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Parecer da Comissdo -nomeada pela Congregacio -da Faculdade
de Medicina da Universidade do Rio de Janeiro, sobre a concessdo dos
premios Gunning e de Louvér, propostos ¢ presente tése pela banca
examinadora:

« O trabalho do Dr. Emmanuel Dias, 'saido dos laboratérios do
Instituto Oswaldo Cruz, inlitula-se Esfudos sobre o Schizolrypanum cruzi
e constitui a mais ampla contribuicio 'alé agora trazida ao conheci-
mento desse protozoario patogenico depois das publicactes feitas pelo
seu descobridor. O autér abdérda a questio em capitulos sucesivos de-
dicados ao estudo do Schizofrypanum cruzi no organismo do hospeda-
dor vertebrado e no do invertebrado lransmissor, do desenvolvimento
em cultura ¢ do moddo de transmissiio.

Em cada um desses capitulos, trds o aulér sua contribuicio pes-
soal, 6ra de simples confirmaciio de fatos j4 assinalados mas ainda du-
vidosos, ora de verificacdes originais que ampliam o conhecimento do
assunto tratado. Ainda. no estudo da infeccio, o autér precisa varios
fatos inleressantes, que dizem respeilo ao ‘aparecimento dos parasitos
no sangue circulante ‘e 4s fises de incubacio, aguda e cronica da doenca
de Chagas. No capitulo referenle 4 marcha geral da infeccio, o aulor
estudou particularmente o comportamento do Schizofrypanum cruzi em
relacdio ao sistema reticulo-endotelial, cujo bloqueio biolégico provéea.

A parte mais interessante do lrabalho, porém, é a que diz res-
peilo 4 evoluciio do parasito ne tubo digestivo do inséto transmissor,
evolucio essa que o aulor demoradamente estudou em observacdes mi-
nuciosas e repetidas, obtendo resultados por ‘vezes diferentes dos até
agéra conseguidos por oulros autéres. Nesse estudo da evolucio do
Schizotrypanum cruzi o autér contribui com vérios dados névos para
a ciencia e d4 delalhes ainda nao anteriormente assinalados sobre a marcha
do processo evolutivo. No estudo da distribuicio do parasito no meio
exterior o aulér se demorou particularmente pesquizando a infeccio na-
tural de morcegos por Tripanosomideos do igenero Schizolrypanum e
procurando averiguar sua possivel identidade com o parasito do homem.

A rapida andlise que acabamos de fazer da lése inaugural do
Dr. Emmanuel Dias basta para demonstrar o meritlo do trabalho a
que a Congregacdo da Faculdade, conferindo os premios Gunning e de
Louvér, fard inleira e merecida justica ».

(a) Carlos Chagas

Olympio da Fonseca, f[ilho.
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INTRODUGAO

A descoberta do Schizotrypanum cruzi por Carlos Chagas trouxe
novo campo de pesquizas no dominio da Biologia e da Medicina Tro-
pical. Pelos trabalhos de Chagas adquirinu a Ciencia os conhecinentos
fundamentais sobre uma nova doenca humana: o agente etiologico e
sua (ransmissio por Hemipteros hematéfagos: os reservatérios de virus
na natureza; sua atividade patogenica para os animais de laboratorio,
traduzindo-se no homem por quadros clinicos complexos, — tais foram em
grandes linhas os conhecimentos com que enriqueceu a Ciencia um unico
pesquizador,

Outros autores estudaram a biologia do Schizofrypanum ecruzi e
0s processos patogenicos da «Doenca de Chagas», contribuindo poderosa-
mente para a solucdo de certos problemas: E. Brumpt, Gaspar Vianna,
Mayer e Rocha Lima, Eurico Villela. Arthur Neiva, Magarinos Torres e
Souza Campos foram os que mais concorreram para ampliar a grande
obra de Chagas. .

Nossos estudos sobre o agente etiologico da triponosomiase ameri-
cana foram iniciados nas ultimas semanas de 1929, quando trabalhavamos
com o Dr. José Gomes de Faria no Laboratorio do [Hospital Arthur
Bernardes, em material que nos foi bondosamente cedido pelo Profes-
sor Chagas.

Em 1930 continudmos nossos trabalhos, ja entdo no Instituto Os-
waldo Cruz dirétamente orientado por este pesquizador, onde ¢ com quem
temos trabalhado até agora. Melhores condi¢des ndio poderiamos ter en-
contrado para a realizacio de semelhantes estudos, e deles muito mais
seria de esperar, niio fossem tambem imprescindiveis ao trabalho experi-
mental qualidades pessoais que s6 se adquirem em longos anos de lida
continua no laboratério.

Reunimos nesta publicacio, que apresentamos como Tése de Dou-
loramento & Faculdade de Medicina da Universidade do Rio de Janeiro,
0s principais dados que pudemos adquirir no estudo do tripanosoma de
Chagas, alguns dos quais j4 se acham referidos em publicagtes anteriores.
Para satisfazer aos requisitos de uma Tése, o presente traballio representa
apenas uma série de resultados experimentais e de observaciio por nés
obtidos; nio é um trabalho de conjunto, em que estudamos metédica-
mente a Tripanosomiase americana, desde a biologia do agente patogenico
e dos insétos transmissores até as expressoes clinicas e a terapeutica da
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doenca humana. Seus capitulos concernem os aspétos da biologia do
S. cruzi que foram por nés mais detalhadamente estudados, sucedendo-se em
ordem mais ou menos arbitraria sem haver entre eles, necessariamente,
esireita correlacgiio.

Nestes «Estudos sobre o Schizolrypanum cruzis consideraremos em
primeiro logar as relacdes do parasito com o hospedador Vertebrado, em
condi¢des experimentais; em seguida, sua evolu¢io em Invertebrados,
transmissores maturais ou nido; os métodos de transmissio da doenca;
o cultivo artificial do flagelado in vifro e na cavidade geral do Triatoma
megista. Por fim, relataremos algumas observacdes e experiencias fei-
tas no primeiro féco conhecido da enfermidade ¢ anexarembs uma con-
tribuicdo ao estudo de um flagelado do mesmo genero, parasito de mor-
cégos, muito semelhante ao S. cruzi.

Os assuntos de que tratamos acham-se expostos segundo a or-
dem indicada mo index que se segue. Naturalmente, o titulo de cada
capitulo ou secdio ndo importa no estudo desenvolvido da materia cor-
respondente, compreendendo uns, a respeito, mesmo, apenas ligeiras re-
ferencias. Damos, quando possivel, os principais resultados das pesquizas
anteriores, focalizando aspétos de cada problema, e relatando experien-
cias nossas que possam contribuir para sua elucidaciio. Estas experiencias
sdo em geral, pouco numerosas; mas, ndo poderiamos estudar a fundo
todos os interesantissimos fitos que se apresentam na biologia do S. cruzi.
muitos ficam ainda na obscuridade, reclamando novas pesquizas.

Ao Professor Chagas devemos a realizacio de nossos trabalhos.
Além do auxilio imprecindivel de sua orientacio cientifica e dos bene-
ficios de um estimulo constante, encontramos no seu laboratorio todo o
material necessario 4 experimentacio.

Durante mossos estudos tivemos tambem' o recurso inestimavel do
controle seguro e dos bons ensinamentos do dr. Eurico Villela.

Ao Professor Chagas e ao Dr. Villela exprimimos a nossa maior
gratidio pelo muito que lucrdmos de sua sabedoria e de seu altruismo.

Ao Dr. Gomes de Faria, nosso primeiro mestre, manifestamos nosso
sincero reconhecimento pela longa inicia¢do técnica que lhe devemos.

Meus agradecimentos tambem aos técnicos deste Instituto, Snrs.
J. Pinto, photo-micrographo, e Antonio Pugas, desenhista, a cujos servicos
devemos as ilustracbes deste trabalho, ¢ ao Snr. Raul de Avellar Alves,
administrador do Hospital Oswaldo Cruz, que sempre nos acompanhou
a Lassance, e cuja experiencia muito nos aproveitou.

Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Novembro 1933.




INDICE DAS MATERIAS

1) S. cruzi no organismo do vertebrado
EVOLUCAO INICIAL DA INFECCAO EXPERIMENTAL

Distribuicio dos parasitos no organismo

Inoculaciio de formas sanguicolas:

Passagem para o sangue

Duraciio da fise sanguinea inicial; periodo de incubaciio
Infectividade durante a fise sanguinea inicial

Morfologia dos parasitos no sangue e nos tecidos
Inoculaciio de tripanosomas metaciclicos;

Distribuicio segundo a via de inoculacdo.

MARCHA GERAL DA INFECCAO

Evolucio

Sensibilidade dos animais

Virulencia

«Racas» de S. cruzi, genealogia.

S. cruzi no sangue

S. cruszi nos lecidos, Sistema Reticulo Endotélial:
Localizacdes nas celulas do SRE e outras
Adaptacio do S. cruzi e outros protozoarios ao SRE
Afinidade pelo SRE e galvanotropismo
Mecanismo de penetracdo do parasito nas celulas
Papel de defeza do SRE:.

Esplenectomias

Bloqueios

IMUNIDADE

Imunidade adquirida:

Desaparecimento dos parasitos do sangue
Reinoculacdes, recidivas

Ac¢iio protetora do soro de animais imunes
Anticérpos

Imunidade matural

Animais de sangue frio

Animais de sangue quente

1) S. cruzi no organismo do invertebrado
TRIATOMA MEGISTA

Material e técnica
Anatomia, histologia e fisiologia do aparelho digestivo

Ciclo evolutivo do S. cruzi:
Consideracdes gerais
Fase estomacal — Bacterioides



Fase intestinal

Fase rétal

Tubos de Malpighi

Glandulas salivares, cavidade geral

Dejecoes :

Caractéres

Condicoes de . eliminaciio
Origem, composicio
Formas parasitarias
Significacio

Infectividade das férmas evolulivas:
Durante a incubacio
Férmas do estomago
Formas do duodeno
Férmas do réto
CIMEX LECTUARIUS

Evolucio do S. cruzi

Infectividade e lransmissibilidade
TRANSMISSAO ENTRE INVERTEBRADOS

Transmissiio hereditaria

Canibalismo

Coprofagia

Consideracoes gerais

I1l) Transmissdo do S. cruzi do invertebrado ao vertebrado

Transmissio por inoculacio
Transmissio por picada
Transmissio pelas dejecoes
Penetrabilidade ;
Consideracoes gerais

IV) Cultura in vitro e na cavidade geral

Cultura:

Aparecimento de metaciclicos
Infectividade, inoculacdes
Formas do inséto

Cavidade geral:

Inoculaciio de formas do sangue
Inoculaciio de férmas do insélo

V) Pesquizas in natura

Relatério de estadia em Lassance
Animais infectados
Schizotrypanum de morcégo.




Schizotrypanum cruzi
no organismo do vertebrado
EVOLUCAO INICIAL DA INFECCAO EXPERIMENTAL

Tralaremos em primeiro logar da distribuicfio inicial dos parasitos
durante as primeiras fases da infeccio, acompanhando as modifica¢oes
morfologicas do S. cruzi e suas relacdes com ‘o organismo parasitado,
desde o momento da inoculacio. Sobre este assunlto publicamos an-
teriormente uma nota prévia (1932) em que nossas conclusoes foram
parcialmenie expostas.

Segundo o material inoculado provenha de animaes infectados ou
dc triatomas parasitados, ¢ variavel a distribui¢ao inicial dos (ripanosomas
no animial injetado; consideraremos primeiramente o que se passa logo
ap6s a inoculacio de sangue infectado, por diversas vias.

Passagem para o sangue — E. Villela, trabalhando com coelhos
novos, em experiencias nao publicadas, observou que em pouco tempo
os parasitos inoculados podiam ser encontrados no sangue periferico.
E. Brumpt (1912) faz referencia & passagem de formas largas do tri-
panosoma para a torrente circulatoria «em algumas horas ». A rapida
passagem para o sangue pode ser facilmente verificada em animais de
pequeno tamanho, principalmente quando é grande o numero de para-
sitos inoculados. — Injetando pequenos cdis e examinando seu sangue
com curtos intervalos, observimos que ai podiam se encontrar tripano-
somas 40 minutos apdés a inoculagio subcutanea (cio de 795 gr.) e
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165 minutos apés a inoculagfio intraperitonial (cio de 720 gr.). C. Cha-
gas Filho em experiencia inédita verificou tambem a rapida passagem
para o sangue em galinhos inoculados na massa encefalica.

Os tripanosomas que se encontram na circulagio desde as pri-
meiras horas, com a morfologia das formas finas ou das [6érmas lar-
gas, pédem ahi permanecer por varios dias, nio migrando para os tecidos

nio se dividindo no sangue: constituem uma fase da infeccio a que
propuzemos chamar-se « fése sanguinea inicial ».

Duracdo da fise sanguinea inicial; periodo de incubaciio.

Inoculando-se sangue rico em tripanosomas em animal novo, al-
guns deles, como dissemos, passam em pouco lempo para a torrente
circulatoria, onde podem ser encontrados pelo exame a fresco nos dias
subsequentes, sempre em pequeno numero mais ou menos constaate. Ge-
ralmente mo 5.° dia depois da inocula¢iio nota-se um acrécimo sensivel
no numero de flagelados no sangue periferico; é entio que comeca,
a verdadeira fdse sanguinea da infecciio, caraclerizada pelo augmento
crecente do mumero de parasitos, pela chegada daqueles resultantes da
multiplicaciio intracelular. Pelo fitlo que acabamos de expdr, nio se
p6de avaliar a duracio do periodo de incubacio mas infecgdes obtidas
por inoculacio de sangue contaminado pelo simples aparecimento de
tripanosomas mo sangue circulante do animal inoculado; achamos que
se deve considerar como marcando o fim do periodo de incubacdo o ap-
paarecimento ma circulacio dos tripanosomas recemformados nos tecidos,
que determina um aumento numerico sensivel dos parasitos no sangue.

Nos diversos animaes inoculados com sangue muito infectado o
periodo de incuba¢io, avaliado segundo este criterio, foi em geral de 5
dias. Nio se deve esquecer de que estas verificagdes nio tém significacio
pralica seniio no caso de pequenos animais inoculados com sangue rico
em parasilos; experimentando-se com animaes de grande peso ¢ sempre
dificil a determinacio de tripanosomas pelo exame diréto do sangue
nos primeiros dias, a menos que se tenha injectado grande numero de para-
sitos. O periodo de incubagiio estd sujeito naturalmente a variacdes segundo
a resistencia do animal e a virulencia e o numero de parasitos inoculados;
sua duraciio para cada animal tem sido avaliada dentro de limites bastantes
amplos por diversos autores, sendo a existencia da fise sanguinal inicial
uma das causas capazes de falsear a sua avalia¢iio. Quando se inocula pe-
queno numero de parasitos ndio se observa a fise sanguinea inicial, ou
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porque ndo exista realmente, ou, o que ¢ mais admissivel, porque escape 4
observacio.

M. Torres (1922) verificou a presenca precoce do S. eruzi na cir-
culacio semeando sangue de cobaia dois dias depois de inoculada.

Ignora-se quanto tempo os Iripanosomas inoculados que passaram
rapidamente para a circulaciio ai possam permanecer sem migrarem para
os lecidos ou sem serem destruidos; ja vimos que ahi se encontram até co-
mecar a invasio do sangue pelas f6rmas vindas dos tecidos, isto ¢, desde o
primeiro ao quinto dia depois da inoculacdo. A permanencia de flagelados
no sangue periferico durante o « periodo de incubaciio » péde ser atiri-
buida seja 4 sua capacidade definitiva de migrar para os tecidos, seja 4 sua
incapacidade provisoria. Para verificar a infeclividade dos tripanosomas
sanguicolas duranle a fise sanguinea inicial fizemos as seguintes expe-
riencias :

1)—Foi inoculado intraperitonealmente em 17-11-33 um camondongo
branco com 2 c. c. de sangue de cobaia infectada. Diariamente, até o dia 21
do mesmo mez, retiravam-se deste camondongo, por seccio da extremidade
da cauda, 5-6 gotas de sangue que eram recebidas em séro fisiologico ci-
tratado e inoculadas em oulros camondongos, depois de verificada a pre-
senca de tripanosomas. O seguinte quadro resume os resultados obtidos:

QUADRO 1
ga Resultados
S . Data da ——
s - Inocul
5 hacslaghe 227112 |3|4|5]|6]8]|9|10[11]12]13]16
1 18—11—33 ¥
2 19—11—33 U WO S0 SN S O SN B A, (6 GBS T, BT N N
3 20—11—33 o W B (2 O (B
4 21—11—33 5 IO T WU (NN A /O S S| O R 5™

1 morte
— - exame de sangue negativo e positivo
. ndo examinado

Em vista dos resultados das inoculacdes dos dois primeiros dias, re-
petimos a experiencia nas seguintes condicdes :

2)—Em 8-V-33 foi inoculado um cambondongo no peritonio e sob a
pele do dorso com 2 c. ¢. de sangue de um ciio no 21¢ dia de infeccdo ‘(raca
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de tatu, la. passagem). 24 e 48 horas depois de inoculado foram retiradas
5 gotas de sangue da extremidade da cauda deste camondongo e injetadas
em mistura com' soro citratado em dois camondongos. Ambos se infectaram,
tendo tido exames de sangue posilivos 8 dias depois de inoculados.

— Por estas experiencias verificimos que durante toda a fise san-
guinea inicial ha parasitos na circulaciio infectantes, isto é, capazes de se
localizarem no interior de elementos anatomicos e ahi se multiplicarem

—Morphologia dos parasitos no sangue e nos tecidos durante os pri-
meiros dias.—No sangue de gatinhos recemnascidos encontrimos 24 horas
depois da inoculaciio tripanosomas de protoplasma irregularmente corado e
com pequenas granulacoes de volutina. Estas alteracdes morfologicas, pro-
vavelmente degenerativas, nio sio constantes. No cfio, nos primeiros dias,
muitos tripanosomas tém a morfologia da chamada «férma fina». Nos te-
cidos, os diferentes estadios evolutivos intracelulares sucedem-se como na
cultura ou no inlestino do inséto (Chagas). Os parasilos mulliplicam-se
sob a férma de leishmania e passando pela férma de crifidia, transfor-
mam-se em lripanosomas. A fise inlermediaria de critidia tem' curla
duraciio; durante a mesma os flagelados ainda p6édem se dividir. As leish-
manias reproduzem-se por divisdes binarias simples e e¢xcepeionalmente por
divisdes mulltiplas. Em frotlis de orgios de animaes sacrificados durante a
phase inicial de multiplicacio enconirimos raras vezes massas protoplas-
malicas encerrando dois ou mais grupamentos de nucleo-blefaroplasto.

O ciclo intracelular complelo, de lripanosoma a tripanosoma, dura
em geral 5 dias durante as primeiras fises da infecciio aguda. Dentro do
mesmo elemento celular os parasilos estio no mesmo estadio evolulivo
(Mayer e Rocha Lima, 1912).

Inoculaciio de tripanosomas metaciclicos — Quando se inoculam' pe-
quenos animais com certas dejecdes de trialomas, muito ricas em (ripa-
nosomas metaciclicos, nio se verifica o aparecimiento de parasitos na cir-
culaciio senfio depois de decorrido um certo numero de dias, variavel de
8 a 11 em média. Confirmamos as observacdes de Bru‘fn‘pt (1927) segundo
as quais, nos animais inoculados com férmas metaciclicas do inséto, os
tripanosomas nao aparecem no sangue pouco depois, ao conirario do que
acontece com aqueles inoculados com as férmas sanguicolas do S. ecruzi.
Nos animais injetados com dejecdes ou contetido intestinal de barbeiros
infectados o aparecimento dos primeiros parasilos na circulacio assindla
o fim do periodo de incubaciio. A inexistencia de uma fise sanguinea ini-
cial nos animais assim infectados é explicavel pela grande afinidade que
os tripanosomas metaciclicos tém' por certos elementos dos lecidos e pela
sua grande capacidade de penetragio. A permanencia destas férmas no san-
gue serd muito rapida, ndo tendo sido por nés ainda verificada. Lafont
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(1912), inoculando contetdo inleslinal de Triatoma rubrofasciata muito rico
em (ripanosomas, no peritonio de camondongos, observou o aparecimento
de parasitos no sangue 6, 30, 48 horas, 3 ¢ 7 dias depois da inocula¢io. Em
camondongos brancos inoculados com S. cruzi proveniente de T'rialoma me-
gista, Brumpt e P. da Silva (1912} verificaram um periodo de incubagio de
5 dias.

—Distribuicfio inicial dos parasilos nos tecidos segundo a via de ino-
culacio.—De um modo geral, qualquer que seja a via de inoculagiio, quando
se injéta em animal novo sangue de um animal infectado, sempre se ob-
serva a passagem mais ou 'menos rapida de alguns tripanosomas para o
sangue do primeiro; a maioria porém ganha os tecidos, quer directamente,
quer por vehiculagio pelo sangue. A localizacio mos tecidos é mais rapida
e quasi sempre diréta quando se inoculam férmas metaciclicas do S. cruzi.

Via subcutanea.—QOs parasitos localizam-se principalmente no inte-
rior de elementos do ponlo de inoculaciio e vizinhancas, onde se mullipli-
cam intensamente. No caso de inoculaciio de férmas sanguicolas, dos tripa-
nosomas que passam para a circulaciio alguns se localizam em diversos or-
gios, emquanto que outros permanecem no sangue determinando a fase
sanguinea inicial. As seguintes observacdes mostram a importancia do ponto
de inoculacio como féco de proliferacio inicial:

Cao de 795 gr. inoculado sob a péle com sangue de cio bastante in-
fectado (S. cruzi, raca humana, 21° dia de infecciio). Exames de sangue fei-
tos diariamente, posilivos desde 40 minutos apés a inoculacio; a infeccio
sanguinea aumentou no 5.° dia, quando foi sacrificado.

Nos frollis de varios orgios enconiravam-se férmas sanguicolas, e
leishmanias sempre em pequeno numero; baco-raras leishmanias isoladas
ou raramente em pequenos grupos de 4-6. Figado-férmas sanguicolas e
muito raras leishmanias. Ganglic periferico-leishmanias mais frequentes .
embora em pequeno numero; lripanosomas e férmas de evolucio interme-
diarias (critidias). Musculo do ponto de inocula¢io—numerosas férmas de
evoluciio, tripanosomas finos. Liquido de edema do ponto de inoculacio —
rico em férmas flageladas ¢ de evolucdo. Liquido peritonial — a fresco e co-
rado, apés centrifugaciio, raros tripanosomas. Medula ossea — femur-raras
leishmanias. Sangue-tripanosomas normaes (férmas finas) nio muito nu-
merosos. Exame dos cortes.-Ponlo de inoculagiio e adjacencias-(musculo da
coxa e lecido sub-cutaneo)-grande numero de celulas repletas de leishma-
nias, bem como uma fibra muscular estriada; em alguns cortes as cellulas
peri-musculares sio raramente parasitadas ao passo que grande numero de
celulas do lecido conjunctivo frouxo contém leishmanias, Estampa 1, fig. 2;
em outros as celulas peri-musculares estio tambem intensamente parasiladas.
Ganglio, raras celulas do reticulo bem parasitadas. Nos cortes de baco, figado,
coraciio, pulmio, cerebro e cerebello nio enconlriamos elementos parasitados.
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Camondongo adulto inoculado com sangue infectado em 1-XI-32, sub-
cutanea e intraperitonealmente; exames de sangue posilivos nos dias 4, 5,
6 (f6rmas finas), 7, sacrificado a 9 do mesmo mez. Froltis: ponlo subcuta-
neo inoculado-leishmanias e tripanosomas. Peritonio (raspagem)-muilo ra-
ras leishmanias. Baco, megativo; figado-tripanosomas sanguicolas. Cortes:
Ponto de inoculacio-numerosas celulas parasitadas no tecido conjunlivo
subcutaneo e entre os feixes musculares; niio encontrimos leishmanias no
interior de fibras musculares. Nio achamos celulas parasitadas nos corles
de baco, testiculo e cerebro.

Camondongo adulto inoculado sob a péle em 1-XI-32 com' dejecdes
limpidas muito infectadas de T'. megista. Exames megativos de sangue 5, 6,
7, posilivo 8-XI-32; sacrificado no dia 9. Frotlis: raras 1e1511n1a111d5. Bacgo,
figado e testiculo, negativos. Cortes-Ponto de inoculagiio-celulas relativa-
menle pouco numerosas repletas de parasitos (leishmanias ou lripanoso-
mas); celulas de parede de vaso parasitadas. Entre os feixes musculares e
no tecido sub-cutaneo nota-se um exsudato rico em 'monocitos e polimor-
fonucleares; mio vimos leishmanias dentro de fibras musculares. Nos cor-
tes de coracio, baco, cerebro, testiculo, pulmio e intestino delgado, nio en-
contramos parasitos,

Cdo de 1200 gr., macho, inoculado (13-X-32) em varios pontos do le-
cido sub-cutaneo (sob os mamilos) com dejecdes limpidas de 7. megista
muito ricas em tripanosomas melaciclicos: Exames de sangue negalivos em
14, 15, 17, 18, positivo em 24-X-32 (lripanosomas relalivamente nume-
rosos). Retirdmos e incluimos pequenos fragmentos de tecido dos pontos
inoculados 5, 11 e 16 dias depois da inoculaciio, em cujos corles encontra-
mos celulas parasitadas cada vez mais numerosas quanto maior o tempo
decorrido desde a inoculaciio. Nos pontos em que eram: feitas as bidpsias
formavam-se ulceras que niio cicalrizavam, mos esfregacos e cortes das
quaes encontramos leishmanias. O animal morreu em 4-XI-32 com inlensa
infeccio sanguinea. Nos orgiios havia numerosos parasitos: Coracdo (mio-
cardite), baco, figado, ganglio periferico, supra-renal, testiculo, pulmio,
musculos estriados. ulceracio do ponto de inoculaciio relirado no 11° dia.
Nos froltis de medula ossea encontrimos leishmanias,

—Via intraperitoneal.—Os parasilos inoculados desaparecem pouco a
pouco da cavidade, passando para o sangue e para os tecidos, niio se encon-
trando mais férmas livres depois de 24 horas (cfo); mais larde podem-se
encontrar ai tripanosomas, provenientes da multiplicaciio nos lecidos. No-
la-se desde as primeiras horas o aparecimento mo liquido peritonial de
elementos celulares emigrados do sangue, aos quais frequentemente
adérem (riypanosomas; a fagocilose entretanto é um fato excepcional
(cdo, 6 horas).

Nos animaes inoculados com S. cruzi por oufras vias menos corren-
temente empregadas, como a intra-raquiana e a intra-ocular, observa-se
igualmente a penetraciio e multiplicaciio de parasxlos em elementos das re-
gides injétadas, como se vé pelas seguintes experiencias: -
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Cio de 1200 gr., inoculado em 16-XI-32 com pequena quantidade de
urina hialina de triatoma infectado, diluida em agua fisiologica. A ino-
culacfio, realizada por punciio sub-occipital, foi feita pelo Dr. E. Vilela.
O sangue foi examinado com resullado negalivo nos dias 21 ¢ 22; em 24-
XI-32 foram encontrados raros (ripanosomas (férmas fina em menor nu-
mero do que os existentes no liquor retirado neste mesmo dia por pungio
sub-occipilal. No dia seguinte o ciio apresentava convulsoes e sindes de pa-
ralisia, lendo sido entio sacrificado. Nos cortes de bulbo e medula espi-
nhal encontramos fécos parasilarios esparsos, que nio foram vistos no ce-
rebro. Outros orgios nio foram examinados.

Gatinho inoculado pelo Dr. E. Villela em 9-IV-32, na camara ante-
rior do olho, com sangue (citratado e centrifugado) de um' ciio morto no
220 dia de infecciio pelo S. cruzi, raca humana. O animal morreu 13 dias
depois de inoculado, tendo tido exame de sangue negalivo no 4° dia e po-
sitivo no 11.¢ dia. No humor aquoso do olho inoculado havia tripanosomas
relativemente abundanles, quando morreu; no humor vilreo nio achiamos
parasitos. Nos cortes do olho viam-se numerosos elementos do lecido con-
juntivo, cérnea e iris parasitados. 2 ou 3 dias depois da inoculacio a cor-
nea se apresentava opacificada.

Quanto 4 via de inoculacdio sanguinea niio ha nada de particular
a ser assignalado. A maioria dos parasitos se localiza em diversos orgios,
emquanto que alguns permanecem na circulacdo ocasionando a fise
sanguinea inicial, no caso da inoculacio de tripanosomas sanguicolas.

Pelas experiencias que acima referimos vé-se que, de uma ma-
neira geral, qualquer que seja a via de inoculagiio utilizada, tanto as fér-
mas sanguicolas como as formas melaciclicas do S. cruzi tém histotro-
pismo muito acentuado, principalmente estas. Penelrando em elementos
celulares dos pontos de inoculacio ¢ multiplicando-se alivamente, ai
constituem a principal séde de sua proliferaciio inicial.

MARCHA GERAL DA INFECCAO

Os Iripanosomas resullanles da multiplicagio intracelalar cdem
na circulaciio e se espalham por lodo o organismo, localizando-se em
elementos celulares dos diversos orgios, onde novamenle se multiplicam.
A infecciio pode evoluir agudamente, pelo augmento creceante e rapido
do numero de parasitos nos tecidos ¢ no sangue, terminando pela morte
do animal, ou tornar-se crénica apdés uma fise sanguinea mais ou
ou menos intensa e de duraciio variavel.

Quanto & presenca de parasilos no sangue periferico ha nitida
diferenca entre as infeccoes humanas e as dos animais de laboratorio.
Ao passo que naquelas os lripanosomas s6 podem ser encontrados pelo
exame directo do sangue, e geralmente em pequeno numero, durante os
primeiros dias de molestia, nestas, ao conlrario, pédem ser facilmente
encontrados pela mesma maneira durante longo tempo {(Chagas).
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O grdu de infec¢io bem como a persistencia de parasilos na cir-
culacio de animaes experimentalmente infectados ¢ muito variavel para
cada especie de animal sensivel e mesmo para individuos da mesma
especie, ainda quando inoculados com material infectante de egual pro-
cedencia.

Os dados mais minuciosos a este respeito, actualmente existenles,
sio referidos por H. C. Clark ¢ L. H. Dunn (1932), que acompanha-
ram cuidadosamente a infecciio em diversos animaes inoculados com S.
cruzi de virulencia atenuada, de diferentes origens.

Os animais mais sensiveis 4 infecciio, segundo Chagas, siio os ciis
e galos jovens, cobaias e macacos do genero Callithrixz. Nas nossas expe-
riencias temos nos utilizado principalmente de ciies, nos quaes a infeccio
¢ em geral mais intensa que nas cobaias. Os camondongos brancos lam-
bem se prestam muito 4 experimentagiio com o S. cruzi. Os animaes jo-
vens sdio mais sensiveis 4 infecciio (Chagas).

Tanto mos casos cronicos da (ripanosomiase americana, comi
nos animaes que ja niio tém infec¢io sanguinea apreciavel, os parasilos
p6édem por muito lempo conservar-se nos tecidos sob a forma de leishma-
nia, vivos e dlivos; este fito explica a presenca ocasional de (ripano-
somas no sangue de enfermos cronicos, do qual pédem ser isolados
por inoculaciio (Chagas), e 0s casos de recidivas algumas vezes observa-
dos em animaes (Mayer ¢ R. Lima, Blanchard).

A marcha da infecciio dos animaes de laboratorio ¢ tambem muilo
variavel, naturalmente, segundo a virulencia do S. eruzi, que por sua vez
varia conforme a origem do parasitlo. As amosiras mais palogenicas
de Schizotrypanum tem sido as isoladas em Lassance (Minas Gerais), onde
este parasito é grandemente espalhado. Em oulros paizes das Americas,
em que foi encontrado, sua patogenicidade para o homem' e para os ani-
maes ¢ em geral fraca.

A raca mais virulenta para animais de laboratorio ¢ a provenienle
do tatli, nos quaes produz intensas infeccdes que rapidamente terminam
pela morte, principalmente em ciiis jovens (Chagas).

Durante mnossas estadias em Lassance tivemos ocasiio de isolar
varias amostras de S. cruzi de animaes portadores de infecciio natural,
lalis, cdis e galos. Os quadros anexos, que representam a « genealogia »
(Schilling) de duas ragas de ciio e uma de tatd, mostram a grande viru-
lencia destas racas para o cio. As datas da morte dos animaes que fi-
guram nesles quadros nem sempre apresentam o lermo natural da in-
feccio; alguns eram sacrificados para experiencias ou sangrados no cora-
ciio para passagens, mas sempre com grande numero de tripanosomas no
sangue periferico.



— » » » » > »
- IA-ST | IA—€2 » »
Al IAN—¥2 | > 2 » »

_ 17 IAN—€2 | IA-T1 > »

- 7c IAN-TT » 3 » »

- Tt IA=2Z1 | A-1E oED »

| 74 IA-L | A-GI | maes e}
s IA—61 » s » »
61 A—Ll | Al-8C » mseg
12 Al—8¢ | AI-L ” 0ED
651 XI—-6 » »
¥l AI=LI | AI—¢ oeD e1eqon
= =4 m =] 2 2 =
FE | 88 | E5 |e3g| i
g "g | B8 g8 | &%

(g)

onwadly ap Enjes Bp 0D

(££61 [1qy) 2duESSET WD [EBIN)RU

_ — X—01 > » » ]
i X—vl X=£} & ¥ B!
—_ X-9 » » » »
8 X-tl X—6G = L w01
8 XL X1—-6C » e v
NN x|m » » » »
12 X-C XI—-11 2 ¥ i
91 XI—11 | HIA—92 » » el
¥l IA—92| LIIA— 21 = ® €0
01 IA-2I| IIIA-2 » o
Tl =>.mN » » » »
— 1l HA-%2 | IIA—EI ? * "2g
6g HIA=6 | ? ) ] ¥
(4% MMA-T | IIA—T # H
‘€0 > » » » » »
L1 IIA—€1 | IA 92 » : ‘th
ug £2 MHA-1 y B * *
0z IA—-8 | IA—8 ® L ‘eE
i pl A—LE K—El » ¥
g 9z TA—8 ATl ¥ 0ED L4
L4 9z A—El 3, = 3 0D
601 IHA—S 3 2 * ¥
6t A-9C >l ® » »
el €€ A—0C Al—Ll OED BleqoD el
g E= g § s g Ee | 22 g
Z 2B S g E g &R a g = 4
L3 B e R 2 = 2= 2B E
2 C B B R o 5 2
(2)

SEIWAIA0) AP ENjEd EP ORD

op3d9jul WO SIBI P SEPER|OS 27 'S AP seAsoly
€ 2 ¢ so4avnod



.

QUADRO 4

Amostra de S. Cruzi isolada de tatii com infecgio natural (Lassance, Abril 1933)

P Animal i Sa:f:: Data da Data da Dias de
g inoculado n]ede = inoculaglio mbrte infecgio

1a, Cobaia Tatii 17—1V 22—VIII 127
Cio « I « 10—V 23
2a, « Cio 8—V 21—V 1y

« Cobaia 14—VI 22—VI 8 (?)
« < 23—VI ? e
« « « € T ?
3a, « Ciao 27—V 6—VI 10
« « 5-VIl 21-=-VII 16
« «© « « ? ?
4a, . . 21—-VII 20—VII 8
« « ® « 1—VIII 11
5a, « t 20—VIl 9—VIil 11
« < « « 10—VIII 12
Cobaia . 1-vIll — —
6a. Ciao « 10—VIII 23—VIIl 13
« Cobaia 29—VIII 13—IX 15
Ta, « ao 12—IX 19—-1IX 7
« « « " 24 -1X 12
8a, « « 21—IX 3—X 12
Qa, « & 27-1X 5-X 8
« « « « 6-X 9
10a, « « 5—X 14—X 9
« « € « 17—X 12
11a, « « 17—=X 26—X -
« L « « —— —

12a, « « 26—X

Duas amostras que tvemos no laboratorio isoladas de gatos eram
de virulencia muito menor. As infecgdes obtidas por inoculacio de sangue
humano sio em/ regra pouco intensas; actualmente existem no laboratorio
do Dr. Chagas duas racas isoladas de doentes trazidos de Lassance, ainda
com poucas passagens, que conlinuaremos a esludar. As inoculacdes de
dejecdes ou conteudo intestinal de 7. megisia parasitados determinam in-
feccoes de evolucio muito variavel, em geral graves.

Qualquer que seja o material infectante utilizado, a intensidade
da. infeccio depende muito do numero de parasitos inoculados. Por
varias vezes temos conseguido fortes infec¢des fazendo inoculacdes sub-
cutaneas em diversas regides do mesmo animal, ou fazendo passagens
do sangue de animaes pouco dias depois de comecarem 4 augmentar os
parasitos no sangue.
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Passagens sucessivas de animal a animal pédem' inicialmente au-
mentar a virulencia do tripanosoma, mas parece que em geral a viru-
lencia decréce muito apés grande numero de inoculacdes, como algumas
vezes lemos observado.

— Estudaremos a seguir diversos aspéltos do S. cruzi no sangue
e nos tecidos dos animaes parasitados, depois de estabelecida a infeccio.

S. cruzi no sangue: — Os parasitos se apresentam no sangue cir-
culanle muitas vezes sob aspétos morfologicos bem: ceracterizados (Cha-
gas): flagelados delgados ¢ longos, de mucleo alongado e movimentos
muito ativos, ou largos, de plasma abundante, nucleo ovoide e movimen-
tos de translaciio lenlos.

Segundo Chagas o S. cruzi ¢ dotado de diferenciaciio sexual, que
se lraduz nos (ripanosomas adultos pelo seu dimorfismo, sendo as lor-
mas finas o elemento masculino (microgameto) e as féormas largas o ele-
mento feminino (macrogameto).

Oulros autores interpretam diversamente a variabilidade morfo-
logica das férmas sanguicolas dos tripanosomas. Breinl e Moore atri-
buem-n’a a estados de crecimento dos parasitos, considerando as formas
finas as mais jovens. No caso do S. cruzi esta interpretagio é acceita por
Brumpl, Mayer ¢ Rocha Lima, Magarinos Torres, etc. O fato de apa-
recerem primeiro as foérmas linas no sangue periferico dos animais
inoculados, e a existencia de férmas intermediarias entre os dois typos
extremos de flagelados, constituem os principais fundamentos desta in-
lerpretaciio, alids ja entrevista por Chagas (1909) conforme o assignalou
Torres (1918). Este autor propde, em seu trabalho, as designacdes de
formas jovens ¢ formas adultas do S. cruzi em substitui¢io 4s corrente-
mente usadas de férmas finas (férmas delgadas, organismo filisforme)
e formas largas.

Em nossas experiencias temos comumente observado o apareci-
mento das formas jovens na circulacio antes das formas adullas, nas in-
feccdes obtidas por inoculaciio de material de barbeiros; nas inoculacdes
de sangue contaminado, conforme assinaldmbs, encontram-se ndo raro
parasilos jovens durante a fise sanguinea inicial, aumentando em mnu-
mero ao comecar a invasdio do sangue pelas tripanosomas recemformados
nos lecidos. Nos frottis de orgios de animais injetados com sangue e
sacrificados ao fim do periodo de incubaciio, encontram-se, ao lado de
formas de evolucio mais atrasadas, (ripanosomhas jovens, intracelulares
ou nio, morfologicamente muito semelhantes aos tripanosomas meta-
ciclicos (gatinhoes, 5 dias).

E sabido, que o S. cruzi ndo se divide no sangue; mas muilo rara-




mente ai se encontram parasitos com sindes de divisio (Chagas). No
sangue periferico de uma cobaia esplenectomisada vimbs uma vez
um tripanosoma provido de dois mucleos e dois flagelos ¢ blefaroplasto
volumoso (fig. 1). Estas f6rmas excepcionais devem' provir de critidias
que antes de terminar a divisiio iniciaram sua transformacio em lIripa-
nosoma, deixando premaluramenie a situagio intracelular; ¢ mais ad-
missivel considera-las como individuos procedentes dos tecidos ¢ de evolu-
¢do incompleta, do que parasitos dividindo-se precocemente no sangue,
destinados a terminar a divisio no interior dos elementos anatomicos.

Algumas vezes lem sido assignalada a presenca de corpusculos
leishmaniformes no sangue periferico de animiais infectados pelo S,
cruzi. Em esfregaco de sangue de ciio muilo infectado enconirimos uma
vez um macrofago encerrando tres leishmanias; nunca vimos parasitos
arredondados, sem flagello, livres no plasma sanguineo.

S. cruzi nos lecidos — Sistema reticulo-endotelial —

O S. cruzi ¢ mais um parasito dos tecidos do que do sangue (Cha-
gas). Dentro de certos elemeuntos anatomicos esle parasito loma a forma
de um corpusculo ovoide, de nucleo arredondado ¢ blefaroplasto em
forma de bastonete, sem flagelo: ¢ o corpusculo leishmaniférme ou
leishinania, descoberlo independentemente por Hartmann e Gaspar Vianna.
A mulliplicacio intracelular se faz por divisoes binarias sucessivas, ha-
vendo excepcionalmente divisio multipla de que resultam 4 ou mais in-
dividuos. As leishmanias, depois de se multiplicarem, passando transilo-
riamente pela férma de critidia, sob a qual ainda se podem dividir,
transformam-se em [ripanosomas jovens que ganham a torrenle cir-
culatoria.

Desde os primeiros trabalhos em que se esludarem as localiza-
coes parasilarias nos tecidos do homem e dos animaes infectados pelo
S. cruzi tem sido assignalada a existencia de formas de mulliplicacio
deste flagelado no interior de celulas que hoje sio reconhecidas como per-
tencenles ao sistema reticulo-entotélial. Mais recentemente, Souza Caml-
pos tem estudado as alteragdes de taes cellulas ao decorrer da infeccio
experimental, e nés mesmo (1932) procuramos demonslrar a grande afi-
nidade do S. cruzi pelos clementos deste sistema organico.

Estudaremos a evolucio da infec¢io nos animaes de laboratorio,
principalmente o ciio, considerando a distribuiciio dos parasitos e suas
relacdes com o sislema reliculo-endotelial :

— Como ji foi referido precedentemente. os (ripanosomas inucula-
dos penelram em grande numero nas celulas do ponto de inoculagio,
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que constituem inicialmente a séde de mulliplicagio mais imporlante,
localizando-se depois, com a progressio da infeecfio, em oulros orgios,
onde tambem se acumulam em grande quantidade. Em ciis inoculados
sob a péle com sangue de animal infectado, encontram-se poucos dias
depois da inoculacio numerosas celulas do «reliculo-periferico » e clas-
matocitos da regido injetada cheios de parasitos (fig. 2). Enire as pri-
meiras, chamamos a allencio especialmente para as celulas do reticulo
sarcolemico dos musculos do esqueleto, pelo filo de que algumas vezes
os parasitos nelas conlidos pédem ser tomados como localizados na pro-
pria fibra muscular, sendo em cerlos casos dificil determinar sua situaciio.

Nos primeiros dias de infec¢iio quasi a lolalidade das leishmanias
do ponto inoculado estio no interior deslas celulas e nio na musculatura;
porém, num cfio sacrificado 5 dias depois da inoculagiio, ji vimos para-
sitos no interior da propria fibra muscular. As celulas do ponto de ino-
culacio mais frequentemente parasitadas sio as celulas do tecido con-
juntivo frouxo, clasmalocitos e celulas migradoras (fibrocitos?)!

Os elementos reticulo-histiocitarios dos ganglios linfaticos vi-
zinhos 4 regiio inoculada sio tambem cedo invavidos pelos parasilos.
Num cio morto no 12.¢ dia de infeccdo encontramos nestes ganglios
perifericos numerosas celulas muilo intensamente parasiladas (fig. -3-4).

Espalhando-se pelo organismo do vertebrado, o S. cruzi invade
todos os territorios do sistema reticulo-histliocitario, parasitando numero-
sos de seus elementos, que sio de um modo geral as celulas do retic:lo
dos orgios hemolinfopoiéticos, as celulas do reticulo endolelial, as
celulas do reticulo periferico, e os clasmalocitos, fibrocitos e celulas
migradoras do lecido conjuntivo. As férmas de multiplicacdo sio en-
contradas em quasi todos os orgios. quasi sempre no interior dos elementos
deste sistema. Os orgios mais inlensamente afétados, nos ciis infectados
experimentalmente, sio o baco. o figado, os orgidos hemolinfopoiéticos
e p coracio.

O S. cruzi ndo é um parasito exclusivo do sistema reticulo-histio-
citario. Entre as localizacoes desle protozoario em elementos extranhos
a este sistema organico, a mais importanle ¢ a conslituida pela nuscu-
latura estriada, compreendendo o coracio e os musculos do esqueleto.
As celulas do testiculo (Gaspar Vianna), a nevroglia e algumas vezes
os proprios neuronios (Souza Campos, E. Villela) tém sido encontrados
com parasilos no seu interior. Assinalemos tambem a microglia, que
segundo alguns aaulores faz parte do sistema reliculo-hisliocitario, e que

1 Para esclarecimento da nomeclatura dos elementos do S. R. E., de que nos servimos, vér M.
Volterra (1927), G. Gugglielmo (1933).
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constitue uma das localizacoes do S. cruzi no sistema nervoso central de
cies infectados (Villela e Villela, 1932).

A distribuicio do S. cruzi nos orgios do vertebrado pode variar
segundo circunstancias indeterminadas, que parecem depender mais do
proprio parasito que no seu hospedador, pelo menos relalivamenle ao
parasitismo do sistema reticulo-endotelial. Nas infeccdes produzidas pela
raca de tatii a localizacio do Schizolrypanum nas celulas deste sistema
¢ muito mais exclusiva: niio temos encontrado leishmanias nas fibras
cardiacas de cies senfio excepcionalmente ¢ nunca as vimos nas de co-
baias infectadas por aquela raca. Nos tatiis apanhados com infecgdo na-
tural, os unicos elementos parasitados que lemos verificado sio os giganlo-
citos quisticos descritos por Torres e Penna de Azevedo ¢ que, segundo
estes autores, parecem originar-se de histiocitos perivasculares. O para-
sitismo das proprias fibras musculares, esiriadas ou lisas, principalmente
as do coracio, ¢ muilo mais comum mnos animais infectados com virus
proveniente do homem ou do ciio.

Segundo Chagas, o musculo cardiaco ¢ séde de eleicio do parasito
nas infeccdes humanas. A respeilo da predile¢io pelo coracdo temos in-
leressante observacio em cio por nés achado com infeccio natural nos
arredores de Lassance: 20 passo que nos orgios nio foram encontradas
Jeishmanias (baco, figado, pulmio, ganglio. intestino delgado), apezar de
serem numerosos os parasitos no sangue, no corag¢iio exislem em abundan-
cia, incluidas mas fibras musculares e nas celulas do reticulo, havendo
intensa miocardite instersticial. No coracio lambem &s vezes ¢ dificil
julgar si os parasilos estio dentro destas celulas ou no proprio interior
do elementc contratil.

A preferencia de racas isoladas do tati pelo sistema mervoso de
ciiis experimentalmente infectados foi observada por Villela e Torres (1926)
e Villela e Villela (1932); si bem que abundantes em diversos clementos
do sistema nervoso central (macroglia. microglia, celulas neuronais, macro-
fagos, celulas perivasculares), as leishmanias eram raras ou ausentes no
coraciio (1932). O acentuado meurotropismo dessas ragas traduzia-se cli-
nicamente por varios sintomas, nos ciis, principalmente por paralisias.

Entre as localisacdes mais raras do S. cruzi citaremos a verificada
por C. Chagas Filho (observacio inédita) nos glomerulos renais de um
c¢io infectado por uma amostra recentemente isolada do lati. Nunca ob-
servamos férmas de multiplicacio no interior de celulas parenquima-
tosas (figado, rim, supra-renal, elc.).

Segundo os resultados de Souza Campos, os elemenlos do SRE
de ciiis com infecciio congenita sio tambem eletivamente parasitados.

— Em outras parasiloses em que o agenle etiologico ¢é tambem
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estritamente adaptado ao SRE, tem sido igualmente verificada sua lo-
calisagio em elementos extranhos e este sistema. Assim, no Kala-Azar
natural ou experimental, péde-se encontrar celulas nobres parasitadas
pela Leishmania donovani, embora raramente, no figado, rim, glandula
supra-renal, pancreas (vér Laveran 1917).

Gaspar Vianna (1914) observou a presenca de parasilos nas fibras
musculares de uma arleriola num' caso de leishmaniose cutanea (Leishima-
nia brasiliensis), fato este que nio foi novamente observado, a nosso co-
phecimento.

O S. cruzi ¢ menos estritamenle adaptado ao SRE do que os para-
sitos do genero Leishmania, ¢ sua distribuiciio no organismo do vertebrado
muito mais geral do que a desles prolozoarios, no caso de infeccoes agudas.
Este fato ¢ explicavel si se considera a existencia, na tripanosomiase, de
intensa infecciio sanguinea produzida por férmas flageladas extracelula-
res, 0 que nio ocorre nas leishmanioses. Na leishmaniose visceral, em!
que a presenca de parasitos aflagelados no sangue ¢ muito frequente, as
relacoes das leishmanias com o SRE e sua distribuicio no organismo
assemelham-se bastante 4s do S. eruzi, principalmente pelas suas afini-
dades pelo SRE.

A grande afinidade do S. cruzi pelo SRE traduz-se pela penetracio
precoce do parasilo em seus elementos, seguida de intensa multipleaicio
e posterior invasio de todos o0s distritos do sistema. Conforme a raga do
tripanosoma e sua virulencia, como vimbs. varia a distribuicio dos pa-
rasilos no organismo, mas sempre S¢ observa sua tendencia a invadir
os elementos reticulo-histiocitarios. Aecreditamos ser o S. cruzi um parasito
primitivo do SRE, posteriormente adaptado ¢ ainda com diversos grius de
adaptaciio a elemenlos nio pertencentes a este sistema.

A proposito da afinidade do S. cruzi pelo SRE ¢ interessante re-
cordar as experiencias de Szenl-Gyorgyi (1921) sobre galvanolropismo
de diversos microorganismos. Este aulor verificon que o S. cruzi e a L.
donovani sio anodicos, isto ¢, comportam-se num campo eletrico como
os coloides eletro-negativos; sio justamente 08 que tém afinidade pelo SRE.
Os lripanosomas sanguineos, nio histoparasitos (7. brucei, T. gambiense,
1. rhodesiense, T. equiperdum) sio catédicos. O T. theileri é anddico
(tecidos? ) 2. '

Relalivamente ao mecanismo de penelracio do S. cruzi nas ce-
lulas reticulo-histiocitarias, tudo leva a crér tratar-se de um processo alivo
por parte do parasilo, considerando-se sua grande penetrabilidade atravez

2 Vér M. Carpano, 1932.
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os tegumentos e sua capacidade de se alojar no interior de fibras muscu-
lares ¢ oulros elementos incapazes de um englobamento ativo. As celulas
do SRE nio exercem uma aciio « fagocilaria » sobre os Iripanosomas,
mas sio por eles penetradas; alids, segundo a teoria de Schulemanng
mesmo o englobamento de agentes inanimados ndo seria um processo
ativamente cxercido por estas celulas, mas sim um fenomeno fisico prin-
cipalmente (vér R. Freund 1933).

_ Conhecidas as afinidades biologicas do S. cruzi, é de crér que
um tratamento eficaz da doenca de Chagas sé6 poderd ser conseguido
por um agente terapeulico coloidal.

A expressio anatomo-pathologica do parasitismo do SRE pelo Schi-
zotripanum ¢ constituida principalmente pela hipertrofia e hiperplasia de
seus elementos.

Papel defensivo do SRE ma infeccio pelo S. cruzi.

A estrila adaplacio de certos parasilos (Schizolrypanum, Leishmania)
aos elementos reticulo-histiocitarios, que representam no organismo 2 séde
de eleicio de suas localisacoes e de sua multiplicaciio, parece indicar
por si mesma que nenhuma acio prolelora contra eles exerce o «sistema
de defeza fagocilaria ».

No inicio da infecciio, como vimos, a penetraciio do Schizolrypanim
nas celulas de origem mesenquimatosa ¢ seguida de intensa mulliplica-
¢io; terminada a evolugio, sem que haja sinais de degeneracio, os para-
sitos passam para o sangue, invadindo depois os orgios, em cujas celulas
se introduzem e evoluem do mesmo modo. Quando a molestia progride
agudamente, terminando pela mporte. ¢ enorme a quantidade de celulas
do SRE e outros elementos parasitados; passando 4 cronicidade, pela di-
minuicio ou desaparecimento dos tripanosomas da circulacio, encontram-sc
nos tecidos de homens ¢ animacs aparentemente restabeleciidos celulas re-
liculo-endoteliais encerrando leishmanias, ds vezes longo tempo depois de
decorrida a fase sanguinea da infeccdo.

Esles fatos mostram que o SRE nilo exerce nenhuma acfio defensiva
diretamente, isto €, por destruiciio imediata dos parasitos contidos em scus
elementos. Possivelmente o SRE intervird indiretamente, mediante a forma-
cio de anticorpos especificos, na defesa do organismo contra o 8. ernzi;
mas mesmo esla intervencio no estabelecimento da imunidade huinoral na
tripanosomiase americana ainda carece de demonsiragio. Si as experiencias
e animacs esplenectomisados podem ser lomadas como conclusivas, de-
ver-se-: admilir como niio existente a participagiio desle sistema na forma-
c¢iio de anlicorpos, na referida infeccio
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__A exislencia de uma aciio protelora tem sido demonstrada em di-
versas infeccoes. Para se comprovar experimentalmente a agdo delensiva
deste sislema siic geralmente empregadas duas tecnicas, por meio aas quaes
procura-se conseguir uma relativa paralisaciio, ou realiza-se uma restricio
pumerica de seus elementos. No primeiro destes processos empregam-se 08
os chamados «bloqueios» por meio de agentes diversos; no segundo faz-se
a extirpacio do bago, orgio que representa importante territorio do SRE.

Submetido o animal a qualquer deslas lecnicas, ol a ambas ao
mesmo tempo, verifica-se depois sua resistencia a determinado germen,
comparativamente @ de animaes inlegros. Tem-se estudado tambem a ca-
pacidade de producio de anticorpos cm animaes assim tratados, com o fim
de elucidar o possivel papel do SRE na sua formacio. Kurolchkin e Chung
(1930) verificaram que a formaglo de aglutininas em animaes experimen-
talmente infectados pela Leishmania donovani ou bloqueados por agentes
inanimados, era consideravelmenle menor que nos animais normais.

As tecnicas de bloqueio e esplenectomia nio representam meio bas-
tante seguro para a investigag¢io de certos problemas, pois as alteragoes
solridas por organismos a ellas submetido niio poderio ser atribuidas exclu-
sivamente 4s modificacoes sofridas pelo sistema reticulo-histiocitario.

Esplenectomias.—Alguns autores csludaram a marcha da infeccdo
pelo S. cruzi em animaes privados de baco. Kritschewski e Schwarzmann
(1928) nio observaram nenhuma modificaciio nas infeccoes em camondon-
gos esplenectomisados depois de aparecerem 08 tripanosomas no sangue
periferico. Nieschulz e W. Rontee (1930), retirando o baco de ciis varios
dias antes da inoculagiio, chegaram lambem 4 conclusio de que o SRE nao
exerce aciio protetora nessa infeccio. H. Galliard (1930) verificou que pela
inoculacio do S. cruzi a animaes esplencctomisados, ou pela ablaciio do
baco durante o curso da infecciio, niio se consegue modificar de modo sen-
sivel o curso desta, parceendo que oS camondongos operados conlraem mais
vapidamente a imunidade (ue 0s nOrmaes. Esie autor nio obteve infeccio
mortal em ratos operados, inoculando racas virulenlas de S. cruzi. P. Re-
gendanz (1930) tambem trabalhando com ratos adultos esplenectomisados
nio verificou diminui¢io de sua resistencia; segundo informagao verbal
deste pesquizador, em numerosas experiencias inéditas que fez com Kikut,
nio foi constalada nenhuma alteracio na marcha da infec¢io pelo S. cruzi
em camondongos, ciis ¢ cobaias operadas. Pelas experiencias de Kofoid e
Donat (1933) a exlirpacio do baco parece tavorecer o aparecimento dos
parasitos no sangue peripherico de ratos inoculados.,

Nas nossas experiencias, muito pouco numerosas, feilas em diversos
animais (cobaia, cio, camondongo), nao observamos modificacoes sensiveis
na evolucio da infeccdo pelo Schizotrypanum apés a esplenectomia.
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Seguem-se algumas de nossas observacgoes: —Camondongo inoculado
em 27-1-33 (sangue), exames: posilivo 6-I1I-33, negativos 16, 26 e 27-11-33.
Operado nesle dia, conlinuou com exames negativos até 17-IT1-33.

—Camondongo branco. Ingeriu dejegdes de triatomas infectados em
16-XI-aparecendo parasitos no sangue em 1-XII-32. Até 27-1-33 teve sem-
pre poucos fripanosomas na circulacio, sendo neste dia inoculado com S.
cruzi (sangue de cio); a infeeciio sanguinea niio se modificou até 27-11-33,
quando foi esplenectomisado. Conlinuou com raros parasitos no sangue até
17-1I1-33, tendo lido ligeiro aumento do numero de parasitos em 3-111-33,
aumento esse que foi, além de fraco, muilo transitorio.

—Cobaia que resistiu a repelidas inoculacoes de S. cruzi de diversas
origens, provavelmente imunizada por uma infec¢io anterior; Inoculagoes
20-X-32 (liquido hialino de barbeiros infectados), 13-XII-32 (fezes de T.
megista), 13-1-33 (sangue de cobaia-raca de tati). Teve sempre exames
de sangue negativos.

Operada em 3-11I-33, continuou negativa até 13-I1I-33. A reacfio de
Machado (feita por E. Villela) havia sido forlemenle positiva em: 10-1I-33.

Bloqueios

Acompanhando aulores que estudaram a leishmaniose viceral (Pit-
taluga, Kurotchkin e Chung), da qual o agente etiologico ¢ estritamente ada-
pltado ao SRE, dissemos em uma comunicaciio anlerior (1932) que a tripa-
nosomiase americana experimental ¢ um exemplo de bloqueio biologico
deste sistema.

De fato, nos animaes em' (que as amostras virulentas de S. cruzi pro-
duzem intensas infeccdes (especialmenle o ciio), os parasilos, invadindo e
proliferando no interior de numerosos de seus elementos, determinaml
verdadeiro «bloqueio» parasitario ou biologico de lal sistema. Estas expres-
soes, no caso, sio de ltoda 1Jroﬁriedatle, uma vez que mio se considere o
lermo «bloqueio» no antigo sentido, isto ¢, como indicativo de uma inibi¢iio
ou paralisac¢io total dos elementos do SRE pelos agentes englobados. A no-
¢iio de bloqueio total ndo ¢ mais admissivel por diversas razdes, entre as
quaes a da possibilidade de se realizarem bloqueios por dois ou mais agen-
les sucessivamente.

—Fizemos varias experiencias com o fim de observar as acdes reci-
procas dos bloqueios biologico ¢ coloidal.

Estudando a distribuicfio dos coloides e dos parasitos nos animaes in-
iclados primeiramente com um destes agenles e depois com o oulro, verifi-
cimos que de um modo geral ambos se distribuem' independenlemente pelos
elementos do SRE. Relalivamente ao numero enorme de celulas no interior
das quaes ha parasilos ou coloide floculado, aquelas que encerram a ambos
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conslituem raridade. Assim, nos animaes muito infetados, en que so injeta
por via sanguinea um preparado coloidal, observa-sc que este ¢ fixado em
grande parte pelos elementos nio parasitados, excepcionalmente pelas ce-
lulas infetadas. Entre estas celulas o englobamento do coloide di-se mais
frequentemente pelas que conlém pequeno numero de leishmanias.

A coexislencia de parasitos ¢ coloides no interior da mesma celula
observa-se tambem nos animais préviamente bloqueados em que se inocula
0 8. cruzi. c

Da verificacio de uma menor atividade coloidopexica dos elementos
parasitados, nos animais com (ripanosomiase americana experimental, pé-
de-se concluir que nesla infeccio ha um bloqueio relativo do SRE, deter-
qinado pela proliferacio do S. cruzi no interior das celulas reticulo-histio-
citarias.

Sobre possiveis modificacoes da evolucio da infec¢lio em animaes
submetidos a bloqueios coloidacs, antes ou depois da inoculacio do parasito,
nada concluimos das experiencias que fizemos. Seguem-se os protocolos de
algumas destas experiencias, destinados a mostrar principalmente a distri-
buicio dos parasitos e dos coloides no organismo.

Experiencias com Toroftraste.

Cio T. 1—-900 gr.—Inoculado em 14-1V-32 intraperitonialmente comj
sangue de cobaia pouco infelada (raca de tata), reinoculada no dia seguinte
com sangue de ciio bem infectado (11° dia, raca humana), no peritonio (2
cc.) e sob a péle (0,5 c.c.). Em 20-IV estava regularmente infectado; em
91 e 22 foi injelado ma veia com 4 c.c. e 3,5 c.c. de torotrasle (mistura
em parles iguaes de T. e soro glycosado a 5 0/0). Morreu no 11° dia de in-
feccio (25-1V-32).

Exame dos esfregacos—Baco: numerosas celulas com deposilo pardo
amarelado, numerosas leishmanias. Foi encontrada uma [6rma parasitaria
em divisio multipla, encerrando 5 nucleos € 5 blefaroplastos. Medula ossea-
numerosas leishmanias, poucas celulas com T. Sangue: monocitos com
plasma muito corado parecendo conter T.; alguns com leishmanias ¢ restos
de tripanosomas (exame feito quanto lempo depois da morte ?).

Exame dos corles—(alcool absolulo, hematoxilina-eosina)—Figado:
celulas parasitadas pouco numerosas, algumas encerrando granulos de A
Grande mumero de celulas com deposito de T., sob a f6rma de igranulos
grandes e irregulares, pardacentos ou quasi incolores. Coraciio: Celulas
¢ fibras musculares parasitadas; raras destas celulas conlém pequeno nu-
mero de granulos que por sua coloraciio e refringencia parecem ser de i b
Algumas celulas nio parasitadas com coloide floculado. Rim: auscncia de
leishmanias, granulos de T. s6 nos glomerulos. Cerebro: grios de T. quasi
incolores ¢ refringentes distinguiveis em poucas celulas; ausencia de para-
sitos. Baco: numerosas celulas cheias de T. Grandes focos de leishmanias.
Raras celulas com coloide e parasilos.
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Cido T. 2—1200 gr.—Solreu as mesmas inoculacoes de parasilos que
o cio precedente, em 14 e 15-1V-32. Em 21 e 22-1V-32, inoculacdes inlra-
venosas de 5 a 4 ce. da mesma mistura de T. e soro glicosado. No dia 23
linha bastantes parasitos no sangue, morrendo com boa infeccio em 20-
1V-32. .

Frotis—Baco: numerosas celulas parasitadas ¢ numerosas celulas
carregadas de T. Ganglio: enorme quantidade de leishmanias e tripanoso-
mas. Figado: tripanosomas sanguicolas. Medula ossea: Nnumerosos parasi-
tos, raras celulas encerrando leishmanias e granulos de T. Sangue: nume-
rosos iripanosomas.

Cortes—(alcool absoluto, H. E.)—Figado: numerosas celulas blo-
queadas pelo coloide, algumas com parasitos. Baco: celulas parasitadas em
pequeno numero; enconlram-se destas celulas com T. Grande numero de
elementos fortemente carregados de T. Ganglio: grande quantidade de celu-
las bloqueadas; as que conlem leishmanias € T. sfio como sempre em pe-
queno numero.

Cio T. 3—1100 gr.—Inoculado na veia em 15, 16 e 18-1V-32 respee-
tivamente com 3, 3, ¢ 3,5 de T. (a 50 % em soro glicosado).

No dia 21, portanto 6 dias apds a primeira injecio de T. foi ino-
culado na jugular com sangue de cio (raca humana, 7 dias). Morreu em
96-1V-32, tendo lido exame negalivo em 21 ¢ posilivo em 25. Frolis.—
Baco: raras leishmanias, algumas atipicas, numerosas celulas vacuolizadas
e granulesas (T). Piroplasmose. Ganglio: celulas com T., ausencia de para-
sitos. Medula ossca: raras celulas T., raros parasitos esparsos; algumas
celulas de grandes dimensdes e nucleo multiplo, com numerosissimas leish-
manias.

Cortes: (alcool absoluto, H. E.)—Figado: grande numcro de celulas
com depasito de T. Foi enconlrada uma grande celula do SRE encerrando
12 leishmanias ¢ granulos de T.; foram ostes 0s unicos parasilos achados.
Baco: muito numerosas celulas com T., parasilos ausenlens. Ganglios forte-
mente blogqueados pelo T.. sem leishmanias. Pulmio: cclulas com T.. sem
parasitos.

Cio T. 4—1050 gr.—Injetado em 15 e 16-IV-32 com 3¢ 35 cc. de
T. na veia, e com sangue de cio (raca humana, 7 dias de infeccio) em 21-
1V-32 tambem na veia. Em 25-IV linha (ripanosomas no sangue, morrendo
em 27. :

Frotis: nio foram encontrados parasilos nos orgios (figado, baco,
ganglio, medula ossca). Piroplasmose.

Cértes: Figado e baco com grande numero de celulas cheias de T.
No coraciio, algumas celulas encerrando pequenos grios ligeiramente cora-
dos pela hematoxilina (T. 7). Nio foram vistos parasilos em nenhum corte.

Experiencias com Colargol (Silva Araujo)

Cio Colargol 1—900 gr.—Inoculado em 93-1-32 com S. cruzi, raca
pumana, foi injetado na jugular em 30-1-32 com 3 c.c. de Colargol, j& com
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numerosos (ripanosomas no sangue. No dia imedialo eslava 4 morte, sendo
sacrificado tendo decrescido ligeiramente o numero de parasilos no sangue.

Corles: Figado—grande numere de celulas impregnadas pelo coloide.
Algumas celulas com poucos parasitos conlém tambem Colargol; as muito
infectadas nio o contém. Degeneragiio gorda acenluada; Iocos esparsos de
necrose. Baco: numerosas celulas carregadas de Colargol. Raras celulas
com coloide e parasitos em pequeno numero. Grandes celulas bem parasita-
das encerrando goticulas de gordura. Rim: celulas dos glomerulos e dos tu-
bulis com granulos de colargol; raras celulas parasitadas. Degeneragio
gorda. Coraciio: grandes celulas com numerosos parasilos; celulas esparsas
encerrando colargol.

Cio Colargol 2—990 gr.—Inoculado em 13-V-33 com sangue de cio
infectado (raca de ciio, 2a. passagem). Em 27-V-33 foi injetado com 1 ce.
de Colargol (injecdio intracardiaca). Estava muilo infectado; sacriticado
(cloroformio) 15-20 minutos depois da inje¢io de Colargol. Orgdos fixados
em alcool absoluto ¢ formol a 10 9.

Cortes (H. E.)—Figado: numerosas celulas parasiladas, raras das
quaes encerram alguns granulos de coloide. Grande numero de celulas nor-
mais fixou o Colargol. Baco: enorme quantidade de celulas infectadas;
Colargol em menor quantidade que no figado e menos discernivel, distri-
buido por celulas nio parasitadas. Coragio: muito raras celulas para-
sitadas, Colargol ausenie. Pulmio: raras celulas com parasitos, bastantes
celulas com coloide, somente (este pode ser confundido com pigmentos
de origem sanguinea). Supra-renal: exame negativo para parasilos e co-
loide. Ganglio mesenterico: raros parasitos. Ganglio periférico: numero-
sissimos jparasilos, pequena quantidade de prata.

O deposito de Colargol ¢ mais abundanie no figado; os parasilos
sio mais numerosos no baco, figado e ganglio periferico. E inleressante
notar sua pequena quantidade no coraciio (raca de cio).

Cio Colargol 3— 1860 gr. —Inoculado em 12-V-33 com 8. cruzi,
raca de cio, 2.2 passagem, foi injelado mo coracio em 8-VI-33 com
1 cc. de Colargol e morto pelo cloroformjo cerca de 20 minutos depois.
Material fixado em formol a 109 ¢ alcool absolulo.

Cortes (H. E.)—Figado: numerosas celulas bloqueadas pelo pa-
rasito ou pelo coloide; nido vi elementos encerrando a um lempo ambos
agentes bloqueantes. Baco, idem, menor quantidade de colargol. Pulmio:
pouco colargol, nio ha parasilos. Coracio:. leishmanias abundantes, nio
vi celulas com coloide. Ganglio linfatico: cnorme quantidade de celulas
parasitadas.

Cdo Colargol 4—1200 gr.:— Cio normal, injectado na jugular com
1 cc. de Colargol (6-VI-33) e duas horas depois com 3-4 cec. .de sangue
de cio infectado (raca de lati, 3.2 passagem). Foi sacrificado em 12-VI-33,
G dias depois, j4 com baslantes lripanosomas no sangue. Orgios fixados
em alcool absoluto e formol 10 Yy,

Cortes (H. E.)—Figado: poucas celulas com Colargol em [o6rma
de grios aamarelos homogencos (alcool absoluto); poucas celulas para-
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siladas. Baco: coloide ¢ parasitos mais abundantes, poucas cclulas com
cclargol. Pulmio: ausencia de leishmanias— poucas celulas com prata.
Ganglio: ausencia de coloide e de parasitos, coragio e supra-renal idem.
Num cérte de figado (formol) enconirdmos uma celula com' leishmanias
e grios de colargol.

Bloqueio local:

Cido A—950 gr.—Foi inoculado sob a pele da regiio inguinal es-
querda com sangue de cobaia pouco infeclada por S. cruzi, raca de tain
(dia 26-1-32). No dia seguinle foi reinoculado com sangue da mesma
cobaia, subculaneamenle, na regiio inguinal direila ¢ no abdomen. Em
31-1-32 foi injelado com 1 cc. de carmin a 1/3 (Ribbert) e 1 cc. de linla
da China, nos pontos inoculados com tripanosoma em 27-i-33. Em 1-11-32,
1 cc. de Colargol na regiio injelada em 26-1-32. Este ciio leve raros
lripanosomas mno sangue em 30, 31 ¢ 1.9 tendo sido sacrificado em
2-11-32, ainda comi raros parasilos na circulaciio, Os pontos de inocula-
c¢io foram fixados separadamente em alecool absoluto, formol a 100 e
Zenker,

Nos eorles os parasilos eram pouco numerosos; como nas experien-
cias precedentes, s6 raras celulas encerravam ao mesmo lempo leishma-
nias e coloide. Nesle caso, observamos celulas parasiladas contendo tinta
da China ou Colargol (fig. 5). Os dados exatos sobre esta experiencia
siio os que acabamos de referir; na nossa publicagio anlerior (1932)
houve cerios enganos na sua exposi¢lo.

IMUNIDADE

O capilulo da imunidade ma doenca de Chagas oferece largo campo
4 pesquisa cientifica. Apesar de possuirmos muitos dados importantes de-
vidos aos trabalhos de Chagas, Machado e Guerreiro, Villela, Lacorte
e oulros, numerosas questdes estio ainda por resolver.

O estudo deste assunlo, que exige certa especialisacio, nfo foi
parlicularmente feilo por nés: daremos a seguir alguns dados, na maio-
ria confirmativos dos de oulros autores, sobre a imunidade, natural ou

-

adquirida, 4 infeccio pelo S. cruzi.
IMUNIDADE ADQUIRIDA

Fato para o qual chamou Chagas a alenciio, deste suas primeiras
pesquisas sobre a (Iripanosomiase, foi a (ransitoriedade da fase inicial
da infecgiio, durante a qual os parasilos enconilram-se mais ou nenos
numerosos na circulagiio. Apos alingir um maximo, variavel com a vi-
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rulencia do germe ¢ a resislencia do organismo, o numero de (ripano-
somas vae decrescendo progressivamente, alé que se tornam muito raros
ou desaparecem do sangue periferico. A redu¢iio numerica dos flagelados
na circulacio ¢, segundo Chagas. devida a condicdes de defeza que se
vio creando mo organismo; a infeecdio passa 4 cronicidade, ficando os
parasilos cantonados nos lecidos, de onde esporadicamente saem lripano-
somas para o sangue, geralmenle em numero muito reduzido. Em va-
rios animais evolue a molestia, espontanea ou experimental, do mesmio
modo que no homem, tornando-se cronica, sempre conforme a virulencia
ou a quantidade dos parasilos que se introduziram no organismo e as
condicdes de defeza organica; evidentementle, estio excluidas as infeccdes
agudas, que lanlo mo homem como nos animais podem lerminar pela
morte durante a fase seplicemica.

Nio esta esclarecida a naltureza dos anticorpos existenles no soro
sanguineo do homem e dos animais infectados pelo S. cruzi; sua exis-
tencia mo séro pode ser delerminada pela reacio de fixaciio do comple-
mento, especifica em presenca de anligeno adequado, devida a Guer-
reira e Machado (1913). Poderosas contribuicdoes demonstrativas do
valor desta reaciio como eclemento de diagnostico sdo os trabalhos
de J. G. Lacorte e E. Villela. Nos nossos animais de experiencia,
E. Villela tem feito a reacio de Machado com resullados sempre uni-
formes.

— O homem ¢ os animais que sofreram a infecciio pelo S. cruzi
adquirem um' certo griu de imunidade conlra este parasito. O fato de
se conseguir isolar o tripanosoma do sangue de casos cronicos de doenca
de Chagas, sujeitos ou niio 4 reinfecciio, e as recidivas 4s vezes 'mortais
i observadas em animais. (Rocha Lima, Blanchard), mostram que esta
imunidade ¢ muito relativa. As reinoculagdes em animais infectados de-
monstram enltrelanio uma grande resisiencia 4s reinfecgoes.

E. Brumpt, Mayer ¢ R. Lima, foram os primeiros a verificar
a insensibilidade de animais infectados a novas inoculacdes. Brumpt (1913)
observou que camondongos que sobreviveram & infec¢do resistem & inu-
culacio de uma amostra virulenla e mortal para camondongos normais.
Fato semelhante foi observado por Colier (1931) em camondongos que
sofreram uma infeccio por um virus atenuado pela tripaflavina.

As observacdes, que possuimos sobre o resultado de reinoculacoes
sdo as seguintes:

—Cobaia 1 (470 gr.)—Esle animal servira para alimentar os nu-
merosos barbeiros da eriaciio, provenientes de Lassance e em grande parte
infectados, ficando em contacto com elles durante muitos minutos. Ad-
quiriu provavelmente a infeccio, que ndo foi pesquizada. Em 20-X-32 foi
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inoculado em varios ponlos com grande quantidade de dejecdes de T.
megista muito ricas em tripanosomas melaciclicos. Examinada quasi dia-
riamente. teve. até 14-XI-32, 19 resultados negativos. Continuou sempre
negativa até 13-111-33. tendo sofrido mais duas inoculacoes: em 13-XII-32
(contetido intestinal de ninfa muito infectada) e 13-1-33 (sangue de co-
baia parasitada com virus do lati). No dia 27-1-33 foi sangrada para
experiencias de protecio (ver adiante); em 10-TI-33 a reacdo de Ma-
chado (E. Villela) foi fortemente posiliva; em 3.111-33 foi relirado o
baco, o que nao determinou o aparecimento de tripanosomas até 13 do
mesmo meés. Esla experiencia mostra a resistencia do animal tanto as
formas melaciclicas quanto d&s formas sanguicolas do S. cruzi,

_ Cobaia 4—(470 gr.)—Infectada alravés a pele em 11-VII-32, com
dejecdes limpidas de (rialomas, leve exames positivos de 27-VII a 22-IX-
29 Exames negativos: 4-X; 12-X-32; 13-X11-32; 1-111-33; 8-V-33. Nesta
data foi inoculada com S. eruzi fraca de lali); exame negalivo em
13-V-33; em 19-V-33 tinha raros tripanosomas no sangue; de 22-V em
diante leve mumerosos exames negalivos, estando ainda viva (30-X-33).
Em 2-VI-33 a reacio de Machado foi positiva. Foi sangrada em 3-111-33
para experiencias de protecio (ver adiante).

__Cobaia 7—(780 gr.)—Infectada por deposicio de dejecoes de bar-
beiro no olho, em 11-VII-32. Exames positivos de 28-VII a 24-X-32.
negativo 10-XI-32. Em 13-XI1-32 sofreu inocula¢io intraperitonial de con-
teqido intestinal de ninfa muito infectada (malerial que tambem serviu
para a cobaia 1), tendo exames negativos de 17-X11-32 a 4-1-33. Exa-
minada -a 27-1-33, tinha regular infe¢do sanguinea; morrett G-11-33.
(Fora sangrada no coracio em 27-1-33).

—Camondongo #—Colocada sobre a pele 1 gota de urina limpida
de triatoma com numerosos metaciclicos (29-X11-32), manifestou-se a in-
feccio 13 dias depois (exames positivos 11 e 90-1-33): foi inoculado em
97-1-33. j4 sem tripanosomas no sangue a9 exame a fresco (mesmo resul-
tado em 1-I1-33). Raros parasitos no sanguc em 3-11-33; exame nova-
mente negativos 6, 17. 96-11-33. Morreu em 27-11-33 quando estava sendo
esplenecetomisado.

_Camondongo 2— Infectado alravés a pele por [ormas melacicli-
cas. Exames positivos de 12-XI a 929-XI1-32 (dejegdes depositadas na
pele em 1-XI-32). De 2 a 90-1-33 teve 2 exames negativos e 4 positivos
(em 20, posilivo). Inoculado em 27-1-33: exames positivos 1 e 6-11-33,
negativos 97 ¢ 281, 3, 7, 17, e 96-11-33. Morreu, como 0 precedente,
em 27-11-33.

_Camondongo 7—Infectado por via digestiva com dejeces de tria-
toma, em 16-XI-32. Teve sempre raros tripanosomas no sangue, de
1-XII-32 a 17-111-33, apesar de reinoculado em 27-1-33 com sanguc
de cio infectado (raca humana) e de ter sido esplenectomisado em 27-11-33.
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—Pelo que expusemos, vé-se que nos animais que ja liveram a
infeccio a reinoculacio do S. cruzi, péde ou ndoc delerminar o reapa-
recimento de (ripancsomas no sangue; esle. 1n0s €As0s em que se da,
é em geral lransitorio. Algumas vezes nio se pode dizer si o reapareci-
wmento da infeccio sanguinea foi devido & nova inoculacio, on a uma re-
cidiva dela independente (cobaia 7).

A inoculaciio de tripanosomas nos animais ainda com raros pa-
rasitos na circulacio mio modifica sensivelmente o aspelo sanguineo da
infeccio. A

Parece que, pelo menos alé certo lempo, os animais que sofreram
a infeccio. quer sejam ou nio reinoculados, estio nas mesmas condicdes
relalivamente 4 existencia ou & inlensidade da infeccio sanguinea. De
facto. si de um lado as reinoculacdes miio modificam sua intensidade e
poderdo ou ndo faze-la reaparecer. de outro lado, no sangue de animais
nio inoculados novamente pédem reaparecer tripanosomas esponta-
neamente. '

A possibilidade de se isolar o Schizolrypanum do sangue, ¢ a per-
sistencia da positividade da reac¢io de Machado, de enfermos cronicos
da doenca de Chagas, longos anos depois de afastados das zonas de barbeiro,
demonstram que a infeccio humana ¢ muito duradoura, independente-
mente de reinoculacoes.

Em doentes internados no Hospital Oswaldo Cruz no servigo do Dr.
E. Villela, lem-se observado a presenca de tripanosomas no sangue por
inoculacio em cobaia até mais de 2 anos de hospilalisacao; em oulros
doentes (America, Teodora) isolados ha mais ou menos 10 anos, a reacio
de Machado ainda ¢ positiva.

Segundo M. Torres (1930} o homem com infecciio cronica, resi-
dente mas zonas infectadas por muito tempo, ndo ¢ insensivel ds reino-
culacdes a que estd continuamente exposto em condicdes naturais, sendo
devida 4s reinfeccdes a evoluciio progressiva do processo de miocardite.
A susceptibilidade a reinfeccdes seria devida 4 transitoriedade da imuni-
dade adquirida: a permanencia de férmas de multiplica¢io nos tecidos
seria tambem transitoria.

Acio protetora do séro de animais imunes.

Mayer ¢ Rocha Lima (1914) verificaram que o soro de animais
(ratos, cobaias e coelhos) ativamente imunizados por repetidas inoculacdes
de S. cruzi, nio proteje camondongos normais quando inoculado separada-
mente ou em mistura com férmas sanguicolas desle tripanosoma. A in-
jecio de soro 24 horas antes da inoculacao de parasitos lambem nao
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exerce nenhuma acfio protelora. Niiv observaram modilicacdes na marcha
da infecciio nos animais experimentados. A inje¢do de soro em animais
muito infectados mio retardou a morie.

A accio proletora de soros de cobaias imunes, em condicoes que
mais favoreceriam sua realisaciio, tambem ndo foi observada em nossas
experiencias.

1)—Soro de cobaia que resistiu a varias inoculacdes (cobaia 1)
foi aquecido 1/2 hora a 45° (para malar lripanosomas porvenlura exis-
tentes) e poslo em conlacto a 37¢ durante 1 hora com formas meta-
ciclicas (urina de T. megista) ¢ sanguicolas (sangue de cfio, raca humana)
do S: cruzi. Foram inoculados 2 camondongos normaes:

Camondongo A—Inoculado (via subcutanea) com a mistura de sbéro
e lripanosomas melaciclicos; examinado 10 dias depois, tinha parasitos
no sangue. Foi sacrificado 20 dias depois da injegiio, com forle infeccio.

Camondongo B—Injectado (via perilorial) com soro e Iripanoso
mas sanguicolas, teve infecciio benigna e transitoria (exame positivo no
10.0 dia, negalivo no 16.° ¢ seguintes, alé mais de 1 més depois; a esple-
nectomia nio provocou o reaparecimento dos tripanosomas).

Antes de serem inoculados esles animais, verificimos no material
injectado a presenca de tripanosomas niio alterados e perfeilamente mo
veis. A infeccdio foi mortal no camondongo inoculado com (ripanosomas
do inséto e beningna mo camondongo B. injeclado com f6érmas sangui-
colas; deste fito nada podemos deduzir, nio sé porque nio foram ino-
culados animais testemunhos, como lambem nao avaliimos a quantidade
de parasitos injectados em cada camondongo.

2)— Séro da cobaia 4 (v. experiencias de reinoculagdes) foi subme-
tido ao aquecimento a 45° durante 1/2 hora (soro obtido na vespera e
conservado ma geladeira), em 4-VIII-33. Em dois tubos foram postas 10

gotas de soro de cio com lripanosomas ¢m pequeno numero (raca de cy,

1.2 passagem) ¢ soro imune (40 e 20 gotas). sendo aquecidos a 37° du-
rante 1 hora. O contetido de cada tubo foi injetado em 1 camondongo.

Camondongo C— (40 gotas de soro imune + 20 gotas de soro com Lri-
panosoma)—Inoculacio subcutanea em 4-1II-33; cxames negativos 1, 14
e 15-111-33 (morreu neste dia).

Camondongo D— (20 gotas de soro imune + 10 gotas de soro conta-
minado)—Inoculacio subcutanea em 4-1II-33; exame negativo em 12, po-
sitivo em 14-VIII-33. Nos dias 15 ¢ 16 o exame foi negativo; positivo de 17
a 22. Morreu em 8-1X-33, tendo tido ainda varios exames posilivos (25, 26,
98. 30-VIII) e negativos (23, 24, 29-VIIL, 1, 4 e 8-IX-33).

Em resumo, o Camondongo C morreu sem ler lido tripanosomas no
sangue 11 dias depois da inoculaciio; o camondongo D teve o 1° exame po-
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sitivo 10 dias apds, apresenlando uma infecciio sanguinea muito ligeira e
irregular.

Em uma unica experiencia feila verificimos que o séro de animal
imune depois de ficar em contalo 1 hora a 37¢ com férmas B (sanguicolas)
e formas U (metaciclicas) de S. cruzi, ndio proteje camondongos contra a
infecciio, quando com elas juntamente inoculado.

B. Borghi (1932) fez experiencias analogas com o 7. lewisi, confir-
mando a aciio protetora do séro de ralos imunes e concluindo pela seme-
lhanca das propriedades antigenicas das férmas B e das férmas U deste
tripanosoma.

Procuriamos uma vez observar a acdo de séro imune sobre o desen-
volvimento cultural do S. cruzi:

Semeando 2 tubos (meio de Noguchi) com a mesma quantidade de
uma cultura de S. cruzi e adicionando a um deles (tubo 1) algumas gotas
de soro da cobaia 4. em 4-111-33. o desenvolvimento foi muito mais lento
nesse tubo que mo outro. No 1° dia encontravam-se critidias mortas e raras
com movimento muito lento no tubo 1; no tubo 2, numerosos flagelados vivos
com mobilidade normal. Com 48 horas o exame do tubo 1 foi negativo (1
preparado a fresco); no 5° dia havia raros flagelados. Ao fim de 13 dias
a parte superior do tubo 2 apresentava-se turva, continuando limpido o
tubo 1. até o 17¢ dia. Mais tarde observa-se macroscopicamente o desenvol-
vimento da cultura no tubo 1. muito menor do que o lubo testemunho. 5
mezes depois a turvacio dos 2 tubos era igual; ao exame microscopico s6
foram vistos flagelados mortos. Foi verificado, assim, sensivel retardamento
no desenvolvimento da cultura 4 qual foi adicionado séro imune.

Pelos fatos que acabamos de expor, vemos que a unica propriedade
nitidamente demonstrada do soro dos animaes que sofreram a infecciio
pelo S. cruzi é a de desviar o complemento em presenca de antigeno espe-
cifico (reaciio de Bordet-Gengou aplicada 4 tripanosomiase americana, co-
nhecida por Reacdio de Machado). O soro de animaes imunes nfio tém' poder
protetor, embora seja possivel que determine uma atenuacio da infecgio
quando injetado depois de ter estado em contato com os tripanosomas; pro-
priedades tripanoliticas ou tripanocidas, poder aglutinante ou de adesdo,
que apresentam comumente soéros de animaes com' outras tripanosomiases,
nio foram ainda observadas no séro humano ou de animaes infectados pelo
S. eruzi. !

Imunidade matural

P

Sobre a imunidade nalural dos animais de sangue frio 4 infeccdo
pelo S. cruzi publicimos uma néta (1933) que transcreveremos, (uasi sem
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modificacdes; depois diremos algumas palavras sobre a resislencia de cerlos
animais heterotérmos 4 mesma infeccio.

Em 1925 F. L. Nifio diz ter verificado a sensibilidade de Batraquios
(Bufo marinus) ao S. cruzi, mas seus resultados nio foram confirmados pe-
los autores que depois estudaram a questio: Bruni (1926) ndio conseguiu
infectar ris ¢ sapes (Rana esculenia, Rana viridis, Bufo vulgaris), obser-
vando-os por longo tempo, ¢ Dios, Werngren € Perez (1929), repetindo em
grande escala as experiencias de Nifio, obtiveram sempre resullados nega-
tivos. Em suas pesquizas inocularam csles autores numerosos sapos (Bufo
arenarum) com sanguc de homem ¢ de ratos brancos, e intestino de Triato-
mas, infectados pelo S. cruzi, conlrolando a negatividade dos resultados pela
inoculaciio de sangue ¢ orgios dos sapos utilizados em ratos novos.

Brumpt (1927, verificando o ecleticismo alimentar dos Reduvideos
(ransmissores do S. cruzi, sugere a possibilidade de serem os animais de
sangue frio hospedadores naturais deste flagelado, niio obstante reconhecer
a0 mesmo tempo a probabilidade de serem esles animais refratarios a in-
feccio—o que alids afirma, em outra parte (1922).

R. V. Talice (1929) no Uruguay pesquizou 0 Sehizolrypanum no
sangue de animaes homeotermos, em 7ona onde havia exemiplares infectados
de Triatoma rubrovaria, nio o encontrando. A inoculaciio de lagartos (Teius
teyou) nio era seguida de infeccio. pelo menos até 15 dias, Este autor tam-
bem verificou no laboratorio a alimentagio de triatomas sobre lagartos
e ris.

Em nossas experiencias inoculimos sangue de animais infeclados
em repteis (Tropidurus torqualus. Ameiva surinamensis® e hatraquios (Le-
ptodactylus ocellatus, Bufo crucifer).

Em 3 Tropidurus, inoculados sob a péle e intraperitonialmente com
sangue de cobaia infectada /Raca de tati), pudemos observar o desaparc-
cimento dos Iripanosomas ¢ das hematias nas primeiras horas. 3 horas
depois da inoculacdo o exsudato peritonial s6 continha flagelados vivos em
1 deles: em todos a fagocitose de hemalias e fripanosomas era evidente. O
exame do sangue destes lagartos foi negativo 3 ¢ 24 horas depois de injeta-
dos. Na 3¢ dia morreu 1 Tropidurus, sem parasitos no exsudato peritonial
e no sangue; outro foi sacrificado no 70 dia com os mesmos resultados e
sem férmas de leishmanias mos musculos e tecido sub-cutaneo do ponto de
inoculacio. O terceiro morreu 12 dias depois. tambem com exame de sangue
wegativo.

Uma Ameiva foi inoculada com o mesmo material sob a pele e no
peritonio; meste, pouco mais de 3 horas apGs a injec¢io, sO vimos 1 tripa-
wosoma preso a um leucocito, ji havendo desaparecido os globulos verme-
lhos da cobaia. O sangue desle replil leve exames negalivos alé 24 dias. Foi
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picado por uma femea de Triafomae megista que fizera sua ullima refeigao
14 dias antes, e por larvas do mesmo inséto que nunca haviam sugado.

Quanto aos batraquios, quasi todas as nossas observacdes foram fei-
tas somenle duranle as primeiras horas que se seguiam d inoculacio, até o
desaparecimento dos lripanosomas da cavidade peritoneal, por fagocitose e
por lise; apenas em 1 Lepltodactylus foram feitos exames de sangue durante
muitos dias. O ultimo exame, negalivo. foi feito 35 dias apos a inoculaciio.

Em resumo, os lripanosomas inoculados no peritonio de repleis
(Tropidurus, Ameiva) ¢ batraquios (Bufo, Leptodaclylus) dai desaparecem
em poucas horas por lise ¢ fagocilose; a presenca de flagelados no sangue
destes animais nio foi observada por examies feitos desde as primeiras ho-
ras alé varios dias depois da inoculaciio do Schizotrypanum. E em conclu-
sio, ¢ exiremamenle improvavel gque os animacs de sangue frio possam' ser
reservatorios do S. eruzi na malureza, embéra tenha sido ainda uma vez
conslatada a capacidade do Trialoma megista sobre eles se alimentar.

—De um modo geral, os animais sio mais sensiveis ao S. cruzi du-
rante as primeiras idades. Principalmente em' certos animais a sensibilidade
¢ muito diversa no estado jovem e no estado adulto: os ratos adultos sdo, se-
gundo Regendanz (1930), imunes a amostras de S. cruzi que, inoculadas em
ratos jovens, pédem produzir infeccdes mortais. Com o gato e o coelho o
mesmo fato péde se dar.

E’ provavel que a crianca seja mais sensivel a infeccio pelo S. cruzi,
do que o homem adulto; entrelanto, esta conclusiio ndo pé6de ser baseada
siimplesmente na observacio de que os casos agudos da doenca de Chagas
sio com muito mais frequencia encontrados nos individuos jovens. Nio se
pode fazer paralelo entre a infeccio humana, contraida naturalmente, e a
infeccao experimental. em animais, por exemplo o rato, pois devem ser to-
madas em consideracio as condicdes de conlagio, que em geral sdo satis-
feitas desde as primeiras idades nas zonas de enfermidade endemica, como
tambem as condicdes de relaliva imunidade que se estabelecemm no orga-
nismo infectado, nos quais se acham quasi todos os adultos habitantes
das regides de barbeiros.

Tendo-se em vista as condicdes a ue nos referimos, nio sera razoa-
atribuir-se a menor incidencia de infeccoes agudas nos individuos adultos
4 sua maior resistencia nalural ao Schizofripanum. Segundo a opinido de
M. Torres, como vimos, mesmo os doentes chronicos do mal de Chagas, que
possuem um certo grau de imunidade ao S. cruzi, ndo sio insensiveis a rei-
noculacdes pelos barbeiros em condicdes naturais.

A imunidade matural de ratos aduitos foi tambem por nés verificada,
em experiencias feilas com racas de Schizotrypanum muito virulentas para
oulros animais:




S. cruzi no organismo do invertebrado

1)—Trialoma megista
Material e tecnica.

O malerial de que temos nos servido para estudo do ciclo evolulivo
do S. cruzi e para outras pesquizas é proveniente de Lassance, constando
em grande parte do Trialoma megisia Burm., o principal transmissér da
doenca de Chagas naquela regifo.

Os insétos colhidos mas caltias siio em alta percentagem portadores
do parasito (Chagas), principalmente duranlte os ultimos estiadios de sua
evolucio; trazidos ao laboratorio, servem como fonte de virus para as infec-
coes experimentais e sio empregados em estudos parasitologicos, experien-
cias de transmissio, ele. A parlir dos ovos dos barbeiros infectados ou nio
obtem-se uma criag¢io de inséltos puros que assim se conservam por ali-
mentacio em animais normais, sendo estes insétos utilizados principal-
mente para esludo do ciclo evolulivo do tripanosoma e para experiencias
de infectividade.

Dissecciio: As grandes dimensoes do 7', megista nas ullimas fases de
sua evoluciio muito facilitam o isolamento de seus orgios internos, especial-
mente do lube digeslivo ¢ anexos.

Para se isolar e distender o tubo inlestinal prestam-se melhor os in-
sétos com o eslomago vasio ou com pouco sangue, depois de decorridos al-
guns dias desde a ultima refeiciio. Para isto, pode-se proceder da seguinte
maneira:

1) Fixando o inséto por meio de uma pinga, cortar com lesoura as
pernas, as asas ¢ as partes laterais do abdomen (conexivo);
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2) Abrir a cavidade abdominal por uma secciio lransversa praticada
com lesoura na folha quitinosa dorsal, junto ao torax;

3) Fixar o hemiptero numa placa de Petri contendo parafina solida,
espetando-se um alfinele na casca ventral do abdomen, de dentro para féra,
tendo-se o cuidado de mio ferir o inlestino; a folha dorsal do abdomen deve
ser levantada, dobrada para tris e fixada 4 parafina por outro alfinete, de
modo que a cavidade abdominal fica quasi inteiramente aberta pela face
dorsal.

4) Abrir com uma pequena lesoura as partes laterais do lorax, in-
troduzindo uma das laminas na massa muscular e cortando cuidadosamente
até separar completamente o resto do exoesquelelo dorsal; ficardo entio ex-
postos todos os orgios internos do barbeiro.

5) Relirar com pinga e tesoura as parles moles toraxicas ¢ abdomi-
nais que nio interessem (musculos, tecidos adiposo, orgiaos genilais, vaso
dorsal, traquéas. . .); dissecar o mais possivel até ds proximidades do ori-
ficio anal, com cuidado para nio romper a empola retal, (fig. 8).

6) Desfazer a articulaciio da cabeca com 0 l6érax sem seccionar o eso-
fago; separar das por¢des quilinosas vizinhas o ultimo segmento abdominal.

7) Transportar para uma lamina com algumas golas de agua fisiolo-
gica o tubo intestinal, segurando-o pelas suas por¢oes quilinosas lerminais
¢ distende-lo com o auxilio de agulhas e pingas histologicas, rompendo as
aderencias mantidas pelos filamenlos lraqueais € lubos de Malpighi enlre
suas diversas partes.

Por esta técnica as diferentes partes do tubo digeslivo ficam perfeita-
mente separadas, podendo-se fazer esfregagos ou corles de cada uma iso-
ladamente.

A fixaciio dos orgios internos pode tambem ser feila in loco, imer-
gindo-se o insélo aberto no liquido fixador; a dissccgiio é terminada de-
pois de fixado. Este processo convem quando o barbeiro estd com o es-
tomago ou o réto muito dilatados pelo seu contefido, caso em que a ru-
tira das paredes se di facilmente quando se p calica a disseccio a fresco
em soro fisiologico. Para se retirar os fragmentos de quitina que quasi
sempre ficam aderenles 4 ullima por¢io do réto convem tambem esperar
que a peca esteja fixada, principalmente si a empdla rétal estiver dis-
tendida por dejecdes.

Para se retirar as glandulas salivares o meio mais pratico é fazer-
se a disseccio como foi dilo, tendo-se cuidado especial na abertura do
térax. Depois de bem isolado o tubo intestinal e rompida a parle superior
do anel quilinoso por onde o intestino penétra na cavidade lordcica,
faz-se uma ligeira lracio para cima e para lraz, segurando-se a cabeca
do inséto com uma pinca; as glandulas salivares ficam aderentes ao
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esofago e 4 primeira porciio do intestino médio. Barros Barreto acon-
selha que esse fim que se deixe o barbeiro decapitado para ser disse-
cado no dia seguinle; a secreciio acumula-se nas glandulas, aumenlando-
as e facilitando a dissecciio.

As dissecciio das [6rmas jovens dos ftrialomas (larvas) é menos
facil, nio podendo ser feila com a mesma precisdo. Quando se trala
de larvas ji de certo lamanho é possivel a separagiio perfeila das partes
principais do tubo digestivo. precedendo-se desta maneira: segurando-se
o inséto pela cabeca e pelo térax. com uma pinga curva, corlam-se
as pernas ¢ os bordos do exo-esqueleto (na juncdo das folhas quilinosas
dorsal e ventral); depois de relirada loda a lamina dorsal, com uma agulha
puxa-se o estomago para cima de uma lamina e secciona-se o tubo in-
testinal ao mivel do estrangulamento que separa o estomago da segundo
porcio do intestino médio; com esla porg¢iio faz-se o mesmo, seccionando-
se junlo 4 insercio dos lubos de Malpighi; anles de se puxar tambem
o réto para a lamina deve-se lavar com agua [isiologica o inlerior da car-
sassa do inséto, para se relirar os detritos de outras partes do inleslino.
Por este modo oblem-se numa mesma lamina, onde se colocam prévia-
mentre lres gotas de soro fisiologico ou outro liquido apropriado (liquido
de Laveran ¢ Mesnil, elc.) malerial das duas por¢oes do intestino médio
e do inteslino posterior de larvas, para exame a fresco ou para coloragio.

— Para o estudo do ciclo evolulivo do lripanosoma ¢ recomendavel
que se facam, juntamente com corles seriados, eslregacos aas diversas
por¢cdes do tubo intestinal de insélos com o mesmo lempo de infeccio.
O exame a fresco emprega-se vara a verificacio da infec¢io e de sua
intensidade, observacio da disposicio e mobilidade dos parasilos, bem
com para a pesquiza de [lagelados em cerlos orgaos (tubos de Malpighi,
glandulas salivares), elc. O exame dos cortes e dos esfregacos corados
completam-se, pois os primeiros esclarecem sobreludo a disposi¢io geral
¢ a localisaciio <dos parasilos, e os segundos sua morfologia nas diferentes
regioes do condito intestinal. As diversas fases da evolugiio, por estes
meios, pédem ser perfeilamente acompanhadas.

Temos empregado varios agenles fixadores para o estudo histolo-
gico e parasitologico dos orgaos dos barbeiro: sublimade alcool de Schau-
dinn ¢ de Mayer, sublimado acélico, alcool absoluto, liquidos de Zenker,
Helly, Carnoy, Gielson, Bouin ¢ Duboscq-Brasil. As melhores fixacdes que
abtivemos foram pelo Carnoy, o qual muilo se presta para as coloracoes
pelo Giemsa e pela hematoxilina férrica. Os liquidos de Zenker e de Helly
tambem dio boas fixacoes, adequadas principalmente ao etudo histologico
do inséto pelas coloracdes pela hematoxilina-cosina; o mélodo de Giemsa
poderd ser empregado, mas ndo dd a reacdo lipica e a diferenciacio
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Do ponto de vista da distribuicio e da disposicio dos parasilos
nesta parte do canal intestinal. os detalhes de sua estrutura histologica
nio tém interesse.

O intestino posterior, proctodéum ou post-intestino, acha-se nos
Triatomidéos reduzido 4 empdla rélal. E uma dilatacio aproximadamente
ovoide, de pequenas dimensdes. limitada adiante pela inserciio dos lubos
excretores e atras pelo orificio anal.

Sua férma varia lambem com o eslado de reple¢io; quando cheio,
como por exemplo pouco tempo depois da refeicio, mostra-se dilatado,
esférico, e vasio torna-se alongado, piritérme.

A c¢or do réto é variavel segundo a qualidade das excrecdes nele
acumuladas, gendo escura quando no seu interior ha féses, e amarela ou
branca segundo encerre urina granulosa ou hialina. Nos Hemipleros nio
existe o cécum rétal que alguns insélos possuem e que tem sido descrito
ne barbeiro, por confusiio talvez com as empdolas terminaes dos Lubos
de Malpighi.

O conhecimento da eslrulura histologica da empdla retal tem grande
imporlancia para o estudo da evolucio do Schizolrypanum duranle as ulli-
_mas fases do ciclo, que dela se passam.

A parede do intestino posterior ¢ forrada internamente por duas ca-
madas muito distintas de lecido, que se reconhecem facilmenle ao exame
de cortes longitudinaes praticados em empdlas retaes em distenciio natural
pelas dejecdes. Na primeira porg¢io do réto, em contato com a regiio pile-
rica, a empola retal € revestida por um epilélio alto, de nilida planura es-
triada; a porcio lerminal é recoberla por uma superficie (uilinosa irregu-
lar que faz conlinuagio ao epitélio e se prolonga alé o anus.

Em todos os insétos a ultima porciio do protodéum ¢ reveslida, bem
como o slomodéum, por quilina resultanle da invaginacio do exoesqueleto.

A tunica muscular ¢ bem desenvolvida ao nivel do rélo. Sua confor-
macio, analoga a do estomago, pode ser bem estudada em preparacoes lo-
lais em que o orgio ¢ fixado ¢ corado depois de aberto e distendido. Comb
no eslomago, as fibras estriadas dispdem-se em feixes separados formando
uma réde; os feixes externos sio longiludinais ¢ os inlernos lransversais.

A estrutura das paredes do rélo permite-lhe grande extensibilidade
e grande contratilidade. Quando se abre o inséto pouco depois de uma refei-
¢io enconlra-se frequentemente a empdéla relal muilo dilatada por deje-
coes que nela se acumulam (fig. 9); por longo lempo o réto conserva seu
intenso paristaltismo nos barbeiros abertos, embebidos em agua fisiologica.

O prolodéum desempenha a funcio de acumular e climinar os pro-
dutos excrementiciais.

As dimensoes das diversas partes do inlestino (estomago, protodéum)
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naturalmente variam muito segundo seu estado de replecio. Nos indivi-
duos adullos, cujo comprimento total é de 33 a 37 'mm. (tomado com a pro-
bécida distendida), as dimensdes oscilam em geral entre os seguintes limi-
tes:

Intestino anlerior: 9-12 mm.
Estomago 10-20 mm
Duodeno 20-40 mm.
Intestino posterior {- 6 mm.

A porcio do tubo digestivo de dimensdoes mais variaveis ¢ o duodeno
(por¢io tubular do mesenteron’ ¢ estas variacdes nio sio determinadas
pelo conteudo intestinal. O comprimento desta parte do inteslino, nas ima-
gens. nio raro atinge mais de 40 mm.

Os orgios anexos ao lubo digeslivo que mnos intercssam siio as
alandulas salivares e os tubos de Malpighi.

As glandulas salivares existem em numero de 6 no barbeiro, dispos-
las simelricamente de cada lado do tubo inlestinal. A anatomia e a histolo-
gia do aparelho salivar do T megista foram estudadas por B. Barreio
(1922) e seus principaes dados a respeito serdio aqui sumariados.

Em cada metade do insélo distinguem-se 3 glandulas dispostas da
seguinte maneira, de dianle para (ris: duas glandulas unidas, situadas ao
pivel da porc¢io inicial do estomago, que sio as glandulas principal e suple-
mentar, ¢ uma posterior, isolada, aderente 4 parede do estomago, a glandula
acessoria.

A glandula principal possue uma coloraciio amarelo-escuro, € reni-
forme e. como scu nome indica, constitue o mais importante orgio produtor
de saliva. As glandulas suplementar € acessoria siio consideradas simples
reservalorios da secreCio excessiva do elemenlo principal, unico que possue
estrutura glandular. Do par de glandulas anterior emergem dois condulos
excretores, um deles unindo-o glandula acessoria e oulro indo ter a um
orgio mediano situado no segmento cefalico, orgao este que lem a fungio de
aspirar a saliva pelo .anal salivar formado pelas duas mandibulas.

Os tubos de Malpighi, em numero de 1, sio longos e delgados ¢ dis-
poem-se irregularmente enrolados na cavidade abdominal em torno do tubo
intestinal, com o qual tém aderencias por meio de ramos traquedis. A in-
sercio dos lubos excretores 1o condulo intestinal marca externamente 0 li-
wite entre o mesénteron e o prolodéum. Os tubos de Malpighi formam' na
sua embocadura uma pequena dilatagio alravés da qual as excrecdes pas-
sam ao intestino posterior. Ha duas dilatacoes dorsais ¢ duas venlrais que
se abrem imedialamente alras do orificio pilorico; sido as empodlas terminais
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dos tubos de Malpighi, orgiios para os quais anteriormente chamamos a
atencio (1930) como séde de localizaciio frequente dos parasitos. Externa-
mente estas empdlas siio individualizadas; pela sua fusio, dio origem a
uma cavidade interna situada enlre o réio e o piléro, por onde viio ler ao
protodéum as excrecdes malpighianas e as féses. Esta cavidade ou «atrium»
comunica-se com o réto por um orificio valvular formado por uma lamina
epitelial que deriva dos lubos excrelores ¢ que, do lado do réto, ¢ forrada
pelas celulas epiteliais de planura estriada, que descrevemos. Conforme o
estado de distencio da empaola retal, este atrium fica em comunicac¢io mais
ou menos franca com a mesma. As figuras que apresentamos esclarecem
melhor a constituicio e as relacdes das porcoes lerminais dos orgios excre-
tores com o intestino posterior (figs. 11 e 12, estampa 6).

As empdlas terminais dos tubos de Malpighi exislem tambem no
Cimex. Packard (1909) assim se refere a elas: «Em muitos insélos (Ci-
mex. ..) 08 vasos se abrem em uma espécie de bexiga urinaria em conexiio
com o intestino». Em oulros lHemipleros (Pyrrhocoridae, Asopinae, Penta-
tominae, Alidinae. ..) apresentam-se tambem bastantes desenvolvidas (vér
as estampas de Kuskop, 1923).

Os tubos de Malpighi sfio conslituidos essencialmente por um sinicio
epitélial secretor provido de uma camada ciliar ou de planura estriada: so-
bre as diversas interprelacdes da eslrutura eslriada deste epitélio, ver por
exemplo Noél e Tahir (1929;. Sobre os caracléres da exerecio malpi-
ghiana ou urinaria daremos adianle algumas informacoes.

—Pelo que acabamos de expdr sobre a conformacio geral do apa-
relho digestivo, vé-se que este apresenlta lodas as particularidades anatomicas
comuns aos Hemipleros, ue sfio: ausencia de proventriculo, grande exten-
sio do intestino médio, intestino poslerior reduzido 4 empdla retal ¢ baixa
insercio dos lubos de Malpighi.

Nos Hemipleros a ausencia de provenlriculo ¢ compensada pelo
grande desenvolvimento do mesenteron que, dividido em duas porgdes, serve
como reservalorio de alimenlo, camara digesliva e zona de absorcio.

A anatomia do tubo intestinal do T. megisia ¢ muilo semelhante a
des Cimex (ver Patton e Evans, 1929),

Ciclo evolutivo do Schizolrypanum cruzi
Consideragdes gerais

Segundo Chagas o S. eruzi, microorganismo dotado de diferenciacio
sexual, sofre no T. megista, em cerlas circumstancias, um duplo ciclo evo-
lutivo, um sexuado e outro assexuado. O ciclo sexuado realiza-se na porcio
anterior do inlestino médio. inconslantemente, (quando coexistem no sangue
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ingerido os elementos sexualmente diferenciados; o fenomeno da fecunda-
ciio ahi se passa entre a forma macho, delgada e de rapido movimento, e a
forma femea, larga. de movimento lento.

O elemento resullante da fusio destas térmas sofre uma série de
transformacoes, de que resultam (ripanosomas que V3o se localizar nas
glandulas salivares ¢ sfio lransmitidos pela picada.

O ciclo assexuado ocorre constanlemente nos barbeiros (ue sugam
animais infeetados, tendo como resultado final o aparecimento das férmas
de tripanosoma no inlestino posterior.

A existencia de fenomenos sexuais em varios Tripanosomidas, du-
rante o ciclo mo inverlebrado lransmissor, lem sido admilida por diversos
aulores: entretanlo a maioria, atualmente, nio mais admile a ocorrencia de
tais fenomenos. Em realidade, porém. o problema ha muilo tempo estd no
mesmo pé, porque, si ainda hoje podemos repetir que «there is at present
no sound evidence of conjugation in any lrypanosome life-cyele so far wor-
ked cul» (Miss Robertson, 1912), com mais rigor devemos ac escentar que
cal the present time it is nol possible either to affirm or to deny, wilh
certainty, thal sexual processes oceur: (Minchin ¢ Thomson, 1915) p. 604).

Pouco depois dos primeiros estudos de Chagas sobre o parasilo que
descobrira, apareceram os trabalhos de E. Brumpt, em que a evolucio do
Schizotrypanuni foi estudada em diversos artropodes e comparada 4 de ou-
tros flagelados.

Devido principalmente ds pesquisas de Brumpl, que descobriu as
formas «melaciclicas» ¢ verificou a transmissibilidade da infeccio pelas
féses do T. megista, o S. cruzi ¢ considerado atualmente como pertencenle
ao grupo dos Trypanosomidas que evoluem mna porcio posterior do Inver-
tebrado e sio transmilidos pelo métode contaminativo (vér Wenyon, 1926).
A demonstracio da existencia de uma evolugio na porcio anterior do
Triatoma (Chagas) colocaria o S. cruzi num grupo intermediario na clas-
sificacio de Wenyon, de que seria presentemente 0 unico representante,
como flagelado possuindo as duas modalidades de evolucio (anlerior e
posterior station) e as duas possibilidades de transmissio (inoculativa
e contaminativa).

O ciclo evolutivo do S. eruzi, que tem como resultado final o apa-
recimento das formas propagalivas no inlestino posterior e cujos principais
aspétos morfologicos siio conhecidos pelos trabalhos de Chagas e Brumpt,
serd por nés acompanhado em suas linhas gerais.

O desenvolvimento do S. cruzi no inséto transmissér passa-se 1o
tubo digestivo, realizando-se suas diversas fises no intestino médio e no
intestino posterior. As regides do Lubo intestinal em que se sucédem os fe-
nomenos da evolugiio permilem dividi-la naturalmente em 3 fises bastantes
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carateristicas. Assim, as primeiras alteracdes sofridas pelos !ripanosomus
ingeridos na primeira por¢io do inlestino médio conslituem a fase esto-
macal ; ainda no mesenteron, na sua parle lubular, realiza-se oulra fase de
evolucio a que poder-se-a chamar fdse inlestinal; finalmente o intestino
posterior é séde das ultimas transformacdes evolutivas, cujo conjunto cons-
titue a fase relal, de que resullam as formas finais do desenvolvimento no
Invertebrado.

O ciclo evolutivo do S. cruzi realiza-se por transformacoes morfo-
logicas irreversiveis através o conduto digestivo. Do ponto de vista da in-
terpretacio dos fenomenos gerais de evolucio, pode-se dizer que o ciclo
deste protozoario consta de lres periodos ou fases fundamentais: o pe-
riodo de regressiio ao «lipo ancestral» (Minchin), o periodo de multiplicacio
e o periodo de cvolugio propriamente dita ou transformacio em formas
metaciclicas, fises ou periodos esles que correspondem essencialmente, em-
bora nio eslritamente, ds fises estomacal, intestinal ¢ retal, respectiva-
mente.

A’ excecdo dos tubos de Malpighi, que ocasionalmente poédem ser in-
vadidos por parasitos, os flagelados ficam confinados ao tubo intestinal du-
rante todo seu desenvolvimenlo no inséto; a presenga de formas de evolu-
c¢io do 8. cruzi na cavidade geral e nas glandulas salivares, de que adiante
{rataremos. nunca foi por nés observada em condicoes nalurais. no 7'
megista.

Durante a fise estomacal as (ransformagoes evolulivas iniciais sio
pouco acentuadas e nio sc processam ao Mmesmo tempo e do mesmo modo
em lodos os lripanosomas sanguicolas ingeridos. Emquanto que em alguns
inicia-se a ‘migracio do blefaroplasto para a parte anterior 'do flagelado,
outros poderdo sofrer alleracoes degeneralivas ou permanccer inalterados.
A intensidade dos fenomenos evolutivos e degenerativos ¢ muilo variavel,
segundo condicdes indeterminadas; no eslomago ambos os fenomenos ocor-
rem normalmente, podendo uns predominar sobre 0s oulros.

Praticamente em 100 0o dos barbeiros (7. megista) que sugam um
animal infectado, estabelece-se um parasilismo duradouro, segundo as expe-
viencias de Chagas, Brumpt ¢ lambem as nossas. Este fato indica que os
fenomenos degeneralivos, que parecem constantemente ocorrer, nunca sio
tdo generalizados a ponto de atingir a todos os (ripanosomas ingeridos ¢ im-
pedir o cstabelecimento da infeccio no hematofago.

No caso do desenvolvimento do S. cruzi no T. megista nio ha neces-
sidade de se dislinguirem duas séries, uma evolutiva ¢ oulra degenerativa,
porquanto as alleracoes degeneralivas parecem se dar em condi¢des normais
somente no estomago ao mesmo tempo que as transformacoes evolulivas
que ai se passam sio relativamente de pouca importancia; alids, seria im-
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possivel dislinguir na massa sanguinea em digestio os [ripanosomas alte-
rados que seguiriam sua evolugiio normal, ou seriam destruidos.

Passando @ porcio inlestiniforme do mesenteron, em pouco lempo
os parasitos (ransformam-se cm' critidias que se multiplicam ativa-
mente, geralmente por divisio binaria. A ldse inlestinal ¢ um periodo de
multiplicacio e crescimento, caraclerizado por individuos critidiomorficos
de dimensoes muilo variadas, geralmente grandes.

No intestino posterior. critidias de tipo menor aderem a superficie
epilelial ou se insinuam entre as dobras quitinosas, continuando a se mul-
tiplicar e transformando-se em [ormas de blefaroplasto posterior, melaci-
clicas.

As formas parasilarias do inteslino posterior ¢ do inlestino médio
(por¢io tubular) conslituem um «stock» de parasilos que manitém por
tempo indefinido a infecciio no inséto. sem que seja necessaria nova refei-
cio infectante.

A quantidade de parasilos no tubo digestivo do inséto sofre variacoes
devido a condicdes imprecisas, provavelmente tambem' a frequencia da ali-
mentacio. O jejum prolongado do hemalofago exerce influencia nefasta
sobre a vitalidade dos parasitos: quando se ¢xamina a fresco o contendo
intestinal de barbeiros nessas circumslancias, encontram-se muitos fla-
gelados im6veis ou com mobilidade muito diminuida.

O 7. meyista na tase adulta repele a sucelio de sangue com 0 inter-
valo de 15 dias mais ou menos (Neiva, 1910), emitindo dejecdes durante ou
pouco lempo depois da mesma.

A duracio do desenvolvimento do S. cruzi, desde a ingesldo das [6r-
mas sanguicolas aié o aparecimento dos primeiros lripanosomas metacicli-
cos. est sujeita a variacoes. entre as quais as devidas ao estado de evolucio
do inséto. Nas [6rmas jovens do 7. megisla os metaciclicos comegam a s¢
formar em geral no 6o ou 7°¢ dias; nos individuos em fise ninfal ou ala-
dos. sobre os (uais nio possuimos a respeito seniio muilo poucas observa-
¢oes. o ciclo evolulivo devera se completar entre 10 e 15 dias depois da con-
taminacio.

Os barbeiros que se infectam sugando animal doente mesmo uma
unica vez. alimentando-se subsequentemente em animais normais, perma-
necem parasitados em geral o resto da vida (Chagas).

Considerando as relacdes exislentes entre a frequencia das refei¢des
do inséto e o tempo de duracio da evolugiio ciclica do parasito; a climina-
cio de grande quantidade de Iripanosomas infectantes pelas dejecdes emi-
tidas depois de cada repasto; a percentagem dos barbeiros que se infectam
por uma unica refeicio contaminante ¢ a persistencia da sua infeccio,—ve-
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mos que ha perfeita adalaciio entre o S. cruzi. como prolozoario de evolucio
«posterior» ¢ de transmissio por conlaminacio. ¢ o 7. megisia, como seu
hospedador e vetor natural mais importanie.

Fise estomacal

Poucas horas depois de ingeridos com o sangue de um animal infec-
tado comecam os tripanosomas a sofrer as primeiras alteracdes morfolo-
gicas pa porcio sacular do intestino médio.

Estas alteracdes sic muito varaveis, dando aspéctos morfoldgicos
bastantes diversos aos parasitos. Do segundo ao quinto dia apés a refeicio
infectante encontram-se no eslomago flagelados dos seguintes ftipos. 1)
férmas sanguicolas mio modificadas ou ligeiramente alleradas; 2) tripano-
somas em (ransicio para = férma de critidia; 3) critidias; 4) férmas ar-
redondadas, com ou sem flagelo livre; 5) parasitos irregulares com sinais
mais ou ‘menos acentuados de degeneracio.

Desde algumas horas depais de estarem no eslomago os tripanosomas
sanguicolas perdem sua ‘mobilidade caracleristica, mesmo antes que tenham
sofrido modificacoes morfologicas. devido possivelmente a diferencas de ten-
sdo osmética. ‘

A parte essencial da evolucdo mo estomago é a transformacio dos
parasilos sanguicolas em critidias. que correspondem segundo a expres-
sdo de Minchin 4 férma larvaria ancestral dos hemoflagelados. Em
grande numero dos tripanosomas ingeridos esta transformaciio apenas se
inicia mo estomago, completando-se depois de sua chegada 4 segunda por-
cdo do intestino médio.

A fise estomacal ¢ uma fise de «regressio» essencialmente. que pre-

cede a fise de mulliplicacio. As divisdes que sofrem alguns parasitos mo
estomago niio tém praticamente importancia como fatér de multiplicacio,
de que resultaria grande aumento numérico dos flagelados no inséto.
' No estomago do T. megista encontram-se raramente férmas sangui-
colas com dois nucleos e dois blefaroplastos, alteracdes estas que parecem
traduzir antes um fenomeno degenerativo que uma divisiio binaria normal.
Estas férmas anomalas parecem ocorrer tambem no estomago do Ornitho-
dorus moubala, a julgar pela figura 51 da estampa 8 do trabalho de Mayer
e R. Lima (1914).

Os tripanosomas sanguicolas pédem passar dirétamente 4 f6rma de
critidia, ou transformar-se em organismos arredondados, leishmanias. Se-
gundo Minchin (1914) o estadio de leishmania, que ocorre por derivacio
diréta das férmas do sangue, constitue a fdse «incoustante e variavel: do
ciclo do S. cruzi. '
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Durante os primeiros dias encontram-se com facilidade férmas do
sangue que nio sofreram transformacdes evolutivas nem degenerativas.
Férmas de blefaroplasto posterior, embora sem flagelo e de contornos irre-
gulares pédem ser encontrados alé muilos dias depois da refeicio (figs.
9-10, estampa 19,-21 dias).

No estomago permanecem durante méses parasitos arredondados,
flagelados, leishmaniformes, ainda depois que o inséto foi alimentado eml
animais normais depois de um repasto infectante. Estes parasitos ficanr
vivos, como em latencia, sem se mulliplicar ¢ sem evoluirem, pelo menos
no estomago, em numero diminuto; a presenca de grandes massas de leish-
manias, que Brumpt referiu ter achado no ventriculo quilifico de um! 7'
megista adulto, nunca foi por noés observada.

Parece haver uma relacio entre a intensidade dos fenomenos dege-
nerativos sofridos pelos tripanosomas no estomago e a rapidez e intensidade
dos processos digestivos. Para as diferentes idades do inséto e para cada in-
dividuo, podemos julgar da intensidade e da velocidade dos fenomenos
digestivos pela rapidez com que se d4 a lise dos globulos vermelhos depois
da refeicfio. Segundo seja maior a idade do inséto, a hemolise vae se tor-
nando mais rapida: no estomago das larvas ¢ frequente encontrar-se até
o 5° dia hemalias inteiras, ao passo que nos adultos ji sfo dificeis de en-
contrar depois do 3°. Durante qualquer fise da evolucio do inséto a velo-
cidade da digestio, apreciada pela hemolise, é variavel para cada individuo.

Assim, num léte de hemipteros alimentados conjuntamente no mes-
mo animal infectado, e sacrificados ao fim do mesmo praso, o aspecto mi-
croscopico do contetido estomacal pode ser muito diverso, lanto quanto ao
estado de sangue ingerido, como quanto ao numero e morfolégia dos
parasitos. De um modo geral a destruicio total das hematias se da
entre 2 e 5 dias ap6s a sucgiio: casos ha entretanto, e frequentes, emy
que ndio se véem mais hemlalias intactas no estomago mesmo antes de
24 horas.

Nos insétos em que a hemolise é mais rapida a degeneracio e lise
dos tripanosomas ¢ mais geral; a relaciio entre hemdlise e tripandlise tem
sido notada sob a influencia de agentes diversos, como bile, saponina, ve-
neno de cobra ete. No T. megista, os fenomenos paralelos de hemdlise e
tripanélise parecem ser muito influenciaveis pelo desenvolvimento da fléra
microbiana mo contetido sanguineo do estomago; de fato, nos casos em
que estes fenomenos siio precoces ¢ intensos, a ponto de serem dificilmente
encontraveis os lripanosomas ingeridos 4s véses em grande numero e que
foram destruidos em massa, observa-se quasi sempre enorme quantidade




— 5 —
Fase retal

Nos insétos com infecciio antiga os parasitos localisam-se no in-
testino posterior, assumindo disposicdes e aspétos evolutivos cardteristicos
(que constituem a fdse retal estabelecida.

O grande acumulo de flagelados na ultima porcio do tubo di-
gestivo do T. 'megista. onde se originam as férmas terminais do ciclo
evolutivo, e a transmissio do S. eruzi ao vertebrado pelas dejecdes do in-
séto, autorisam a classificaciio deste Schizolfrypanum como Tripanosomida
de evolucido na porcio posterior e de transmissdo contaminativa.

A fase retal do desenvolvimento do S. eruzi no barbeiro ¢ muito
semelhante 4 da evolucio do Trypanosoma lewisi no pulga (Cerafophyl-
lus fasciatus), tal como foi descrita por Minchin e Thomson em 1915,
Aplica-se em grande parlte ao parasito que estudamos a descricio mor-
fologica feita por estes autores. da fise correspondente de ciclo do tri-
panosoma do rato.

De um modo geral. os parasitos que se encontram' permanentemente
no réto dos Iriatomas infectados desde longo praso, pertencem' a dois
tipos morfologicos definidos. a férma de critidia e a forma final de tri-
panosoma, ou a estadios de transiciio entre a primeira e a segunda.

As critidias que vio passando do mesenteron para o réto tomam
um aspéto meorfologico 'mais uniférme; sio de um tipo menor, de curlo
flagelo ou dele destituidas, com grande tendencia a se fixarem pela extre-
midade anterior #s paredes dor orgio, formando um revestimento 4s vezes
completo de sua superficie inlerna. Nas visinhancas do piloro, em cortes
longitunidais do réto. a superficie do epitélio estriado mostra-se inteira-
mente coberta por uma camada de parasilos (figs. 11-15), nos insétos
com linfecciio antiga (est. 6-8).

Conforme referimos em uma publicacio anterior (1930), a dispo-
sicdo dos flagelados perpendicularmente ao epitélio rétal havia sido obser-
vada, embora nio descrita, por I. Gomes de Faria e O. Cruz Filho. Nesta
mesma publicacio assinaliramos haver encontrado no tubo digestivo do
barbeiro as férmas evolutivas do S, cruzi até entio deseritas, entre oulras
as férmas intracelulares verificadas por estes autores mo inteslino posterior
do T. megista (1927). Pelo exame detalhado dos cortes que tinhamos
e dos que depois fizemos desta porcio do intestino, chegdmos 4 conclusio
de que as férmas parasitarias que julgiramos ser as descritas por Faria
¢ Cruz Filho, ndo ocupavam de fato situaciio intracelular, mas sim forma-
vam aglomerados nos intersticios das dobras da regiio quitinosa da pa-
vede rétal. A confusiio que fizemos. atribuindo a estes aglomerados uma
situacdo intracelular, tomando-os portanto pelas férmas de Faria e Cruz
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Filho, foi devida a que as seccdes de intestino posterior que possuimos,
praticadas em orgios fixados em eslado de retriciio, apresentavam aspé-
tos microscopicos dificeis de interpretar & primeira vista.

A estrutura da parede retal s6 poude ser por noés bem estudade
depois que praticimos coértes histologicos em insélos fixados pouco minu-
tos depois se alimentar, ocasiio em que o orgio se apresenta dilatado
por dejecdes que se acumulam no seu interior. As paredes do réto siio
muito elasticas e retrileis, oferecendo aparencias bastante diversas quando
cortadas nos estados extremos de distenciio e de retracio. As condigdes
sdio especialmente favoraveis para o exame microscopico dos cortes, tanto
para o estudo da estrutira histologica, como para o da morfologica ¢ dis-
posigio dos parasitos, quando a empola rétal ¢ fixada e incluida emquanto
dilatada pela excregiio hialina dos tubos de Malpighi.

A penctracio e multiplicagio do S. cruzi em celulas da parede
do intestino foi primeiramente assinalada por Mayer ¢ Rocha Lima (1914),
que estudaram a evoluciio do parasito no Ornitothodorus moubata.

Devemos dizer que nunca vimos em nenhuma porc¢io do tubo di-
gestivo do T'. megista formas evolutivas do S. cruzi a que presentemente
possamos alribuir uma localisa¢iio intracelular. Embora sem excluir a pos-
sibilidade da existencia de uma fise de mulliplica¢io intracelular no ciclo
deste parasito no inséto transmissor, supomos que nio represente a mesma
um periodo de evolugiio obrigatorio, uma vez que se péde acompanhar
todo o desenvolvimento na luz do intestino até finalmente a lransforma-
cio de haptomonas em (ripanosomas na superficie do epitélio esiriado
do intestino posterior.

—As férmas parasitarias aderentes ds paredes do intestino posterior
de insélos portadores de certo flagelados, durante a fise terminal de seu
desenvolvimento, correspondem aos « estadios gregariniformes » de Léger
¢ foram designadas «haptomonas> por Woodcock (1906); como termo
correlativo, Minchin e Thomson (1915} propuseram o de «¢nectomonas»
para designar os organismos critidiomorficos livres no conteido rétal (7ry-
panosoma lewisi). Empregando ecstas designacdes podemos dizer que na
{ise rétal eslabelecida do ciclo evolutivo do S. eruzi no T. megista, s
flagelados se apresentam sob o aspéto de Ires tipos morfologicos funda-
mentaes, que sdo: 1) haplomonas, 2) nectomonas, 3) tripanosoma.

A infecciio retal inicia-se com as [6rmas de critidia vindas do in-
testino médio, o que se dd nas larvas novas por volta do 4.¢ dia depois
da ingestdo dos lripanosomas sanguicolas.

Chegadas ao intestino poslerior as crilidias polimorficas (nectomo-
nas) lendem a fixar-se ao epitélio rétal ou insinuam-se entre as dobras
quitinosas, transformando-se em Ilagelados de lipo menor e mais uniférme
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(haptomonas). Este lipo de parasilo constitlue a férma de multiplicacio
caracleristica da fise rétal; o fenomeno mais importante desla fise é,
como dissemos, a formaciio de parasitos de blefaroplasto posterior, os
chamados «tripanosomas melaciclicos» (Brumpt), formas terminais do ciclo
no Invertebrado.

As transformacdes evolutivas succedem-se no réto no sentido ne-
ctomas—haptomonas—tripanosoma, normalmente. Nio sabemos porém si
as nectomonas podem se transformar dirétamenlte em tripanosomas, o que
nos parece muito provavel, nem si as haptomonas pédem voltar ao tipo
nectomonas, o que nio deve aconlecer. Mais certo é que as férmas de tri-
panosoma mio sdio suscetiveis de regressio ao tipo precedenles de fla-
gelados.

Segundo Brumpl os melaciclicos nio sio mais capazes de mulli-
plicaciio no inséto.

Os parasilos localisados na empola rétal constituem um «stock» que
se mantem indefinidamente sem' ser necessaria sua renovacio.

Tubos de Malpighi

Conforme nolificimos precedentemente (1930), os tubos excrelores
do T. miegista pédem ser invadidos por férmas evolutivas do S. cruzi.
Fato de observacio muito comum ¢ a locilisacio de critidias na emboca-
dura dos tubos, isto ¢, nas suas empoélas lerminais. Ocasionalmente, em
individuos adultos, verificAmos a invasiio dos proprios vasos malpiguianos
por grande quantidade de flagelados, a ponlo de algumas vezes ocuparem
inleiramente sua luz (Fig. 14, 16).

Os parasitos sdo crilidias relativamenle grandes que se mosiram
fixas pela extremidade flagelar & superficie inlerna do orgio. O que po-
demos acrescentar ao que jia haviamos dilo sobre o parasilismo dos orgios
excretores é que o desenvolvimento dos flagelados pode chegar alé a
formacio de tripanosomas meltaciclicos, portanto que a evolu¢io malpi-
guinana € do lipo rétal.

A infeccio dos tubos de Malpighi s6 lem sido por nds observada
nos insétos em estado alado, em percentagem relalivamente pequena.

Wenyon (1926) menciona a hipotese de férmas parasilarias do
S. cruzi passarem 4 cavidade geral e 4s glandulas salivares pelos lubos
excretores.

—Glandulas salivares e cavidade geral:

Nas glandulas salivares do T'. megista (glandulas principais) foram
encotradas 3 vezes por Chagas (1909) férmas parasitarias de blefaro-
plasto posterior as quais representam para este pesquisador as verdadeiras
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formas infectanles do ciclo do Invertebrado. Barros Barreto (citado por
Marques da Cunha, 1923) achou tambem parasitos nas glandulas salivares.
A passagem dos flagelados pela cavidade geral segundo Chagas ¢ muito
transitoria, tendo sido ai surpreendidos somente duas vezes, em lriatomas
achados com infeccio matural.

A invasio da cavidade geral e das glandulas salivares do T'. miegista
por formas de evolugio do S. cruzi nio foi assinalada por oulros autores.

Como veremos adiante, as férmas sanguicolas do S. cruzi evolueny
artificialmente na cavidade geral do barbeiro até a formaciio de tripano-
somas melaciclicos; tambem estes poédem permanecer vivos durante al-
guns dias, quando ai inoculados.

Dejegoes do T'. megista.

As diversas especies de dejecoes dos triatomas foram por nés (1932)
anteriormente estudadas, no que respeita a seus caracléres, suas condicoes
de eliminaciio e 4 sua importancia na transmissio da molestia de Chagas.

Como em todos os insélos, dislinguem-se nos barbeiros duas especies
de dejecoes, as féses e a excrecio malpiguiana. Esla ¢ um liquido ama-
relado que séca rapidamente ao contilo com o ar; as féses, negras, sio
de dessecacio mais lenta (Neiva;.

A excrecdo urinaria € climinada segundo as circunstancias sob as-
pétos diferentes, que nos permilem distinguir duas variedades bem dis-
tintas: uma delas, tal como lem sido descrita, ¢ um liquido amarelo, turvo,
rico em cristais; a oulra ¢ incolor, transparente e fluida. Podem respé-
tivamente ser designadas por urina granulosa e urina hialina ou limpida.

A urina hialina ¢ eliminada em estado de pureza pelos barbeiros
durante as primeiras horas que se¢ seguem as refeicoes: em geral al-
guns minutos depois de terminarem a succiio, ou durante a. mesma, 0S
triatomas emitem dejeccdes negras ou amarelas, e pouco depois eliminaml
gotas de um liquido, que poderd conter ainda tragos de féses ou cristais,
ou ser completamente incolor ¢ fransparente, assemelhando-se a golas
d’agua. Com intervalos variaveis os insétos continuam a expulsar excrecoes
com esles cardcteres, sendo tambem muito variavel a quantidade total e o
numero de vezes em que siao eliminadas.

As urinas emitidas pelos barbeiros algumas horas depois do re-
pasto comecam a ficar novamente turvas pela presenca de cristais ou de
féses; durante os intervalos entre as refeicoes as excrecOes que se acu-
mulam no réto sio eliminadas ao mesmo tempco, com o aspéto de um
liquido mais ou menos denso, enegrecido e rico em cristais. A urina ama-
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rela (granulosa) péde ser lambem eliminada sem' ser de mistura com
féses. ' |

A excreciio hialina do T. megisla ¢ um liquido de reacio alcalina,
que nio contem substancias coagulaveis pelo calor, cristais nem elementos
celulares. A presenca de acido urico pode ser verificada pela reaciio da
murexida. L

A urina granulosa conlem numerosos cristais de urato de sodio,
soluveis na potassa e na soda caustica de 10% e insoluveis nos acidos.
Segundo P. Marchal (1890) «a seerecio de acido urico é um filo geral
entre os insétos e aféra pequenos grupos, somenle oS Hemipteros fazem
excecdos : O acido urico livre ou sob a féorma de urato de isédio foi
assinalado nas excrecodes do Trialomu rubrofasciatus por A. Lafont (1912).
Brumpt e P. da Silva (1912) julgaram como sendo de guanina os pe-
quenos granulos brancos encontrados nos excrementos de uma ninfa de
7. megista. A urina granulosa lem reag¢io francamente acida.

Seguindo o conselho de Dr. E. Villela, injectimos na cavidade
geral de barbeiros adultos, pouco tempo depois de picarem, indicadores
corados, para comprovarmos a origem malpiguiana das excregdes limpidas.
Os insétos inoculados com uma solucio de vermelho fenol eliminavam
algum tempo mais larde urinas hialinas coradas em réseo ¢ horas depois
urina granulosa de reaciio acida.

Poucos minutos depois do inséto terminar a succiio a empola rétal
se apresenta fortemente dilatada pelas dejecoes, que se renovam mais ou
menos rapidamente apés cada ex pulsio. Nestas condigoes pode-se obter com!
facilidade o liquido limpido, por expressio ou percussio do abdomen do
barbeiro, podendo 0 mesmo Ser projétado a distancia bastanle grande.
Em condi¢oes naturais, no interior de uma cafia em Lassance, observi-
mos a expulsiio em jacto de algumas gotas de urina limpida por uma ninfa
de T. megista cujo abdomen perculimos levemente ¢ que acabara de sugar
um homem.

Os triatomas em todas as idades eliminam as dejecoes com 08
diversos aspétos (ue enumeramos. A quantidade total de urina hialina
emilida apos cada refei¢do por adultos e ninfas de 7. megista ¢ relativa-
mente muito grande.

O principal interesse das excrecoes limpidas dos barbeiros reside
no fato de que, quando provém de insélos infectados, contem gquasi sempre
flagelados em grande numero.

As unicas referencias relativas 4 eliminagio de dejecoes limpidas
pelos triatomas, e 4 presenga de S. cruzi mas mesmas, sio as de Brumpt
e Piraja da Silva (1912), que obliverem «um liquido excremenlicial claro»
pela compressio do Conorrhinus, ¢ a de H. C. de Souza Araujo (1918)
que observou sua eliminagio natural por uma femea de Triafora infestans.
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Brumpt (1914), tralando da coprofagia nos Hemipteros, diz que os Rhod-
nius, depois de eliminarem suas «dejecOes negras ou hialinas », aspiram-
n'as completamente.

Ao exame microscopico das excrecdes limpidas eliminadas por bar-
beiros infectados pelo S. cruzi, os unicos elementos que se péde distinguir
sio os parasilos, que sdo dotados de intensos movimentos, em numerqg
e estadio evolulivo que variam segundo a idade da infeccio.

As excrecdes de imagens ¢ ninfas de T. megista portadoras de in-
feccio antiga siio quasi sempre muito ricas em flagelados, cuja grande
maioria é composta pelas férmas metaciclicas. Em geral as critidias ai
sio raras, 4s vezes mesmo ausentes; em certas ocasides porém pédem
ser numerosas, isoladas, formando pequenos grupos ou em aglomerados
compactos.

Os parasitos provém da empola rélal dos insétos, onde, como vi-
mos, existem em grande numero, fixados #s suas paredes ou livres no seu
interior. Dissecando-se triatomas com o intestino posterior dilatado pela
excrecio malpiguiana limpida, pouco depois da succdo, e examinando-se
a0 microscopio evilando-se sua rultra, péde-se observar perleitamente pela
transparencia das paredes e do conteido do réto, os parasitos nele con-
tidos, com seus alivos movimentos ¢ por vezes em NUmero consideravel
(obj. AA, oc. 20, Zeiss) (v. fig. 9).

O mesmo barbeiro péde eliminar grande numero de lripanosomas
todas as vezes que em seguida a uma refei¢io emite dejecdes limpidas.
Uma vez. em urinas que nio eram das mais ricas em flagelados, cal-
culamos mais de 3,500 parasitos por mm®.; como a figura 17 moslra,
as dejecoes de adullos infeclados desde muito tempo podem conter verda-
deiras massas parasitarias.

Como em regra os melaciclicos existem nas urinas limpidas de
iriatomas adullos em numero incomparavelmente maior que as critidias,
parece que no réto ¢ possivel que as critidias aderentes (haptomonas) te-
nham a capacidade de se transformar rapidamente em férmas de Dble-
faroplasto posterior.

As férmas metaciclicas do S. cruzi sio organismos muilo moveis,
delgados e alongados, de dimensdes variaveis, medindo em média 17 micra
de comprimento. Tém mucleo alongado, mediano ou mais proximo 4 ex-
tremidade posterior, blefaroplasto eslérico sub-terminal, grande. O flagelo
¢ unido ao corpo do protozoario ¢ lem uma porcio livre pequena; o
protoplasma, geralmente homogeneo, apresenta As vezes pequenas gra-
nulacdes que nio sabemos si sdo devidas a artificio de técnica.

Nas preparados de dejecdes examinados a fresco ou apés colora-
¢io, nunca vimos férmas melaciclicas como sinais de divisio; em f[rollis
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de réto enconiramos uma vez um parasilo lripaniférme provido de 2
nucleos e 2 blefaroplastos, que poderia ser interpretado como resultante
da evolugio rapida de cirtidia em divisio niio terminada. Acreditamos
que uma vez atingida a [6rma de (ripanosoma os parasilos ndo sejam
mais capazes de se multiplicar. {Brumpt).

Nunca encontrimos férmas de resistencia (quistos) no réto ou nas
dejecoes dos trialomas infectados.

Nas preparacdes coradas pelo Giemsa apés fixacio pelo alcool ab-
soluto os tripanosomas mostram-se frequentemiente deformados ou com-
pletamente dilacerados. Mesmo nos preparados préviamente fixados pelos
vapores de tetroxido de osmio — processo recomendavel nesle caso
os flagelados podem apresentar deformacoes.

Conseguem-se preparacdes boas quando os esfregacos sio delgados;
deixando-se o material secar sobre a lamina sem ser bem distendido, em-
bora tenha sido antes exposto aos vapores de acido Gsmico ¢ seja depois
fixado pelo alcool absoluto, os parasitos sofrem alteracdes, perdendo seus
detalhes morfalogicos.

A fixaciio em estado humido exige que a urina seja misturada a um
liquido albuminoso (p6de-se empregar sem inconveniente o proprio li-
quido da cavidade geral do barbeiro).

—Numa urina conservada & temperatura ambiente em uma pipeta
fechada na ponta, observimos a sobrevivencia de parasitos até 48 horas
depois de sua elimina¢iio. Quando as dejecdes ficam em pequena quan-
tidade expostas 4 dessecaciio os [lagelados imobilisam-se ¢ morrem em
pouco tempo, antes mesmo que a evaporacdo tenha sido completo.

Material muito apropriado para certos estudos sio as excrecdes
hialinas do 7. megista, pela sua riquesa em férmas parasitarias. Além
de constituirem o melhor material para experiencias de transmissio, pres-
tam-se muilo para o estudo da resistencia dos melaciclicos e das critidias
a diversos agenles (dessecaciio, lemperalura, agua distilada, sais biliares,
ete., isolamento de féormas de evolugcio para inoculacdes e culturas, ex-
periencias de tropismos, cte. Todos estes estudos estio por ser feitos.

—A eliminacdo de grande numero de férmas de evolucio do S.
cruzi, lripanosomas melaciclicos em grande concentracio e 4s vezes em
estado de puresa quasi complelo, em cerlas dejecdes do barbeiro, nas
ocasides em que o hematofago se aproxima do Verlebrado, é ji uma in-
dica¢do do papel destas dejecdes na lransmissio da doenca de Chagas.
A verificacdo das propriedades biologicas das férmas metaciclicas, prin-
cipalmente penetrabilidade, pela obten¢io de infec¢des experimentais por
meio de tais féormas alravés legumentos inlegros de animais, demonstram
a realidade do método contaminalivo da transmissio desta tripanosomiase.
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Infectividade das ftormas evolulivas do S. cruzi no inséto.

Em varias especies de tripanosomas que tém uma evolucio ciclica
no Invertebrado lransmissor, os parasitos ingeridos pelo hematofago em
pouco tempo perdem a infectividade, como foi estabelecido para certos
tripanosomas lransmilidos por Glossinas e para o Trypanosoma lewisi, nio
sendo reinoculaveis aos animais sensiveis seniio depois de decorrido um
prazo mais ou menos longo, durante o qual passam-se fenomenos evolu-
livos de que resultam as formas propagativas finais.

Esta « incubaciio » mostra que os insélos veclores de cerlas lripano-
somiases niio sdo simples portadores do germen, mas verdadeiros hospeda-
dores intermediarios nos quaes os parasitos evoluem, lornando-se nova-
menle aptos a infeclar o hospedador Vertebrado.

O T. lewisi, que ¢ um flagelado mais préximo do S. cruz que 0s
tripanosomas palogenicos lransmitidos por lIsélsés, pouco tempo depois de
ingerido pela pulga (Ceratophyllus jasciatus) perde a capacidade de infec-
tar ralos, por inoculacio ou por ingestio do inséto, para s6 a recuperar
quando no intestino posterior lenham aparecido as formas terminais do ci-
clo evolutivo, os tripanosomas metaciclicos. Assim, os flagelados enconlrados
no tubo intestinal da pulga, de 1/2 a 1 hora até o quarto dia pelo menos,
nio infectam ratos quando neles inoculadas; no ciclo do 7. lewisi as {6rmas
finais, unicas infectantes, aparecem ao fim de um prazo minimo de 5 dias
wo réto do inséto (Minchin e Thomson, 1915).

Os lripanosomas sanguicolas introduzidos com o sangue do rato no
estomago da pulga, perdem a infectividade para o roedor mesmo antes de
sofrerem as primeiras alteragoes evolutivas; o 7. lewisi na fase de critidia
tambem nio é infectante.

Para verificar o poder infectante das férmas de evolugio do S. cruzi
no intestino do inséto, fizemos uma série de experiencias com o T'. megista,
em condicdes variadas, e algumas com Cimex lectularius.

1)—T'. megista (adultos)—Um lole de barbeiros provavelmente ji in-
fectados, que haviam sugado uma cobaia normal 17 dias antes, foi alimen-
tado em 29-X-32 sobre ciio bastante infectado pelo S. cruzi (13° dia de in-
fecciio obtida por inoculaciio de dejecdes hialinas com numerosos ripanoso-
mas). A diversos prasos depois da refeicio infectante fizemos a dissecciio
de barbeiros deste 16te. inoculando em cobaia, separadamente, as duas por-
coes do mesenteron (isoladas de modo a evitar a rutura do reto). As ino-
culacoes foram feitas por via peritonial.
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As experiencias estio esquemaltizadas neste quadro:

QUADRO 5
- Novembro 1932
C Horas de Orgédo Data da
obaia no.
infecgio inoculado | inoculagie |.5 | 7 | 8 ‘ 9 \10’12 14| 16 Incubagdo

1 34 E 20-X|—|+| | 8—0 dias
e 3—4 EI 2 |—|—|—|=|—|—|+ 15—16 =«
3 18 E 30 |—|—|— |+ 10 «
4 18 El 0 |—|—|—|—=|—|—|—|+ 16—17 =«
5 48 E 31 |—|—|—|—|—|—|—|+ 15—16 «
6 48 El 31 i

E — 1a, porgdo do intestino médio (estomago)
El — 2a, porgiio (estomago intestiniforme), duodeno.

2)—Grupo de férmas jovens de T. megista (1la. idade, nascidas no
laboratorio) foi alimentado pela primeira vez em cobaia infeclada (raca
de tat, 29¢ dia) em 11-1-33. Cada dia, de 12 a 18-1-33, portanto do'1.0
a0 80 dia de infecciio, dissecavamos uma larva e injetavimos o tubo diges-
livo macerado em agua fisiologica em wma cobaia, por via sub-cutanea.

As cobaias inoculadas com larvas no 10, 40, 50 e 8¢ dias de infeccio
morreram antes do prazo necessario &4 observacio.

As inoculacdes de larvas 2 ¢ 3 dias depois de infectadas foram posi-
tivas; os periodos de incubagio foram respeclivamente de 15-17 dias e de
23-25 dias.

A cobaia injetada com material de larva no G° dia, examinada espa-
cadamente, niio apresentou lripanosomas no sangue.

3)—Inoculacdes totais de tubo digeslivo de larvas novas de T.
em camonodongos brancos, por via subculanea.

Sugaram cobaia infectada, em 18-11-33; inoculacdes diarias do 4°
ao 8¢ dia de infecciio, lodas positivas (quadro 6).

megista

Pelos resultados destas experiencias vimos que os insétos dissecados
desde poucas horas apés a succiio de animal infectado, até 8 dias, injetados
em animais sensiveis, sio capazes de determinar a infecgdo. Portanto, du-
rante toda a evoluciio do S. cruzi mo T'. megista, ha formas infectantes
para o Vertebrado, anles que comecem a se formar os tripanosomas metaci-
clicos (6-7 dias) no intestino posterior. A inoculacio posiliva de larva no
Go dia de infecciio. que conseguimos na experiencia 3 e falhou na experien-
cia 2, ja havia sido obtida por Chagas (1909).
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QUADRO 6

i i T B — Nascoioed
Camon- Dias de Data da
dongo no. | infecgio |inoculagio | 5 | 8 | O (1011|1213 Incubagio

1 4 22-11-33 | — | — |+ 15 dias

- 5 23 R 13 = Mx.

3 6 24 e === =]=* 17, s

4 7 25 | |=]=]=—(—|Tt 16 «

5 8 8 |« |—|=|—=|—|=1+ 15 «

Nota : Os exames dos dias 11 e 12- I11-33 ndo foram muito demorados.

No que diz respeito & infectividade para o vertebrado de estadios
evolutivos dos flagelados nos insétos, que precedem as férmas propagali-
vas finais, existe nitida diferenca, em vista desles resultados, entre o que se
passa com o S. cruzi no T'. megista ¢ 0 T. lewisi na pulga do rato, segundo
as verificacdes de Minchin e Thomson.

Quaes seriio os parasitos infectantes para o vertebrado, existentes no
intestino do T'. megsita durante lodo o periodo de evoluciio anterior ao apa-
recimento das férmas metaciclicas do S. cruzi ?

Os resultados das experiencias que referimos poderiam ser interpre-
tados como demonstrativos de que este parasito, em todas as fises de evo-
lucio no inséto, conserva a capacidade de infectar o Vertebrado, quando
nele inoculado. Entretanto, o Tato que verificimos e que jd assinalimos pre-
cedentemente, da persistencia de féormas sanguicolas do S. cruzi sem sofrer
alteracdes evolutivas ou degeneralivas no intestino médio do barbeiro, nio
justificaria tal interpretaciio, porquanto a positividade das inoculacdes de
insétos mos primeiros dias poderia correr 4 conta da persistencia tambem
do poder infeclante dos lripanosomas sanguicolas ingeridos. 4 exclusio da
participa¢iio incriminavel de oufras férmas parasitarias.

Acompanhando a evolugio do Schizofrypanum nas diversas regides
do tubo digestivo observiamos que no intestino médio do T. megista encon-
tram-se alé varios dias depois da sucgio, flagelados com os caracléres das
formas do sangue do Vertebrado; a presenca destas férmas foi constatada
até muilos dias no estomago ¢ até 6 dias no duodeno, isto é, em todo o(in-
testino médio, durante pelo menos o prazo suficiente para que os tripanoso-
mas melaciclicos comecem a se formar no intestino posterior. Por estes
fatos compreende-se a permanente infectividade por inoculac¢iio dos tria-
tomas, que ¢ devida nos primeiros dias aos tripanosomas nio evoluidos, e
mais larde aos tripanosomas melaciclicos.

Como ja foi dito anteriormente, na porc¢do tubular do mesenteron
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encontram-se formas de blefaroplasto posterior somente nos primeiros dias
de infecciio; depois, os unicos flagelados ai exislenles lem a morfologia de
critidia, fise evolutiva que caracteriza esta regido do intestino médio. Ba-
seados neslas verificacoes, continuimos a fazer experiencias com o fim de
esclarecer as propriedades infectantes do Schizolrypanum em diversas fases
de sua evoluciio, inoculando scparadamente em animais as duas porcdes do
mesenteron e verificando o resullado destas inoculacoes:

4)—Foi inoculado subcutaneamente um camondongo com macerado
da por¢io intestiniforme do mesenteron (EI) em agua fisiologica, no dia
12-VIII-33; de larva de 7. megista 5 dias depois de sugar um cio infectado
pela raca de tatu do S. eruzi.

Na lamina preservada do malerial inoculado cncontrimos numerosas
critidias, e férmas sanguicolas mais ou menos conservadas. O camondongo
apresentou parasitos no sangue em 26-VIII-33, lendo tido exames negativos
alé a vespera (incubacio 14 dias).

Por esla inoculaciio ficou verificada a exislencia de férmas infectan-
tes no intestino médio (duodeno. porcio tubular) até o 5° dia de infeccdo. ¢

5)—2 camondongos foram inoculados com material de larva de T.
nregista que 19 dias antes havia sugado um cio infectado (raca de cio). O
camondongo A foi injetado com o estomago e o B com/o duodeny (retirados
sem haver rulura do réto e diluidos em agua fisiologica). Na lamina pre-
servada do E (estomago) havia (ripanosomas pouco alterados e formas
arredondadas: ma do EI (duodeno) sé vimos crilidias, numerosas. Ino-
culacdes feitas em 30-VIII-33:

QUADRO 7
e 1933 — IX —.. X1
1211314 15(16/17(18(19 (20| 2 5’7 9 |10 12F4 1620222631‘6‘11
A++++++++++++++—+++++-l.l;
B oo e = s e o= e o

) Como se vé. o camondongo inoculado com eslomago infectou-se rapi-
damente; o inoculado com EI (critidias) néo se infectou, adquirindo uma
infecciio mortal quando injectado com férmas sanguicolas do S. cruzi (Se).
19 dias depois da refeicio infectante existem no estomago de larvas de T.
megista parasitos patogenicos para o Vertebrado, ndo os havendo na porcio

& Todas as experiencias de inoculagio feitas com larvas utilizamo-nos de insectos nascidos e cria-
dos no laboratorio.
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intestiniforme (EI) do mesenteron; a este tempo a inoculagio do contetido
retal seria seguramente infectante, devido 4 presenca de tripanosomas me-
taciclicos.,

No quadro que resume os resultades das inoculacdes dos camondon-
gos A e B ndo estdo representados todos os exames: entre os dias 20-IX- e
2-X foram feitos 7 exames, com os mesmos resultados dos dias precedentes,
O camondongo A merreu com exame de sangue negativo mas no liquido
obtido por punc¢io do peritoneo havia tripanosomas no dia da morte.

O animal inoculado com contetido intestinal rico em critidias (larva,
19¢ dia) ndo leve infec¢dio sanguinea aparente até 46 dias depois da in-
Jecdio; ndo mostrou resistencia & inoculagiio de Schizofrypanum (sangue de
cilo, raga de tatu, infeccio no 11¢ dia, 11a. passagem), morrendo infectado
em 21 dias.

A positividade da inocula¢iio de estomago 19 dias depois da refeicio
infectante ¢ por nés atribuida a férmas de blefaroplasto poslerior prove-
nientes do sangue, que nio passaram ao duodeno e permaneceram ligeira-
mente alteradas no E alé este tempo; as figuras 9 e 10 da estampa 19 re-
presentam tripanosomas encontrados no estomago de uma larva 21 dias
apos a refeicio conlaminante.

Fizemos novas inoculacdes parciais de intestino médio de insétos, a
tempos muito variados depois da ingestio de sangue infectado. Em algumas
experiencias os barbeiros depois de infectados foram alimentados em ani-
mais normais; as larvas eram puras, nascidas e crescidas no laboratorio,
tendo sido alimentadas uma s6 vez em cies infectados, e o adulto era porta-
dor de infecciio antiga.

O quadro 8 da pag. 66 reune os principais dados sobre esta série
de inoculacdes ¢ seus resultados.

As porgdes do intestino médio eram retiradas cuidadosamente e
transportadas para uma lamina, onde eram desmanchadas em gotas de
soro fisiologico; depois de aspiradas por meio de uma seringa para ser
feita a inoculacio, o restante do material sobre a lamina era fixado e co-
rado (lamina preservadas). A parte mais delicada da dissecciio é a separa-
¢io do duodeno do intestino posterior; a sec¢iio deve ser feita um pouco
aquem da insercio dos tubos excretores, evitando-se a lesio do réto. Quando
este se rompia, ou quando havia suspeitas de tal, o ‘material era desprezado.




QUADRO 8 7

Camondongos adultos inoculados por via intraperitoneal em 19-IX-33:

IX-1933 X — . X5 s
comer| g | T e | it | meto | £3 | | i
ugo | BE | Triatoma | | ccante | normat | 3£ [20|23|26(28[29(30| 2|4 |5 | 6|7 |9 (10|56 |8 |0|t011/13/14) 5F
L . A4 ] | L . o
= |- Bl Larva - : | F s
a_. — = =) = 8 | . |=|=|=|=|=|=I=I=|=]=|=|—-|— 4[| +|+]50
8 B Ll | 8-VH[31-vII d+.|1ll+++++++.+......w

_ off ] [F59 NS PO N e ) L%, oy (O
3 L a2 [18-vin|31-vin o Al o e P ot s S ol il
s = o Do b B e W S N | Fl=l=]=l=|==|4
- e e P T N A R e e e e N R

E — Estomago.

El — Estomago intestiniforme.

7 Entre 10 - X e 5- XI - 33 os camondongos n. 2, 6 e 7 tiveram 22 examss de sangue negativos.
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O estomago deve ser relirado em primeiro logar, em seguida o duo-
deno, ficando o réto no seu logar, intécto.

Segue-se o resultado dos cxames das laminas preservadas das lar-
vas inoculadas, segundo o numero dos camondongos que figuram na tabéla:

1—Tripanosomas arredondados. leishmaniformes.
2—Critidias.

3—Niao foram achados parasitos.

4—Critidias.

5—Leishmanias,

6—Critidias.

O material do adulto (inoculado nos camondongos n° 7 e 8) foi exa-
minado sémente a fresco. sta experiencia de inoculagiio de EI nfo poéde
ser levada em conta porque os lubos de Malpighi, que estavam repletos de
flagelados. foram cortados junto com o intestino tubular, ocasionando a
mistura de parasitos de ambas as porcdes: sabendo-se que a evolucio mal-
piguiana é do tipo relal, a positividade da inoculacio em questdo foi se-
guramente devida a lripanosomas metaciclicos. No estomago deste adullo
foram vistos raros flagelados crilidiomérficos, sendo de notar que o orgio
estava vasio. retraido, escurecido na sua parte posterior por contetido de
aspéto semelhante ao do duodeno; a presenca de leishmanias néo foi cons-
tatada em estado fresco.

Neslas experiencias incorremos em um erro elementar por termos
conservado lodos os camondongos juntos, num recipiente pequeno, durante
todo o tempo de observaciio. Os resultados das inoculacdes de que podemos
dizer com seguranca sio os dos camondongos ne:

3: Inoculacio positiva de estomago 73 dias depois da refeicio infec-
tante e 19 dias depois da alimentacio em animal normal. (raca de cio).

5: Inoculaciio positiva de estomagos de larvas 32 dias depois da suc-
ciao de animal infectado ¢ 19 da de animal sido. (raca de cio).

6: Resultado negalivo da inocula¢iio da 2a. porc¢io do intestino mé-
dio das larvas da experiencia precedente, cujos estomagos foram infectantes
para camondongo (n°¢ 5).

Os camondongos n° 2 e 7, que liveram exames de sangue positivos
respectivamente 50 e 48 dias depois de inoculados, com muita probabilidade
adquiriram a infecciio contaminando-se com o sangue dos que ji estavam
com tripanosomas ma circulacio desde muitos dias antes.

O camondongo n° 8 infectou-se com malerial de duodeno e tubos de
malpighi de um adulto muito infectado. A infecciio deverd ter sido devida
a Ilripanosomas metaciclicos dos vasos excretores.




Para a devida averiguacio de certos ponltos obscuros deixados por
estas experiencias e confirmacio de seus resultados, fizemos nova série de
inoculacdes parciais em circumstancias mais diversas e condi¢des melhores,
de que posteriormente daremos conta.

Presentemente, em vista dos resultados das experiencias que referi-
mos, julgamos adquiridas as seguintes mocdes:

a)— No tubo digestivo do T. megista existem férmas do S. cruzi in-
fectantes para o Vertebrado por inoculaciio desde as primeiras horas até
tempo indefinido depois da refeicio conlaminante.

b)—No estomago do barbeiro permanecem por muitos dias (73) pa-
rasitos que, inoculados ao Vertebrado, produzem a infec¢iio. Estes parasi-
tos siio nos primeiros dias formas sanguicolas e mais tarde férmas arredon-
dadas (leishmanias) delas dirétamente derivadas.

¢)—=No duodeno (estomago inlestiniforme) as férmas responsaveis
pela positividade das inoculagdes desta regiio durante os primeiros dias (5)
sfio provavelmente tripanosomas sanguicolas ndo evoluidos, porque as ino-
culacdes feitas depois que so existem crilidias, As vezes muito numerosas.
niio sio positivas (19 e 32 dias; 8 dias?).

Correspondendo estes fatos sempre i realidade. podemos, de um
modo geral, dizer o seguinte da condicio infeclante dos parasilos nas di-
versas por¢des do tubo digestivo:

Estomago: Contem férmas infectantes por inoculacio desde o ini-
cio até muito tempo depois da ingestdo dos tripanosomas sanguicolas.
Péde-se assegurar que o estomago permancce indefinidamente infectante
por inoculacfio, nos insétos regularmente alimentados em animais infecta-
dos. A permanencia de parasitos vivos ¢ infectantes foi constatada mesmo
depois que o insélo sugou animal normal, apés muitos dias 0 repasto
infectante. Os parasitos palogenicos sio férmas sanguicolas mais ou me-
nos alteradas ou leishmanias.

Duodeno: Infectante durante os primeiros dias pela persistencia de
férmas de blefaroplasto posterior (sanguicolas); infectividade verificada
alé o 50 dia. Mais tarde perde a capacidade de infectar o Vertebrado por
inoculacio, apresentando entdo sémente critidias no seu interior (19 dias;
8 dias?). Nunca se encontram férmas melaciclicas no intestino médio.

Intestino posterior: Nao infétanle nos primeiros dias, anles que
se formem os tripanosomas melaciclicos ( 6-7 dias nas larvas, 10-15 nos
adultos). Estabelecida a fase rélal esla porcio do inteslino maniem-se
infectante indefinidamente.

_As férmas metaciclicas sdo os verdadeiros parasitos infectantes:
do ciclo evolutivo, por serem propagadas naturalmente (Brumpt); além
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de climinadas em numero colossal pelas dejecdes, (Brumpt, Dias), lém
propriedades de resislencia ¢ penctrabilidade que tacilitam seu papel
ptiologico.

_As experiencias que acabamos de descrever tendem a demonstrar
que o S. cruzi no organismo do insélo transmissor, sob a morfologia ‘de
critidia. nio tem a capacidade de evoluir no vertebrado quando nele ino-
culado. Esles experiencias eslio naturalmente sujeitas a variacoes de re-
sultados. devido a certas circunstancias com as (uais temos que contar mas
que sio inevitaveis, além de causas de erro eventuais que poderdo ocorrer
durante a manipulacio. De fato. para dembonstrar a ndo infectividade das
critidias. inoculamos uma regiio do intestino médio compreendida entre
duas outras onde sabemos existirem formas infectantes do parasito, que
sio o estomago ¢ o réto. A dissecciio deve ser além de perfeila, execulada
com muita delicadeza, para que nio passe para o duodeno nada do con-
tetido das outras porcoes. Devemos contar tambem com o parasitismo
dos tubos de Malpighi, devido ao qual uma de nossas inoculagdes foi
positiva; especialmente nos adullos de 7. megista, ¢ muito dificil a separa-
cio do duodeno sem se romper 0s VAasos excretores. A possibilidade de
se obter resultados positivos pela inoculaciio da 2.@ por¢iao do mesenleron,
muilos dias apés a refeicio infectante, existira realmiente, independentemente
das causas de erro que enumerdmos, pelo fito de que poderiio passar
fisiologicamente a esla regido férmas parasitarias virulenlas prescented
no contetido estomacal. Assim pois, as infeccoes obtidas por inoculagio do
duodeno, nio poderdo ser desde logo atribuidas aos organismos critidio-
mérficos do S. cruzi, tendo-se em mente oS fatos que acabamos de citar;
as resultados demonstrativos nestas experiencias de inoculacio parcial
sio os negativos, mo caso do duodeno. pela verificaciio de que pode-se ino-
cular grande quantidade de critidias sem se conseguir a infecgdo. No caso
do estomago os resultados posilivos sio indicacio segura de que no in-
terior deste orgio permanecem: por longos dias parasitos infectanles.

Fm vista dos resultados que conseguimos consideramos a forma
de critidia no S. cruzi no barbeiro como nio infectante: Chagas (1909),
considerando-a estadio terminal do ciclo asexuado, ja afirmara este fato.
Brumpt (1922) tambem é da mesma opinidio, assegurando embora que
. as critidias, chegadas a um cerlo estadio de evolucdo, sio infectantes »
(Blanchard, 1912). Conforme outros aulores indicaram. experiencias de-
cisivas sobre a infectividade de formas evolulivas de flagelados devem ser
feitas pelo isolamento individual das mesmas por meio de pipetas capi-
lares e posterior inoculacio em animal sensivel; no caso do ciclo evolu-
tivo do S. cruzi no Triatoma, acredilamos éntretanto que conclusdes defi-
pitivas poderio ser baseadas tambem em experiencias de inoculacoes
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parciaes de tubo intestinal, feitas em maior numero ¢ em condi¢des mais
variadas.

Ponto interessante a ser pesquizado ¢ o referente ao resultado
das inoculacoes de intestino anterior de trialomas infectados, para a in-
dagaciio da possibilidade da exislencia de férmas infectantes nesta porcao.

Por emquanto, o fito mais importante adquirido por nossas expe-
riencias, talvez o unico definitivo, ¢ o da permanencia de formas infectantes
no estomago por muito tempo. Mais além voltaremos novamenle a esle fdlo.

2) — Cimex leclularius.

A evolucio do S. cruzi em artrépodes que nio sio seus lransmis-
sores ou porladores habituais foi verificada primeiramente por E. Brumpt
(1912), que experimentou com Cimex lectularius, Cimex boueli e Ornilho-
dorus moubata.

As conclusdes mais gerais de Brumpt foram confirmadas por Mayer
e Rocha Lima (1914) ¢ B. Blacklock (1914): ficou demonstrado que
o S. cruzi evolue no lubo digestivo do C. lectuarius, que a evolucio se
da facilmente e que os percevejos permanecem infectados por longo lempo.

-A disposiciio anatomica geral do tubo digestivo desle Hemiptero
¢ muito semelhante 4 do Triatoma ®: O inteslino médio divide-se em duas
porcoes bem differentes, o estomago. ampular, € o duodeno. tubular, alon-
gado. O intestino posterior ¢ reduzido 4 empola rétal, separada do me-
sénteron pela embocadura dos tubos excretores. Niao ha proventriculo; o
intestino médio serve como reservatorio de alimento ¢ orgio de digestio,
(estomago) e regido de absorc¢io (duodeno). As dejecoes acumulam-se
no réto e sio eliminadas pelo anus; apds a suc¢iio os percevejos emilem
pequenas gotas de liquido limpido, provavelmente de origem malpiguiana.

— O material que serviu para nossos estudos sobre a evolucio do
Schizotrypanum no percevejo constava de cerca de 200 exemplares de
Cimex lectularius adultos que nos foram mandados pelo Dr. Octavio Ma-
galhdes? de Belo Horizonte, onde foram colhidos n'uma habilaciio in-
festada. Nio encontramos flagelados no tubo digestivo dos individuos dis-
secados antes de serem expostos @ infecgdio experimental.

_Nas diversas partes do condiito inteslinal processa-se 0 desenvolvi-
vimento do S. cruzi no percevejo do mesmo modo que no barbeiro, suce-
dendo-se as fases estomacal, intestinal e a rétal com os aspélos moriologicos
que lhes sido peculiares.

& Ver Patton e Evans, 1929.
9 A quem muito agradecemos o obsequio.
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No estomago as férmas sanguicolas sofrem as primeiras fises da
transicio para critidia ou transformam-se em organismos arredondados,
providos ou ndo de flagelo. Foérmas parasitarias pédem ai permanccer
por muitos dias, com a morfologia de tripanosoma sanguicola até 7 dias
pelo menos e de leishmania durante varias semanas; pelos quadros apre-
sentados por B. Blacklock (1914) vé-se que este autor encontrou para-
sitos no estomago até¢ 42 dias depois da alimentaciio sobre animal in-
fectado. A hemolise ao correr dos processos digestivos do percevejo é em
geral completa em 3 dias. .

Para o duodeno passam flagelados em (ransicio para critidia, Lri-
panosomas ¢ critidias completamente formadas. Nesta regiio dominam
parasitos critidiomorficos de diversos lipos, que se multiplicam inten-
Samente,

As primeiras férmas parasilarias foram por nés encontradas no
réto 48 horas depois do repasto; Brumpl refere havel-as achado ao fim
das primeiras 24 horas. As critidias continuam a se dividir no intestino
posterior € no 5.2 ou 6.2 dia comecam a se transformar em (ripanosomas
metaciclicos. i

Nas nossas experiencias nunca observamos grande actimulo de fér-
mas melaciclicas no proctodoeum, onde as critidias sempre predominavam.

Segundo Brumpt ¢ Mayer e Rocha Lima o tubo intestinal do C.
lectularius conslitue Otimo meio de desenvolvimento para o S. ecruzi,
dando-se a infeccio em quasi 100 9% dos insélos que sugam animal in-
fectado. Nas nossas observacdes a percentagem da infeccio foi bastante
inferior, como o foi nas de Blacklock, como pdde ser deduzido das tabélas
do scu trabalho. A intensidade do parasitismo ¢ muito diversa nos exem-
plares que sugam o mesmo animal, ao fim do mesmo prazo.

Transmissio ao Vertebrado:

Fizemos inoculacdes de contetido intestinal de percevejos durante
os primeiros dias de infecciio, conforme passamos a referir:

I.)—Cimex alimentados em cobaia infectada foram dissecados, tri-
turados em agua fisioldgica ¢ o conteudo do tubo digestivo inoculado no
peritonio de cobaias sis do 3. ao 8.° dia de infecciio. As inoculacdes
feitas depois de comprovada a existencia de flagelados, tiveram resultados
positivos (6.0 e 7.¢ dia de infec¢do, periodo de incubacio dos animais
inoculados respectivamente 22 e 21 dias) e resullados negativos (3.0
e 4.0 dia). '

Os animais injetados com Cimex no 5.© e 80 dias morreram 13
e 12 dias depois da inoculaciio.

2)—Tubo digestivo de percevejos alimentados em cobaia infectada
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(raca de tati) inoculado em cobaias normais durante os 6 primeirso
dias. Resultados:

Positivos; 3.0 ¢ 6.0 dias (incubacio 25-30 e 18-20 dias resp.).
Negativo: 2.0 dia.

O resultado das outras inocula¢des nio poude ser observado por
morte dos animais antes de prazo suficiente.

_ Blacklock fez inoculacoes de Cimex infectados tambem com re-
sultados inconstantes: em 32 animais inoculados (camondongos e cobaias)
obteve 9 resultados posilivos, com percevejos de 21 horas a 77 dias depois
de sugar sangue parasitado. As inoculacdes positivas obtidas com' Cimex
antes do lempo mecessario i formacio de melaciclicos foram com 21 ¢
72 horas apés a succ¢io.

Antes de proceder 4 injéciio o aulor verificava a presenca de para-
sitos no material. observando em 3 percevejos inoculados com resultado
positivo a existencia de lormas semelhanles 4s « blood-forms » que nao
eram seniio tripanosomas melaciclicos. As incubacdes médias foram de
22 dias para camondongos e 25 dias para cobaias. O autor nao poude
chegar a conclusiio quanto as formas responsaveis pela infeccdo.

Meyer ¢ Rocha Lima obliveram inoculagio positiva de percevejo,
no qual s6 viram formas de critidia, alimentado 9 dias anles em animal
parasitado. Ao fim deste prazo ¢ muilo provavel que ja existissem férmas
metaciclicas no réto, cuja exclusio nio pode ser feita pelo exame de
idsfregacos.

Segundo Brumpl as fézes dos percevejos sio infectanles desde 8 a
10 dias depois de contraida a infeccao.

_Como acabamos de ver. as experiencias de inoculaciio de perce-
vejos infectados dao resultados comparaveis ds feitas com trialomas, dis-
tinguindo-se apenas pela inconstancia dos resultados posilivos. Estes,
quando obtidos com percevejos anles do 5.0 dia (conseguidos com 21 e
72 horas por Blacklock ¢ com 3 dias por nés) devem ser atribuidos a
formas do sangue nio evoluidas, como aconleee no caso dos barbeiros com
com imais frequencia. ' ,

A inconstancia dos resultados positivos das inoculagdes de Cimex
infectados, antes ou depois de estabelecida a infeccio, mostra que o S. cruz
nio encontra condicdes de evolucdio tdo favoraveis neste Hemiptero quanto
no T. megista.

Mayer ¢ R. Lima tentaram sem resultado a transmissio do Schi-
zofrypanum a animais natluralmente, isto ¢é, sem inoculacdo, alimentando
sobre eles percevejos infectados.
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Em 28 experiencias andlogas Blacklock conseguiu 1 vez a infec¢iio
em cobaia. Este aulor observa que os Cimex defecam comumente sobre o
animal, em muitlos casos conlendo as dejecoes nNUMerosos parasitos ¢
sendo infectantes por inoculagiio; conclue que « embora os percevejos se-
jam capazes de conservar parasilos infectanles por longo tempo, nio se
consegue em geral transmitir a infeccio a animais sfos, mesmo nas me-
lhores condicdes de transmissibilidade ».

A. Roberlson (1929) verificou aa evolucio do S. cruzi isolado da
gambd no Cimex rolundatus, observando a eliminacio de férmas meta-
ciclicas no liquido limpido eliminado pelo insélo apés a succiio («secrecio
malpiguiana?). Brumpl (1913) lendo conseguido facil desenvolvimento
do parasito neste Hemiptero, chegou a supor que na natureza o C. ‘ro-
fundatus exercesse como lransmissor papel tdo consideravel quanto o do
T'. megista.

Nas habitacdes de Lassance ¢ arrcdores nunca encontriamos perce-
vejos portadores de flagelados, mesmo nas caftias em que os barbeiros
se apresentavam em alla percentagem infectados pelo S. cruzi. A suposi-
¢io de Brumpt ndo encontra apoio nos fatos experimentais ou de ob-
servacio.. '

— Brumpl (1914) fazendo C. lectularius sugar dejegdes de T
megista ricas em metaciclicos (em mistura com sangue desfibrinado de
boi) verificou que em 3 dos 14 insétos em experiencia a infeccio se es-
tabeleceu: ndo observou modificagdes nas férmas melaciclicas ingeridas,
atribuindo o desenvolvimento a critidias existentes nas dejecdes, que le-
riam passado desapercebidas. '

—Niio foi observada a transmissiio heredilaria da infec¢iio no Cimex.

TRANSMISSAO DO S. CRUZI ENTRE OS INVERTEBRADOS

Ha tres possibilidades para a realiza¢io da lransmissio de para-
sitos digenélicos entre os hospedadores invertebrados: a lransmissdo por
heranca, de uma geraciio a oulra alravés os ovos, ¢ a lransmissao de in-
dividuo a individuo dirétamente, pela subtracio do conteddo gaslrico atra-
vés o exoesqueleto (canibalismo), ou indirétamente, pela ingestio de de-
jecoes (coprofagia).

Desde suas primeiras pesquisas Chagas verificou que larvas de T.
meygista nascidas no laboratorio nunca se apresentavam infectadas pelo S.
cruzi e que permaneciam indenes quando sempre alimentadas em animais
normais. Mayer ¢ Rocha Lima (1914) ndo conseguiram' a infeccio em ca-
mondongos pela inocula¢iio de 6vos provenientes de T. megista infectado;
neste inséto Torres (1915) em nu‘mcmsas: observacdes tambem nio ve-
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rificou a transmissiio hereditaria do parasito, assim como Lafont (1912)
nio a havia molado no 7. rubrofasciata. A’ excecio de Mayer (1922)
todos os autores que lém im‘es[igadu esla questio sé6 lem tido observacoes
negativas.

As experiencias que fizemos a respeito, tambem com' resultado ne-
gativo, sio as seguintes :

1)— 25 larvas névas de T. megista, de menos de 15 dias de idade
€ nunca alimentadas, foram trituradas em agua fisiologica ¢ inoculadas
no peritonio de um@a cobaia. em 26-VII-32. Fstas larvas nasceram de
6vos de femeas infectadas; do mesmo 16te foram dissccadas oulras 7 e
eXaminadas a fresco, nio tendo sido encontrados flagelados. A cobaia ino-
culada teve exames de sangue megativos até 24-X[-392,

2)—30 6vos postos por T'. megista infectados foram inoculados apos
maceraciio no perilonio de uma cobaia. depois de ter sido leito o exame
a fresco de material com resultado negativo, A inoculacio foi feita a
26-V1I-32; a cobaia teve exames negativos até 20-XI-32 e inoculada neste
dia com macerado de percevejo no 6.0 dia de infecgdio, apresentou-se in-
fectada em 12-x1-39. t

Em resumo, pela inoculacio em cobaia de 25 formas Jovens de T,
megista nacidas no laboradorio ¢ de 30 6vos de barbeiros infectados. nio
constatamos a transmissio heredilaria do S. cruzi neste inséto.

O canibalismo foi observado pela primeira vez em insétos do ge-
hero Triatoma por A. Machado (7' megista, T, sordida), tendo sido depois
verificado por Brumpt em outras espeeies (7. infestans. T. chagasi) ¢ no
Rhodnius prolixus. ;

M. Torres (1915) observou no laboratorio a pratica do canibalismo
has espécies T. megista ¢ T. sordida durante a 1.2 ¢ 94 fise larvaria,
com muilo maior frequencia neste Hemiplero que naquele. Segundo Tor-
res este meio de alimentacio ¢ absolutamiente excepcional em condicoes
haturais e ndo péde ser invocado para explicar a generalidade do para-
sitismo natural dos barbeiros: as larvas que praticam a refeiciio canibal
alimentam-se nio do sangue mais ou menos digerido que se enconlra
no eslomago, mas da hemolinfa, onde nio existem' férmas de evolucio
do S. cruzi. Oulra observacio em que apéia sua conclusio ¢ a de que
na natureza o T. megista é raramente parasitado durante as primeiras
Tises de sua evolucdo, justamente naquelas em que unicamente se tem
observado o canibalismo.

Em diversas experiencias que fez no laboratério Torres nio con-
seguiu a transmissio do Schizotrypanum de inséto a inséto por este meio,
Excetuadas as circunstancias em que as larvas exercem um hemiatofa-




gismo indirélo pela suc¢iio do sangue ingerido de pouco por outro barbeiro,
este pesquisador nunca observou a pungio do tubo digestivo, enchendo-se
a larva canibal de liquido celomico ¢ nio de contetido intestinal.

Em experiencias feilas recentemente pelo Dr. Chagas foi verifi-
cada a transmissio da infecciio a larvas de T. megista que praticaram
o ato canibal em ninfas do mesmo inséto, havendo nés mesmo tambem
conseguido este resultado.

A coprofagia foi assinalada por Brumpt (1914) no Rhodnius pro-
lizus, ndo o tendo sido ainda nas especies do genero Trialoma {Brumpt,
Torres). A possibilidade do S. crazi lransmitir-se de um insélo a oulro
por inlermedio das dejecdes foi primeiramente entrevista por Lulz (ci-
tado por Chagas, 1909); este autor tambem nio observou o coprofagismo.

Por duas vezes encerrdmos larvas famintas de 7. megista em pla-
cas de Petri contendo dejecdes limpidas do insélo adulto, ndo havendo
nenhuma delas aspirado o liquido.

A demonstracio experimenlal de que flagelados do intestino do in-
séto poédem evoluir e delerminar a infec¢io em outro foi dada por Brumpt
(1914), fazendo percevejos ingerir dejecdes infectadas de T. megista mis-
turadas com sangue desfibrinado de boi. Brumpl verificon que dentre
11 Cimex experimentados, a infecciio se eslabeleceu em 3, em' percentagém
muito inferior portanto 4 que verificira em insélos da mesma especie
alimentados sobre animal infectado pelo S. cruzi.

Este autor nio observou em percevejos sacrificado pouco lempo
depois de ingerir os flagelados das dejecdes (20 horas) alteracdes morfo-
logicas nos (ripanosomas metaciclicos que indicassem sua regressio ao
lipo critidia, admilindo que os parasilos desla calegoria cxistenles nas de-
jecdes ¢ que passaram desapercebidos ao exame imediato ¢ que tenham)
proliferado ¢ evoluido em' (res dos percevejos que exerceram arlificial-
mente o coprofagismo.

Com o S. cruzi lizemos apenas 1 experiencia andloga, ulilizando-
nos dejecoes hialinas de T. megista ricas em formlas de Lripanosoma,
misturadas com sangue destibrinado de camondongo, e de um exemplar
adulto de T. sordida. O material foi colocado em um tubo estreito e su-
gado por este através pele fresca de camondongo. No estomago e no duo-
deno do insélo sacrificado 4 dias depois encontrimos raros lripanosomas
melaciclicos nio alterados; no intestino posterior havia numerosos flage-
lados, certamenle devido a infeccao antiga.

—Quaes as formas de evolugio do S. cruzi capazes de transmitir
a infecciio entre os Invertebrados?

A resposta em parle a esla questio € dada pelas seguinles pala-
lavras de Chagas (1909): «.. ..o0s estidios de critidias, no Conorrhinus,
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nenhuma significacio tém para a infeccdo do Verlebrado; represeatam
lalvez, um' retrocesso 4 condiciio larvaria primiliva, devido 4s influencias
do meio, podendo ainda servir, caso haja infec¢iio pelos excrementos, para
manter a vida do prolozoario nas geracdes sucessivas de conorrinos
(p. 58).

De fato, as critidias sio o tipo de flagelado proprio do insélo. e
a elas deve ser atribuida a lransmissio, quando possivel, do parasito
entre os Inverlebrados,

Caracteristica de grande importancia do eiclo evolutivo de Tripano-
somidas de Verlebrados (Tripanosoma. Schizotripanum) no hospedador in-
lermediario ¢ que as férmas finais, propagativas, siio do lipo Iripanosoma.

Estas férmas. como em geral ¢ admitido, nio mais se multiplicam
uo inverlebrado (Brumpt), sendo aptas unicamente a transmitir a infeccio
ao Vertebrado. Conforme experiencias (ue desereveremos adiante ¢ muilo
provavel que os metaciclicos nio possam vollar ao lipo de flagelado que o
precede, crilidiomorfico, o que lambem as experiencias de Brumpt. com
percevejos, tendem a demonstrar. As formas de lripanosoma que fecham
o ciclo do Invertebrado siio portanlo verdadeiramenle <melaciclicas:
(Brumpt). pois sendo reais as propriedades que enumerimos. seriio em
consequencia incapazes de evoluir em cultura e de lransmilir a infecciio
entre os insétos, s6 podendo infelar o hospedador Vertebrado.

Entre os Tripanosomidas destes generos e os oulros, proprios de In-
vertebrados, monogenélicos, ha pois esla diferenca fundamenial concernente
ds férmas terminais do ciclo evolulivo, que nestes sio quistos pelos quais se
propagam os [lagelados, ¢ naqueles sio formas melaciclicas adatadas ex-
clusivamente a infectar o Vertebrado. Niao se poderd dizer com Brumpt
(1913) que «os metaciclicos ficam numa phase d'attente comparavel as for-
mas enquistadas dos flagelados de insétos, climinadas pelas fézes ... e
muilo menos que «este filo demonsira que a doenca do Verlebrado ¢ wm
phenomeno acidenlal ¢ esles (ripanosomas sio ainda mal adalados.. A
doenca do Vertebrado, ou melhor seu parasilismo, constilue fenomeno in-
dispensavel & sobrevida das férmas melaciclicas do transmissor, que sio
lancadas com as dejecoes no mundo exlerior e inaplas 4 evolucio em outro
inséto; no caso do S. cruzi a transmissibilidade por conlaminacio enconlra
condig¢des o quanto possivel Tavoraveis que siio, principalmente, como vimos,
a eliminacdo de grande numero de férmas infectantes nas ocasides em que
0 inséto procura o Verlebrado e o grande poder de penelracio que possuem
esles parasitos. Conhecendo-se além disso os habilos estritamente domici-
liares do T. megista, o principal transmissor do S. cruzi, nio se poderi
achar razdes para dizer que a doenca humana tambem ¢ um accidente,
sendo o homem <um hospedador ldo favoravel quio acidenlal - (Brumpt .
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A\ existencia de férmas de leishmania no ciclo do S. eruzi, quer pela
fise de evolucio em que aparccem, quer pelas propriedades infectantes de
que gosam, niic podem servir de argumento a favor do proximo parentesco
entre este parasito ¢ os flagelados do genero Crithidia e Herpelomonas
(Leptomonas).

A permanencia de formas infectantes no estomago por longo lempo,
por nés observada, lerd alguma significacio para a transmissio do Schi-
zofrypanum 7 Esta ¢ uma queslio de grande interesse leorico. As hipoteses
do papel destas férmas na lransmissio ao Vertebrado (infec¢do pela pi-
cada, por regurgilamento do contetido eslomacal) e na transmissiio enire
os Invertebrades (canibalismo? deveriio ser consideradas, ¢ verificadas suas
possibilidades por experiencias NUIET0SAS .

Considerando-se a funcio dos quistos e a dos metaciclicos, portanto
tambem suas propriedades. nio poderdo ser comparados uns e outros cle-
mentos parasilarios; por uns o llagelado se propaga entre artrépodes,
(quistos) nio sendo eles inoculaveis ao Vertebrado; por outros, ao contra-
rio, a infeccio se lransmile exclusivamente ao Vertebrado {melaciclicos ).

Deixaremos assinalado que os féilos da incapacidade dos melaciclicos
eliminados com as dejecdes serem incapazes de manter a infeccio entre os
invertebrados, no caso dos Tripancsomidas de evolucio posterior, ¢ a nio
(ransmissio enlre os inverlebrados dos Tripanosomidas que evoluem na
por¢io anterior, sio falos que poderao ser com mais facilidade inlerpretadoes
i o Vertebrado for considerado o nospedador primitivo destes flagelados
(theoria de Minchin); tanto mais que considera-se a evolucdo poslerior
mais primiliva ¢ a evolugiio anterior mais incompleta ou mais reeenle
em relacdo ao invertebrado.

Nio queremos entrar neslas debatidas questoes de filogenia de Tri-
panosomidas.

‘ara concluir, nio julgamos que se possa dizer que o S. cruzi é um
banal flagelado intestinal primilivo do insélo, acidentalmente transmitido
a0 Vertebrado (Brumpt): por lodas as suas propriedades biologicas o S.
eruzi ¢ um parasilo digenélico bem adatado a ambos os hospedadores.




Transmissdo do S. cruzi do invertebrado
ao vertebrado

A transmissio experimental do S. Cruzi de insélos infectados a ani-
mais Sensiveis lem sido conseguida por tres manciras:

1)—Por inoculacio do contetido intestinal ou das dejecdes,
2)—Por ingestio do Invertebrado ou de suas excrecoes.
3)—Por alimentaciio dos lransmissires sobre os animais.

A ftransmissdo por inoculaciio foi obtida desde os primeiros estudos
sobre o Schizotrypanum (Chagas). A inoculacio de dejecdes limpidas foi
feita primeiramente por Brumpt e Pirajia da Silva (1912} e depois por
Souza Araujo (1918), que infectaram, aqueles, camondongos por inoculacio
intraperitoneal de liquido de uma ninfa de 7. megista, esle, uma cobaia
com dejecdes de um exemplar de 7'. infestans. Nés mesmo temos conse-
guido infeccdes intensas e mortais por injecdio de excrecdes hialinas de 7.
megista sob a péle ou no peritoneo de animais (cio, camondongo, cobaia).

O aspecto novo da lransmissdio por inoculacio é o que referimos a
respeito das inoculacdes parciais do tubo digestivo de T. megista, que de-
monstraram a longa permanencia de férmas infectantes no estomago e que
sio alé certo ponto, atualmenle, demonstrativas da nio nifectividade das
critidias..

A transmissio do S. cruzi entre animais silvestres péde-se dar por
ingestdo do inséto infectado, sendo com muita probabilidade o que acontece
com os tatis e os macacos (Chrysothrir)., No laboratorio observimos tatis
devorarem exemplares adultos de T. megista, quando permaneciam juntos
num recipiente de um dia para outro. Brumpt (1919) julga muilo impor-
tante este método de propagacio natural entre ratos e camondongos; s6-
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mente agora, depois dos trabalhos de Kofoid e Donat (1933) enfrevé-se a
probabilidade de serem ratos do mato (Neoloma fuscipes) hospedadores do
S. cruzi, na California.

Por este processo ou pela ingestio de dejecoes infectadas conse-
guem-se facilmente infecgdes experimentais em cobaias ¢ camondongos
brancos; em ratos, dada sua maior resistencia, os resultados sio muito
mais incertos.

A transmissio da infeccio a um Callithrix foi a primeira verificacio,
feita por Oswaldo Cruz, em barbeiros que lhe enviara Chagas, da pato-
genicidade dos flagelados que este pesquizador encontrira no tubo digestivo
do T. megista; foi verificada a transmissibilidade por meio da succio do
Vertebrado pelo Hemiplero.

Sobre o mecanismo verdadeiro da (ransmissio natural divergem as
opinides dos autores. Atualmente ha duas escolas, a de Chagas, que admite
a transmissibilidade pelo proprio dto da picada, por meio de férmas infec-
tantes localisadas nas glandulas salivares, que seriam inoculadas durante
a succiio, e a de Brumpt, segundo a qual a propagacio se¢ faz exclusiva-
mente pelas deje¢des, onde ha grande numero de lripanosomas mela-
ciclicos provadamente infectantes.

Consideraremos em primeiro logar os dados experimentais existentes
sobre a transmissibilidade pela picada.

Magarinos Torres (1915), colocando-se em boas condigdes de expe-
rimentacio, verificou a infectividade da picada de barbeiros parasitados.
Os insétos eram colocados dentro de tubos onde nio poderiam se virar e
sugavam © animal através uma gaze, lendo com ele contilo unicamente
pera probocida.

Na primeira experiencia fez com que 6 adultos e 13 ninfas de T.
megisla sugassem um gato de 1 més. colocando 1 em cada tubo fechado com
gaze, em 28-VI-13; no dia 21-VII-13 o gato apresentou ao exame a fresco
tripanosomas no sangue. Na segunda, um gatinho de 4 dias de igade infec-
tou-se pela picada de 13 larvas de T. megista (exame posilivo 8 dias de-
pois). Obteve 3¢ resultado positivo em cobaias sugada por 7 barbeiros adul-
tos, na qual encontrou férmas parasilarias no musculo cardiaco ao exame
histologico, tendo a infec¢io sanguinea sido inaparente. Esta experiencia
durou de 30-VI-13 a 8-1X-13.

Torres ndo encontrou flagelados na cavidade celomica de triatomas
infectados, nem nas glandulas salivares. Nestes orgios, como ji o dissemos,
B. Barreto, citado por M. da Cunha, encontrou férmas parasilarias.

Além das experiencias de Chagas, ndo se acham na literatura mais
referencias a resultados positivos oblidos pela propria picada do 1. meyista.
Nossas experiencias e seus resullados serio dados adiante.
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A transmissio pelas dejecoes foi primeiro constatada por Brumpt
(1912), que colocou tézes de T. megista infectadas na mucosa ocular de um
macaco (Cercopithecus ruber), depois na mucosa bucal e retal de camon-
dongos novos (1913). Mais resultados posilivos por contaminacio por pa-
rasitos das dejecdes através as mucosas ilésas foram obtidos por Mayer e
Rocha Lima, Neiva, Torres elc. recentemente por nés mesmo ( 1932) e Ko-
foid e Donat (1933). A penetrabilidade de férmas infectantes do S. cruzi.
através a péle intata de camondongo brancos recemnascidos (de 2 dias de
idade) foi verificada por Brumpt (1913). deixando 0s animais suspensos
em atmosfera humida durante 3 horas para ovilar a dissecaciio das deje-
¢des: obteve 1 resultado positivo em 11 camondongos experimentados.

Nossas primeiras experiencias de transmissio sio as seguintes, ja
em parte publicadas (1932) :

A)—Por picada: Utilisamo-nos de exemplares adultos de T. megista
que haviam sugado 25 dias anles uma cobaia no 40° dia de infeccio, mas
provavelmente de infecc¢io muito mais antiga.

Foram alimentados em 3 cobaias:

ne 1-370 gr.—sugada por 3 barbeiros
ne 2—475 gr.—sugada por 2 barbeiros
no 3—445 gr.—sugada por 2 barbeiros.

Os animais eram amarrados de barriga para cima sobre uma pran-
cha e colocados em um canto menos iluminado do laboratorio, sendo as
experiencias feitas com 1 animal de cada vez. Soltavamos os insétos perto
dele ¢ assistiamos 4 suc¢iio: os barbeiros ficavam sobre a prancha, em con-
tito com a cobaia sémente pela tromba. Esperavambos que lerminassem a
refeiciio (que ds vezes era interrompida por bruscos movimentos, mas logo
recomecada) apos a qual os hematofagos procuravam afastar-se, sendo en-
tio recolhidos. Nestas experiencias nenhum barbeiro defecou durante ou
imediatamente apés a succ¢io.

B)—Por deposicio de dejecoes hialinas sobre a péle.

A técnica empregada foi a seguinte: As cobaias eram amarradas,
barriga para baixo, ¢ 0S pélos de pequena regifio dorsal corlados a tesoura,
ndo muito rente; ai colocavamos 0 liquido infectante, esperando até que
secasse completamente, o que requeria alguns minutos. A regido dorsal,
proxima da nuca, nio podia ser lambida pelo animal depois de solto, evi-
tando-se assim a possibilidade da contaminacio pela mucosa digestiva—pos-
sibilidade essa alias duvidosa depois do secamento. Nenhuma precaucio
foi tomada para evitar a dessecacio natural.
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Foram submelidas i experiencia 3 cobaias :
n® 4—470 gr.—Foi depositada sobre a péle 1 pequena gola limpida,

Veniente da 4a. eliminacio de um dos barbeiros que sugaram a cobaia
1; 1 hora depois foi pésta nova gota, de um inséto, que sugou a cobaia 12,

n° 5—410 gr.—foram depositadas. a intervalos, 5 golas de urinas eli-

uzi. ladas pelos t riatomas que se alimentaram nas cobaias no 1, 2e 3.

n° 6—380 gr.—servimo-nos do 2o liquido eliminado por um dos bar-
da cobaia no 2, que conlinha numerosos parasitos e ligeiros (racos
s. Em menos de 15 minutos havia secado.

C)—Por deposicio do liquido hialino sobre a mucosa ocular : Cobaia
780 gr.—Instildmos em um dos 6lhos uma pequena gota do mesmo
que servird para a cobaia no 6,

0 exame a fresco do sangue da cobaia mo 7 foi feito diariamente, an-
comecarmos a examinar o sangue das outras (o que deveriamos ter
0). 0 10 exame positivo da cobaia 7 foi obtido 16 dias depois da instila-
globo ocular: meste dia examindmos o sangue de todas as outras.
10 seguinte resultado: Positivo, cobaias ne 4 e 5; negativo, cobaias ne
3, ¢ 6. O animal no sangue do qual os tripanosomas eram mais nu-
nesse dia, era o n° 5. No 18 dia a cobaia n° 6 teve 0’10 exame.
. As cobaias n° 1, 2 ¢ 3 foram examinadas, sempre com resultados
alivos, até 1 meés depois que as outras apresentaram parasilos no sangue,
uando em observacio depois da publicaciio desta parte das experien-
% tom os resultados que agora daremos.

Nessa mesma ocasiio fizemos uma tentativa de ransmissiio por pi-
i em condicdes muito especiais: a cobaia n° 3 foj sugada novamente
fim de 8 dias por 1 triatoma adulto (7. megista) que havia sido ino-
00 na cavidade geral com dejecdes hialinas muito rieas em tripanoso-
elaciclicos, 8 dias antes, quér dizer; no mesmo em que foram inicia-
experiencias e com liquido dos barbeiros que sugaram as cobaias
ie 3.

Todas as cobaias foram conservadas na mesma gaiola, separadas
outros animais, durante os nrimeiros 18 dias de observaciio, tendo
dentio retiradas as infectadas.

Em resumo, os resultados que demos anleriormente foram que 3
adultas foram sugadas por 8 T. megista alados (um dos quais
ia sido 8 dias antes inoculado com férmas infectantes na cavidade ge-
. nenhuma tendo se infectado. Dejecdes hialinas desses mesmos ar-
105 foram infectantes para 1 cobaia alravés a mucosa celular e para
ihaias adultas através a pele normal.
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Os resultados das observacdes que se seguiram a cstas conclusoes
sio os seguintes:

Cobaia n.° 1—Esta cobaia. além de ter sido sugada por 3 bar-
beiros em 11-VII-32, foi sugida novamente por

3 T. megista, em 14-X-32

B s ., , 1-XI-32
3 . ,  1-XI1-32
’ . . 12-XI1-32
5 ., . . 14-XI1-32

1 ., " » 17-XH-32

Em 6 méses alimentou. portanto, 35 barbeiros infectados. Dos 11
que a sugaram em 17-XII-32, 2 haviam sido inoculados no celoma, 5
dias antes, com urina infectada de 7. meyista.

Esta cobaia foi observada de 11-VII-32 a 27-1-33, tendo tido ao
todo 50 exames a fresco de sangue negativos. Para controle positivo, pro-
curei infecla-la através a péle com dgjecdes, em 20-I-33, mas o animal
morreu em 29-1-33 antes que o ‘resultado pudesse ser verificado. 0
coracgio foi examinado microscopicamente, nio tendo sido encontradas fér-
mas de multiplicagdo do S. cruzi. Em resumo, 1 cobaia picada por 35
exemplares adultos de 7. megista infectados, nio adquiriu a infeccio.

Cobaia ni°c 2—Picada por 2 (riatomas em 11-VII-32 teve cxames
negativos até 5-IX-32. Em 6-IX-32 puz liquido hialino infectado sobre a
péle, continuando os exames negativos alé 12-X-32. Em 13-X-32 tentei
novamente a infec¢do através a péle intacla, obtendo exame positivo em
24-X-32, tendo lido ultimo exame megativo em 20-X-32. Este animal mor-
reu em 18-XII-32, com ultimo exame positivo em 13-XII-32. «Uma co-
baia nio se infectou por duas picadas de 7. megista {nfectados: a tentativa
de infeccio alravés a péle falhou uma vez tendo sido conseguida em
outras . ; t

Cobaia n.© 3— Sugada em 11-VII-32 por 2 adultos infectados e em
19-VII-32 por 1 triatoma infectado e inoculado na cavidade geral com fér-
mas metaciclicas, foi esta cobaia ainda submetida 4s seguintes provas: Em
13-X-32 foi colocado liquido infectante sobre a pele (exames negativos
até 24-XI-32, em numero de 39); em 13-XII-32 foi inoculada wmo pe-
ritonio com contetido intestinal de ninfa infectada, (ex. neg. até 13-1-33).
Nesta data (peso 660 gr.) foi inoculada com sangue de uma cobaia n-
fectada pelo S. cruzi, tendo sido exames negativos até 2-1-33 e 1.2 resul-
tado positivo a 25-1-33." A infecclio foi verificada até 1-III-33, tendo
desaparecido os parasitos do sangue em 6 ¢ 13-111-33. :

A cobaia n.° 3 ndo se infectou pela picada de 3 T. megista infecta-
dos (um dos quais inoculado na cavidade geral), nem pela deposicio de
dejecdes limpidas sobre a pele; mostrou-se infectada 41 dias depois de
injétada mo peritonio com intestino de barbeiro parasitado e 10 dias de-
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pois de inoculada com sangue de cobaia infeclada. Teve reagio de Machado
fracamente positiva em 17-1[-33.

Cobaia n.o 4—Infectada através a pele, em 11-VII-32. Exames po-
sitivos de 27-V1I-32 a 22-I1X-32, negativos de 4-X-32 a 13-V-33 (6 exames).
Em 8-V-33 foi inoculada subcutancamenle com sangue de ciio (raga de
tati); exame positivo 19-V; de 22-V a 29-IX-33 teve 24 exames ne-
gativos. Reacio de Machado positiva em 2-VI-33. Este animal ainda
vive (24-XI-33), nio tendo tido depois mais exames posiltivos (v. pag. 31).

Cobaia n.o 5— Infectada pela péle em 11-VII-32, adquirindo infec¢do
mortal (30-VIII-32).

Cobaia n.» 6—Infectada pela pele, ex. pos. 29-VII-32 (liquido na
péle em 11-VII). De 2-VIII-32 a 13-XII-32 feve 12 exames negativos.
Infeccdo benigna, fugaz.

Cobaia n.°© 7—Infectada pela mucosa ocular (11-VII-32); cx. pos.
de 27-VII a 24-X-32; ex. neg. 10-XI-32, Em 13-XII-32 Tfoi inoculada
com conletido intestinal de ninfa infectada (que serviu para a cobaia n° 3):
exame neg. até 4-1-33 (10 exames). Em 27-1-33 estava bastante in-
fectada: morreu em 6-11-33 (V. pag. 31).

Temos ainda as seguintes observacdes de cobaias picadas por Tria-
tomas infectados (T. megista, adullos}:

a)—2 cobaias sugadas por varios T. (em 9-VI-33) (5 ou 6) que
nio defecaram sobre as mesmas. Foram examinadas regularmente, com
resultados negalivos, morrendo uma em 18-IX-33 e oulra em 22-IX-33.
Exame microscopico do coraciio de ambas, negalivo.

b)—cobaia sugada por 4 T. em 23-V-33. Até Novembro teve sem-
pre exames negativos, estando ainda viva.

¢)—2 barbeiros foram alimentados em 1 cobaia, em 2-VI-33; até
agora (XI-33) ndo teve infec¢iio aparcente. Vive.

d)—1 barbeiro sugou 1 cobaia, sendo suas dejecdes inoculadas em
outra, em 10-VI-33. A que foi sugada nido teve a infeccio, morrendo
em 27-X-33 (coracdio sem leishmanias);: a inoculada com as dejegdes
teve tripanosomas no sangue em 29-VI-33.

e)—Cobaia na qual foram alimentados 4 T. em 3-VII-33, mor-
rendo em 12-X-33. Coraciio megativo, sangue tambem sempre negativo.

f)—8 barbeiros sugaram 1 cobaia em 25-VIII-33. Exames ncgativos
quasi diarios até este més ( Novembro). Ainda vive.

~ g)—Cobaia picada por 3 T. em 20-IV-33.

4, , 23-V-33
2 b} ” 2"'?1'%

» ® ”

] » 7
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Estas cobaias ainda vivem, nio infétadas.

h)—Infeccdo durante o ato da picada, por conlaminacio pelas fé-
zes: uma cobaia foi sugada por varias ninfas em 10-IV-33, tendo as de-
jecoes escorrido pelas paredes dos tubos que as continham e atingido a
péle do animal através a gaze. O 1.° exame de sangue foi feito 17 dias
depois, positivo.

i)—Uma cobaia adulta foi sugada em 8-V-33 por 1 T. megista que
havia sido inoculado mo celoma com metaciclicos 13 dias antes. Depois
foi sugada por mais triatomas naturalmente infectados e nfio inoculados:

Em 3-VIII-33 por 10 T. megista
» 12-VIII-33 , 5 ,, 5

Teve numerosos exames negativos até 25-IX-33; meste dia foram
colocados ©m seus olhos dejecdes de barbeiro infectado. Os exames fo-
ram negativos alé 7-X-33 e positivo a 9 do mesmo més. O animal mor-
reu infectado em 7-XI-33. Nio se infectou pela picada de 16 T. megista
infectados pelo S. cruzi, um dos quais inoculado com férmas infectantes
na cavidade geral, tendo depois adquirido uma infeccio mortal quando 1
vez foram colocadas excregdes nas mucosas intactas dos olhos.

Em algumas experiencias que fizemos obtivemos tambem facil-
mente infeccdes de camondongos brancos adultos, pondo gotas de deje-
¢oes limpidas de 7. megista infectados sobre a péle. Os pélos ndo eram
aparados nem raspados, nio havendo lambem tomado precaucdes para
retardar o dessecamento, sendo o liquido posto numa das regides ingui-
nais. Em 4 experiencias o periodo de incubacio variou de 9 a 13 dias.

Um camondongo infectou-se por via gastrica (incubacio 15 dias).

Nio conseguimos infeclar 2 ratos pela deposiciio de excrecdes sobre
a péle nem fazendo 1 rato comer 1 trialoma, mas este animal nio se
presta para estas experiencias.

A infecciio de camondongos brancos colocando-se sangue de ani-
mal infeclado sobre a pele intacta niio foi por nds conseguida (2 expe-
riencias), f

A respeito da penetrabilidade do S. cruzi através os tegumentos
ilésos, verifica-se, como no T. lewisi, uma maior capacidade de penetra-
¢iio das férmas parasitarias imfectantes do inséto (melaciclicas; do que
as do sangue. No caso do T. lewisi as férmas metaciclicas penelram pelas
mucosas facilmente, ao passo que as férmas sanguicolas nido o fazem
(ver B. Borghi, 1932); No caso do Schizolrypanum, os iripanosomas tém
maior poder de penetracio; as férmas sanguicolas passam por certas
mucosas de modo mais ou menos constante (Brumpt, Mayer e Rocha Lima,




Nattan-Larrier), ¢ as melaciclicas as alravessam facilmente, bem como
i péle normal de camondongos recemnacidos (Brumpt) e de cobaias e
camondongos adultos (Dias). A passagem das férmas sanguicolas do S.
cruzi nio foi tambem verificada por Mayer ¢ R. Lima (1914) nem' por
Nattan Larrier (1921).

Esta propriedade dos metaciclicos mostra sua adaptacio ao modo
de transmissio do flagelado e & vida parasilaria. E provavel que estas
férmas sejam exclusivamente adaptadas 4 lransmissio da infeccio ao
Vertebrado. incapazes de evoluir em outro inséto e no mundo exterior. por
nio terem a propriedade de se mulliplicar nem de se transformar no-
vamenle em critidia.

Em vista dos resultados experimentais que temos exposto a trans-
missibilidade do S. cruzi pelas férmas parasitarias das dejecdes, alravés
de tegumentos intactos, tem sido um' fito muito mais vezes verificado que
o da transmissdo pela propria picada. A raridade que constitue oachado
de formas de tripanosomas nas glandulas salivares ¢ na cavidade gera)
fala ainda a favor de que a propagacio da infecciio pela picada ¢ um
fito excepcional (Brumpt).

Nos raros casos em que se tem conseguido a transmissio pela pi-
cada, nio poderi a mesma scr devida ds férmas que no estomago do
barbeiro permanecem por muito lempo, infectantes?

A verificaciio da possibilidade de um regurgitamento durante o ato
da picada, pelo qual o conteido do estomago poderia em parte atingir
as porcdes anteriores do stomodéum, tornaria muito provavel esta hipo-
tese. A constataciio dessa possibilidade seria um fito biologico de grande
ynportancia mo estudo da transmissiio dos Tripanosomidas; alids, a rea-
lidade das formas infectantes do estomago, por nés demonslrada, poéde
servir de base a consideracdes téoricas muito inleressantes a este respeito.

Estas féormas poderiam ser interpreladas como um vestigio de mo6do
de transmissio inicial do Schizotrypanum, porquanto sio formas nio
evoluidas. infectantes, derivadas dirétamente das férmas sanguicolas inge-
ridas; a transmissiio primitiva seria mecanica, ou aciclica, e teria passado,
pela adaptacio progressiva do flagelado ao Invertebrado, 4 evolucio na
porcio posterior e ao metodo contaminativo de transmissiio. Nos Tri-
panosimidas em geral, a evolu¢io na por¢io anterior do tubo diges-
tivo denola pouca adaptaciio, ou antes, recente adaptacio ao Invertebrado,
traduzindo a evolugio ma porg¢io posterior uma adaptacio mais estricta,
existindo gradacdes entre um e outro tipo de evolugio no transmissor 1.
O S. cruzii seria um flagelado que, alualmente bem adaptado 4 trans-

10 Ver Adler, 1933.
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missio por conlaminacfio. apresentaria ainda no seu ciclo reminicencias
de sua evolugio e metodo de propagacio iniciais. Nio devemos avancar
tanto mo dominio das consideracdes téoricas; queremos apenas deixar
esbocadas levemente algumas idéas, que mostram' a mossa tendencia a ado-
tar a doutrina de Minchin sobre a origem dos tripanosomas, segundo a
qual o hospedador inicial seria o Vertebrado.




Cultura in vitro e na cavidade geral

Cultura

O 8. cruzi cultiva-se facilmente (Chagas). Sobre sua evolugio in
vitro, que € andloga 4 do inséto (Chagas), nio entraremos em detalhes.
Assinalaremos falos esparsos que lemos observado.

O aparecimento das férmas metaciclicas nem sempre ¢ facil de
ser verificado, parccendo-nos que de regra comiega a se dar cntre 017.°
e 9.0 dia. Segundo Galliard (1929} em certas condicdes dar-se-ia mesmo
antes (5 dias).

Observa-se nas culturas fito semelhante ao que assinalimos no bar-
beiro, a saber, permanecem mno {ubo tripanosomas sem sinais de evolu-
¢iio ou de degeneraciio alé varios dias, alé 8 pelo menos. Chamaram a aten-
¢io para este fato M. ¢ Mme. Delanoe (1912), que viram iripanosomas
inalterados até 4 e 5 dias depois de semeados. Esta circunstancia, com-
preende-se, dificultard sem duvida a préva de que os metaciclicos possam
se formar muito precocemente (5 dias).

Outro fito que lambem obsrevimos nas culturas, depois de o ter-
mos constatado no estomago do 7. megista, foi o de que dentre jos tri-
panosomas sanguicolas semeados muilo raros podem, ainda sob seu ass
péto morfolégico caracteristico, mostrar sindis de divisio, como dupli-
cidade de nucleo, de flagelo, ete., algumas horas depois de serem’ semeados.

Nio fizemos experiencias para verificar a infectividade das cultu-
ras. mas, pelos resultados de inoculag¢io de barbeiros e pelos fdlos and-
logos de evolugiio (ue se observam in vitro (permanencia de férmas de
blefaroplasto posterior durante alguns dias, duranie o tempo bastante
para que as férmas meiaciclicas comegem' a aparecer), quasi poder-se-ia
garantir que as inoculagdes siao positivas desde as primeiras horas até




muitos dias. Aqui tambem a infeclividade seria a principio devida as
formas sanguicolas ¢ depois aos metaciclicos.

A infectividade permanente das culturas, assim, nio podera de-
monstrar a infectividade de lodas as férmas evolutivas do S. cruzi.

A respeito da questdo da infectividade das fises evolutivas das
culturas as opindes sio divergentes. Segundo Torres(1922) todas as férmas
de evolucio seriam infectantes para o Verlebrado, baseado em que ino-
culacdes de culturas recentemente semeadas transmitem' a infeccio quando
inoculadas. Entretanto H. Halliard (1929) conltra esla demonstragio ja
argumentou que o aparecimento precoce dos metaciclicos constitue causa
de erro dificil de afastar: de outro lado, a circunstancia a que ja nos re-
ferimos, da persistencia de (ripanosomas inalterados no meio de cullura
(que Galliard alids acha pouco provavel) impede a inlerpretacio dos re-
sultados das inoculacdes, que com certeza serdo posilivos.

Segundo W. Noller (1920), mas culturas de lripanosomas, sO as
f6rmas melaciclicas sio infectantes. Além destas, a nosso ver, temos que
considerar férmas mais ou menos modificadas, derivadas dirétamente das
do sangue (leishmanias?), que no caso do S. cruzi existem no estomago
do hematéfago e que com muita probabilidade ocorrerdo lambem na
evoluciio in vitro.

A infectividade das culturas do S. cruzi ja foi verificada depois
de muito tempo, alravés numerosas passagens. Noller (1931) refere que
Noller e Haupt observaram a presenca de parasilos no sangue de camon-
dongos injectados com amostra de uma cultura que em 7 anos sofrera
79 passagens.

Na secio de Protozoologia do Instituto existe uma amostra de S.
cruzi (raca humana) atualmente com mais de 110 passagens em meio de
Noguchi, feitas em média cada 25 dias; a cultura original foi obtida em
1927. |

Com um tubo desta cultura (110a passagem, ullima repicagem em
24-1V-33) inoculei em' 13-V-33 tres camondongos brancos adullos, com 1
a 2 cc. de meio semi-solido cada um. 2 dos animais morreram pouco tempo
depois; o restante teve exames negalivos quasi didrios até g VI-33, lendo
nés visto 1 tripanosoma no seu sangue em 12-VI-33. Inutilmente procura-
mos tripanosomas, desde o dia seguinte, no sangue periférico deste camon-
dongo, até 18-VII-33. Morreu em 15-VIII-33, ainda negativo.

Ou a infeccio foi mujto ligeira ¢ fugaz (1 exame positivo) ou, o que €
pouco provavel, houve iréca de animais.

A inoculaciio desta mesma amosira em cobaia, depois de mais
2 ou 3 repicagens, foi megativa.

Inoculando culturas recentes e virulentas em camondongos brancos,
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niio pudemos verificar a invasio precéce e intensa da cavidade peritoneal
pelos parasilos, tal como foi descrita por H. Galliard (1929).

Pelo quadro abaixo vemos que nestas experiencias o apparecimento
de tripanosomas no sangue precedeu o do peritoneo, nos animais injetados
sob a péle.

Em alguns casos, depois de estabelecida a infeccdo sanguinea, ¢ mais
facil encontrar-se flagelados no liquido peritoneal que na circulagio, mas
deve-se considerar que ¢ muito maijor a diluiciio dos parasitos na lorrente
circulatoria que no exsudato peritoneal. Ao decair da infec¢io sanguinea
os tripanosomas podem ser achados mo peritoneo e serem inaparentes no
sangue.
Camondongos inoculados com cultura de S. cruzi, raca de tatq,
meio de Noguchi, 17 dias depois de semeada (sangue de ciio infectado).

Nos frottis foram encontrados poucos metaciclicos.

Inoculacoes feitas em 24-VIII-33:

QUADRO 9
—————— T  Resulmdos
No. do animal, ponto de inoculagdo, VIl =33 l 1X
quantidade inoculada
) 25[26(28(20[30[ 1 |4 |8 [11]16{19
Camondongo 1 S [— 4|4+ HH+
Pele do abdomem. 1z cc. |P|—|—|—|—|—[+|+ [T T
Pe|—|—|—|—|—|T|T
Camondongo 2 S{—|=|=|F+|F+|F+[HT + |+
Peritonio 1 cc. Pl—|— |4+ |+ |+ HH+ +14+
Pe|— |+ |+ |+ |+ |[+]|+]- “f=li=t
Camondongo 3 o [ B B B S e
Pele do dorso. 1,5 ce. Pl—|—|=|=|—|F|+|+|T T
Pel—|—|—=|—=|—|+]|+]"]"
Camondongo 4 S | — +- | 4 [+
Pele do dorso. 1 cc. Pl=|=|=|—=|—=|4H+++ T
Pe|— — =+ |+

S—sangue, P— peritonio, Pc — peritonio (corado).

No dia 26 os parasilos encontrados nos esfregacos corados do ca-
mondongo 2 eram férmas arredondadas, intracelulares. Todos os outros
sinais positivos indicam férmas de (ripanosoma extracelulares. As pri-
meiras formas a aparecer no sangue foram as férmas finas (jovens).

A infeccio foi rapidamente mortal nos camondongos inoculados
subcutaneamente; o infectado no peritonio ainda vive, ji com exame ne-
gativo do sangue (28-XI-33).
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__Por duas vezes tentamos isolar o S. eruzi dirétamente do tubo intes-
tinal do T. megista. pelo processo de sementeiras em placas com agar-
sangue (Noller), nio tendo conseguido.

_Semeando tubos de Noguchi com dejecdes hialinas de barbeiros con-
tendo grande quantidade de férmas melaciclicas, observamos a diminui-
ciio progressiva das mesmas, at¢ seu desaparecimento completo.

Na maioria das vezes ha contaminaciio do meio, a qual ndo permile
que a observacio se prolongue por muitos dias; ndo obstante consegue-se
acompanhar os tripanosomas até 3 e 1 dias depois de semeados, conser-
vando os mesmos sua mobilidade. Em um tubo vimos férmas melaciclicas
até o 3o dia, desaparecendo depois sem que tenha havido contaminacio; o
tubo permanecceu esteril e sem parasitos por longo tempo.

Para se fazer estas experiencias em boas condi¢des deve-se separar
o inséto em placa esterilisada, esperando-se que elimine 1 ou mais vezes
excrecoes limpidas para depois fazerem-se as sementeiras.

Embora nio tenhamos conseguido culturas com este material, é pro-
vavel que se possam obler quando haja crilidias em mistura com o8 mela-
ciclicos. 0 que acontece quasi sempre embora scjam elas em numero geral-
mente muito menor.

Parece que @ férma ‘metaciclica do S. cruzi nio ¢ cultivavel, apenas
sobrevivendo por alguns dias nos meios de cultura.

Evolucio na cavidade geral do 7. megista.

Sobre este assunto temos uma publicagio anterior (1932) em que
referimos as nossas primeiras experiencias que serdio agora novamente ex-
postas, seguidas de outras que ainda nio foram publicadas.

Com o fim de verificar o que se passava com o S. cruzi na cavidade
geral do inséto transmissor, quando ai artificialmente introduzido, inoculi-
mos exemplares adultos de 7. megista a principio com' [6rmas sanguicolas
¢ depois com férmas melaciclicas deste parasito provenientes de dejecoes
infectadas.

Nas primeiras experiencias servimo-nos de parasitos obtidos do san-
gue de um cdo bastante infectado, pouco anles da morte (190 dia, raga de
tata).

Para que o material a ser injetado contivesse muitos parasitos em
volume pequeno ¢ fosse 0 mais possivel livre de outros elementos, faziamos
a centrifugaciio do soéro, apés a coagulagio do sangue do cdo colhido por
punciio cardiaca. Pequena quantidade de liquido era entio injetada na he-
moocéle de triatomas adultos por meio de seringa graduada em centésimos
e munida de agulha fina.

Fazemos a inoculaciio pela face ventral do inséto, ao nivel de uma
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das ultimas arliculacdes dos ancis abdominais, a igual distancia da linha
mediana e do conexivo. A agulha deve ser manlida obliquamente de tras
para diante, ¢ penetrar pouco de maneira a ser evilada a lesio dos orghos
internos do Hemiptero, 0o qual deve estar com o estomago bem vasio.

A quanlidade de liquido injetada devera ser pequena, ndo tendo ex-
cedido a 0,15 c.c. nas nossas experiencias. As diversas operagdes de sangriy
do animal, enriquecimento dos lripanosomas e inoculagio deveriio ser fei-
tas nas melhores condicoes possiveis de asepsia: algumas vezes tem-nos
ocorrido o fito de morrerem insétos pouco tempo depois de inoculados
apresentando numerosas baclerias na hemolinfa, tendo desaparecido os
parasitos.,

Nos barbeiros sacrificados 24 horas depois da inje¢io o cxame a
fresco do liquido celomico mostra tripanosomas com' seu movimento habi-
lual, © mesmo se¢ observando depois de 48 horas. A esle lempo as modilica-
¢oes morfologicas dos parasitos nao vio além do alongamento transversal
do blefaroplaslo e de sua aproximacio do nucleo; encontram-se muitos tri-
panosomas nio modificados, ndo tendo sido observadas, enldo, leishmanias
nem formas intracelulares.

No 7¢ dia a hemolinfa apresenta flagelados com aspeclos diversos:
crilidias de diferentes dimensoes, corpusculos leishmaniformes ¢ parasilos
de blefaroplasto posterior (ainda proximo ao nucleo) e de nucleo alongado;
entre estas [6rmas ¢ as de critidia notam-se estadios intermediarios. Tanto
as leishmanias como as crilidias podem mostrar sinais de divisio.

Ao lado destas férmas livres, moveis ou imoveis, encontram-se na
linfa parasitos arredondados englobados por alguns dos seus elementos ce-
lulares; as leishmanias nio siio numerosas dentro de cada celula e pare-
cem nio se mulliplicar, apresentando-se com aspecto normal ou um pouco
alterado.

Em todas as nossas experiencias o liquido celomico foi colhido com
todo o cuidado para nio se ferir o tubo inlestinal: corlavam-se as pernas
do hemiptero junto i inser¢iio e procedia-se a delicada expressio de seu
abdomen, caso o liquido nio brolasse esponlaneamenie como em geral se
observa. Nunca enconirimos em mistura com a linfa assim colhida vesli-
gios de contetdo intestinal.

Em dois barbeiros sacrificados ao fim de 2 e 7 dias as glandulas sa-
livares, examinadas em cértes, estavam livres de parasilos.

Por esla experiencia foi visto que o S. cruzi é capaz de se desenvol-
ver quando introduzido na cavidade geral do barbeiro; esta parte de nossas
pesquizas a respeito ja havia sido publicada, devendo ser procurada essa
publicacio para melhor esclarecimento do que deserevemos por causa das
ilustragoes que a acompanham e (ue nio serdo aqui reproduzidas.
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Seguindo a mesma lécnica das experiencias precedentes e com o
mesmo fim, fizemos tambem inoculagdes na cavidade geral de dejecoes hia-
linas ricas em flagelados.

1)—Barbeiro adulto inoculado em 11-VII-32 (com liquido eliminado
por um dos insétos que sugou a cobaia 1). Foi alimentado na cobaia 3.
8 dias depois de inoculado, nao transmitindo a infecciio. Foi sacrificado em
22-VII-32 (11 dias): exames a fresco de linfa, vaso dorsal, ovarios,
glandulas salivares negativos, ndo tendo sido tambem encontrados para-
sitos em esfregacos corados (v. experiencias de transmissio).

2)—Exemplar adulto inoculado com dejecdes e sacrificado 6 dias
depois. Nos frottis de varios orgdos (ovarios, vaso dorsal, lecido adiposo)
encontram-se lripanosomas, critidias de férmas variadas e lipos de tran-
sicio. Predominam os lripanosomas metaciclicos, que sio de diversas di-
miensdes. Critidias em divisio, Aglomerados parasitarios em' que 0s me-
taciclicos sio mais numerosos que as critidias; num deles os parasitos
formavam uma rosdcea, dispondo-se com os flagelos voltados para a pe-
riferia. Encontramos férmas de divisio interessantes. parecendo mistas
de critidia ¢ metaciclico; este fito indicaria a possibilidade da transforma-
¢io em metaciclico duranle o processo de divisao de crilidias. Em uma
destas férmas o corpo era unico. provido de 1 flagelo, ¢ eém outra as duas
extremidades eram flageladas:

—Niio encontrdmos parasitos intrecelulares, leishmanias, nem for-
mas melaciclicas tipicas em divisio. Poder-se-4 supér que as critidias
existentes mo liquido inoculado tenham se multiplicado e se transformado
em metaciclicos; muitas desltas férmas inicialmente inoculadas teriam.
permanecido vivas. Possivelmente os ovarios sio orgiaos de predilecio dos
parasilos inoculadas na cavidade geral, pelo maior quantadidde de flagela-
dos que apresentam.

3)—Triatoma inoculado, sacrificado no 11.© dia: nos jrotfis de ova-
rios. hemolinfa ¢ tecido adiposo ndo foram achados parasitos.

4)—Foram inoculados 3 adultos em 12-XII-32. Um, sacrificado 48
horas depois, niio linha tripanosomas na hemolinfa nem no vaso dorsal,
a0 exame a fresco, nio tendo sido tambem achados nas laminas coradas
(tecido adiposo, vaso dorsal, linfa, ovarios, glandulas salivares). Os dois
restantes sugaram a cobaia n.° 1 em 17-XII-32 juntamente com oultros
barbeiros, com resultado negalivo (v. experiencias de lransmissio); umj
deles, sacrificado nesse dia, niio linha flagelados na linfa nem nos orgaos.
O outro perdeu-se.

5)—Em 29-XII1-32 foram inoculados 2 T'. megista, um' logo depois
de se alimentar, oulro com o estomago vasio: O primeiro, sacrificado 24



Pesquizas in natura

Schizolrypanum de morcegos

Fizemos qualro viagens a Lassance, duas em 19311 e duas em
1933, demorando-nos de cada vez cerca de 1 més. Daremos apenas o re-
latorio da nossa lerceira estadia, de 21 de Marco a 12 Abril deste ano,
seguido de algumas observagoes.

O relatério que apresentimos ao Dr. Chagas em 18 de Abril de
1933 foi o seguinte:

Pesquiza de tripanosoma no sangue do homem ¢ dos animais:

Exames a fresco:

Criancas: 62

Animais: 83

Total : 145

Idade das criancas: Animais examinados:

0-2 anos 29 examinadas Morcegos 25
35 15 ; Cais 19
6-10 ., 15 " Gatos 27
5 10 3 B Tatiis 8
Total 62 Coelhos 3
Prea 1
Total 83

11 Em companhia do Dr, Carlos Chagas Filho.
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Exames posilivos:

Morcegos
Tatis
Cais
Criancas
Gatos
Coelhos
Prei
Total
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Inoculacdes: Com sangue de animais infectados foram inoculadas
11 cobaias. 1 cio e 1 sagui. Foram isoladas racas novas do S. cruzi do
tatu e do cio.

Prosségue a identificacio de um lripanosoma encontrado no san-
gue de morcégos (cruzi?).

Excursoes: Localidades percorridas—Santa Rita, Capio. Barreiro,
Télhas, Santa Maria, Capio d’Anta. Engenho Velho, Jabolicaba, Gentio
(siluadas nas circunvizinhangas de Lassance).

Numero de cafias visitadas: 63, num percurso total de cerca de
30 léguas.

Foram caplurados numerosos barbeiros no interior de habitacoes
infestadas, na grande maioria T. megista na fiase ninfal > adulta (mais
de mil), T. sordida e 1 exemplar femea de T. geniculata (que penetrara
4 noite, atraido pela luz).

Colhemos ¢ eXamindmos Nnumerosos percevejos (Cimex lectuarins)
de algumas caftias, com resultado negativo.

Ambulatorio: Foram fichados 130 doentes.

A época em que foi realizada esta nossa excursio ndo foi favo-
ravel ao encontro de casos agudos da doenca de Chagas. Como se Ve
por este relatério, nio achdmos tripanosomas no sangue pelo exame a
fresco de 60 criancas, quasi todos residentes em cafias infectadas, suspeitas
ou nio da enfermidade. Segundo Chagas os casos agudos comlegam a apare-
cer em Selembro, sendo mais abundantes nos meéses quentes e depois dimi-
nuindo até ficarem muito escassos ou inexistentes.

Em geral examinavamos sémente 1 preparado, em condicdes nada
propicias para um exame muito demorado. Encontrimos numerosos adul-
tos e criancas com sindis lipicos de varias f6rmas clinicas da enfermidade
de Chagas, principalmente da forma cardiaca.
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Da ultima vez que 14 estivemos trouxemos alguns doentes que
foram internados no Hospital Oswaldo Cruz no servico do Dr. Villéla.
Entre as inoculacdes de sangue de 6 doentes em cobaia, foram positivas
3, dos quais todos linham reaciio de Machado fortemente positiva. Sio
doentes de férma cardiaca do mal de Chagas (cujos nomes sio Venancia,
Edeltrudes e Augusto). Esla percentagem de resullados positivos de ino-
culacdes ¢ a maior que tem se observado, em doentes cronicos daquela
regido.

—Das primeiras vezes que fomos a Lassance foram achados tam-
bem com infeccio natural, além de talis e cilis, galos. Todos estes ani-
mais ji tinham sido encontrados na mesma regiio com infec¢io natural
pelo S. cruzi, por Chagas e seus colaboradores.

A infeccdio natural do cido foi observada ha longo tempo por Cha-
gas, referindo-se a ela Villela em 1924, Este fito do parasilismo natural
do cdo foi tambem verificado na Argentina (S. Mazza, 1926) e no Pa-
nami (Clark e Dunn, 1932).

Os cais infeclados que achiamos em Lassance na nossa penultima
viagem eram wm adulto ¢ outro ainda pouco crecido. Este (cafta do
Argemiro, Capio) morreu em poucos dias com numerosos iripanosomas
na circulacio; o outro morreu 3 méses depois de cacontrado, lendo tido
exame de sangue negalivo pouco tempo depois de (razido para o Rio.

—Inoculdmos em cobdia 5 ninfas cheias de Rhipicephalus san-
guineus colhidas sobre o cio da caftia do Argemiro, com resultado
negativo (ver Neiva, 1913).

Em cerca de 10 exemplares de mocés (Cherodon rupesiris) que
cacdmos na Serra do Cabral (onde Brumpl e Gomes descobriram o Tria-
toma chagasi com infec¢iio, atribuindo ao redor o papel de reservalério
do virus na matureza), niio encontrimos tripanosomas pelo exame a fresco.

Torres (1915} tambem nio observou flagelados no sangue nem' for-
mas de multiplicacio do S. cruzi nos tecidos deste Vertebrado.

Entre os inimigos naturais do 7. megista, além do Telenomus jariai
microlepidoptero que parasita os 6vos dos triatomas (Costa Lima), pode-se
contar uma pequena aranha, que é frequente nas habitacdes infestadas por
barbeiros, Encontramos exemplares desta aranha devorando larvas e nin-
fas de barbeiros.

— F4to que sempre chama a atencdio de quem percorre as regides
mineiras assoladas pela tripanosomiase ¢ a quantidade extraordindria de
triatomas que infesta as habitacdes humanas, os quais em muilo alta
percentagem estio infectados pelo S. cruzi (Chagas, Torres, etc.). As vizi-
nhancas e os préprios leitos dos individuos servem de abrigo aos hemipte-
ros. apresentando-se as cobertas e lravesseiros quasi sempre salpicadas



-

por quantidade impressionanle de dejecdes ‘dos barbeiros. Esta circuis-
lancia ¢ de grande imporlancia para a compreensio do mecanismo da
frapsmissdo por contaminacio da doenca de Chagas. Observiamos lam-
bem nas cobertas ¢ nas roupas dos individuos manchas de sangue produ-
zidas pelo esmagamento do inséto depois de cheio, assim como fomos
informados da frequencia desta ocorrencia.

Fito importante para a fransmissio ¢ (ue complica a profilaxia
da molestia de Chagas ¢ o da eliminacio pelo miesmo inséto de varias
dejecdes, (que pédem ser sempre muilo ricas de térmas infectantes; exisle
assim a possibilidade da infec¢io de diversos individuos pelo mesmo he-
miptero, por contaminacio pelas excrecdes através a péle ou as mucosas.

—(Como vimos, segundo Torres, a principal fonte de infeccgio dos
Hemipteros na natureza ¢ conslituida pelos Vertebrados. Tanto os animais
com infeccio sanguinea aparente, como aqueles que j4 nfo apresenlam
parasitos no sangue pédem ser considerados como capazes de infectar
o Invertebrado que sobre ecles se alimenta; pelo menos teéricamente,
péde-se admitir a possibilidade da infeccio dos barbeiros pelas férmas
de multiplica¢do do S. cruzi existenles no tecido sub-cutaneo, analogamente
ao (que parece aconltecer nas leishmanidses 12,

Schizotrypanum de morcégos

A existencia de tripanosomas parasitos do sangue de morcégos
do Brasil foi assinalada ha muito tempo.

Recentemente A. Carini (1931) encontrou em esfregacos de san-
gue de morcégos (Phyllostomus haslafus) enviados de Minas Gerais e
de Goiaz um tripanosoma que, baseado em dados morfologicos, julgou
provavelmente identico ao Trypanosoma vespertilionis (Battaglia) ou ao
Trypanosoma phyllostomae (Cartaya), encontrado este no sangue de Phyl-
lostoma perspicillalum.

Quando estivemos em Lassance em Abril deste ano enconiramos
no sangue de morcégos que hoje sabemos ser da mesma especie que
os de Carini (Phyllostomus hastalus Pallas), um flagelado de que demos
noticia em recente publicacio, (1933), demonstrando tratar-se de um
Schizotrypanum. Recordaremos o que dissembs mnesta publicaclio e acre-
centaremos a seguir os novos dados que conseguimos sobre o assunto de-
pois de outra viagem a Lassance.

Os primeiros morcégos que examinimos foram apanhados no forro
da casa que habitdvamos, em numero de 22, tendo sido achados 5 com

12 Vér Wenyon, 1932,

|
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infecciio pelo flagelado (22,7 90 ). Estes Cheiropteros foram classificadog
no Museu Paulista® como Phyllostomus hastatus Pallas.

Fm um unico exemplar os parasitos eram numerosos no sangue,
sendo mos outros muito ligeira a infeccio sanguinea.

O tripanosoma sanguicola ¢ morfolégicamente muito semelhante ao
S. cruzi, como ja o assinaldram alguns aulores no caso de hemoflagelados
de Cheir6pleros de outros paizes. Méde cerca de 20 micra de comprimento,
posstie blefaroplasto grande junto 4 extremidade posterior, nucleo oval,
mediano ou mais préximo ao extremo anterior. Nio vimos parasitos em
divisio no sangue periférico. Ao exame a fresco algumas férmas tém
wmovimentos mais rapidos que outras; nio observimos as grandes for-
mas assinaladas por Sergent (1905) e Nicolle e Comte (1908) no sanguc
de morcégos de oulras regides infectados pelo T. vesperlilionis.

Fizemos o exame histolégico de orgios (coragdo, baco, figado, pul-
mio, rim, inteslino, cerebro, musculo estriado) de 3 P. haslalus in-
fectados; em 2 deles, que tinham raros ripanosomas no sangue, nio en-
contrdamos formas de multiplicacio mos tecidos. Num exemplar muito
infectado (n.° 3) encontrdmos no pulmio e no intestino delgado duas
celulas com numerosos parasitos sob 4 forma de leishmanias mais ou
menos alongadas (Estampa 12)

As celulas sio relativamente grandes, de nucleo esférico central,
unico, e membrana celular nitida, pouco espessa. No pulmio (fig. 20)
a celula esta localisada no proprio parenquima do orgio ¢ no intestina
(fig. 21) em plena camada 'muscular, nio havendo sindis de reacio
inflamatoria. :

Estas celulas médem 43x 27 w#— (pulmio) e 7250 p (intestino)e
segundo Torres, que examinou nossos preparados, sio semelhantes aos
gigantocitos quisticos por ele e Penna de Azevedo (1939) descrito nos
lattis infectados pelo S. cruzi. Comparem-se as tiguras 20, 21, e 6 deste
trabalho.

Inoculacoes: Com sangue de morcego pouco infectado fizemos ino-
culacdes em 2 cobaias: uma morreu no dia seguinte e outra 15 dias depois,
sem lripansomas mo sangue.

9 cobaias foram inoculadas em 10-IV-33 com sangue de mor-
cégo bastante infectado (n.° 3):

Cobaia 1—examinada quasi diariamente até o dia da morte, em
93-VI-33, sem ter tido infeccio sanguinea aparente ¢ com exame histolégico
de coraciio, baco e rim negativo. A reaciio de Machado foi negativa em 9
26-V-33, e em 2-VI-33.

13 Por intermédio do Dr. Lauro Travassos, a quem agradecemos.
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Cobaia 2—0s exames a fresco do sangue, repelidamente feilos du-
vante 30 dias, foram tambem negativos; inoculada em 9-V-33 com S. cruzi
(amostra recentemente isolada de ciio), adquiriu a infeccio em prazo nor-
mal. Neste mesmo dia, antes de ser inoculada, fizemos passagem de 3 a 4
c.c. de seu sangue para cobaia ndéva, (ue morreu enl 30-V-33 sem! ter tido
{ripanosomas no sangue periférico e sem férmas parasitarias do coragio.
A cobaia 2 teve reacio de Machado (feita, como na precedenle, pelo Dr.
Villela) foi negativa em 9-V-33, antes de ser inoculada com S. eruzi, e po-
sitiva em 26-V e 2-VI-33 (Villela); morreu em 30-VI-33, infectada, com
leishmanias no coracio.

Voltando névamente a Lassance, em Julho deste ano, examinamos o
sangue de numerosos morcegos, dos quais apenas 3 ou 4 eram P. hastalus.
Sé enconlrdmos um pequeno morcego infectado: Miotis nigricans (Wied).
Os outres, examinados desta vez. pertenciam ds seguintes especies, segundo
classificacio que devemos ao Museu Paulista:

Lonchoglossa ecaudata Wied.
Diphylla ecaudata Spix.
Histiotus velalus Geoffr.
Nyctinomus macrolis Gray.
Desmodus rufus Wied.
Phyllostoma hastatus Pallas.
Mofossus sp.

Examindmos 15 morcégos em Belo Horizonte t* tambem com resul-
tado negativo; um unico exemplar foi encontrado nesta cidade e que nio
linha sido achado em Lassance: Nyclinomus macrolis.

O exemplar de Miolis nigricans achado infectado em Lassance (n° 4)
tinha infeccio sanguinea bastante intensa. Scu sangue foi inoculado em 1
rato branco e 1 camondongo branco, adultos, em 6-VII-33. O rato foi exa-
minado até Novembro, sempre negalivo.

O camondongo leve exames lambem negativos até 9-VIII-33, quando
foi inoculado com S. cruzi (sangue de cdo, raca de cio, 4a passagem),
morrendo infectado em 13-VIII-33. Antes da inoculacio do S. cruzi fi-
zemos passagem do sangue deste camondongo para outro, que até agora
(XI-933) nio leve tripanosomas no sangue.

As tentativas de transmissio de tripanosomas de morcegos a animais
de laboratorio tem sido negativas 4 excecio das de Battaglia (1914) que
conseguiu infectar cobaias e coelhos, nio havendo experiencias confirma-
tivas das desle aulor. Os irmios Sergent ( 1905) inocularam sangue de mor-

14 Gragas ao obséquio do Dr. Octavio Magalhies.
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cegos infectados (Vespertilio kuhli, Myotis murinus Schreber) em camon-
dongos brancos, ratos brancos e coelhos. nfio conseguindo a infeccdo.

Nos tecidos do Miotis nigricans infectado nio encontrimos foérmas
de multiplica¢iio do flagelado (coracdio, pulmio, intestino, baco).

Clark ¢ Dunn (1932) inocularam sangue de animais infectados pelo
S. cruzi em morcegos, encontrando raros parasitos no sangue dos Cheirop-
teros inoculados.

Em 11 morcegos caplurados em Belo Horizonte, com exames de san-
gue negativos, inoculdmos sangue de cio infectado pelo S. cruzi (raga de
tatd), em 20-VII-33. 6 dias depois s6 restavam 2 vivos, que foram sacri-
ficados: 1 Histiotus velatus, sem parasitos na circulacio nem no ponto de
inoculacdo, e 1 Nyctinomus macrotis, em cujo sangue encontravam-se {ri-
panosomas com facilidade e¢ tinha férmas de leishmania no tecido sub-
cutaneo do ponto de inoculagdo.

Ao partirmos de Lassance, em 13-VII-33. semeamos em 2 tubos de
Neguchi e 1 de agar-sanguc, gotas de sangue de um P. hastatus que
linha sido examinado a fresco com resultado negativo.

Examinados alguns dias mais {arde. estes tubos estavam estéreis.

Em 26-X-33 um tubo Noguchi continha numerosas formas de evolu-
cio (critidias e tripanosomas) de um flagelado; os outros tubos estavaml
contaminados.

Infelizmente niio poderemos dar no presente trabalho os caractéres
culturais deste Schizotrypanum, o que faremos posteriormente, compara nao-0s
o quanto possivel com os dados de Chatton e Courrier (1921} sobre o Schi-
zotrypanum pipistrelli isolado do Vesperugo pipistrellus, e 0s de Nicolle
e Comte (1908) sobre o T. pespertilionis. obtido do Vespertilio kuhli; se-
gundo Chatton e Courrier ha diferencas na evolugio cultural destes hemo-
flagelados de Cheiropteros. O que podemos dizer por emquanto ¢ que entre
as culturas de S. cruzi e as do Schizotrypanum por noés isolado do sangue
do P. hastatus em Lassance, ha certas diferencas.

Cultura deste Schizolrypanum €m meio de Noguchi, com 106 dias,
foi misturada com sangue desfibrinado de camondongo e pdsta num pe-
queno tubo, e ingerida através péle tresca de camondongo por larvas de /i
megista virgens, em 4-XI-33. 4 destas larvas, que se encheram bastante,
foram sacrificadas e examinadas 10 dias depois, nio tendo sido encontrados
flagelados no contetdo intestinal.

Esta experiencia parece indicar que O Schizotrypanum do morcego
niio evoltie no transmissor do S. cruzi. Este resultado, confirmado, serd de
grande valor para a distingdio definitiva entre estes flagelados.—As culturas
que possuimos tambem nio sio infectantes para camondongos brancos: 4
destes animais inoculados em 9-XI-33 ainda nio tiveram parasitos no san-
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gue (até 99.X1-33). Inoculagdes de culturas de T. vespertilionis foram lam-
bem feitas por E. Pringault ( 1914) em camondongos, cobaias e coelho jo-
ven. com resultados megativos.

Os tripanosomas de Cheiropleros, sfio ainda muito mal estudados, 0
que ndo nos permile a identificaciio do Schizotrypanum dos morcegos de
Lassance com as especies ja descritas. :

Nossas experiencias tornam muito provavel a hipotese de tratar-se
de um parasito nao patogenico, possivelmente do T. vesperlilionis Batla-
glia 1904, o primeiro tripanosoma descrito em Cheiropteros.

Chatton e Courrier (1921) denominaram Schizotrypanunt pipistrelli
um hemoflagelado de morcego, de que descreveram f6rmas de multiplica-
« intratissulares » : grandes quistos cercados por delgada membrana, Con-
tendo mumerosos parasitos critidiomérficos e algumas vezes. restos nuclea-
res (que fazem supor uma localisaciio inicialmente intracelular). Estes
(uistos desenvolyem-se 1o tecido conjuntivo de varios 6rgios como csto-
mago e intestino (mucodsa e submucésa) vesicula bilidr, rim, hexiga, baco,
ovirio, utero, epididimo, attingindo 4s vezes 900 de diametro. Os referidos
autores niio encontraram quistos no pulmio nem na tunica muscular do
intestino.

Considera-se hoje o 3. pipistrelli identico ao T. vesperlilionis, que
ficara assim conhecido como S. vespertilionis.

G. Franchini (1921) encontrou no figado ¢ principalmente no pul-
mio de Vesperugo pipistrellus infectados parasitos leishmaniformes e for-
mas jOvens (tripanosomas ), nunca tendo visto férmas de critidia. Os exames
de jrotiis de bago, testiculo, bem como Nos de conteido ¢ paréde de eslo-
mago ¢ intestino, nao revelaram a prensenca de parasitos. As celulas para-
sitadas que encontrimos no pulmio e no iniestino de P. hastalus sio bem
diferentes dos quistos descritos por Chatton ¢ Courrier, como se pode ver
comparando-s¢ as Nossas figuras com as destes autores.

Recentemente, Clark ¢ Dunn (1932) observaram a infeccio de va-
rias especies de mOrcegos do Panam# por um iripanosoma, conseguindo
transmitir a infeccio a rato branco por inoculacio de sangue de 3 Artibeus
jamaicensis jamaicensis (exame 2 fresco do sangue negativo). O parasito
foi depois inoculado a oulros animais, concluindo aqueles pesquizadores ser
o mesmo o S. cruzi, que naquéla regiio ¢ bastante espalhado.

Clark e Dunn nio referem 2 existencia de férmas parasitarias nos
tecidos dos morcegos nem dos animais infectados com sangue destes.

Para concluir, acredilamo-nos com elementos suficientes para asse-
gurar que 0 hemoflagelado que isolamos de morcégos de Lassance nio éo
S cruzi. Podera ser o Schizotrypanum vespertilionis ou um novo Sehizo-
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[-ypanum, distinguivel do S. cruzi principalmente pela sua ndo-infectivi-
dade para os animais de laboratorio.

Sendo os Cheiropteros sensiveis 4 infeccdio pelo S. cruzi, poder-se-4
dar o caso destes mamiferos se apresentarem naturalmente infectados por
este parasilo nas zonas onde éle existe, como parecem ter verificado Clark
e Dunn no Panamé. Neslas zonas dever-se-a4 sempre proceder & inoculaco
em Vertebrados sensiveis ao S. cruzi, para se distinguir deste parasito o
flagelado proéprio dos morcegos.

Terminaremos como no nosso trabalho anterior: a possivel coexis-
tencia dos dois parasitos tdo préximos, Schizotrypanum cruzi Chagas, 1909
e Schizotrypanum vespertilionis (Battaglia 1904), como parece acontecer
em Lassance e provavelmente em outras regides, mostra a importancia e a
necissidade de estudos mais aprofundados sobre a biologia dos iripanoso-
mas dos morcegos.
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EXPLICACAO DAS ESTAMPAS 1—12
ESTAMPA 1

Fig. 1—S. cruzi no sangue periférico de cobaia esplenectomisada, em divi-
siio incompleta. 2 nucleos, 2 flagelos, blefaroplasto volumoso si-
tuado a igual distancia da extremidade posterior e do nucleo. Al-
cool absoluto, Giemsa.

Fig. 2—Ponto de inoculacio de cio injectado com S. cruzi, raca humana,
5 dias depois da inoculacio. Tecido subcutaneo com numerosos
histiocitos parasitados. Zenker, H. E. (C. R. Soc. Biol,, CX, 1932),

ESTAMPA 2

Figs. 3-4—-Ganglio linfatico superficial de cdo, proximo ao ponto de ino-
culacdo. Numerdsos elementos parasitados, celulas gigantes. S.
cruzi, raca humana, 12¢ dia de infeccdo. Zenker, H. E. (Fig. 4—
C. R. Soc. Biol., CX, 1932).

ESTAMPA 3

Fig. 5—Celulas do tecido sub-culaneo de cio inoculado sob a péle em va-
rios pontos com S. cruzi e dias depois injetado nos mesmos lo-
gares com col6ides. A. célula com parasitos e tinta da China. B,
celula contendo leishmanias (1) e colargol (11). (C. R. S. B.
idem).

Fig. 6—Gigantocito quistico do coracio do tati com infeccio natural. Zen-
ker, H. E. 1100 vezes,

ESTAMPA 4

Fig. 7—Tubo digestivo de T. megisfa adulto, femea. O intestino anterior cor-
responde A& tromba e 4 por¢io esbranquicada que se segue 4 ca-
beca. O intestino médic mostra nitidamenle suas duas porcoes, a
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anlerior, sacular, chcia de sangue em digestio, e a posterior, alon-
gada, tubular. confinando com a empola retal que ¢ arredondada
¢ de cor branca. A nolar o grande desenvolvimento do intestino
médio e a baixa insercio dos tubos de Malpighi. Material fresco,
aumento pouco mais de 1 vez.

Fig. 8—Exemplares adulles de T. meyista aberlos pela face dorsal (5° lempo
de dissecciio), para moslrar a disposicao natural dos orgaos inter-
nos na cavidade abdominal. A lamina quitinosa dorsal foi desla-
cada, dobrada para tris e fixada por um alfincte 4 parafina. Ma-
terial fresco. Aumento cerca de 2 vezces.

ESTAMPA 5

Fig. 9—Inteslino posterior de larva de T. megista sacrificada poucos minu-
tos depois de se alimentar. Empola retal fortemente distendida
pelas dejecoes limpidas. Material fresco, entre lamina e laminula.
No interior vé-se acumulada cerla quantidade de cristais de ura-
tos, junto ao ullimo anel abdominal. Fotografia tirada com a la-
mina mantida em' posicio vertical. 7 vezes.

Fig. 10—Corle de duodeno de T. megista com infeccio antiga. Critidias nu-
merosas. Zenker, Giemsa.

ESTAMPA 6

Fig. 11—Corte Jongitudinal (uasi mediano de intestino posterior de T. me-
gista adulto. Carnoy, Giemsa.

1)—porgio terminal dos lubos de Malpighi.

2)—epitélio do intestino médio junto ao piléro.
3)—formacio epitélial derivada das empolas tepminais.
4)—epitélio estriado retal.

5)—camada de parasilos aderenles ao epitélio retal.
6)—porgio quilinosa do réto com mumerosos parasitos.
7)—tubo de Malpighi.

Fig. 12—Coérle da mesma regiio do meesmo inséto.

1)—empolas terminais com alguns parasitos.
2)—epitélio rétal estriado

3)—camada parasilaria.

4)—zona quitinésa com parasilos.

5)—tubos de Malpighi.

6)—intestino médio.
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ESTAMPA 7

Fig. 13—Epitélio rétal do mesmo inséto, recoberto por densa camada de
parasitos (haptomonas). Véem-se tambem parasitos na empodla
terminal e mo inicio, da zona quitinosa do réto, onde o epitélio
parece destacado. 310 vezes.

Fig. 14--Parede rétal (A) e lubo de Malpighi (B) parasitados (haptomo-
nas). A fig. A ¢ semi-esquematica.

ESTAMPA 8

Fig. 15—Cérte longiludinal de tubo digestivo de 7. megista adullo.

A—Intestino médio.
B—Regiao pilérica, embocadura dos tubos de Malpighi (atrium).
C—Empola rétal regularmente dislendida por dejecdes:

1—epitélio do mesénteron,

2—camada muscular.

3—diverticulo junto ao orificio pilérico.

4—epitélio das empolas lerminais dos vasos excretores.
5—epitélio rétal.

6—haptomonas.

7—paréde quitindsa do rélo (lesada em cerlos pontos aciden-
talmente.

8—prolongamento do epilélio das empodlas lenminais.
9—camada muscular rétal.
10—tubo de Malpighi.

ESTAMPA 9

Fig. 16—Tubos de Malpighi de 7'. megista adullo, com numirosas critidias.
(Mem. Inst. Osw. Cruz, XXIV, 1930).

ESTAMPA 10

Fig. 17—Primeiras dejecoes limpidas de T'. megista, contendo tracos de
féses. Formas melaciclicas numerosissimas. 225 vezes. Ale. ab-
soluto, acido 6ésmico; Giemsa. (C. R. Soc. Biol.,, XC1, 1932).

Fig. 18—Tripanosomas metaciclicos das dejecoes hialinas. 1.200 vezes.
Mesma técnica. (idem).

ESTAMPA 11

Fig. 19—Foérmas evolutivas do S. cruzi no tubo digestivo do 7. megista.
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1- 2 estomago, 24 horas (adulto)

3- 8 & 4 dias (larva)

9-10 - 21 dias i

11-16 2 36 dias (ninfa)

17-21 duodeno 48 horas (larva)

22-27 5 dias (larva)

28-29 % 5 dias (adulto)

30-34 - 36 dias (ninfa)

35-48 réto— (infeccdes antigas, ninfas e adultos) .

Fixacio pelo acido Osmicc ¢ alcool absoluto. Giemsa.
ESTAMPA 12

Células parasitadas de Phyllostomus hastatus Zenker, H. E.

Fig. 20—Célula do pulmio. 950 vezes.
Fig. 21—Céluia do intestino delgado. 110 vezes. (Mem. 1. 0. C,, XXVII,

1933).

(x)—Todas as figuras siio originais. Algumas, conforme a indicacdo que
as acompanha. ja foram anleriormente publicadas.
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