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HERPETOMONAS EM FITÔFAGO DO GÉNERO DYSDERCUS
(HEMÍPTERA, PYRROCHORIDAE)*.

MARIA DO CARMO MOREIRA DE SOUZA**

RESUMO

Relatamos o encontro de flagelados
no intestino de um htmíptcro da fa-
mília Pyrrochoridae e género Dysder-
cua. Crescem nos meios de cultura de
Ducrey, Roitman, Roitman modifica-
do, "IJT" e Meio de Composição quí-
mica Definida, nas temperaturas de
25, 28 e 37°C. Quando corado pelo
Giemsa modificado apresenta as for-
mas de promastigotas, formas com ci-
netoplasto situado lateralmente (late-
romastigotas), promastigotas arredon-
dada» (esferomastigotas) c formas
opistomastigotas. Formas amastigotas
foram encontradas somente nos pri-
meiros repiques. A amostra foi clona-
da dez vezes. Pela presença constante
de formas promastigotas e opistomasti-
gotas, acreditamos ter isolado um fla-
gelado do género Herpetomanas.

INTRODUÇÃO

A "importância médica e veteri-
nária das tripanosomíases nos
países tropicais e sub-tropicais, le-
vou os pesquisadores a estudar,
extensivamente, os tripanosomas
d* namíferos tanto no campe co-

mo no laboratório. Embora os
estudos sejam mais intensos na
área de controle das doenças cau-
sadas pelos tripanosomas, os pro-
tozoologistas tem estudado os
problemas de interesse biológico
mais ^geral. Os estudos da evolu-
ção dos tripanosomas, por Hoore
& Wallace, (1967) vieram eluci-
dar muitos problemas relaciona-
dos com a sua filogenia que não
só dão expressão às suas afinida-
des, mas também unem espécies
relacionadas que mostram simila-
ridades em sua constituição anti-
gênica e Fisiológica e relações com
o hospedeiro do parasita. Estas
características têm uma relação
direta sobre as respostas dos tri-
panosomas à quimioterapia, so-
bre as relações imunológicas do
hospedeiro e ainda sobre as ma-
nifestações clínicas da do«nça
causada por eles.

É grande o número de flagela-
dos de insetos da ordem Hemip-
tera, assim Wallace & cols. (1960)
isolaram a Crithidia flexoneraa do
Gerris remigis e Leptomonas col-
lossoma do Gerris dissortis quan-
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do tentava isolar Blastocrithidia
gerrídis (Patton). Em 1970 Gal-
vôo & cols., isolaram de um he-
míptero da família Reduviidae,
um flagelado a quem eles propu-
seram o nome de Leptomonas
pessoal. Em 1973 Carvalho iso-
lou Herpetomonas muscarum,
Crithidia lucilae, Críthidia deanei
n. sp., Leptomonas samueH n.
sp. e Blastocrithidia galvãoi, todas
do hemíptero reduviideo Zelus
leucogrammus (Perty).

É muito comum o aparecimen-
to, por ocasião das chuvas de ve-
rão, na cidade de Goiânia, de um
hemíptero fitófago da família
Pyrrochoridae e género Dysder-
cus que, com frequência, aparece
nos laranjais e algodoeiros preju-
dicando as suas safras; deste inse-
to, (que aparecia também no la-
boratório, nos veículos e nas re-
sidências) isolamos um flagelado
que, por suas características m?f-
fológicas parece peiiencer ao gé-
nero Herpetomonas

MATERIAL E MÉTODOS

Meios de Cultura usados:
a. Meio de "LIT" ("liver in-

fusion triptose"), idealizado por
Yaegger e descrito por Camargo
(1964) e Fernandes & CasteUam
(1966).

b. Meio Complexo (meio de
Roitman) — Segundo Roitman &
cols. (1972). Autoclavou-se a
1209C por 20 minutos. Distri-
buiu-se em tubos 18 x 180, colo-
cando-se, 5,0 ml em cada e esto-
cou-se em refrigerador.

c. Meio Complexo modifica-
do — Preparou-se este meio adi-
cionando-se a 100,O ml do meio
de Rottnuu» -l- agar 2,5%, auto-

clavado e deixado esfriar a mais
ou menos 45"?C, acrescentou-se
3,0 ml de sangue desfibrinado de
coelho, agitou-se vagarosamente
para homogenizar. Distribuiu-se
em placa de Petri, colocando-se
10,0 ml em cada; deixou-se soli-
dificar, fez-se controle de esteri-
lidade e estocou-se em geladeira.

d. Meio de Ducrey — Meio
bifásico com a seguinte composi-
ção: Extraio de batata 600,0 ml;
Peptona (Oxoid) 5,0g; Agar
(Oxoid) 25,0 g; Agua destilada
400,0 ml. O extraio de batata foi
obtido fervendo-se um quilo de
batatas inglesas descascadas e
cortadas em fatias misturadas
com 40,0 ml de glicerina em dois
litros de água destilada; após co-
zimento, passou-se era pano e
completou-se o volume para
2.000,0 ml com água destilada;
acertou-se o pH a 7.4, autocla-
vou-se a 120°C por 20 minutos;
deixou-se esfriar a maís ou me-
nos 45^C, adicionou-se 30% de
sangue desfibrinado de coelho e
distribuiu-se em tubos 18 x 180,
colocando-se 7,0 ml em cada dei-
xando-se solidificar em posição
inclinada; após a solidificação o
meio íoi guardado em geladeira;
no momento do uso adicionou-se
de 2,0 a 5,0 ml de solução fisio-
lógica estéril.

e. Meio definido — Idealiza-
do e descrito por Roitmam & cols.
(1972). Dissolveu-se em 1.000,0
ml de água destilada, ajustou-se
o pH a 6,5 com HCI ou NaOH e
autoclavou-se a 120°C por 20 mi-
nutos .

Isolamento:

a. Observação de flagelados
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nas feze-s do inseto — Segurou-se
o vetor pelo tórax, com uma pin-
ça, fez-se pressão sobre o abdo-
mem forçando a eliminação das
fezes sobre uma lâmina, cobriu-se
com uma laraínula e observou-sc
ao microscópio com 100 aumen-
tos.

b. Inoculação em meios de
cultura — Uma vez dissecado o
exemplar, retirou-se todo o seu
tubo digestivo colocando-se 10,0
ml de solução de Hanks estéril
contendo 50,0 U.I. de penicilina
por ml e depois adicionou-se aos
meios de "LIT" e de Roitmam,
5,0 ml em cada tubo de meio.

c. Clonagem — Tomamos
uma cultura de 24 horas, em
meio de Roitmam, diluiu-se em
salina de maneira a conter ape-
nas dois a três flagelados por
campo cem vezas aumentado e
adicionou-se uma gota em cada
placa contendo meio de Roitmam
modificado, espalhou-se bem ca-
da gota com uma vara de vidro
em L e colocou-s* em estufa a
25^C observando-se diariamente.
Depois de 5 dias foram pescadas
15 colónias com uma alça de pla-
tina, inoculamos em "LIT" pas-
sando-se posteriormente para
meio de Roitmam. Examinava-
se a morfologia de cada cultura,
por microscopía óptica do mate-
rial corado pelo Giemsa modifi-
cado, e a partir de uma delas fa-
zia-se nova clonagem. P-ncedeu-
se assim por dez vezes.

d. Coloração — O método de
coloração usado foi o método de
Giemsa com algumas modifica-
ções: Fixou-se o esfregaço com
metanol por três minutos; de
xou-se secar; submeteu-se as pre-
parações à hidrólise ácida (colo-

cou-se as lâminas em urat cuba
cobriu-se com solução de HCI 5N
por 10 minutos); lavou-se ime-
diatamente com água corrente e
deixou-se f^car bem; cobriu-se
com soluçL_ de Giemsa a 2% em
tampão f^fato pH 7.0; esperou-
se 20 minutos - 'avou-se com
água corrente

RESULTADOS

a. Tipo d" hospedeiro: Fitó-
fogo da fam£;i Pyrrochoridae e
género Dysdeivos (Fig. 1).

b. Local de isolamento: Goiâ-
nia — Goiás — Brasil. Instituto
de Patologia Tropical.

c. Morfologia: No exame di-
reto a fresco, observou-se formas
redondas com flagelo longo e
com movimento lento, formas
ponteagudas na extremidade pos-
terior, ligeiramente truncadas,
apresentando movimento flagelar
muito rápido e girando em hélice;
formas longas apresentando rápi-
das vibrações com o eixo do cor-
po aproximadamente reto, os fla-
gelados apresentando grande ten-
dência a se colocarem em detritos
do meio, nas paredes do tubo de
cultura e mer-io na lâmina d' mi-
croscópio, /ifiresentavam grande
tendência a formar grupos, aco-
lando-se corpo a corpo, principal-
mente em meios contendo soro;
alguns organismos foram encon-
trados aderidos, pela extremida-
de posterior com flagelos em
posições opostas dando a impres-
são de um o: ̂ anismo de duplo
flagelo; organ.j/nos em forma.de
campânuk xmi flagelo curto e
movimento lento, ao se dividirem,
sempre- iransve; .almente, deram i
Ímpresaf j de se •"atai de uma for-
ma contendo dois flagelas, um
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Figura 1. — Bitecofoto* de inicio da família PyrrochoridM Dyidtrcut.
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FIO. í

FORMAS DE TRIPANOSOMATtDEOS ENCONTRADOS NAS CULTURAS
ORIGINAIS EM DUCRCY 48 HORAS A 23°C,
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Fl«. B

FORMAS PROMASTI90TAS DE CULTURA, DE 24 HORAS
EM MEIO OE DUCHE Y, A 25* C.. DE HERPETOMONAS ,
SP f APÓS 10 CLONAOEMS.
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FIO. 4

10

FORMAS PROMASTI90TAS» DE CULTURA DE 48 HORAS

EM MEIO DE DUCREY, DE HERPETOMONAS, SP; APÓS

10 CLONAOENS. CRESCIMENTO A 25° C.
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FIO. 5

10

FORMAS PRÓ, LATERO E OPISTOMASTIOOTAS,

OE CULTURA DE 19 DIAS, EM MEIO OE DUCREY,

DE HERPETOMONAS. SP; APÔS 10 CLONAGENS.

CRESCIMENTO A 23°C.
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em cada extremidade; formas ar-
redondadas ou oval, sem flagelo,
foram também observadas.

A mesma cultura observada à
fresco (Cultura de 48 horas
"LIT") foi submetida à coloração
pelo Giemsa modificado tendo-se
observado: — formas promasti-
çotas predominantes dividindo-se
99% das vezes longitudinalmen-
te e 1% transversalmente; pró-
mastigotas arredondadas com
grande flagelo; formas com apa-
rência de sino e formas amastigo-
tas. Observe-se na Fig. 2 o de-
senho correspondente em câmara
clara.

Como se tratasse de uma gran-
de variedade de formas, procu-
rou-se clonar a amostra. Na pri-
meira clonagem, as quinze coló-
nias pescadas apresentavam for-
mas morfologicamente idênticas;
assim tomamos um dos quinze tu-
bos e partimos para outra clona-
gem; as quinze colónias pescadas
tornaram a apresentar as mesmas
formas c partimos para a terceira
clonagem tendo como ponto de
partida um dos quinze tubos da
segunda clonagem e assim repe-
timos por dez vezes. No final da
clonagem tínhamos 20 colónias
que apresentavam a mesma mor-
fologia: Formas promastigotas em
cultura de 24 horas a 28<?C em
meio de Ducrey (Fig. 3 desenho
em câmara clara) que se repeti-
ram com 48 horas (Fig. 4) e com
72 horas e somente com 15 dias
observou-se a presença de formas
opistomastigotas (Fig. 5).

d. Caracteres fisiológicos

Crescem bem nos meios de Du-
crey, "UT", Roitman, Roitman

modificado e meio definido, nas
temperaturas de 25, 28 e 379C.

DISCUSSÃO

A existente confusão com res-
peito a taxonomia dos membros
da família Trypanosomatidae, le-
vou Wallace & cols. a estudos
mais profundos, tentando corrigi-
la de algum modo. Fazem parte
dessa família, vários géneros, al-
guns dos quais parasitam o tubo
digestivo de invertebrados, en-
quanto outros são parasitas dige-
néticos, sendo o seu ciclo de vida
alternado entre dois hospedeiros:
um, invertebrado, representando o
hospedeiro intermediário ou vetor,
no qual o flagelado se .desenvolve
primeiramente no intestino; o ou-
tro, um vertebrado ou planta, no
qual eles habitam o sangue ou te-
cido. Os parasitas monogenéticos
primeiramente divididos em trêfl
géneros: Leptomonas, Herpeto-
monas e Crithidia foram redefini-
dos e classificados, graças a estu-
dos taxonômicos e de microscopia
eletrônica (Wallace, 1943, 1961,
1966; Clark, 1959; Laird, 1959),
recebendo ainda nomenclatura
que exprime o seu estágio de evo-
lução (Hoare & Wallace, 1966).
Assim a família Tripanosomatidae
ficou dividida, principalmente, em
cinco géneros:

1. Género Leptomonas - Com-
preende - (a) estágio Promastigo-
ta representado por um flagelado
de corpo alongado com um cinfr-
toplasto antenuclear situado na
extremidade anterior do corpo, de
onde o flagelo emerge de um curto
reservatório; membrana ondulante
ausente; (b) estágio Amastigota
(leishmânia) sem flagelo.
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2. Género Herpetomonas: (a)
estágio Promastigota típico (como
em 1); (b) estágio Opistomastigo-
ta, representado por estágio se-
melhante ao promastigota, mas
com cinetoplasto posterior ao nú-
cleo situado a distâncias variáveis;
flagelo emergindo da extremidade
anterior do corpo, saindo de den-
tro de um reservatório que se es-
tende desde o cinetoplasto; mem-
brana ondulante ausente; (c) es-
tágio Amsstigota (como em 1).

3. Género Crithidia - (— stri-
gomonas) - Compreende um es-
tágio Coanomastigota, represen-
tado por um flagelado curto e lar-
go (em forma de grão de milho),
com extremidade anterior trunca-
da; cinetoplasto antenuclear; fla-
gelo emergindo de um curto re-
servatério em forma de funil;
membrana ondulante ausente: (b)
estágio Amastigota (leishmânia)
(como em l o 2).

4. Género Bla s toe ri th i d i a: (sin.
crithidia) Compreende (a) estágio
promastigota (como em l e 2); (b)
estágio Epimastigota representado
por flagelados alongados com ei-
netoplasto junto e anterior ao nú-
cleo, flagelo emergindo de corpo
lateralmente de um curto reserva-
tório e correndo ao longo de uma
membrana ondulante; (c) está-
gio Amastigota (como em l e 2).

5. Género Trypanosoma - O
género Trypanosoma é caracte-
rizado pelo aparecimento de um
novo estágio, representado pela
forma tripomastigota. Lembra o
estágio Epimastigota do género
Blastocrithidia comumente conhe-
cido por Crithidia, mas dele di-
ferindo pela posição pos-nuclear
do cinetoplasto e do ponto de par-
tida do flagelo que emerge de um

curto reservatório lateral e corre
ao longo da membrana ondulante.

O flagelado em estudo, isolado
de um Fitófago, apresentou as
formas de Promastigota e Opis-
tomastigota levando-nos a situá-
lo no género Herpetomonas tendo
em vista as observações de vários
autores entre eles "Wallace (1966)
e Lumsden (1974) em que a posi-
ção do cinetoplasto e saída do
flagelo, quando esse existe, são
condições chaves na classificação,
sendo a forma do corpo um as-
pecto secundário.

Bstudos posteriores serão feitos
no sentido de se elucidar a espé-
cie a que pertence o protozoário
ora descrito, pelo estudo compa-
rativo com outras espécies de
Herpetomonas já descritas.

SUMMARY

HERPETOMONAS IN PHYTOFA-
GOUS OF THE GENUS DYSDER-
CUS (Hemiptera, Pyrrochoridae)

The finding in hemipteia gut (fami-
ly Pyrrochoridae, genus Dysdercus)
of a flagellate, is described. It grows
in Ducrey, Roitman, Modified Roít-
man, "LIT" and Chemically Defined
Media, at temperaturas of 25, 28 and
37°.C.

Promastigoti, lateromastigote (kine-
toplast Iat»ral to nucleous), esferomas-
tigote (round promastigote) and opis-
thomastigote torms were Found Amas-
tigotes were present only in th» first
examinations.

By lhe constant presence of promas-
tigote and opisthomastigote forms, w«
believe to have isolated a flagelláie
which belongs to the genus Herpctomfí-
nas,
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