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NOTA PRELIMINAR SOBRE TRYPANOSOMA VARIEDADE

hastatus ISOLADO DE PHYLLOSTOMUS hastatus DA
CAVERNA DE FERCAL - DF. BRASIL
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RESUMO

De morcégos Phyllostomus hastatus
hastatus, capturados em uma caver-
na, préxima de Brasilia, foram isolados
Trypanosomas, identificaveis aos des-
critos no Brasil (Goids, 1933, Minas
Gerais 1934-1935, Mato Grosso, 1940,
Caxias, RJ, 1940) nestes quirdpteros.

Os dados biomorfolégicos foram
verificados, em material de cultura,
e documentagdo por desenho em ci-
mara clara e microfotografias acom-
panham este relato.

INTRODUCAO

A presenga de tripanosomati-
deos ocorrentes em quirépteros
nas Américas e outras partes do
mundo € conhecida desde 1898 2.
No Brasil 6 espécies de morcé-
gos, pertencentes a 4 familias ja
foram encontradas infectadas por
Schizotrypanum 5, Da familia
Phyllostomidae o Phyllostomus
hastatus (Pallas) parece que foi

o primeiro a ser encontrado pa-
rasitado. Fato que indicou, pro-
vavelmente, a ocorréncia “prin-
ceps” deste protozoirio em mor-
cégos nas Américas, e que foi ve-
rificado por Durham em 1900,
segundo Dias 2. Em Jatai, Goiés,
foi encontrado o primeiro Phyl-
lostomus hastatus infectado, por
Carini2® em 1931. A este tra-
balho seguiram-se observagoes
de Dias, em 1933-19342 em Mi-
nas, Dias e Romafia S em 1939 e
Deane em 1961, que publicou
seus achados de 1936 a 1938 so-
bre investigagdes de hemoflage-
lados em mamiferos da regido
Amazdnica do Brasil, na qual se
refere ao encontro de Trypanoso-
mas em 2 P. hastatus, dentre 4
examinados !. Em Goids: ha cer-
ca de 5 anos encontrou-se, nesses
morcegos, espécimes positivos
para Trypanosomosas semelhan-
tes ao cruzi. Na ocasido ndo ten-
do sido obtido o cultivo nao foi
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publicado (*). Recentemente co-
lhemos da mesma 4rea, exem-
plares de morcegos daquela es-
pécie, com a finalidade de re-iso-
lar aquele parasito, o que foi con-
seguido de 1 de 2 infectados num
lote de 16 morcegos capturados.
Neste trabalho descrevemos esse
achado.

MATERIAL E METODOS

O material de investigagdo
constou de 16 morcégos captura-
dos em uma caverna no Distrito
Federal conhecida como Fercal.

O género destes morcegos foi
reconhecido como Phyllostomus
hastatus hastatus por comparagao
com material disponivel em nosso
laboratério, quando estudado an-
teriormente em 1968.

Cada dia sacrificava-se um ani-
mal, o qual recebia como identi-
ficagdo a letra M com o acrésci-
mo do niimero correspondente ao
seu sacrificio, ex.: M1, M2: M3...
M16/73.

O sangue do morcego era co-
lhido apés anestesia com éter,
através de pungdo cardiaca e exa-
minado entre ldmina e laminula.
Ao mesmo tempo 0,3 a 0,5 ml
eram inoculados em 4 camundon-
gos e semeados em meios de cul-
tura para possivel desenvolvimen-
to de hemoflagelados.

As ldminas positivas para os
hemoflagelados foram identifica-
das apés fixagdo pelo metanol e
coradas pelo Giemsa.

O exame a fresco do sangue
dos camundongos acima citados,
foi realizado até o periodo de 40
dias. Os animais mortos e sacri-

ficados foram estudados por im-
pressao de viceras e exame his-
topatoldgico .

As culturas obtidas nos meios
abaixo discriminados foram exa-
minadas periodicamente, e o cres-
cimento avaliado de inicio, pelo
niamero aparente de parasitos
existentes em todos os campos de
uma laminula de 22 mm.

Os meios de cultura usados fo-
ram os seguintes: Ducrey, Meio
do carvao de sangue humano,
Meio de Lit, Meio de Mc-Con-
nell F., Meio N.N.N., Meio de
Roitman, Meio de Warren.

As formas encontradas tanto
em meio de cultura como em es-
fregaco sanguineo foram desenha-
das em cimara clara (Jena), da-
quelas desenhamos 33 (Trinta ¢
trés) epimastigota, e 52 (cinquen-
ta e dois) tripomastigota, e do es-
fregaco sanguineo do morcego
uma unica forma de tripanosoma.
Estas formas foram também foto-
grafadas em fotomicroscopio Zeiss
— Jena com aumento de 1.000x.

Quanto ao estudo de infectivi-
dade para animais de laboratd-
rio e barbeiros féz-se apenas al-
guns experimentos. Além dos
animais inicialmente inoculados,
inoculou-se um lote com 10 ca-
mundongos, outro lofe com 5 ca-
mundongos, e trés ratos brancos
recém-nascidos. Praticamos xe-
no-artificial em 6 ninfas de Tria-
toma infestans.

Os animais inoculados, mortos
espontineamente, ou sacrificados,
foram examinados, exaustivamen-
te, através de impressio de Or-
gdos corados pelo Giemsa e os
orgaos foram fixados em formol

(*) Trabalho sobre Ecto e Endo parasitos de morcegos publicado esparsamente pelos pes-

quisadores do IPT-UFGo.

a 10% para exames histopatolo-
gico. Ainda foi colhido soro des-
tes animais para estudo imunolé-
gico. O morcego positivo foi sub-
metido a exame histopatoldgico
cujos os cortes viscerais foram co-
rados pela hematoxilina — eosi-
na (HE).

RESULTADOS

Nos exames diretos de sangue
entre lamina e laminula nao fo-
ram observados hemoflagelados,
no entanto o sangue periférico
corado dos espécimes M1/73 e
M10/73 mostraram raras formas
de tripanosomas presentes. De
ambos ndo se conseguiu verificar
qualquer outro parasito fosse pe-
lo exame das impressdes de or-
gaos fosse pelo exame histopato-
16gico.

A tentativa de cultivo a partir
do sangue do morcego sé se ve-
rificou da amostra do M10/73,
e todos os desenhos em cdmara
clara, mensuragdes, documenta-
cdo fotografica deste trabalho,
foram obtidos a partir desta cépa.

Os dados referentes as mensu-
ragdes acham-se resumidos nas
tabelas I e II respectivamente pa-
ra as formas epimastigota e tri-
pomastigota.

Os indices nucleares dos tripo-
matigota encontrados em meios
de cultura, demonstraram em su-
ma, uma relacdo muito pequena
— 0,7.

Quanto a morfologia dos pa-
rasitos em meio de cultura é bas-
tante variada. Um grande nime-
ro de epimastigota apresenta ex-
tremidade posterior arredondada
enquanto que outras, esta extremi-
dade se afila gradativamente. O

-
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cinetoplasto, as vezes ovdide ou
em forma de bastonete, é sempre
acolado ao niicleo. As formas tri-
pomastigota apresentam o cine-
toplasto na maioria das vezes oval,
grande, situado relativamente,
longe da extremidade. O nicleo
mais préximo da extremidade
posterior € comprido e estreito.
A membrana ondulante é pouco
pregueada e o flagelo curto. (Es-
tampa I).

A forma sanguicola é muito
parecida com a forma encontra-
da no meio de cultura. Em vir
tude da escassez de tripanosoma
no sangue periférico nao foi pos-
sivel estudar adequadamente e
comparativamente as duas for-
mas. Fig. 9 (Estampa II).

Quanto a sua viabilidade em
cultura, observamo-la em diver-
sos meios e verificamos os seguin-
tes resultados:

1) Meio de Ducrey — apesar
do parasito ter sido isolado neste
meio, o crescimento foi aparen-
temente escasso o que nos levou
a experimentar outros meios.

2) Meio do carvao de sangue
humano — (em manga de diéli-
se) — mneste meio, no primeiro
in6culo houve abundante cresci-
mento, decrescendo no segundo
repique, até nao obtermos mais
desenvolvimento, no 3.9 repique.

3) Meio de Lit — Foi nulo o
crescimento neste meio.

4) Meio Mc-Connel. F. — Foi
o meio em que melhor se adap-
tou o parasito, no qual conserva-
mos a cépa atualmente.

5) Meio N.N.N. — neste
meio o crescimento foi relativa-
mente pouco.

6) Nos meios de Roitman e
Warren ndo houve crescimento.
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TABELA 1

MICROMETRIA DE FORMAS TRIPOMASTIGOTA DO TRYPANOSOMA
“HASTATUS” EM MEIO DE CULTURA, DESENHADAS EM CAMARA
CLARA E MEDIDOS APOS COLORACAO PELO GIEMSA DE

52 ESPECIMES

(Micra)

Elementos Méd. Méx. Min.
COMPIIMENLO ..t vnvenenenennnnananns 18,0 28,0 128

Corpo JArgUIa . ..vvetrie e 2,1 2,8 1,5
comp, total ...........iiiiiiiiain., 234 319 186

Nitcleo COMPIIMENtO ...vovvvreennneernnnnnnn 3,1 42 1,9
‘ BRERUER  cooneresnucosTaaatot e oto TR AT RO OSTS 1,4 1.9 1,1
Meio do niicleo 2 extremidade posterior (NP) ... . 74 142 53
Meio do niicleo 4 extremidade anterior (NA) ...... 10,4 188 4.6
fndice nuclear (NP/NA) . ..ourrnrnnnennenen... 0,7 1,3 0,4
Cinetoplasto, didmetro ...............cc0vueennn.. 1,1 1,7 0,5
Cinetoplasto a extremidade posterior .............. 3,8 6,9 1,9
Flagelo livre ............c0o0uvenn 54 109 2,1

TABELA I1

MICROMETRIA DE FORMAS EPIMASTIGOTA DO TRYPANOSOMA
“HASTATUS” EM MEIO DE CULTURA, DESENHADAS EM CAMARA
CLARA E MEDIDOS APOS COLORACAO PELO GIEMSA DE
33 ESPECIMES

(Micra)

o Méd. Msx. Min.
COMPIIMENtO . .....ovvvnennrnnennnnnns 19,9 71,0 32,5

Corpo JATBUTA .+ vvvveevrernnneneeeeenannnns 2,4 4,2 1,5
COMP: TOLAL o.00i0i0i0 siovisivioraiose s susiseioson s 294 1095 48,0

Nicleo COMPIIMENtO . .vvvvvvnunneneneeannns 2,4 3,6 1,5
JATRULR. sovveiaivione stemmesaceraievotans ave sevesaresaimioio 1,8 2,3 1,3

Meio do niicleo & extremidade posterior (NP) ...... 6,3 25,0 4,2
Meio do nicleo & extremidade anterior (NA) ...... 13,5 20,0 6,9
Indice nuclear (NP/NA) ...ovvvinniiiiinneeinns 0,4 0,8 0,2
Cinetoplasto, diimetro ............oovvvvvniienes 1,5 55 0,7
Cinetoplasto \ ¢xtremidade posterior .......... .15 11,3 5,0
Flagelo Hvee ...vvvviiiiieiiiiiiiiiiiineeinens 9,5 17,5 2,6

-
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ESTAMPA I — Figs. 1 a 5 — Formas epimastigotas do P. hastatus, encontradas em meio de Mac Connell, com extremidades afiladas, cineto-

plastos ovoides ou bastonetoides; Figs. 6 a 9 — formas de extremida

des rombas e Figs. 10 ¢ 11 — formas em divisdo. Fig. 12 — Forma esferomastigota.
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ESTAMPA 1I — Figs. 1 a 8 — Formas tripomastigotas em meio de cultura. Observe o
grande tamanho e fndice nuclear pequeno — cinetoplasto ovoide ou bastonetoide, subterminal.
Fig. 9 — Forma sangufcola do parasita.
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FIGURA 1 — Formas epimastigotas e tripomastigotas de P. hastatus. Observar a grande
semelhanga com o T. cruzi, principalmente em 5.
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Por simples observagdo chega-
mos A conclusdo de que o cresci-
mento méximo dava-se no 13.°
dia, motivo pelo qual os repiques
foram feitos de 15 em 15 dias.

Das formas encontradas no
meio de Mc-Connell. F. fizemos
diversos esfregagos que apds hi-
drélise acida eram corados pelo
Giemsa. Foram destas laminas
que obtivemos os desenhos em
cimara clara que se acham nas
estampas I e II.

Infectividade para animais de
laboratério:

1.° Grupo — Utilizamos um
lote contendo 10 camundongos €
inoculamos 0,2 ml de meio de
cultura contendo 2.000 tripo-
mastigota por mm3. Fez-se o
exame a fresco a partir do segun-
do dia de inoculagdo e continua-
mos com o intervalo de dois dias
a examina-los por um periodo de
vinte dias. A partir dai os exa-
mes foram feitos semanalmente.
Durante este tempo 4 camundon-
gos morreram néo tendo sido de-
terminado a causa de suas mor-
tes. Este lote mostrou-se negati-
vo até o 63°. dia, tanto em exa-
mes a fresco, impressdes de Or-
gios e cortes histolégicos.

2.2 Grupo — Inoculamos 5 ca-
mundongos com 0,3 ml de meio
contendo 3.300.000 tripanoso-
matideos. Quatro mostraram-se
negativos pelo exame a fresco du-
rante 30 dias. Um camundongo
morreu  espontaneamente  sem
apurarmos a causa. Dois outros
foram sacrificados no 9.¢ dia pa-
ra obtengdo de cortes histologi-
cos € SOro.

3.2 Grupo — Um lote conten-
do 3 ratos brancos recém-nasci-

dos foi inoculado permanecendo
negativo aos exames a fresco.
Xeno-artificial: — Este exame
foi feito de maneira muito preca-
ria, com culturas muito pobres,
nao tendo valor absoluto: Foi rea-
lizado com 6 ninfas de Triatoma
infestans. Os exames de fezes a
partir do 1.° dia mostraram-se ne-
gativos. Com 68 dias fez-se a dis-
secacdo também negativa.

COMENTARIOS

Neste trabalho preliminar, so-
bre Schizotrypanum de Phyllos-
tomus hastatus pudemos verificar,
apenas, que o parasito deve cor-
responder 2 mesma espécie ja
observada no Brasil 12356, O
comportamento biolégico, ainda
que mal estudado por nés, bem
como os dados morfoldgicos sao
sugestivos de que o parasito se
distancia pouco do T. cruzi. Sdo
pontos relevantes, a nosso ver, a
este respeito — a reiterada inca-
pacidade da cépa de infectar os
animais de laboratério em que fo-
ram inoculados: camundongos e
ratos e 0 seu comportamento em
cultura, deixando de crescer, ou
crescendo mal, em meios, nos
quais o T. cruzi se desenvolve in-
tensamente.

Embora o nimero de experi-
mentos realizados com a cépa,
que isolamos, tenha sido pequeno
e ndo tenhamos conseguido obter
formas sanguicolas pela inocula-
¢ao de sangue dos morcegos natu-
ralmente infectados, em outros
animais, ou por inoculagdo de
culturas nos 3 lotes de respecti-
vamente de 10, 5 e 3 animais —
estes dados negativos, confirmam,
até certo ponto, os achados de

=
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Dias, 1936 que em 99 experimen-
tos de inoculagdo obteve apenas
1 infec¢do em 1 camundongo, ob-
tido através de inoculagdo de fe-
zes de triatomineo infectado com
xeno-artificial, ¢ € um dado a fa-
vor de se tratar da mesma 2s»¢-
cie de Schizotrypanum de P. has-
tatus estudado por ele.

A espécie estudada por Dias, se
caracterizava pelos seguintes da-
dos: tratava-se de Schizotrypanum
de comprimento médio, em torno
de 20 micra, apresentando o maior
tamanho entre os tripanosomos do
mesmo grupo, o indice nuclear
pequeno, o menor dentre as es-
pécies do grupo; infectavam mui-
to dificilmente os animais de la-
boratério, ou s6 excepcionalmen-
te 2, (observar que as amostras
jue o faziam apds a primeira
passagem, continuavam transmi-
tindo-se a todos os outros ani-
mais em passagens posteriores);
mantinham um desenvolvimento
inconstante e transitorio nos tria-
tomineos, ndo obstante poder, al-
gumas vezes, ser duradouro; apre-
sentavam forma de desenvolvi-
mento nos tecidos, com ninhos de
leishmanias, observados, frequen-
temente, no estOmago, intestino
(camada muscular) no pulmio ou
miisculo e eram facilmente culti-
vaveis.

No que diz respeito a posigio
sistemdtica, achamos que o as-
sunto ndo foi ainda adequadamen-
te estudado, e apesar da abalisada
opinido de Deane! que distribue
os tripanosomos de morcegos nos
seguintes grupos: a) T. cruzi, assi-
nalado em morcego das dreas en-
démicas, da doenga de Chagas,
com cérca de 20 micra de com-
primento, indice nuclear 1.4 a

1.6, evoluindo bem em “barbei-
ros” e virulento para animal de
laboratério.

b) T. vespertilionis — Batta-
glia, 1904, espécie que seria ca-
racterizada por seu tamanho pe-
queno, 14 a 16 micra; indice nu-
clear elevado 3,6 a 2,7; néo de-
senvolvimento ou evolugdo dificil,
nas espécies de triatomineos que
habitualmente veiculam o T. cru=
zi, e sua infectividade muito
baixa para os animais de labora-
tério. '

c) formas que ndo podem ser
no momento, incluidas em nenhu-
ma destas categorias e que preci-
sam ser melhor estudadas.

Preferiamos nos colocar, a este
respeito, ao lado de Dias, 1940 3,
que baseando-se no estudo bio-
métrico de varios parasitos do gé-
nero Schizotrypanum admite que
as trés amostras (cruzi, phyllosto-
mus ¢ hastatus diferem morfologi-
camente de “Vespertilionis” “sen-
su strictu” pelas suas dimensdes
maiores, ¢ pela situagdo do nd-
cleo mais medianamente, e biolo-
gicamente por evoluirem “facil-
mente” em reduvideos. Além dis-
to, as amostras “phyllostomus” e
“cruzi” sdo infectantes para diver-
sos animais. A ‘“hastatus” que bio-
logicamente é a que mais se distan-
cia da “vespertilionis” tem em co-
mum com esta a ndao transmissi=
bilidade aos animais de experién-
cia, sO excepcionalmente conse-
guida 2345,

Nio obstante as diferencas assi=
naladas, os 4 tipos de Schizotrypa-
num tem caracteres morfolégicos
¢ biolégicos comuns, tais como:
aspecto geral dos tripanosomas,
com bleforoplasto mais ou menos
volumoso, subterminal ou termi-
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nal; indivisibilidade das formas
no sangue, com formas sanguico-
las adultas; proliferagdo nos teci-
dos sob a forma de leishmania,
cultivabilidade “in vitro” e evolu-
¢do em “posterior station” no
transmissor .

Em relagdo ao encontro de for-
mas “leishmanioides” verificadas
em cultura, em nossa observagao
(Fig. 2) ela coincide com o encon-
tro de Deane' em Trypanosoma
do tipo cruzi isolados de ratos sil-
vestres, em cujas culturas verificou
formas ‘leishmanioides”, que se-
gundo o autor, representam “for-
mas precursoras do tripanosoma
originadas diretamente de leish-
manias por desenvolvimento”.

FIGURA 2 — Formas em culturas,
interpretadas como leishmanioides.

Em ultimo lugar queremos
acentuar, como de grande in-
teresse, o fato de termos iso-
lado um “Schizotrypanum” nao
patogénico para mamifero, que
mantemos, com bastante facilida-
de, em cultivo, obtendo grande
massa de parasitos e cuja correla-
¢io filogenética, tdao préxima a
espécie cruzi nos propicia uma
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oportunidade impar para investi-
gacio de natureza imunoldgica,
em relagio a doenca de Chagas

que acreditamos, teoricamente,
muito promissora.
SUMMARY

PREVIOUS NOTE ON TRYPANOSO-
MA TYPE hastatus ISOLATED FROM
P. HAS1ATUS HASTATUS OF THE
FERCAL CAVE - BRASILIA - BRAZIL

Trypanosomes were isolated from
the bat Phyllostomus hastatus hastatus
of the Fercal Cave situated near Brasi-
lia. These flagellates were identified
with those previously found in Brasil
(Goias, 1933; Minas Gerais, 1934-1935;

Mato Grosso, 1940; Caxias, R.J.,
1940) in these chiroptera.
The biomorphologic studies were

carrged out in culture materials and
pertinent documentation is included in
this paper.
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