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RESUMO

Os Autores estudaram do ponto de vista patogénico um tripanosoma morfo-
logicamente semelhante ao T. cruzi, encontrado em reservatério silvestre no Estado
da Guanabara. Analisando detidamente os aspectos morfolégicos e evolutivos
désse tripanosoma, encontraram identidade enire as cepas isoladas e as formas.
largas do Trypanosoma cruzi. Entretanto, o estudo anatomo-patolégico dos ani-
mais silvestres naturalmente infetados nfio revelou a presenca de leishménia no
miocardio de nenhum déles, apesar de terem estudado minuciosamente 90 cortes
déste 6rgdo em cada um désses animais. As lesGes encontradas foram apenas de
natureza inflamatéria — infiltrados do tipo linfoplasmocitirio intersticial.

Inoculando cepas do tripanosoma isolado dos animais silvestres (gambés)
em animais de laboratério (camundongos jovens, cobaios e cles) s observaram
tripancsoma no sangue periférico e leishménia no miocardio em 2 dos animais
inoculados, nos quais a resisténcia foi baixada por altas doses de corticosterdides;
no entanto, o xenodiagndstico foi positivo praticamente em todos os animais ino-
culados, revelando-se o exame de maior sensibilidade nos casos de infeccio por
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cepas de patogenicidade atenuada.

Concluem os Autores tratar-se de um tripanosoma de baixa viruléncia e pato-
genicidade, porém certamente pertencente ao “complexo cruzi”.

INTRODUCAO

O problema dos reservatérios silvestres de
tripanosomas morfologicamente semelhante
ao T. cruzi vem ultimamente despertando
grande interésse entre os epidemiologistas e
pesquisadores, de um lado pela importancia
epidemiolbgica déstes reservatérios ja assi-
nalada desde os trabalhos pioneiros de CHa-
6as™® e, de outro, pela diversidade de
aspectos morfolégicos, imunolégicos e pa-
togénicos com que os tripanosomas se apre-
sentam, segundo o hospedeiro que o alber-

ga e outros fatbres ainda nfo bem determi-
nados. De fato, desde os trabalhos iniciais
de CHAGAS %% CHaGAS & VILLELA®, VIL-
LELA 2°, Dias® e Evanpro CHaGAS?*® sdo
conhecidas algumas diferengas morfolégicas
e patogénicas do T'rypanosoma cruzi, assim
como variagbes da evolugdio clinica da doen-
¢a no homem. Mais recentemente, estudos
de Nussenzweic & col.?® vieram demons-
trar a existéncia de pelo menos dois ti-
pos imunolégicos do flagelado. BreENErR &
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Cuiari ®, analisando sete amosiras de T.
cruzi de diversas procedéncias, puderam
agrupi-las em trés padrdes morfolégicos de
acdrdo com a largura das formas predomi-
nantes, Por outro lado, Deane & col. ??,
estudando a patogenicidade de cepas de tri-
panosoma morfologicamente semelhante ao
T. cruzi, isoladas de quatro espécies de ani-
mais silvestres, verificaram nitidas diferen-
cas patogénicas entre elas.

Diversos pesquisadores nacionais tém-se
dedicado ao estudo dos reservatdrios silves-
tres de tripanosomas morfologicamente se-
melhantes ao T. cruzi, dentre os quais des-
tacamos os trabalhos de Mauro PEREIRA
BarreTTO e LEONIDAS DE MEerio DEANE
que, em revisdo recente (BARRETTO' e
DEeang '2), sintetizam os dados da literatu-
ra nacional. Segundo éste aliimo Autor,
trinta ‘e quatro espécies ou subespécies de
mamiferos silvestres dentre os primatas, des-
dentados, marsupiais, carnivoros, roedores e
quirépteros ja foram assinaladas como re-
servatorios silvestres de 7. cruzi no Brasil.

No Estado da Guanabara nenhum outro
trabalho, além das observagbes iniciais de
Gumaries & Jansen ', foi realizado até
entdo neste campo.

MATERIAL E M=ETODOS

Instalamos no bairro de Santa Teresa, em
pleno centro da cidade do Rio de Janeiro,
duas estagGes de captura de animais, a pri-
meira em uma area livre localizada nos fun-
dos da casa n.° 28 da Estrada D. Joaquim
Mamede — Lagoinha e a segunda em uma
area florestal do Silvestre. Cada estacdo de
captura era composta apenas de uma arma-
dilha rstica, com 100 cm X 50 em X 50
cm, construida com madeira e tela de ara-
me com malha de 2 cm, permitindo, por-
tanto, a captura de animais de pequeno e
médio porte, usando-se como ‘‘isca” carne
ou uma mistura de carne e frutas. As ar-
madilhas eram examinadas diariamente e
ficaram em funcionamento de setembro de

1964 a margo de 1965.

Os animais capturados eram submetidos
a0s seguintes exames: exame de sangue en-
tre ldmina e laminula, xenodiagnéstico e
exame histopatolégico do coracio e figado
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em todos e de outros 6rgfos ocasionalmen-
te. De todos os animais foi também reti-
rado sangue por pungdo cardiaca para he-
mocultura nos meios de N. N. N. e de
Bonacci. A hemoscopia entre ldmina e la-
minula foi realizada de acdordo com a téc-
nica preconizada por BRENER 2, isto é, ana-
lise inicial de 100 campos microscopicos
(aumento de 10 X 45), sendo 20 campos
em cada &ngulo da laminula e 20 no cen-
tro; caso éstes campos féssem negativos,
téda. a preparagio era examinada. Se al-
gum tripanosoma era visto no exame direto
a fresco, 10 esfregagos de sangue do animal
eram feitos em lamina e corados pelo May-
Griinwald-Giemsa, para posterior analise
morfolégica do tripanosoma. Os xenodiag-
noésticos foram realizados com cinco ninfas
de Rhodnius prolixus e o exame microscé-
pico das fezes do inseto era feito de 30 a
45 dias apds o repasto.

Os o6rgéos retirados durante a necrépsia
eram fixados no formol a 109% durante pelo
menos uma semana antes da inclusdo e
corte; os cortes foram feitos com um mi-
crétomo regulado para 5 p de espessura.
De cada coragio foram retirados 90 cortes
transversais, sendo 30 respectivamente de
ponta, do meio e da base. De cada um
dos outros 6rgdos foram retirados 12 cortes.
As laminas foram coradas pela hematoxili-
na-eosina.

O sangue colhido por puncio asséptica do
coragdo de cada animal fol plantado ao
mesmo tempo nos meios de N.N.N. e de
Bonacct, na base de 1 ml de sangue para
cada tubo contendo 10 ml do meio. As
culturas foram mantidas em temperatura
ambiente (25°C a 30°C) e observadas regu-
larmente cada cinco dias a partir do 5.°
dia até o 20.° dia, quando o material posi-
tivo era repicado para ndvo meio.

O tripanosoma de “gamba” isolado por
cultura e xenodiagnéstico (Quadro I) foi
inoculado por via peritoneal em camundon-
gos jovens, cobaios e clezinhos com quinze
dias (Quadro II). Uma suspenso espéssa
da cultura do tripanosoma foi inoculada
duas semanas apdés o plantio, na base de
0,2 ml para cada camundongo de cérca de
16 g e de 0,5 ml para cada cobaio e céo-
zinho. O conteido intestinal de um “bar-
beiro” positivo (xeno de “gamba”) era reti-
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rado por disseccdo, diluido em 0,2 a 0,3 ml
de sbro- fisiolégico e inoculado por via pe:
ritoneal nos animais assinalados no Qua-
dro II.

Os animais inoculados foram examinados
com as mesmas técnicas empregadas para
os animais silvestres, A hemoscopia entre
lamina e laminula foi realizada regular-
mente cada cinco dias a partir do 5.° dia
até a data da morte do animal. O xeno-
diagnéstico foi realizado cada quinze dias.
Estes animais foram sacrificados em perio-
dos variaveis, como podemos verificar no
Quadro II, exceto.os dois caezinhos, que
morreram da infeccio experimental 35 e
40 dias apds a inoculagio. O exame histo-
patolégico do coragdo, figado, bago e oca-

sionalmente de outros 6rgfos foi realizado
com as mesmas técnicas ja assinaladas.

RESULTADOS

Como podemos observar no Quadro I, dos
quinze animais silvestres capturados, qua-
tro apresentaram tripanosoma morfologica-
mente semelhante ao 7. cruzi pelo xenodiag-
noéstico e hemocultura e em apenas trés foi
encontrado tripanosoma pelo exame direto
do sangue entre ldmina e laminula. Os tri-
panosomas de “gamba” encontrados no exa-
me de sangue a fresco entre ldmina e lami-
nula apresentavam grande mobilidade, con-
servando-a duranté mais de uma hora; os
esfregagos, corados pelo May-Grinwald-

QUADRO I

Animalis silvestres capturados

Histopatologia
o Coracéo Figado
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1 Didelphis marsupialis aurita (gamba) — —_ — — — +
2 Didelphis marsupialis aurita (gamba) —_ — — — -+ — —
3 Metachirus nudicaudata (cuica) ..... J— — —_— — — — —
4 Didelphis marsupialis aurite (gamba) — — —_ — — — +
5 Didelphis marsupialis aurita (gambd) — — — — + —
6 Didelphis marsupialis aurita (gamba) + + + —_— + + + — + 4
7 Didelphis marsupialis aurite (gamba) —_— + + — + + — + +
8 Didelphis marsupialis aurita (gamba) + -+ + — + + — + +
9 Sciurus ingrami (cachinguelé) ....... — J— — J— . — .
10 Didelphis marsupialis aurite (gamba) — — — — + — -
11 Didelphis marsupialis aurita (gamba) + + + —- 4+ + —_ +
12 Didelphis marsupialis aurita (gamba) — — — — + — +
13 Didelphis marsupialis aurite (gamba) — — _ —_ — — —
14 Didelphis marsupiclis awrite (gamba) — — — — -+ — +
15 Didelphis marsupialis aurita (gamba) — — — — + —_ -+
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QUADRO II

Animais inoculados
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5 Cobaio ........... Cultura .................... Peritonio — + 60 — + + — + — +
6 Cobaio ........... Cultura .................... Peritonio — — 60 — ++ — + — +
7 Cdo ... ... Fezes “barbeiro” ........... Periténio + + 35 +++|+++] — + + — +
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Giemsn, apresenlavam  lripanc=omas de for-
mas largas, com as seguinles caracterislicas
morfolisicas médias: ;

Comprimento total ........... 253 4
Comprimentio do ecorpo ....o..0 168 #
Largura 0 COrPO . ovuwias ivais 23 o
Comprimento do flagelo ... .. B u
Comprimento do naclea .00 23 a4
Largura do nlcleo ..o 21
Dikmetro do cinetoplasto ... 1.2 u
Digthnein do clnetoplasto 4 ex-
tremidade posterior ..., .. » 1.8 u

As hemoculturas foram positivas entre o
5% ¢ 0 107 dia ¢ apresentaram lormas evo-
lutivas em leishminia, crilidia ¢ tripanoso-
ma. () exame hizlopalolagice do coragio e
figado dos animais silvestres positivos (com
tripancsomas no sangue periférico)  mostrou
exlensas  lesbes  degenerativas e inflamato-

Flg. 2 — Formas evolutivas em ecultura, do tr-
panosoma  Isolado de gambd {Giemga, 1.000 = ).

Fig. 1 — Tripanosoma do  “complexe  cresit Fig. 3 — Ninhos de leishmminias no miocArdio

isolndo de gambd (Giemsa, 1000 x) e infiltra- de cdo inoculado com o Wripanosome isolado do

do inflamatdério miocardico do  mesmo  animal gamba ¢ tratado com altas doses de corticoste-
(H.E.,, 400 =), rifde (HE., 1.000 * ).
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rias, como se pode verificar no Quadro-III;
em nenhum déles, no entanto, encontramos
leishmanias em nenhum 6rgéio.

Em sete animais (“gambas”) negativos
para iripanosomas no sangue, o exame his-
topatolégico revelou discretos infiltrados mo-
-nonucleares intersticiais no coragio e peri-
portal; em um dos animais havia pneumo-
pia intersticial com predomindncia linfoci-
taria. Na “cuica” (Metachirus nudicauda-
ta), bem como no “cachinguelé” (Sciurus
ingramt) néo foram encentrades: tripanoso-
mas no sangue nem lesdes histopatoldgicas
nos orgaos examinados. &

~ Dos oito animais inoculados com tripano-
soma de “gambi” (irés camundongos, irés
cobaias e dois cfes), sete vieram a apresen-
tar xenodiagndstico positivo e em dois ape-
nas foram encontrados tripanosomas no san-
gue pelo exame a fresco entre lamina e
laminula. E interessante assinalar que os
dois clies que apresentaram tripanosomas ao
exame direto do sangue s6 o fizeram apds o
uso de corticosterdides durante 5 dias, com
exacerbacio da infecgio e morte déstes ani-
mais.

O exame histopatolégico do coragdo, figa-
do e bago dos animais inoculados revelou,
além da presenca de ninhos de leishménia
no miocirdio de trés déles, extensas lesdes
inflamatérias, como podemos verificar no

Quadro IV.

DISCUSSAO

Pela analise dos resultados, podemos ve-
rificar elevada incidéncia de animais silves-
tres (Didelphis marsupialis) com infecgio
ativa pelo Trypanosoma cruzi, comprovada
pela presenga do préprio parasita na cor-
rente sangiiinea e indiretamente por lesdes
inflamatérias e degenerativas miocérdicas e
hepaticas. O encontro de tripanosoma no
sangue justamente daqueles animais que
apresentaram lesGes histopatolégicas mais
intensas leva-nos a acreditar na relagido de
causa e efeito entre a presenga de tripano-
soma e as lesbes encontradas nestes animalis,
embora nfo tenhamos encontrado “ninhos”
de leishméania em nenhum déles; por outro
lado, a auséncia de tripanosomas no sangue
periférico dos outros “gambis” nfio exclui a
possibilidade de uma infec¢do crénica, mes-
mo porque muitos déles apresentaram lesGes
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inflamatérias miocardicas e hepaticas com-
pativeis com o estado de portador de in-
feccdo cronica de evolugio benigna. As ca-
racteristicas morfolégicas dos tripanosomas
encontrados nos gambas pelo exame direto
do sangue entre ldmina e laminula e em
esfregaco corado pelo Giemsa sdo semelhantes
aquelas das formas largas de Trypanosoma
cruzi encontradas em casos de infecgdo hu-
mana e coincidem com a morfologia dos
tripanosomas isolados diversas vézes por
DeanNE 1% 2% de animais da mesma espécie.

O verdadeiro significado das variagOes
morfolégicas do Trypanosoma cruzi ainda
ndo esta definitivamente explicado, apesar
da existéncia de alguns trabalhos como os
de Brumpr*, Dias & Freitas Filho'’,
Eixeres 8, MEYER & OLIvEIRA *2, SiLva 2*
e recentemente BRENER & CHIARI®; ndo se
sabe ao certo se o polimorfismo do “com-
plexo cruzi” representaria uma caracteris-
tica de cepas diferentes ou variantes biol6-
gicas de uma mesma cepa.

A viruléncia e patogenicidade dos tripa-
nosomas morfologicamente semelhantes ao
T. cruzi, isolados dos hospedeiros silves-
tres, mostram-se geralmente atenuadas. Uma
grande variedade de comportamento tem,
entretanto, sido observada com cepas de
origens dlversas, assim, VILLELA ?° isolou do
tatu uma cepa neurolrfpica altamente vi-
rulenta para o cobaio; DEaANE & Deang ™
isolaram de um marsupial, no Ceard, um
tripanosoma que, inoculado em cdo, produ-
ziu uma infecgdo severa, levando o animal
a morte com paralisia das patas posteriores.
Recentemente, DEANE & col.?®, comparan-
do a patogenicidade de tripanosomas isola-
dos de quatro espécies de animais silvestres,
verificaram nitida diferenca de viruléncia
entre éles, encontrando um tripanosoma do
rato silvestre (Nectomys squamipes) alta.
mente virulento para o camundongo.

A diversidade de aspeclos morfoldgicos,
imunolégicos e patogénicos com que o Try-
panosoma cruzi se apresenta, segundo o hos-
pedeiro que o albergue e outros fatbres ain-
da néo bem determinados, bem como as va-
riagbes regionais e individuais da doenca
de Chagas justificariam a designagfio de
“complexo cruzi” para ésse conjunto etio-
patogénico, em analogia & designagiio dada
por Hoare * & Entamoeba histolytica, pro-
tozodrio que também apresenta variagGes



COURA, J. R.; FERREIRA, L. F.; RUBENS, J.;
soma do “complexo cruzi” em reservatorio silvestre no Estado da Guanabara.
trop. Sdo Paulo 8:125-133, 1966.

patogenicidade.

Rev, Inst. Med.

PEREIRA, N. C. & SILVA, J. R. da — Tripano-
Estudo de sua -

Animais silvestres naturalmente infetados com 7.

QUADRO IIIX

cruzi — Histopatologia

Coracéo

Animal Figado e baco
Infiltrado inflamatério agudo em Areas de esteatose hepatica. Infil-
regides da base. Areas de mioci- trado portal eosinofilico e linfoei-

Gambé (6) tolise. Zonas de infiltrado linfo- tario. Hiperplasia das células de
plasmocitario e eosinofilico. Ede- Kupffer
ma. intersticial.
Gamba (T) Infiltrado mononuclear intersticial. " Infiltrado linfoplasmocitdario portal
~Degeneracdo acidofila.
Gamba (8) Infiltrado mononuclear intersticial Infiltrado linfocitaric portal
Infiltrado mononuclear intersticial. Infiltrado linfoplasmocitario portal.
Gamba (11) Focos de miocitolise. Baco: intensa hiperplasia linfoplas-
mocitéaria
QUADRO IV
Animais inoculados com tfipanosomas de gambéd — Histopatologia
Animal Coraciao Figado e baco

Camundongo (1)

Discreto infiltrado mononuclear in-
tersticial

Discreto infiltrado linfocitario por-
tal; anisocitose dos hepatécitos.
Baco: intensa hiperplasia dos foli-
culos linféides :

Camundongo (2)

Discreto infiltrado mononuclear in-
tersticial

Acumulo linfocitario portal. Ba-
¢o: congestdo e hiperplasia linfo-
reticular

Camundongo (3)

Ninhos de leishmanias. Denso in-
filtrado linfocitdrio na musculatu-
ra auricular e noédulo sinoauri-
cular

Discreto infiltrado linfocitario por-
tal. Bacgo: congestdo e hiperpla-
sia linforeticular

Cobaio (4)

Infiltrado mononuclear intersticial.
Fragmentacdo de fibras

Hiperplasia das células de Kupffer.
Bac¢o: hiperplasia linforeticular

Cobaio (5)

Infiltrado intersticial mononuclear.
Areas de hemorragia

Figado sem alteracbes. Bacgo: hi-
perplasia dos foliculos linfaticos

Cobaio (6)

Infiltrado intersticial mononuclear.
Areas de hemorragia

Figado sem alteracdes. Baco: hi-
perplasia dos foliculos linfaticos.

Cao (7)

Numerosos ninhos de leishmaénias.
Denso infiltrado linfoeitario

Denso infiltrado portal linfocitéa-
rio; focos de necrose e micro-abs-
Ccessos. Baco: hiperplasia linfore-
ticular :

Cao (8)

Idem (7)

Idem (7)
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quanto & sua morfologia e patogenicidade.
Alids, éste Autor propds recentemente uma
nova classificacio para os tripanosomas de
mamiferos ?!, na qual enquadra o Trypano-
soma cruzi como espécie-tipo do subgénero
Schizotrypanum (Segio STERCORARIA), in-
cluindo o T. wverspertilionis e outras formas
similares.

Com referéncia aos tripanosomas isolados
dos animais silvestres (“gambas”) de Santa
Teresa, parecem-nos de viruléncia bastante
atenuada e patogenicidade discreta, uma vez
que s6 conseguimos infecgbes mais graves
pela baixa de resisténcia dos animais (cées)
com o uso de corticosteréides em grandes
doses. Por outro lado, o encontro de leish-
méinias nos tecidos s foi verificado em
trés dos oito animais inoculados, dois dos
quais haviam feito uso de corticosteréides,
e em nenhum dos animais naturalmente in-
fetados encontramos parasitas tissulares.

A facilidade de cultivo em meios de agar-
sangue (N.N.N. e Bonacci) e o desenvol-
vimento normal dos tripanosomas isolados
de marsupiais em “ninfas” de triatomideos
— no caso Rhodnius prolixus — confirmam
as caracteristicas evolutivas déstes tripanoso-
mas como pertencente ao “complexo cruzi”.
Por outro lado, a infeccdo experimental de
animais de laboratério, com produgio de
miocardite em todos e formacio de “ninhos”
de leishminias em alguns, identifica &stes
flagelados com o Trypanosoma cruzi.

SUMMARY

Trypanosome of cruzi-like complex in sylvan
reservoir in the Guanabara State. Study of
is pathogenicity

The Authors studied the pathogenicity of a
cruzi-like trypanosome found in sylvan re-
servoir in the Guanabara State (Brasil).
This trypanosome was morphologically simi-
lar to Trypanosome cruzi but no parasite
was found in the hosts tissues and it was
very difficult to find it in the experimen-
tally inoculated animals (mice, guinea-pigs
and pupies). However, when the animal
resistence was ‘“blockaded” by cortisone a
very severe trypanosome infection was res-
pounsible for the animals death.
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Xenodiagnosis was shown to be the best
method to show parasites in experimental
infection by low pathogenicity strains of
cruzi-like trypanosome.

The Authors believe that the strains found
in this sylvan animals (opossum) was from
a low pathogenicity trypanosome but certain-
ly enclosed in the “cruzi-complex”.
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