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INFECCAO NATURAL DA LUTREOLINA CRASSICAUDATA CRARSSI-
CAUDATA PELO TRYPANOSOMA CRUZI

Mauro Pereira BARRETTo (1) e Astolpho Ferraz de SIQUEIRA (2)

RESUMO

Examinando alguns exemplares de Luireolina crassicaudata crassicaudata, os
autores encontraram, no sangue periférico de um déstes marsupiais, tripanossomos
morfologicamente idénticos ao Trypanosoma cruzi. O exame de cortes de frag-
mentos de misculos estriados e de varios 6rglos revelou a presenca de ninhos
esparsos de leishménias no coracio, bago, figado e mdasculos peitorais.

Este tripanossomo mostrou-se infectante para o Triatome infestans e para o
Triatoma sordida, mas a infec¢io experimenial do Rhodnius prolizus nio foi
conseguida.

Camundongos jovens inoculades, tanto com o sangue do marsupial quanto
com fezes de triatomineos, contrairam a infecgfo, que foi mantida por subinocula-
¢Oes naqueles animais de laboratério. A maioria dos camundongos, apés periodos
prepatentes que variaram de 8 a 18 dias, apresentou infec¢do leve, com parasite-
mia pequena ou moderada; alguns animais morreram da infeccio entre o 12.° e
19.° dia apés a inoculagio. O exame dos 6rgios de alguns camundongos mortos
da infeccdo ou sacrificados revelou ninhos de leishménias no coragdo e, mais ra-

ramente, no bago e figado.

Culturas em meio de MacNeal-Novy, a partir de sangue de camundongos in-

fectados, deram resultados positivos.

Alguns cistos de Sarcocystis sp. foram observados no coragio e em misculos

estriados.

INTRODUCAO

A infecgio natural de diversos marsupiais,
pelo Trypanosoma cruzi, tem sido assinalada
no Brasil: a do Didelphis marsupialis por
Ropricues & Merro ®, GuiMariAes & Jan-
SEN ® e DEANE ?; a do Didelphis aurita por
FrEITAS ° e S10UEIRA, MacarHAES & REco 1%;
a do Didelphis azarae azarae por LEAL, FER-
REIRA & MarTINS *; a do Didelphis pare-
guayensis por DEANE & DEaNe ?; a do Me-
tachirus nudicaudatus por GUIMARAES & JAN-
SEN ®; a do Metachirops opossum opossum
por DEANE® e a da Marmosa cinerea pox
Deank & Jansen * e DEANE 2

Na Argentina, Mazza & RomaRa 7 consta-
taram a infeccdo de Luireolina crassicaudata
paranalis, mas até agora éste animal ou ou-
tra subespécie ndo havia sido enconirada na-
turalmente parasitada entre nés.

Examinando exemplares de Lutreolina
crassicaudata  crassicaudata, capturados no
“campus” da Faculdade de Medicina de Ri-
beirdo Préto, onde éste animal é conhecido
como “cuica”, encontramos um em cujo san-
gue periférico foram observados, ao exame
a fresco e em esfregagos corados pelo Miy-
Grunwald Giemsa, tripanossomos com mor-
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fologia semelhante & do Trypanosoma cruzi.
No presente trabalho relatamos nossas ob-
servagbes sObre éste tripanossomo.

MATERIAL E METODOS

Depois de submetido ao xenodiagnéstico
e apds a colheita de sangue, por puncio
cardiaca, para inoculagBes em camundongos
jovens e semeaduras em meio de MacNeal-
Novy, o animal foi sacrificado. Confeccio-
namos, além de esfregagos de sangue e im-
pressdes de coragdo, bago, figado e rim, cor-
tes déstes 6rgios e também de diversos mis-
culos esqueléticos, apés fixagdo em liquido
de Zenker e em formol.

Para xenodiagndstico usamos cinco ninfas
de Triatoma infestans e cinco de Rhodnius
prolixus, criadas em laboratério, ninfas estas
que foram examinadas 30 dias depois. Com
o contelido do intestino posterior daquelas
que se mostraram infectadas, inoculamos ca-
mundongos jovens, com cérca de 20 dias de

idade.

Os camundongos inoculados, por via pe-
ritoneal, com 0,2 ml de sangue da “cuica”,
ou, por via subcutinea, com fezes de triato-
mineos, foram examinados (sangue da cau-
da) didriamente a partir do 4.° dia apds a
inoculagio. SubinoculagGes de camundongos
jovens, também por via intraperitoneal, com
sangue de camundongos préviamente infec-

tados, foram feitas com a finalidade de ob-
servar a parasitemia, e, ap0s necropsia, o
parasitismo dos tecidos.

Lotes de ninfas de Triatoma infestans,
Triatoma sordida e Rhodnius prolixus foram
alimentados em camundongos infectados a
fim de se verificar o comportamento do tri-
panossomo nestes triatomineos,

Finalmente, semeaduras em meio de Mac-
Neal-Novy foram realizadas com sangue nio
apenas da “cuica”, come também de camun-
dongos parasitados,

RESULTADOS

Morfologia dos elementos sangiiicolas —
No sangue do marsupial, assim como no dos
camundongos, os tiripanossomos apresenta-
ram-se com aspecto algo varidvel, mas seme-
lhantes ao do T. cruzi (Fig. 1-18, 40 e 41):
extremidade posterior geralmente curta e
pontiaguda; . cinetoplasto arredondado e vo-
lumoso, com difmetro superior a largura do
flagelado ao nivel da estrutura em questdo;
nicleo ovdide alongado, situado aproxima-
damente no meio do corpo, e membrana on-
dulante nitida, estreita e com pequeno nu-
mero de ondulacGes.

As mensuracoes efetuadas com curvimetro
sdbre desenhos de tripanossomos ampliados
em microprojecdo, deram os resultados apre-
sentados no quadro 1.

QUADRO I

Resultados de mensuracdes feitas sébre 30 tripanossomos do sangue periférico da Lutreolina
crassicaudata crassicaudata.

Medidas em g

Minima Maxima Média
Comprimento do flagelo .............cciiiiiiiiviinn. 4,0 7,3 5,19 -
Distancia NA ... . e 6,0 11,0 8,12
Distancia NP . ... e, 6,0 11,3 8,09
Comprimento do COrPO  ..........ooiimiiianininnniinn, 13,3 21,7 16,21
Comprimento total (inclusive flagelo) ......... ......... 17,6 25,7 21,32
Largura QO COTPO v v v iutrronrrranuenvovesansnonsnannses 0,8 3,1 C1,72
Diametro do cinetoplasto .......... ... .. i 0,6 2,9 1,62
Relacdo NP/NA .t i ittt 0,75 1,22 1,01
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Figs. 1 a 39

1-18: Tripanossomos presentes nho sangue circulante da Lutreolina crassicaudata crassi-
caudata;

19-39: Flagelados observados em impressbes de o6rgdos de camundongos experimental-
mente infectados.
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Nos esfregagos de sangue do marsupial,
assim como nos esfregagos de sangue e im-
pressbes de Orglos de camundongos, obser-
vamos formas curtas e largas, formas longas
e delgadas e formas intermedidrias, em pro-
porgbes variaveis. As formas curtas e lar-
gas mais tipicas (Figs. 1.3, 5-13, 15-18)
apresentam-se com aspecto de C ou S, tém
cinetoplasto muito préximo da extremidade
posterior, nucleo elipséide e membrana on-
dulante bem nitida e geralmente com irés
pregas; o flagelo livre é, via de regra longo,
medindo cérca de um térgo de comprimento
do corpo. As formas longas e delgadas mais
tipicas (Figs. 14, 35) sfo mais sinuosas,
€m cinetoplasto mais afastado da extremi-
dade posterior, niicleo alongado e flagelo li-
vre relativamente curto.

~ Morfologia dos elementos tissulares — O
exame de fragmentos de tecidos e orghos
do marsupial mostrou a presenga de ninhos

de leishménias em fibras cardiacas (Figs. -

42 e 43) e de misculos peitorais, assim co-
mo em macréfagos do figado (Fig. 44) e do
bago (Fig. 45). ZEste parasitismo foi pe-
queno, observando-se apenas uma ou- outra
fibra ou célula parasitada.

Em camundongos inoculados tanto com
sangue da cuica, como com fezes de -triato-
mineos, como ainda com sangue de ouiros
camundongos préviamente infectados, obser-
vamos ninhos de leishmaénias e critidias mais
numerosos no coracio, bago e figado,. menos
numerosos no rim e no encéfalo. A inten:
sidade do parasitismo tissular, sempre mo-
derada, variou de animal para animal.

Nas impressoes de oérgios da cuica o ni-
mero de formas observado foi muito peque-
no. Para estudo déstes elementos baseamo-
nos, por isto, em impressbes de Orgdos de
camundongos inoculados. Nelas encontra-
mos, em maior ou menor proporgdo, leish-
ménias e critidias,

As leishmanias que se apresentam inira-
celulares ou livres, via de regra, sio ovoéides
ou elipséides (Figs. 19, 20), medindo 3-6 1
de comprimento por 2,5-50 p de largura;
As vézes mostram-se arredondadas. Estas
leishmanias apresentam cinetoplasto grande,
com a forma de bastonete reto ou encurvado
e niicleo arredondado. Tédas as etapas da
divisdo bindria foram observadas (Figs. 21-

25). Alguns elementos arredondados ou
ovdides, dotados de flagelo curto (Figs. 36-
39) foram também vistos. Encontramos ain-
da alguns elementos fusiformes, curtos ou
longos, com aspecto de leptomonas, assim
como tédas as formas de transicio entre cri-
tidias e tripanossomos (Figs. 26-31). Ain-
da nas impressbes de orgdo encontramos tri-
panossomos largos ou delgados, semelhantes
as formas sangiiicolas (Figs. 32-35).

Morfologia dos elementos encontrados nos
triatomineos — Em esfregacos de fezes de
triatomineos ou de conteudo do tubo diges-
tivo déstes corados pela hematoxilina férrica
ou pelo Méy-Grunwald Giemsa, observamos
tripanossomos metaciclicos e critidias.

Os tripanossomos sio geralmente largos e
curtos, medem cérca de 20 p de comprimen-
to, tém cinetoplasto grande e situado ora
préximo da extremidade posterior, ora afas-
tado dela, membrana ondulante delgada e
com pequeno nimero (geralmente trés) de
ondulagbes, e flagelo livre curto ou pratica-
menie ausente.

As critidias sfo grandes, medindo 25-50 u
de comprimento, tém niicleo arredondado ou
ovoéide, cinetoplasto arredondado ou basto-
netiforme e membrana ondulante delgada e
pouco evidente. A forma geral do corpo e
a posicdo das estruturas internas sfo varii-
veis. Muitas formas em divisdo sdo encon-
tradas.

Além de critidias e tripanossomos, obser-
mos alguns elementos arredondados, aflage-
lados ou com flagelo curto.

Elementos flagelados ou nfio nunca foram
encontrados na hemolinfa, nem na porgéo
anterior do tubo digestivo ou nas glandulas
salivares.

Infeccio de camundongos — A infeccdo
de camundongos foi inicialmente obtida por
inoculacio de sangue do marsupial e de fe-
zes de triatomineos que haviam sugado éste
animal. Um entre cinco camundongos ino-
culados intraperitonealmente com 0,2 ml de
sangue contraiu a infecgdo. Dois entre cin-
co camundongos inoculados subcutadneamen-
te com fezes de 7. infestans também adqui-
riram a infeccdo. Todos os irés camundon-
gos liveram parasitemia muito pequena com
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4%

a4

Flgs, 40 a 45

A0-f1: Tripanosscmos presentes no sangue;
42-43: Ninhos de leishminias em fibra ecardigea;
EEH Idem no [gadeg

43: Idem no bago,
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46

AR

45

Flgs, 46 u 49

46:  Ewtrealine crossicaoudeto cvessicawdotoe;

47:  Clstos de Sarcocystis sp, no coracio do marsupial;

48 & 49 Idem em fibra muscular estriadas,

o maximo de 6 tripanossomoes por 10 cam-
pos {ocular 63, ohjeliva 45) ¢ nio exibiram
manifestacies da  doenga.  Depois de san-
grados por pungio cardiaca, todos o= (rés

camundongos sacrificados mostraram  alguns
ninhos de leishmanias no coracio.

A amosira assim isolada foi mantida atra-
vés de cinco repiques, usandose para cada
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repique cinco camundongos. Dos 25 ani-
mais inoculados, 22 se infectaram; os trés
restantes, examinados até o 30.° dia apds a
inoculagéo, ndo mostraram tripancssomos no
sangue periférico, nem ninhos de leishmanias
nos 6rgaos.

Nos 22 camundongos que se infectaram,
o periodo prepatente variou de 8 a 18 dias.
A parasitemia, na maioria dos animais, foi
pequena; apenas em quatro animais subino-
culados observamos mais de um tripanosso-
mo por campo. Dez camundongos morre-
ram da infeccdo entre o 12.° e o 19.° dia;
cinco foram sacrificados entre o 10.° e o
15.° dia para exame das visceras; nos sete
restantes a infeccio evoluin para a cronici-
dade. Em todos os camundongos sacrifica-
dos, assim como naqueles que morreram e
que foram necropsiados por se acharem em
boas condigGes, num total de 11 animais,
enconiramos leishménias no coragfo, ora
mais, ora menos abundantes, A maioria
dos animais examinados também mostrou
formas tissulares, sempre em pequeno nu-
mero, no bago, e, as vézes, no figado.

Infec¢do de irtatomineos — Trés entre
cinco ninfas de Triatoma infestans usadas
para o xenodiagndstico mostraram-se positi-
vas ao exame feito 30 dias apds a alimenta-
¢do; as outras, que foram realimentadas em
gakinha, conservaram-se negativas a exames
feitos no 45.° e no 60.° dia apds o repasto
sangiiineo. As cinco ninfas de Rhodnius
prolizus, também usadas para o xenodiag-
néstico, mostraram-se negativas até o 60.°
dia apés a alimentacio.

A fim de verificar a suscetibilidade de
triatomineos, lotes de ninfas de Triatoma in-
festans, Triatoma sordida e Rhodnius proli-
xus foram alimentados em camundongos in-
fectados em diferentes ocasifes.

De 15 exemplares de T. infestans, 13 se
infectaram; 9 entre 10 ninfas de T. sordida
também se infectaram; 5 ninfas de R. pro-
lixus mantiveram-se negativas até o 60.° dia
apbs a alimentacdo.

Cultivo — Em duas tentativas, culturas a
partir de sangue de cuica deram resultados
negativos. Semeando, porém, sangue de ca-
mundongos infectados em meio de MacNeal-
Novy, obtivemos culturas que se mostraram
ricas nos repiques subseqiientes,
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DISCUSSAO

A morfologia dos tripanossomos sangtico-
las, assim como das formas tissulares por
nés estudadas é idéntica & do T. cruzi. E
verdade que, dada a variabilidade de aspec-
tos observados, nfo apenas entre diferentes
amostras de procedéncia humana, como em
periodos diversos da infeccdo por determi-
nada amostra, o critério morfolégico é pre-
cario como elemento de distingdo entre pos-
siveis subespécies ou mesmo espécies de iri-
panossomos do tipo cruzi, parasitos de dife-
rentes animais, '

Todavia os caracteres morfologicos, alia-
dos ao parasitismo tissular, & patogenicida-
de para camundongos e & infectividade para
triatomineos, levam-nos a identificar, provi-
sdriamente, o tripanossomo, por nds estuda-
do, como T cruzi, e a considerar a Lutreoli-
na crassicaudata crassicaudata (Fig. 46) co-
mo um reservatorio do parasito.

Nossas observacbes confirmam e ampliam
as verificagoes de Mazza & RomaNa® Ao
contrario, porém, do que observaram &sses
autores, o tripanossomo por nés estudado
mostrou-se  virulento para camundongos.
Cumpre-nos assinalar, no entanto, que Mazza
& RoMaNA ® inocularam um sé6 animal de
idade ndo mencionada. Por outro lado, néo
encontramos, tanto no marsupial como nos
camundongos, ninhos de leishméinias atipicos
observados pelos referidos autores no dia-
fragma. Se as diferencas de agressividade
para o camundongo e de morfologia dos
cistos parasitirios correm ou ndo por conta
da diversidade subespecifica dos hospedeiros
ou das amostras do parasito é questdo aber-
ta a futuras investigacses.

Resta-nos mencionar ainda que, em cortes
de coracio e de misculos estriados, encon-
tramos alguns cistos de Sarcocystis sp., cujas
dimensbes variam muito (Figs. 47-49).

SUMMARY

Natyral infection of Lutreolina crassicaudata
crassicaudata by Trypanosoma cruzi,

The examination of some specimens of
Lutreolina crassicaudata  crassicaudata  ve-
vealed the presence of a trypanosome mor-
phologically identical to Trypanosoma cruzi
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in the peripheral blood of one marsupial.
Leishmaniae and crithidiae were seen in
sections of heart, spleen, liver, and muscles.

Infection of nymphs of Tristoma infes-
tans and Triatoma sordide was obtained,
but nymphs of Rhodnius prolixus fed on the
marsupial and on experimentally infected
mice were consistently negative.

Infection of young white mice was obtain-
ed through inoculation of blood or feces of
triatomids. Most of the mice exhibited a
low or moderate parasitemia after a pre-
patent period varying from 8 to 18 days;
some animals died from the infection from
12 to 19 days after inoculation. A variable
number of tissue forms were seen in im-
prints and sections of heart, spleen, and
liver of mice.

Cultures in McNeal-Novy’s medium were
obtained from blood of infected mice.

Cysts of Sarcocystis sp. were seen in sec-
tions of heart and muscles,
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