Contribuicao ao Estudo da Infeccao de
Morcegos por Hemoflagelados do Género
Trypanosoma Gruby, 184

Marta E. Fabidn**

O presente estudo foi realizado no perfodo de julho
de 1983 a dezembro de 1984, nos municipios cearenses
de Russas, Palhano, Limoeiro do Norte, Morada
Nova, Canindé, Quixadd e Pereiro, os quais
correspondem a parte da drea endémica da
tripanossomfase americana.

Do total de 15 espécies de morcegos coletadas, apenas
Artibeus planirostris, Phyllostomus hastatus e
Phyllostomus discolor foram encontradas infectadas
por tripanossomos.

Os tripanossomos isolados de A. planirostris e de
alguns exemplares de P. hastatus assemelham-se, por
sua forma, dimensbes e comportamento, a
Trypanosoma cruzi. No caso das amostras isoladas
de P. discolor e de alguns exemplares de P. hastatus,
a forma e dimensées dos tripanossomos e o fato de
ndo infectarem camundongos permitem identificd-los
como Trypanosoma cruzi var. marinkellei.
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INTRODUCAO

O estudo de tripanossomos que infectam tanto
animais silvestres como domésticos vem sendo realiza-
do por diversos pesquisadores, os quais tém detectado
hemoflagelados com as mesmas caracteristicas, ou com
caracteristicas muito semelhantes ds do agente etiol6-
gico da doenga de Chagas.

Entre os animais silvestres encontrados natural-
mente infectados por tripanossomos, 0s morcegos me-
recem atencdo especial, j4 que muitas espécies utilizam
como abrigo 4reas domiciliares, representando um po-
tencial tréfico para a manutengdo de populagdes de
triatomineos. Deve-se levar em conta, também, que
as coldénias de morcegos, eventualmente, trocam de
abrigo, constituindo-se, assim, em possiveis elementos
de dispersdo da tripanossomiase.

O primeiro registro de quirpteros infectados na
América foi assinalado por Cartaya (1910), em traba-
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lho realizado em Cuba. Entre os autores que estudaram
a infeccdo em qulrépteros no Brasil, podem-se citar:
Dias (1936, 1940), Dias & Romafia 5)939) Dias et
al. (1942), Deane (1961, 1964 a, b, 1967), Deane
& Sugay (1963), Deane et al. (1963), Barretto (1963,
1964), Barretto et al, (1968, 1974), Funayama & Bar-
retto (1970 a, b, 1973), Funayama (1971), Barbosa
et al. (1973), Alencar et al. (1976), Torres et al.
(1983), Fabidn & Alencar (1984) e Schlemper Jr. et
al. (1985),

Apesar dos estudos realizados até o momento,
ndo se dispde, ainda, de um quadro claro e completo
dessas infecgOes e de seu significado (Barretto, 1965,
1979; Brener, 1985), Assim, o presente trabalho visa
a se constituir em mais um subsidio sobre o tema,
através da caracterizacdo das amostras de tripanos-
somos isoladas de trés espécies de morcegos (Artibeus
planirostris, Phyllostomus hastatus e Phyllostomus dis-
color}, quanto a sua morfologia, comportamento, pato-
genicidade e cultivabilidade.

MATERIAL E METODOS

O trabalho desenvolveu-se no perfodo de ju-
1ho/1983 a dezembro/1984, em sete municipios do
Estado do Ceard (as coordenadas geogrificas corres~
pondem & sede dos municipios): Palhano (4° 44°S,
37° 57°W), Russas (4° 56 24”S, 37° 58’ 14”W),
Morada Nova (3° 6 28”’S, 38° 22’ 47”’W), Limoeiro
do Norte (5° 8’ 44”S, 38° 5’ 32”W), Canindé (4°
217 34°S, 39° 18’ 57°W), Quixadd (4° 58°’S, 39° 1’
97 W), Pereiro (6° 2’ 46”°S, 38° 27’ 48" W),

Os quirépteros foram coletados manualmente em
telhados e ocos de drvores e, com o auxilio de redes
de espera, préximo aos abrigos e nas possiveis rotas
de voo, detectadas pelo tipo de vegetagdo da 4rea
ou por observagOes prévias.

Para a realizagdo do xenodiagnéstico, foram utili-
zadas, para cada exemplar de morcego, 10 ninfas de
3% e 42 estddios de Rhodnius prolixus. O material
positivo para tripanossomos, resultante dos xenodiag-
nésticos, foi inoculado (0,2 ml) em camundongos
Swiss-55, com peso entre 14g e 16g, por via intraperi-
toneal. Foram utilizados, em média, quatro camundon-
gos para cada amostra. Examinaram-se 34 amostras,
cada uma delas tendo sofrido pelo menos cinco repi-
ques. A parasitemia foi acompanhada através de conta-
gens dos tripanossomos sanglifneos, efetuadas em in-
tervalos de trés dias, conforme método descrito por
Andrade (1974).

Grande parte das amostras também foi mantida
in vitro., Para tal, utilizou-se o meio de cultura NNN
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descrito por Chaves (1981). As amostras isoladas em
tubos de cultura foram mantidas a temperatura ambien=
te. Examinadas a partir do 2¢ dia, as culturas positivas
foram inoculadas em camundongos com a mesma espe-
cificagdo dos citados acima (10° parasitos/mm?3 ). A
manutencio das amostras ir vitro efetuou-se através
de repiques quinzenais.

Foram efetuados esfregagos de sangue dos morce-
gos, fixados em 4lcool metilico durante trés minutos
e, posteriormente, corados pelo método de May-Griin-
wald e Giemsa, para identificagdo das formas sangiif-
neas de tripanossomos. Na micrometria, tomarame-se
as seguintes medidas:

PN = distdncia da extremidade posterior até o meio
do nicleo.

NA = distdncia da extremidade anterior até o meio
do niicleo.

PC = distdncia da extremidade posterior até o cine-
toplasto,

Comprimento do flagelo livre.

Largura méxima do corpo, ao nfvel do nicleo.

Didmetro do cinetoplasto.

As formas amastigotas foram observadas através
de cortes histolgicos semi-seriados de coragdo e intes-
tino, corados com hematoxilina-eosina. A espessura
dos cortes foi de 6 micra.

RESULTADOS

Coletaram-se 15 espécies de morcegos das quais
apenas quatro se apresentaram naturalmente infectadas
por tripanossomos; Artibeus planirostris (Spix, 1823),
Phyllostomus hastatus (Pallas, 1767), Phyllostomus
discolor (Wagner, 1943) e Sturnira lilium (Geoffroy,
1810). Na Tabela I é apresentado o niimero de exem=
plares coletados em cada municipio estudado, assim
como o nimero de morcegos naturalmente infectados.

Neste trabalho serdo analisadas as amostras de
tripanossomos isoladas de Artibeus planirostris, Phy-
llostomus hastatus e P. discolor. Sturnira lilium serd
desprezada deste estudo, por ndo ter sido possivel
isolar a amostra de tripanossomos do dnico exemplar
naturalmente infectado.

Infeccao Natural de Artibeus planirostris

A infecgdo natural da A. planirostris por Trypano-
soma cruzi foi constatada em 38% dos animais exami-
nados (Tabela I).

Das amostras isoladas através de xenodiagnlsti-
co, 23 foram mantidas em camundongos albinos, O
periodo prepatente mostrou-se muito varidvel, oscilan=
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do entre 6 e 31 dias, com média de 15,6 dias. Ndo
se verificaram variacOes significativas nos sucessivos
repiques, quanto & duracdo do perfodo prepatente. A
parasitemia variou bastante. No 3% repique oscilou
entre 101 e 3,622 tripanossomos/mm?®; no 42 repique
entre 151 e 3.622 tripanossomos/mm?® e no 59 repique
entre 151 e 11,720 tripanossomos/mm?®, no total das
amostras examinadas.

Nos dados relativos & parasitemia, 66,3% dos
camundongos apresentaram menos de 1,000 parasitas/
mm? no 3¢ repique, 54,2% no 4: repique e 50,8%
no 5% repique. Através do teste de Kruskal-Wallis,
verificou-se que hd diferenca estatisticamente signifi-
cativa, ao nivel de 1%, em relagdo ao nfimero de
parasitas no sangue, & medida que os repiques se suce-
dem, A parasitemia mixima ocorreu entre o 18¢ e
392 dia, tendo se verificado um caso isolado no 143

ia,

As taxas de letalidade apresentaram-se varidveis.,
No 3¢ repique, de 83 camundongos inoculados, 14
morreram (16,9%). No 42 repique, de 84 camundongos
inoculados, 20 morreram (23,8%) e no 5° repique,
23 dos 62 camundongos inoculados morreram (37,1%).
Todas as amostras estudadas apresentaram-se patogé-
nicas para camundongos.

O material in vitro foi mantido a partir de amos=
tras provenientes de camundongos experimentalmente
infectados e em fase aguda de infec¢do. A inoculagdo
deste material em camundongos, apesar dos sucessivos
repiques, indicou baixos indices parasitémicos, nio
ultrapassando 1.500 tripanossomos/mm?,

As formas sangiifneas de tripanossomos, isoladas
de Artibeus planirostris, apresentaram-se com forma
de C ou S, cinetoplasto terminal ou subterminal, flage-
lo médio a relativamente curto, membrana ondulante
com poucas ondulagles e niicleo localizado no terco
médio do corpo. Observou-se um certo polimorfismo,
com predomfinio das formas de tamanho médio. Os
resultados da micrometria sdo apresentados na Tabela
II.

As formas tissulares foram observadas a partir
de cortes histolégicos de tecido cardfaco, tanto de
quirépteros como de camundongos. Constatou-se que
a maior parte dos camundongos experimentalmente in-
fectados e aproximadamente 40% dos morcegos natu-
ralmente infectados por tripanossomos apresentavam
alteragGes nas fibras cardfacas, com ninhos de formas
amastigotas. O niéimero e o tamanho dos ninhos, assim
como o nimero de formas amastigotas neles contidas,
apresentaram-se muito varidveis. Em muitos casos
constatou-se um infiltrado inflamatério localizado em
torno dos ninhos. Ndo se identificou a presenga de
formas amastigotas em cortes de intestino.
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TABELA T

Mensuragdes de 20 Tripanossomos Sangiifneos
de Camundongos Experimentalmente Inoculados com
Amostras Isoladas de Artibeus planirostris.
(EP = Erro-Padrio; C.V. = Coeficiente de Variagdo)

Mensuragdes Mfn, Méx, Média + EP C.V.,
Distincia NA 4 7,5 5,7%0,12 0,06
Disténcia PN 5 8,5 6,6% 0,33 0,02
Disténcia PC 0 0,5 0,2t 0,18 0,02
Compr. corpo 10,5 14 12,44 0,46 0,07
Compr, flagelo livre 5 8,5 6,8+0,13 0,10
Compr. total 15,5 22 19,24 0,24 0,03
Largura 1 1,8 1,41 0,09 0,02
Difmetro cinetopl, 0,6 1,8 0,9%0,06 0,02
PN/NA 0,8 1,6 1,2%0,13 0,02

[nfec)(;ﬁo Natural de Phyllostomus hastatus (Pallas,
1767

Das seis amostras isoladas através de xenodiag-
néstico, cinco foram inoculadas em camundongos.
Destas, apenas duas infectaram os animais inoculados.
O perfodo prepatente apresentou alguma variagdo nos
sucessivos repiques. No 32 repique variou de 14 a
28 dias (média = 21,8 dias). No 4% repique a variagio
foi de 14 a 18 dias (média = 15,7 dias) e no 52
repique, de 14 a 21 dias (média = 17,4 dias), A conta-
ﬁjem de tripanossomos nos repiques sucessivos mostrou

dices parasitémicos baixos. No 3¢ repique oscilou
entre 251 e 754 tripanossomos/mm3, no 4% repique
variou de 251 a 1,056 tripanossomos/mm® e no 59
repique de 502 a 1.308 tripanossomos/mm®. A andlise
estatistica (teste de Kruskal-Wallis), para um nivel
de significncia de 5% mostrou que nao houve diferen-
gas significativas entre os diversos repiques. A parasi-
temia mdxima ocorreu entre o 182 e o 47% dia,

As taxas de letalidade foram de 37,5% para o
3% e 42 repiques e de 28,6% para o 5% repique.

Amostras de tripanossomos isoladas de P, hasta-
tus foram mantidas em meio de cultura NNN e, poste-
riormente, inoculadas em camundongos. Os sucessivos
repiques ndo mostraram diferencas estatisticamente
significativas quanto aos indices parasitémicos, os
quais se mantiveram baixos, ndo ultrapassando 1.000
parasitos/mm?®.

Os tripanossomos sanguineos isolados de P, has-
tatus correspondem 3 mesma descricdo dos isolados
de A. planirostris, Na Tabela III sdo apresentados
os dados relativos & micrometria,
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TABELA I

Mensuracbes de 20 Tripanossomos Sangiiineos de
Camundongos Experimentalmente Infectados com
Amostras Isoladas de Phyllostomus hastatus. (EP =

Erro-Padrio; C. V. = Coeficiente de Varia¢ao)

Mensuragdes Min, Mix, Média + EP C.V.
Distincia NA 4,3 10,5 7,4+0,23 0,05
Distincia PN 3,3 8,1 5,8%0,21 0,03
Distincia PC 0 0,4 0,220,11 0,02
Compr, corpo 8,1 15,8 13,340,37 0,02
Compr, flagelo livre 5,7 14,4 9,8+0,55 0,09
Compr, total 14,4 28,3 22,840,30 0,08
Largura 1,1 2,9 1,5%0,06 0,11
Difmetro cinetopl, 0,6 1,8 1,110,05 0,02
PN/NA 0,5 1,3 0,810,14 0,02

A anflise dos cortes histolégicos de coragdo e
intestino mostrou que 40% dos morcegos e 80% dos
camundongos infectados apresentavam alteragbes nas
fibras cardfacas, Em poucos casos verificou-se infiltra-
do inflamatério localizado junto s formas amnastigotas,
que ocorreram em niimero muito varidvel. Nio se iden=
tificaram formas amastigotas nos cortes histolSgicos
de intestino.

Il%fec)gﬁo Natural de Phyllostomus discolor (Wagner,
43

Foram examinados 41 exemplares de morcegos,
dos quais trés se apresentaram naturalmente infectados
por tripanossomos. As amostras em niimero de trés,
isoladas através de xenodiagnéstico, foram inoculadas
em camundongos, cujo sangue foi examinado por um
perfodo de 60 dias, No 302 dia apés a inoculagdo
foi efetuado xenodiagnéstico nos camundongos. Tanto
os exames de sangue como os xenodiagnsticos apre-
sentaram resultados negativos.

Nao foi possivel efetuar a cultura em virtude das
amostras ndo terem sido patogénicas para os camun-
dongos.

Cortes histolégicos de tecido cardfaco e de intes-
tino tanto dos morcegos como dos camundongos inocu=-
lados mostraram-se negativos para a presenga de for-
mas amastigotas.

Os tripanossomos sanguineos isolados de P. dis-
collor foram semelhantes morfolGgicamente dos isola-
dos de P. hastatus e A. planirostris. Os dados da
micrometria constam da Tabela IV.

Cadernos de Safide Pfiblica, RJ, 7(1): 69~81, jan/mar, 1991,

PESQUISA

75



PESQUISA

76

TABELA IV

Mensuracdes de 10 Tripanossomos Sangiiineos de
Phyllostomus discolor., EP = Erro-Padrao; C. V. =

Coeficiente de Variacédo)

MensuragGes Mfn, Méx, Média * EP C.V.
Distincia NA 4,1 7,7 5,9 20,14 0,08
Distincia PN 6,0 8,8 7,4 0,19 0,07
Compr, corpo 11,5 16 13,7540,22 0,09
Compr, flagelo livre 2 9,5 5,7 20,20 0,12
Compr, total 13,8 23 18,4 0,14 0,07
Largura 1 2 1,5 30,09 0,03
Difmetro cinetopl. 0,5 1,7 1,1 10,05 0,02
PN/NA 1,5 1,1 1,2 #0,12 0,02

DISCUSSAO E CONCLUSOES

Comparando os dados obtidos no presente traba-
lho com os apresentados por Barretto (1970), Barretto
et al. (1974), Deane (1961), Dias (1940), Ferriolli
et al. (1968), Funayama & Barretto (1970a, b, 1973)
e Funayama (1971, 1973), verifica-se que a morfome-
tria dos tripanossomos encontrados no sangue circu-
lante dos morcegos coincide, no caso das amostras
que infectaram camundongos, com a obtida para Try-
panosoma cruzi, proveniente dos casos humanos e iso=
lados de morcegos e outros animais silvestres.

A parasitemia obtida a partir de amostras isoladas
de Artibeus planirostris assemelha-se & obtida para
amostras isoladas de morcegos das espécies Dasypterus
ega argentinus, Noctilio leporinus e Glossophaga sori-
cina, segundo dados apresentados por Funayama
(1971, 1973) e Funayama & Barretto (1970a, b, 1973).
Segundo Barretto et al. (1974) a parasitemia méxima
em amostras isoladas de Phyllostomus hastatus ultra-
passou 2.000 tripanossomos/mm?, enquanto os isola-
dos no presente estudo atingem, no mdximo, 1.308
tripanossomos/mm?,

O perfodo prepatente, nas amostras estudadas,
foi longo. Em média 15 dias em A. planirostris e
18 dias em P, hastatus. Clark & Dunn (1932) observa-
ram perfodos prepatentes de 14 e 15 dias em amostras
de T. cruzi obtidas de Artibeus jamaicensis jamai-
censis. Dias (1936) relata perfodos prepatentes varian-
do de 10 a 15 dias em infecgbes experimentais com
amostras isoladas de P. hastatus, Funayama (1971,
1973), trabalhando com diversas espécies de morcegos
em Sdo Paulo, registrou perfodos prepatentes variando,
em média, de 3,4 a 11,2 dias. Pifano & Dias (1942)
observaram para P. hastatus, na Venezuela, perfodos
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prepatentes variando de 8 a 17 dias. A coincidéncia
de dados demonstra que as amostras de T'. cruzi isola-
das de morcegos, quando inoculadas experimentalmen=
te em camundongos albinos, apresentam, em geral,
periodos prepatentes longos.

As taxas de mortalidade, em camundongos, oca-
sionadas por amostras isoladas de A. planirostris e
de P. hastatus foram relativamente baixas, sempre me-
nores do que 50%. Estes dados assemelham-se aos
obtidos por Funayama & Barretto (1973) para amostras
isoladas de Eptesicus brasiliensis brasiliensis,onde os
autores observaram uma taxa de mortalidade de 30%.

O estudo de tripanossomos de diversas espécies
de morcegos tem levado os autores a identificd-los
como pertencentes a diversas espécies. Tal é o caso
de Trypanosoma vespertilionis Battaglia, 1904, T, dio-
nisii Bettencourt & Franca, 1905, 7. phyllostomae Car-
taya, 1910, T, pipistrelli Chatton & Courrer, 1921,
T. pessoai Deane & Sugay, 1963, T. pifanoi Marinkelle
& Duarte, 1968 e T. leonidasdeanei Zeledon & Rosa-
bal, 1969,

Zeledon & Vieto (1958) discutem a posigdo taxo=-
némica das espécies de Trypanosoma que infectam
morcegos, tomando como base as caracteristicas mor-
fométricas. Inclufram diversas espécies acima citadas
na sinonimia de 7. vespertilionis e de T. cruzi. Deane
(1961) e Barretto (1964, 1965) também discutem a
posicdo taxondmica de T. cruzi e T. vespertilionis,
considerando estas espécies biométrica e biologica-
mente diferentes, sendo T. vespertilionis menos que
T. cruzi e ndo infectando animais de laboratério.

Baker et al. (1978) comparam amostras de tripa-
nossomos de morcegos da Europa (Trypanosoma dioni-
sii de Pipistrellus pipistrellus e Trypanosoma vesperti=
lionis de Nyctalus noctula e Pipistrellus pipistrellus)
e da América Latina (Trypanosoma cruzi de Phyllos-
tomus hastatus, P. discolor e Carollia perspicillata),
através de estudos da densidade de flutuagao do DNA
e dos padroes enzimdticos, Os autores conclufram que
as amostras americanas se diferenciam mais das amos=
tras européias, aproximando-se dos padrées de Trypa-
nosoma cruzi stricto sensu. Contudo, diferenciame-se
deste por ndo infectar animais de laboratério. Assim,
designaram estes parasitos de Trypanosoma cruzi var,
marinkellei.

Analisando as amostras de Trypanosoma isoladas
de Artibeus planirostris, Phyllostomus hastatus e P.
discolor aqui estudadas, tanto do aspecto morfomé-
trico como de sua patogenicidade para animais de labo-
ratério, € possivel detectar pelo menos duas formas
de tripanossomos. Uma, que produziu a infecgdo em
A. planirostris e em alguns exemplares de P. hastatus,
que se assemelha a Trypanosoma cruzi e outra que
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foi observada infectando P. discolor e alguns exempla-
res de P. hastatus, cujas caracteristicas correspondem
a T. cruzi var. marinkellei, j4 que se assemelha, por
sua forma e dimensdes, a 7. cruzi mas ndo infecta
camundongos.

The present research was carried out in seven different
counties of Ceard State, Brazil, namely Palhano,
Russas, Limoeiro do Norte, Morada Nova, Canindé,
Quixadd and Pereiro, from July 1983 to December
1984,

Fifteen species of bats were sampled but only Artibeus
planirostris, Phyllostomus hastatus and Phyllostomus
discolor infected by trypanosoma were studied.

The isolated trypanosomes from studied A, planirostris
and some specimens of P. hastatus are similar in shape
and dimensions to Trypanosoma cruzi. In the case
of strains isolated from P. discolor and also from some
specimens of P. hastatus, the shape and dimensions
of trypanosomes allied to the characteristic that they
did not infect mice, made us to compare them with
Trypanosoma cruzi var. marinkeliei.
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