ocorresse 0 fendmeno do canibalismo. Tal como Phillips (1969) bem
demonstrou, um inseto sugando a outro ingere também hemolinta.

. Em caso de evolugdo do 7. cruzi na hemolinfa dos triatomineos natural ou expe-
rimentalmente infectados por ingestdo do parasita, ela deveria ser evidenciada por exame
a fresco do material, tal como ocorre quando se examina a hemolinfa de triatomineos
infectados pelo T. rangeli. Exames de triatomineos, capturados em zonas endémicas de
doenca de Chagas do Estado de Minas Gerais, positivos ou ndo para o 1. cruzi, nunca reve-
laram a presenca do parasita na hemolinfa.

O fato de camundongos recém-nascidos inoculados com hemolinfa de insetos
parasitados ndo terem sobrevivido ao in6culo de formas sangiiineas, indica ndo serem eles
portadores de infec¢io anterior.

CONCLUSAQ

Os experimentos acima expostos nos levam a admitir que:

— Formas sangiifneas do 7. cruzi e as do contedo intestinal de triatomineos,
quando inoculados na hemocele do inseto vetor, graduaimente vao desaparecendo, de-
monstrando ndo terem condigBes suficientes de sobrevida na hemolinfa.

_ As diferentes formas do 7. cruzi inoculadas na hemocele dos triatomineos ndo
foram capazes de invadir o intestino dos insetos.

— O T cruzi, quando ingerido por triatomineos, no ¢ capaz de passar natural-
mente para a hemocele restringindo sua evolugao ao trato digestivo do vetor.

SUMMARY

Examination of haemolymph from triatomine-bugs (Triztoma infestans and
Dipetalogaster maxima) harboring Trypanosoma cruzi infection for 10, 15, 20 and 30
days did not reveal the presence of flagellates. Material obtained by washing out the hae-
mocoel of infected D. maximus was also negative. Inoculation of bloodstream try pomasti-
gotes and triatomine intestinal flagellates into the haemocoel revealed that parasites were
not able to maintain a detectable infection in the haemolymph for more than 40 days and
that parasites could not enter in the intestine of triatomines. Inoculation of haemolymph
of infected bugs in baby-mice has not induced infection.
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