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RESUMO

Hemogregarinas sdo endoparasitos intraeritrocitarios de uma grande variedade de vertebrados. Sua
identificacdo tem sido baseada principalmente em descri¢des morfologicas e morfométricas. Neste
trabalho, descreve-se a morfologia e morfometria de uma hemogregarina encontrada naturalmente
infectando Rhodnius brethesi. Realizaram-se pesquisas parasitologicas na hemolinfa, no contetido
intestinal e nas glandulas salivares de 174 R. brethesi selvagens. As descri¢des foram feitas com
base em fotomicrografias digitais. As variaveis foram: morfologia externa, presenga ou auséncia
de capsula, comprimento, largura e niimero de esporozoitas em cada esporocisto; no caso dos
esporozoitas, também foram analisados comprimento e largura nuclear, formato e posi¢ao do nicleo
e presenga ou auséncia de pigmentos citoplasmaticos. Foram descritos oocistos, esporoblastos,
esporocistos e esporozoitas de uma hemogregarina. Uma ninfa de R. brethesi de quarto estadio
estava infectada simultaneamente por 7. rangeli e hemogregarina. As caracteristicas morfométricas
observadas nestes parasitos indicam que possivelmente se trata de uma nova hemogregarina ainda
ndo relatada para este triatomineo. A identificagdo do sangue de répteis como origem do repasto
sanguineo de R. brethesi, associada a grande presenca do geconideo Thecadactylus rapicauda
Houttuyn no ec6topo deste triatomineo, sugere que este réptil seja o possivel hospedeiro definitivo
desta hemogregarina.

DESCRITORES: Hemogregarina. Morfologia. Vetor. Rhodnius brethesi.

ABSTRACT

Morphologic and morphometric analysis of a Hemogregarina of Rhodnius brethesi Matta, 1919
(Hemiptera, Reduviidae: Triatominae) naturally infected

Hemogregarines are intraerythrocytic endoparasites in a wide variety of vertebrates. Their
identification has been based mainly on the morphologic and morphometric descriptions. In this
paper, we describe the morphology and morphometry of a hemogregarine found naturally infecting
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R. brethesi. Parasitological researches were made in the hemolymph, gut contents and salivary
glands from 174 specimens of R. brethesi. Morphological descriptions and morphometric analysis
of the parasitic forms were based on digital photomicrographs. The variables were: external
morphology, presence or absence of capsule, total length, absolute width, and number of sporozoites
in each sporocyst; in the case of sporozoites, we also recorded the length, breadth, shape and position
of the nucleus and the presence or absence of cytoplasmic pigment. Oocysts, sporoblasts, sporocysts,
and sporozoites of a hemogregarina were described. One 4th instar nymph was simultaneously
infected with 7. rangeli and hemogregarine. The morphometric characteristics observed in these
parasites may indicate that it is a new hemogregarina, and not yet reported for this triatomine.
The identification of the reptiles blood as the origin blood feeding of R. brethesi associated with
great presence of geconideo Thecadactylus rapicauda Houttuynia in the ecotope of this triatomine
suggests this reptile as a possible definitive host.

KEY WORDS: Hemogregarine. Morphology. Vector. Rhodnius brethesi.
INTRODUCAO

Rhodnius brethesi tem sido encontrado naturalmente infectado por
Trypanosoma cruzi Chagas, 1909, agente etioldgico da doenca de Chagas, ¢
Trypanosoma rangeli Tejera, 1920, parasito aparentemente pouco nocivo ao
hospedeiro vertebrado, mas potencialmente patogénico aos triatomineos vetores
(1, 9). Muito raramente outros protozoarios nao tripanossomatideos que estejam
infectando triatomineos sdo mencionados na literatura, um exemplo € o trabalho de
Talice (12) que relatou o achado de trofozoitas de uma hemogregarina juntamente
comum grande cisto albergando varios esporozoitas na parede intestinal de Triatoma
rubrovaria Blanchard, 1843. H4 também a descri¢ao de uma dupla infec¢do por 72
cruzi e hemogregarinas em 7. rubrovaria, no Uruguai, na qual foi mencionado
o lagarto Tupinambis teguixin Linnaeus,1758 como seu possivel hospedeiro
vertebrado. Neste caso, o parasito foi classificado como Haemogregarina triatomae,
que mais tarde foi reclassificado como Hepatozoon triatomae Reichnow, 1953 (10).

Posteriormente, hemoparasitas semelhantes as hemogregarinas nos
estagios de oocistos, esporocistos e esporozoitas foram identificados em Triatoma
rubida Uhler, 1894 no Arizona (5). E, dez anos depois, com o achado de Triatoma
arthurneivai Lent & Martins, 1940, no sudeste do Brasil, naturalmente infectados por
H. triatomae, foi possivel criar em laboratorio o triatomineo infectado, descrever a
morfologia das formas parasitarias e estabelecer o seu ciclo evolutivo, incriminando
o lacertilio Tropidurus torquatus Wiedman como hospedeiro definitivo (11).

Trabalhos ou descricdes de hemogregarinas de triatomineos sdo quase
sempre resultados de achados acidentais durante exames parasitologicos do
conteudo intestinal destes insetos, sendo H. triatomae a inica hemogregarina cujo
ciclo evolutivo foi estabelecido em triatomineo (11). Ha também uma concordancia
entre os pesquisadores quanto a possibilidade de um lacertilio servir como
hospedeiro vertebrado mesmo quando na presenga de mamiferos.

76 REVISTA DE PATOLOGIA TROPICAL



A infecg¢@o natural dos triatomineos e a possibilidade de vetoriamento
de hemoparasitos diferentes dos tripanossomatideos justificam a caracterizagio
morfologica e morfométrica das formas parasitarias de hemogregarinas encontradas
em R. brethesi naturalmente infectados nas piagabeiras do médio rio Negro, no
Amazonas.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida com 174 exemplares de R. brethesi (ninfas
¢ adultos) capturados em piagabais no entorno do rio Ereré (N 0°06°16.6”, W
63°51°01.7”), afluente da margem esquerda do médio rio Negro. A captura dos
triatomineos se deu por meio de busca ativa com dissec¢do das palmeiras piagabeiras.
As analises foram realizadas no Laboratorio de Triatominae, Phlebotominae e
Fauna Nidicola da Coordenac@o de Pesquisas em Entomologia (CPEN), do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA).

Foram realizados exames parasitologicos na hemolinfa, no contetido
intestinal e nas glandulas salivares. O primeiro procedimento consistiu na coleta da
hemolinfa por meio da sec¢@o de uma das pernas do par anterior, sendo gotejada em
lamina de microscopia, sobreposta com laminula e observada a fresco em microscopio
optico Nikon Eclipse E 200, com objetiva de 40x. Se positiva, era deixada em
repouso até ficar completamente seca e depois fixada com metanol por trés minutos,
sendo, logo em seguida, corada com May-Griinwald-Giemsa por aproximadamente
15 minutos (11). As glandulas salivares e o conteudo intestinal também foram
examinados conforme o protocolo acima, acrescentando-se solucdo fisiologica de
Na'CI a 0,9% para garantir a dilui¢do e melhorar a visualizacdo das amostras.

Os estudos morfologicos e biométricos das hemogregarinas foram
realizados por fotomicrografias digitais utilizando o programa CELL D® 2008
Olympus Soft imaging System. As variaveis avaliadas para os esporocistos foram:
morfologia externa, presenga ou auséncia de capsula, comprimento, largura e
namero de esporozoitas em cada esporocisto. No caso dos esporozoitas, além
dessas variaveis, também foram analisados o comprimento nuclear, a largura
nuclear, o formato e a posi¢ao do ntcleo e a presenga ou auséncia de pigmentos
citoplasmaticos.

RESULTADOS

Dos 174 exemplares de R. brethesi analisados, 103 tiveram hemolinfa,
conteudo intestinal e glandulas salivares fixados, dentre os quais 5 (4,8%)
mostraram-se positivos para hemogregarinas e, destes, 1 ndo possuia parasitos em
qualquer das estruturas estudadas.

As hemogregarinas apresentavam diferentes formas, tamanhos e estagios
de desenvolvimento (Figura 1). Dentre as formas parasitarias encontradas,
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destacaram-se os esporoblastos e 0s esporocistos, 0s quais promoviam uma infec¢ao
tdo intensa que eram facilmente observados as dezenas por campo na objetiva
de 10X (Figura 1A). Os esporoblastos estavam quase que totalmente restritos a
glandula salivar, sendo raramente observados no conteudo intestinal ¢ na hemolinfa.
Os esporocistos foram visualizados em todas as estruturas; alguns eram esféricos;
outros, elipticos e com membrana externa aparentemente simples, hialina e fragil
(Figura 1B, 1C).

No total foram analisados 50 esporocistos medindo 50,8 + 4,1 mm
de comprimento e 27,1 + 3,6 mm de largura. A quantidade de esporozoitas por
esporocisto foi de 34,8 = 10,1. Os esporocistos quando maduros permitiram a
passagem do Giemsa ¢ a coloragdo dos seus esporozoitas, os quais adquiriram um
tom levemente violeta no citoplasma e azul intenso no nucleo aparentemente denso
(Figura 1D, 1E).

No exame a fresco das amostras de hemolinfa e do conteudo intestinal,
foram observados discretos movimentos de flexdo dos esporozoitas livres. Estes,
depois de corados, adquiriram uma coloragdo rosada no citoplasma bastante
diferente dos encapsulados.

Os esporozoitas possuiam um suave estreitamento nas por¢des terminais,
eram bastante alongados com 22,4 mm + 2,59 mm de comprimento por 3,5 + 0,84
mm de largura (n=50), além de ligeiramente curvos € com um nucleo levemente
deslocado para uma das extremidades (Figura 1F). O comprimento nuclear foi de
3,9+0,60 mm e a largura de 2,9 + 0,58 mm (n=>50). O citoplasma corou-se de forma
homogénea com raros granulos citoplasmaticos, em alguns casos as extremidades
estavam transltcidas dando um aspecto de vazio.

Foram visualizados dois grandes oocistos no contetido intestinal, um
com 900 mm e outro com 600 mm de didmetro, ambos arredondados e protegidos
por uma membrana translicida muito delicada. O maior continha centenas de
esporocistos em formacdo, ao passo que, no menor, nao havia esporoblastos
perceptiveis (Figura 1G, 1H).

Além dessas, foram visualizadas formas sem movimentos aparentes, com
comprimento de, aproximadamente, 23 mm, globosas, com niicleo pequeno, bem
definido e deslocado lateralmente, material interno de aparéncia consistente, porém
bastante vacuolizado ou septado. Apés coloragdo com Giemsa, o citoplasma ficou
inteiramente branco leitoso com os septos corados em azul.

Uma ninfa de quarto estadio de R. brethesi foi diagnosticada com 7. rangeli
¢ hemogregarina, simultancamente, na glandula salivar (Figura 1E, 1F). O exame
de seu conteudo intestinal revelou que a origem do repasto teria sido um mamifero.
Cumpre ressaltar que o exame do contetido intestinal dos demais triatomineos
infectados com hemogregarinas identificou répteis e mamiferos como fontes
de sangue igualmente requisitadas e que o geconideo Thecadactylus rapicauda
Houttuyn, 1782 foi a espécie mais presente no ecotopo destes triatomineos
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Figura 1. Hemogregarinas em diferentes formas e estagios de desenvolvimento.
A) Glandula salivar de uma ninfa de 3° estadio de Rhodnius brethesi com
alta infecgdo por esporoblastos e esporocistos. B,C) Esporocistos com
morfologia esférica e eliptica, respectivamente, em observagio a fresco
da hemolinfa de uma ninfa de 4° estadio. D) Esporocistos maduros
com esporozoitas corados em azul pelo Giemsa. E) Esporocisto ¢
formas tripomastigotas de 7. rangeli caracterizando infecgdo mista na
glandula salivar de R. brethesi. F) Esporozoita livre ao lado de trés
tripanossomatideos na glandula salivar do triatomineo. G) Oocisto
esporulado no contetido intestinal com diametro de 900 pm. H) Oocisto
nao esporulado mensurando 600 pm.
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Tabela 1. Comparagdo morfométrica das hemogregarinas de Rhodnius brethesi
(n=50 para cada estrutura) com as hemogregarinas de 7. arthurneivae,
T rubrovaria, T. tibiamaculata, T. rubida e P. geniculatus.

Esporocistos (um) Esporozoitas (pm)
Vetor / hospedeiro vertebrado CT LA p]jrsz(s);zigiiio CT LA CN LN
R. brethesi | Thecadactylus rapicauda* 50 27 34 22 3 4 3
T arthurneivaell | Tropidurus torquatus 25 12 20 10 2 - -
T. rubrovarial2 - - ~200 19 4 - -
T. rubrovarial0 / Tupinambis teguixin ~ 60-80 42-48 20-40 1830 47 - -
T. tibiamaculata4 20 10 2040 10 1.5 - -
P. geniculatus4 42 29 ~200 10 4 - -
T. rubida5 | Sceloporus magister 53-73 23-33 2040 1720 3-5 - -

Barrett (1977) (4), Bice (1965) (5), Osimani (1942) (10), Rocha e Silva (1975) (11), Talice (1929) (12).
CN = comprimento nuclear, CT = comprimento total, LA = largura absoluta, LN = largura nuclear,
*Thecadactylus rapicauda foi encontrado co-habitando com R. brethesi, mas ndo foi achado exemplar
naturalmente infectado com hemogregarina.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

Registros de esporozodrios infectando triatomineos sdo raros (5, 10, 11,
12). Nenhum trabalho menciona R. brethesi como hospedeiro intermediario de
outro parasito a ndo ser o 7. rangeli e T. cruzi. Dentre estes, T. rangeli é o tnico
tripanossomatideo conhecido capaz de infec¢do natural na hemocele dos triatomineos
(4). No entanto, infecgdes por esporozodrios no contetido intestinal e hemocele de
outros géneros de triatomineos ja foram anteriormente relatadas (5, 10, 12).

Nesta pesquisa, os esporocistos foram as formas parasitarias mais
encontradas no conteudo intestinal e na hemolinfa dos triatomineos, corroborando
dados da literatura (11). A glandula salivar também se mostrou fortemente
parasitada por esporocistos e esporoblastos. A visualizagdo de esporoblastos ja foi
relatada para hemocele e intestino de 7. arthurneivai, contudo, segundo Rocha e
Silva (11), esta ¢ uma forma parasitaria pouco visualizada e ndo mencionaram sua
presenca na glandula salivar do triatomineo.

Com referéncia aos esporocistos, estes obedeceram a descricao de
envoltdrio delicado, hialino e de facil rompimento quando maduro (5, 8, 11). O
numero de esporozoitas por esporocisto foi relativamente proximo aos resultados
obtidos por Osimani (10), Bice (5) e Barrett (4), porém com medidas de
comprimento e largura bem maiores (Tabela 1).

Em situacao semelhante a descrita por alguns autores (5, 11), a observacao
da hemolinfa a fresco possibilitou a visualizagdo de um esporocisto rompendo-se,
com consequente liberacdo de seus esporozoitas, os quais muito lentamente se
deslocavam por meio das flexdes tipicas desta forma parasitaria.
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No presente estudo, foram observados dois oocistos, ambos considerados
grandes quando comparados com outras descrigdes (5, 12) Um dos oocistos estava
visivelmente esporulado com centenas de esporocistos, contudo ndo foi possivel sua
quantificagdo mesmo depois de corado.

Rocha e Silva (11), ao registrar formas com membrana externa
evanescente, material interno esbranquicado bastante septado e nucleo nitido,
supds que se tratava de ovos. No entanto, o exame de formas compativeis com
esta descrigdo sugere que sejam mais consistentes com os adipohemocitos ou
esferuldcitos existentes nesses triatomineos (2, 3, 7).

Bice (5), ao examinar o contetido intestinal de 451 exemplares de 7. rubida
capturados em ninhos de Neotoma albigula, relatou que 9 (2%) estavam infectados
com hemogregarinas e que, mesmo habitando em ninhos de roedores, o possivel
hospedeiro vertebrado dessas hemogregarinas seria o Sceloporus magister, um
lacertilio que usava os ninhos desses mamiferos como abrigo.

Outro caso de associagdo alimentar do tipo triatomineo-lacertilia foi
sugerido entre 7. arthurneiva e Tropidurus torquatus (6), sendo posteriormente
confirmada por outro estudo (11). Este ultimo autor relatou também um mutuo
beneficio alimentar bem caracterizado pelo fechamento do ciclo evolutivo do
esporozoario H. triatomae que infectou 20% dos 220 7. arthurneivai e 12% dos 112
T. torquatus examinados.

Nesta pesquisa, a andlise do contetido intestinal dos R. brethesi infectados
indicou a presenca do sangue de répteis em igual propor¢do a do sangue de
mamiferos, o que pode sugerir uma possivel associagao alimentar entre R. brethesi
e lacertilia nas piagabeiras. Considerando que o geconideo 7. rapicauda ¢ a espécie
mais encontrada neste ecotopo, pode-se teorizar que seja um possivel hospedeiro
vertebrado dessa hemogregarina.

Conforme mostra a Tabela 1, as caracteristicas morfométricas da
hemogregarina encontrada naturalmente infectando R. brethesi foram bastante
distintas das demais hemogregarinas descritas para triatomineos. Este achado indica
a possibilidade de este esporozoario ser uma hemogregarina ainda desconhecida,
portanto sem relagao descrita para o triatomineo R. brethesi e que, em virtude de
uma possivel associagdo alimentar triatomineo-lacertilia, o geconideo 7. rapicauda
Houttuyn desempenhe o papel de hospedeiro definitivo.
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