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PRIMEIRO ENCONTRO DO TRIATOMA COSTALIMAI
NATURALMENTE INFECTADO PELO TRYPANGSOMA CRUZI:
ESTUDO DE ASPECTOS BIOLOGICOS DA AMOSTRA ISOLADA

DALVA A. MELLO
MONAMARIS M. BORGES

Uma amostra de T. cruzi foi isolada pela primeira vez de um exemplar do Triato-
ma costalimai, capturado no municipio de Mambar, Goids. Estudos experimentais sobre
infectividade e viruléncia foram conduzidos em triatomineos, Calomys callosus {Roden-
tia) e comundongos albinos. Cultivo “In Vitro’ da amostra isolada foi obtido com sucesso
utilizando-se o meio LIT. As mensuracoes realizadas em tripomastigotas sangurcolas de-
ram os seguintes resultados {mcg/: comprimento total — 16,4 (* 1.1); flagelo livre — 4,9
(t 1,1); largura -- 2.8 (* 0.,6); distdncia NA — 4,8(% 0.,6), distancia NP - 6,0(* 0,.5) e In-
dice nuclear 1,5

Cerca de 100 espécies de triatomineos, ja foram encontradas infectadas em con-
di¢Ges naturais pelo Trypnosoma cruzi (Zeledon, 1976).

Com relacdo a espécie Trigtoma costalimai, nada se sabe sobre o seu papel na
epidemiologia da Doenca de Chagas. Descrito por Verano & Galvdo (1959), este reduviideo
toi originaimente encontrado em 1958 no municipio de Taguatinga, estado de Goids, vi-
vendo sobre rochas calcdrnias.

Durante as pesquisas sobre o ciclo silvestre de Trypanosoma cruzi no municipio
de Mambai, Goids, algumas ninfas de 7. costalimai foram coletadas nesta regido em am-
biente natural, entre as quais uma encontrava-se infectada com um flagelado suspeito de

ser 1. cruzi.

O estudo aqui apresentado, teve por objetivo identificar, assim como investigar
alguns aspectos biol6gicos deste flagelado, isolado pela primeira vez deste reduviideo.
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MATERIAL E METODOS

1. Procedimento de I[solamento da Amostra

A amostra foi isolada a partir de um triturado em salina da ampola retal de um
exemplar (ninfa de IV estigio) do 7. costelimai com formas epimastigotas e tripomastigo-
tas. Este material foi inoculado em dois exemplares de Calomys callosus (Rodentia) nasci-
dos em laborat6rio e dois Mus musculus albinos cepa “swiss”’, Estes roedores tinham cerca
de 30 dias de idade, e foram inoculados por via intraperitoneal com 0,2 ml do triturado.,
Uma vez contados tripomastigotas no sangue circulante dos animais, procedeu-se o repi-
que do material positivo para outros individuos suscetiveis (2 C. callosus e 2 M. musculus).
bstas novas inoculagfes foram feitas por via intraperitoneal a partir de sangue do coragdo
dos roedores anteriormente infectados, Destes, aquele que apresentou parasitemia mais
alta, foi anestesiado com éter em condicGes assépticas e dele retirado sangue para semea-
dura em dois tubos de cultura corn meio LIT.

O material semeado foi mantido em estufa a 28°C, Os tubos foram examinados
pela primeira vez sete dias ap6s a semeadura. Os outros animais inoculados, com exames
de sangue também positivos, foram submetidos ao xenodiagnoéstico com ninfas de II e IV
estagio de Rhodnius neglectus e Panstrongylus megistus e ninfas 1 estagio de Dipetalogas-
ter maximus.

2. Estudo do Comportamento da Amostra “"In Vivo™

Estudos sobre sensibilidade, evolugdo da parasitemia, determinagdo de periodo
prepatente e aspectos histopatolégicos, foram conduzidos em cinco C callosus e cinco M.
musculus albinos, cepa “swiss”. Estes animais foram inoculados por via intraperitoneal
com 10% tripomastigotas metaciclicos, obtidos no meio LIT ¢ contados da maneira que

estd descrita em Camargo (1964), com auxilio da cidmara de Neubauer.

Exames didrios do sangue da cauda destes animais foram realizados, para deter-
minacdo do periodo prepatante. A evolugfo da parasitemia foi acompanhada ap0s a pre-
paténcia, em dias alternados. As contagens foram realizadas durante trinta dias, apos as
inoculagOes de acordo com a técnica de Brener (1965). Os animais que sobreviviam a in-
feccdo eram submetidos a xenodiagnosticos como esta descrito no item 1, e entdo sacrifi-

cados.

Destes individuos foram retirados fragmentos dos seguintes 6rgdos: figado, bago,
esOfago, intestinos delgado e grosso, pulmao, cérebro e misculo da coxa. O coragdo e o
rim foram retirados inteiros. Este material toi fixado em formol a 10% para estudos de ai-
tera¢Bes histologicas ¢ pesquisa de ninhos de amastigotas. Os tecidos foram incluidos em
parafina, cortados em sec¢des de 5 mcg de espessura e corados com hematoxilina-¢osina.

Testes de imunidade cruzada, utilizando-se a cepa Berenice (de origem humana ¢
virulenta) foram realizadas em quatro C, callosus e quatro camundongos, como recomens-

da Barretto (1970).

3. Estudo de Suscetibilidade de Triagtomineos

Para testar a capacidade de R. neglectus, P. megistus e D. maximus se infectarem
com a amostra em estudo, foram utilizados 54, 71 e 54 ninfas, respectivamente como ci-
tadas no item 2. Os triatomineos em jejum prolongado eram colocados para se alimentar
nos animais comprovadamente infectados sendo suas fezes examinadas trinta dias depois.
Os que estavam negativos eram submetidos a novos exames no 609 dia, ocasiio em que
era também dissecado seu tubo digestivo.
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4. Estudo de Crescimento e Diferenciacdo “In Vitro™

Os estudos de crescimento de diferenciagdo foram acompanhados durante 264
horas, em intervalos de 24 horas. As contagens eram feitas em cdmara de Neubauer (Ca-
margo, 1964), separando-se cuidadosamente cada forma.

ApOs o primeiro isolamento da amostra no meio LIT, como estd referido no item
1, foram realizados sucessivamente um segundo e terceiro repiques, obtendo-se entdo nes-
te Gltimo crescimento abundante de parasitos. A partir do terceiro repique, cinco tubos
contendo 8 ml do meio LIT, foram semeados cada um com aproximadamente 99.600 for-
mas do tripanossoma, distribuidas como se segue: 48.000 amastigotas, 30.000 epimastigo-
tas ¢ 21.600 tripomastigotas. A populagdo final de parasitas/ml diluida por tubo ficou
sendo 6.000 amastigotas, 3.750 epimastigotas e 2.700 tripomastigotas, perfazendo um to-
tal de 12.450 individuos em cada ml.

5. Estudos Morfologicos

Os estudos morfologicos de tripomastigotas sanguicolas foram realizados como
recomenda Barretto (1970). ObservagBes morfolégicas de outras formas foram realizadas
em [dminas com material de cultura e fezes positivas de barbeiros. Todo material foi cora-

do pelo Giemsa-May Grinwald. Desenhos em cdmara clara (x 800) e fotografias (x 1200)
foram feitas de vdrias formas. As mensuragBes dos tripomastigotas sanguicolas foram to-
madas em 20 formas com o auxilio de um curvimetro.

RESULTADOS

1. fsolamento de Amostra

A amostra em estudo pode ser 1solada facilmente do sangue dos C’ callosus (to-
tal = 4) e M. musculus (total = 4)inoculados com o material da ampola retal do T costa-
limai. Os resultados dos triatomineos alimentados nestes animais foram positivos. A cultu-
ra no LIT, a partir o sangue contendo as formas tripomastigotas, foi também positiva
7 dias apds o in6culo.

2. Estudo do Comportamento da Amostra “In Vivo”™

Os resultados obtidos sobre a evolucdo da prepaténcia e¢ parasitemia dos C cal-
losus e M. musculus, estdo apresentados nas Tabelas I e II.

TABELA I

Prepaténcia da cepa de T. cruzi isolada no Trigtoma
costalimai em Calomys callosus e Mus musculus

Animais Pertodo prepatente {dias)
Inoculados Média amplirude
C. callosus 4 8 4-5
M. musculus 94 11-12

O periodo prepatente (Tabela I) foi significantemente mais curto em C callosus
do que em camundongos.
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TABELA 11

Evoluc¢do da Parasitemia do 7. cruzi isolado de
Triatoma costalimai, em Calomys callosus €

Mus musculus albinos

D.A.MELLO & M. M. BORGLS

Numero de dias apos

Numero médio de parasitas/Smm>~

a inoculacgo C. callosus M. musculus
4 10 0
5 620 0
7 272 0

10 400 0
12 3.750 33,3
14 1.140 116 .6
16 2.172 12,5
18 1.210 3666
20 1.090 2333
23 760 333
25 630 50,0
27 430 12.5
29 410 50,0

*Em S roedores de cada espécie.

Como mostra a Tabela Il osniveis de parasitos no sangue circulante de C. caflosus,
foi significantemente mais alto do que em M. musculus. Ressalte-se que entre cinco ca-
mundongos inoculados, apenas em trés foi possivel acompanhar a evolugdo da parasite-
mia. Destes, o quarto animal veio a falecer no 169 dia apds o indculo. Este camundongo
desenvolveu parasitemias entre S0-450 parasitas/Smm”. Sendo encontrado morto em
avangado estado de putrefagdo ndo foi possivel retirar deste animal material para estudos
histopatolégicos. O quinto camundongo nio apresentou parasitemia patente, no entanto

o xenodiagndstico foi positivo.

Os picos de populagdo dos tripomastigotas apos as inoculages ocorreram nos C.
callosus, entre 0 129 e 0 209 dia, e nos camundongos entre o 189 e 209 dia.

As alterac@es histopatolégicas foram discretas no C. callosus. Os resultados obti-
dos foram os seguintes; um animal tinha pseudocistos no coracdo. intactos ¢ sem reagoes
inflamatorias (Fig. 1); trés apresentavam no coragdo discreto infiltrado inflamatério de cé-
lulas mononucleares: ¢ no tltimo nfo foi encontrada qualquer reagdo intlamatéria nem

pseudocistos.

As observacfes realizadas nos camundongos indicaram que estes animais sofre-
ram maior agressividade da cepa de T. cruzi em estudo, do que os C. callosus. Quatro ca-
mundongos apresentaram intensa reagdo inflamatéria na musculatura dos intestinos del-
gado e grosso, coragdo (Fig. 1) e coxa; o pulmdo também apresentou infiltrado inflamaté-
rio. A presenca de pseudocistos foi registrada na musculatura do intestino delgado, cora-

¢do e coxa (Fig. 3).

Os C. callosus e camundongos submetidos & reinoculagdes com a cepa Berenice,
para testar a imunidade cruzada, sobreviveram as reinfecgdes. Os testemunhos do C. cal-
losus também sobreviveram mas, os camundongos morreram 7 dias apés as inoculagoes.
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Fig. 1 — Pseudocisto na fibra muscular do coragao de C callosus infectado com a amostra de T. cruezi
isolada do T. costalimai. Notar a auséncia de reacio inflamatoria.

3. Esrudo da Suscetibilidade de Triatomineos

Na Tabela II1 estdo os resultados obtidos sobre a suscetibilidade dos triatomineos
a amostra de 7. cruzi investigada. Como pode ser visto as trés espécies de barbeiros testa-
dos apresentaram percentuais semelhantes de positividade, variando entre 46,3% e 57,4%.

4. Estudo “In Vitro”

A amostra de 7. cruzi estudada cresceu bem no LIT apresentando nos repiques
iniciais abundantes aglomerados de formas amastigotas. Tais formas, entretanto, desapare-
ceram apds repiques sucessivos. O pico maximo de populacdo das formas ocorreu como
segue: amastigotas as 168 horas; epimastigotas as 144 horas e tripomastigotas as 120 horas.
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TABELA III

Suscetibilidade de trés espécies de Triatomineos a
cepa silvestre de 7. cruzi isolada de Triatoma costalimai

Espécies de Tortal de Total % de
triatomineos Alimentados de positivos pOsitivos
R. neglectus 54 31 574
P. megistus 71 33 46,5
D. maximus 54 25 46.3

5. Estudos Morfologicos

Os resultados das mensuragGes (mcg) realizadas nas tripomastigotas sanguicolas
foram os seguintes:

Comprimento total — 164 (x 1,1)
Flagelo Livre - 49(x1,1)
Largura — 2.8(x0,6)
Distincia NA — 48(£0,6)
Distancia NP — 60(*05)
Indice Nuclear — 1,3

A Fig. 4 mostra a microfotografia de tais formas, enquanto na Fig. § estdo os
desenhos das formas sanguicolas, de cultura e fezes de triatomineos, Nas ldminas coradas
as tripomastigotas sanguicolas se apresentavam em forma de “C” com o citoplasma bas-
tante granuloso, corado de azul violeta. A morfologia se assemelha mais s formas largas

descritas por Brener & Chiari (1963).

COMENTARIOS E CONCLUSOES

A amostra de tripanossoma isolada de 7. cosralimai mostrou-se infectante para os
C. callosus, camundongos e triatomineos utilizados nos experimentos.

O encontro de lesGes, compativeis aos achados em infecgbes experimentais com
cepas de T. cruzi de origens diversas, assim como a presenca de pseudocistos de amastigo-
tas em cé€lulas musculares, comprovam os aspectos agressivos, embora ténues, da amostra
estudada. A evolugfo da infecgdo seguiu padrio semelhante ao das amostras silvestres, es-
tudadas por Mello et al. (1979).

Quanto a morfologia das formas sanguicolas, de cultura e das fezes dos triatomi-
neos alimentados nos animais infectados, verifica-se que se apresenta semelhante s do
T. cruzi (Hoare, 1972). Particularmente com relagdo as formas sanguicolas, como pode
ser visto na figura, elas se assemelham mais ao tipo larga e intermedidria, descritas por Bre-
ner & Chiari (1963). As mensura¢Bes estio compativeis com aquelas encontradas para
T cruzi (Barretto, 1970 e Hoare, 1972).
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Fig. 4 - Microfotografia dos tripanossomas sanguicolos, encontrados no sangue circulante de C. cal-
losus infectado. com a amostra de T. cruzi isclada do T. costalimai.
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Fig. 5 - Desenhos dos tripanosomas (x 800). da amostra de 7. cruzi. isolada do T. cosralimai- 1 — 3
sangue circulante; 4 - 9 meio LIT: 10 - 13 fezes de triatomincos.



TRIATOMA COSTALIMAI INFECTADO PELO TRYPANOSOMA CRUZI 69

SUMMARY

Tripanosoma cruzi is for the first time recorded infecting Triaroma costalimai
captured in Mambait county, state of Goids, Brasil.

The isolated strain is easily cultivated on LIT medium.

The above T. cruzi strain was inoculated in mice and in Calomys callosus (Ro-
dentia). The infection can be considered mild in those animals. The prepatent period was
9.4 days for mice and 4,8 days for C. callosus. No lethality for C callosus was observed
during the period of observations. The maxima observed parasitemia was: 366.6/5mm”
for mice and 3,750/5mm? for C. callosus. Pseudocysts were found in muscles cells of both
infected rodent species. Cross-immunity tests showed that a previous infection gives resis-
tance against reinoculation with a virulent 7. cruzi strain.

Nymphs of Dipetalogaster maximus, Rhodnius neglectus and T. infestans fed on
infected animals acquired the infection.
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