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HERPETOMONAS EM FITOFAGO DO GENERO DYSDERCUS —
(HEMIPTERA, PYRROCHORIDAE)*.

MARIA D0 CARMO MOREIRA DE SOUZA**

RESUMO

Relatamos o encontro de flagelados
no intestino de um hemiptero da fa-
milia Pyrrochoridae e género Dysder-
cus. Crescem nos meios de cultura de
Ducrey, Roitman, Roitman modifica-
do, “LIT” e Meio de Composigio qui-
mica Definida, nas temperaturas de
25, 28 e 37°C. Quando corado pelo
Giomsa modificado apresenta as for-
mas de promastigotas, formas com ci-
netoplasto situado lateralmente (late-
romastigotas), promastigotas arredon-
dadas (esferomastigotas) e formas
opistomastigotas. Formas amastigotas
foram encontradas somente nos pri-
meiros repiques. A amostra foi clona-
da dez vezes. Pela presenca constante
de formas promastigotas e opistomasti-
gotas, acreditamos ter isolado um fla-
gelado do género Herpetomonas,

INTRODUCAO

A importincia médica e veteri-
niria das tripanosomiases nos
paises tropicais e sub-tropicais, le-
vou os pesquisadores a estudar,
extensivamente, os tripanosomas
de mamiferos tanto no campe <o-

mo no laboratério. Embora os
estudos sejam mais intensos na
drea de contrdle das doengas cau-
sadas pelos tripanosomas, os pro-
tozoologistas tem estudado os
problemas de interésse biolégico
mais geral. Os estudos da evolu-
¢do dos tripanosomas, por Hoore
& Wallace, (1967) vieram eluci-
dar muitos problemas relaciona-
dos com a sua filogenia que ndo
s6 ddo expressdo as suas afinida-
des, mas também unem espécies
relacionadas que mostram simila-
ridades em sua constituigio anti-
génica e fisiol6gica e relagdes com
o hospedeiro do parasita. Estas
caracteristicas tém uma relagdo
direta sobre as respostas dos tri-
pamosomas 23 quimioterapia, so-
bre as relages imunolégicas do
hospedeiro e ainda sobre as ma-
nifestagdes clinicas da doenga
causada por eles.

E grande o nimero de flagela-
dos de insetos da ordem Hemip-
tera, assim Wallace & cols. (1960)
isolaram a Crithidia flexonema do
Gerris remigis ¢ Leptomonas col-
lossoma do Gerris dissortis quan-
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do tentava isolar Blastocrithidia
gerridis (Patton). Em 1970 Gal-
vito & cols., isolaram de um he-
mfptero da familia Reduviidae,
um flagelado a quem eles propu-
seram o nome de Leptomonas
pessoai. Em 1973 Carvalho iso-
lou Herpetomonas muscarum,
Crithidia lucilae, Crithidia deanei
n. sp., Leptomonas samueli n.
sp. ¢ Blastocrithidia galvioi, todas
do hemiptero reduviideo Zelus
leucogrammus (Perty).

E muito comum o aparecimen-
to, por ocasido das chuvas de ve-
rdo, na cidade de Goiénia, de um
hemiptero fitéfago da familia
Pyrrochoridae e género Dysder-
cus que, com frequéncia, aparece
nos laranjais e algodoeiros preju-
dicando as suas safras; deste inse-
to, (que aparecia também no la-
boratério, nos veiculos e nas re-
sidéncias) 1solamos um flagelado
que, por suas caracteristicas mer-
folégicas parece pertencer ao gé-
nero Herpetomonas

MATERIAL E METODOS

Meios de Cultura usados:

a. Meio de “LIT” (“liver in-
fusion triptose”), idealizado por
Yaegger e descrito por Camargo
(1964) e Fernandes & Castellani
(1966).

b. Meio Complexo (meio de
Roitman) — Segundo Roitman &
cols. (1972). Autoclavou-se a
120°C 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 100,0 ml do meio
de Roitman + agar 2,5%, auto-

clavado e deixado esfriar a mais
ou menos 459C, acrescentou-se
3,0 ml de sangue desfibrinado de
coélho, agitou-se vagarosamente
para homogenizar. Distribuiu-se
em placa de Petri, colocando-se
10,0 ml em cada; deixou-se soli-
dificar, fez-se contrdle de esteri-
lidade e estocou-se em geladeira.

d. Meio de Ducrey — Meio
bifésico com a seguinte composi-
cao: Extrato de batata 600,0 ml;
Peptona (Oxoid) 5,0g; Agar
(Oxoid) 25,0 g; Agua destilada
400,0 ml. O extrato 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 dgua destilada; ap6s co-
zimento, passou-se em pano e
completou-se o volume para
2.000,0 ml com 4gua destilada;
acertou-se o pH a 7.4, autocla-
vou-se a 1209C por 20 minutos;
deixou-se esfriar a mais ou me-
nos 459C, adicionou-se 30% de
sangue desfibrinado de coélho e
distribuiu-se em tubos 18 x 180,
colocando-se 7,0 ml em cada dei-
xando-se solidificar em posi¢do
inclinada; apés a solidificagdo o
meio foi guardado em geladeira;
no momento do uso adicionou-se
de 2,0 a 5,0 ml de solugio fisio-
l6gica estéril.

e. Meio definido — Idealiza-
do e descrito por Roitmam & cols.
(1972). Dissolveu-se em 1.000,0
ml de 4gua destilada, ajustou-se
o pH a 6,5 com HCI ou NaOH e
autoclavou-se a 1209C por 20 mi-
nutos.

Isolamento:

a. Observagdo de flagelados

e
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nas fezes do inseto — Segurou-se
o vetor pelo térax, com uma pin-
¢a, fez-se pressdo sobre ¢ abdo-
mem forgando a eliminagdo das
fezes sobre uma lamina, cobriu-se
com uma laminula e observou-se
ao microscépio com 100 aumen-
tos.

b. Inoculagdo em meios de
cultura — Uma vez dissecado o
exemplar, retirou-se todo o seu
tubo digestivo colocando-se 10,0
ml de solugdo 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 trés flagelados por
campo cem vezes aumentado e
adicionou-se uma gbta em cada
placa contendo meio de Ruitmam
modificado, espalhou-se bem ca-
da gbta com uma vara de vidro
em L e colocou-se em estufa a
250C observando-se diariamente.
Depois de 5 dias foram pescadas
15 colbnias com uma alga de pla-
tina, inoculamos em “LIT” pas-
sando-se  posteriormente  para
meio de Roitmam. Examinava-
se a morfologia de cada cultura,
por microscopia Optica 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. Coloragio — O método de
coloragéo usado foi o método de
Giemsa com algumas modifica-
¢oes: Fixou-se o esfregaco com
metanol por trés minutos; de’
xou-se secar; submeteu-se as pre-
paragdes a hidrolise 4cida (colo-

cou-se as l4minas em umh cuba
cobriu-se com solugdo de HC1 5N
por 10 minutos); lavou-se ime-
diatamente com 4gua corrente e
deixou-se s~car bem; cobriu-se
com solugi. de Giemsa a 2% em
tamp@o fa<fato pH 7.0; esperou-
se 20 minutos -~ lavou-se com
agua corrente

RESULTADOS

a. Tipo de hospedeiro: Fit6-
fogo da famil’a Pyrrochoridae e
género Dysdercas (Fig. 1).

b. Local de isolamento: Goid-
nia — Goids — 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 répido e girando em hélice;
formas longas apresentando répi-
das vibragdes com o eixo do cor-
po aproximadamente reto, os fla-
gelados apresentando grande ten-
déncia a se colocarem em detritos
do meio, nas paredes do tubo de
cultura e mes—10 na 14mina d~ mi-
croscOpio. ~presentavam grande
tendéncia a formar grupos. aco-
lando-se corpo a corpo, principal-
mente em meios contendo soro;
alguns organismos foram encon-
trodos aderidos, pela extremida-
de posterior com flagelos em
posi¢cdes opostas dando a impres-
sdo de um o: ganismo de duplo
flagelo; organ..mos em forma de
campénule .om flagelo curto e
movimento lento, ao se dividirem,
sempre cansve: .almente, deram a
impressr ) de se —atar de uma for-
ma contendo dois flagelws, um
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Figura 1. — Esteeofotos de inseto da familia Pyrrochoridae Dysdercus.
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FORMAS DE TRIPANOSOMATIDEOS ENCONTRADOS NAS CU
ORIGINAIS EM DUCREY 48 HORAS A 23°cC.
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Fie. 3

IO},

FORMAS PROMASTIGOTAS DE CULTURA, DE 24 HORAS

EM MEIO DE DUCREY, A 23°C.,DE HERPETOMONAS ,
sP; APOS 10 CLONAGENS.
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FiG. 4

FORMAS PROMASTIGOTAS, DE CULTURA DE 48 HORAS

’
EM MEIO DE DUCREY, DE HERPETOMONAS, SP; APOS
10 CLONAGENS. CRESCIMENTO A 23°cC.
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FORMAS PRO, LATERO E OPISTOMASTIGOTAS,
DE CULTURA DE IS DIAS, EM MEIO DE DUCREY,
OE HERPETOMONAS, SP; APOS 10 CLONAGENS,
CRESCIMENTO A 25°C.

|
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em cada extremidade; formas ar-
redondadas ou oval, sem flagelo,
foram também observadas.

A mesma cultura observada a
fresco (Cultura de 48 horas
“LIT”) foi submetida A coloragdo
pelo Giemsa modificado tendo-se
observado: — formas promasti-
gotas predominantes dividindo-se
999% das vezes longitudinalmen-
te e 1% transversalmente; pro-
mastigotas  arredondadas  com
grande flagelo; formas com apa-
réncia de sino e formas amastigo-
tas. Observe-se na Fig. 2 o de-
senho correspondente em camara
clara.

Como se tratasse de uma gran-
de variedade de formas, procu-
rou-se clonar a amostra. Na pri-
meira clonagem, as quinze col6-
nias pescadas apresentavam for-
mas morfologicamente idénticas;
assim tomamos um dos quinze tu-
bos e partimos para outra clona-
gem; as quinze colOnias pescadas
tornaram a apresentar as mesmas
formas e 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 tinhamos 20 coldnias
que apresentavam a mesma mor-
fologia: Formas promastigotas em
cultura de 24 horas a 28°C em
meio de Ducrey (Fig. 3 desenho
em cAmara clara) que se repeti-
ram com 48 horas (Fig. 4) e com
72 horas e sémente com 15 dias
observou-se a presenga de formas
opistomastigotas (Fig. 5).

d. Caracteres fisiologicos

Crescem bem nos meios de Du-
crey, “LIT”, Roitman, Roitman

modificado e meio definido, nas
temperaturas de 25, 28 e 37°9C.

DISCUSSAO

A existénte confusdo com res-
peito a taxonomia dos membros
da familia Trypanosomatidae, le-
vou Wallace & cols- a estudos
mais profundos, tentando corrigi-
la de algum modo. Fazem parte
dessa famflia, varios géneros, al-
guns dos quais parasitam o tubo
digestivo de invertebrados, en-
quanto outros sdo parasitas dige-
néticos, sendo o seu ciclo de vida
alternado entre dois hospedeiros:
um, invertebrado, representando o
hospedeiro intermedidrio 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 trés
géneros: Leptomonas, Herpeto-
monas e Crithidia foram redefini-
dos e classificados, gragas a estu-
dos taxondmicos e de microscopia
eletronica (Wallace, 1943, 1961,
1966; Clark, 1959; Laird, 1959),
recebendo ainda nomenclatura
que exprime o seu estégio de evo-
lugio (Hoare & Wallace, 1966).
Assim a familia Tripanosomatidae
ficou dividida, principalmente, em
cinco géneros:

1. Género Leptomonas - Com-
preende - (a) estigio Promastigo-
ta representado por um flagelado
de corpo alongado com um cine-
toplasto antenuclear situado na
extremidade anterior do corpo, de
onde o flagelo emerge de um curto
reservatério; membrana ondulante
ausente; (b) estigio Amastigota
(leishménia) sem flagelo.
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2. Género Herpetomonas: (a)
estdgio Promastigota tipico (como
_em 1); (b) estdgio Opistomastigo-
ta, representado por estagin se-
melhante ao promastigota, mas
com cinetoplasto posterior ao ni-
cleo situado a distincias variiveis;
flagelo emergindo da extremidade
anterior do corpo, saindo de den-
tro de um reservatdrio que se cs-
tende desde o cinctoplasto; mem-
brana ondulzate ausente; (¢) es-
lagio Amastigota (como em 1).
3. Género Crithidia - (= stri-
gomonas) - Compreende um es-
tidgio Coanomastigota, represen-
tado por um flagelado curto e lar-
go (em forma de grdo 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)
estigio Amastigota (leishménia)
(comoem 1 e 2).

4. Género Blastocrithidia: (sin.
crithidia) Compreende (a) estdgio
promastigota (como em 1 e 2); (b)
estdgio Epimastigota representado
por flagelados alongados com ei-
netoplasto junto e anterior ao ni-
cleo, flagelo emergindo dc corpo
lateralmente de um curto reservé-
torio ¢ eorrendo ao longo de uma
membrana ondulante; (c) esta-
gio Amastigota (como em 1 e 2).

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

curto reservatdrio lateral e corre
ao longo da membrana ondulants.

O flagelado em estudo, isolado
de um Fitéfago, apresentou as
formas de Promastigota e Opis-
tomastigota levando-nos a situa-
lo no género Herpetomonas tendo
em vista as observagdes de varios
autores entre eles Wallace (1966)
¢ Lumsden (1974) em que a posi-
¢do do cinetoplasto e saida do
flagelo, quando esse existe, sdo
condigdes chaves na classifieagao,
sendo a forma do corpo um as-
pecto secundério.

Bstudos posteriores serdo feitos
no sentido de se elucidar a espé-
cic a que pertence o protozoirio
ora descrito, pelo estudo compa-
rativo com outras espécies de
Herpetomonas j4 descritas.

SUMMARY

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

The finding in hemiptera gut (fami-
ly Pyrrochoridae, genus Dysdercus)
of a flagellate, is described. It grows
in Ducrey, Roitman, Medified Roit-
man, “LIT” and Chemically Defined
Media, at temperatures of 25, 28 and
37°.C.

Promastigote, lateromastigote (kine-
toplast lateral to nucleous), esferomas-
tigote (round promastigote) and opis-
thomastigote forms were Found Amas-

tigotes were present only in the first
examinations.

By the constant presence of promas-
tigote and opisthomastigote farms, we
believe to have isolated a flagellate
which belongs to the genus Herpetome-
nas,
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