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RESUMO

Objetivando-se avaliar infecgcdo por tripanosomas em
uma populacdo de hospedeiros, foram examinados, de Jjaneiro a
dezembro de 1982, 303 cascudos-pedra, Hypostomus punctatus Va-
lenciennes, capturados no Lago Acu da Universidade Federal

Rural do Rio de Janeiro, Estado do Rio de Janeiro.

A  prevaléncia de tripanosomas <constatada pelo exame
de sangue fresco, quer pela centrifugagcdo de microhematdcrito
ou por gota de sangue entre ladmina e laminula, foi de 100%. Pe-
lo exame de esfregacos sanguineos finos corados com Giemsa, de-
tectaram-se 72,9% de positivos. Os ©peixes de menor comprimen-
to, classe de 7 a 12 <cm, apresentaram a maior intensidade mé-

> tripanosomas/ml de san-

dia de infeccgdo, que foi de 9,6 x 10
gue; a intensidade da infecg¢do decresceu progressivamente ao

aumento de tamanho dos peixes, baixando a 1,2 x lO5 tripanoso-

mas/ml de sangue, entre os peixes maiores, de 28 a 33 cm.

Foram identificadas duas espécies de tripanosomas

pleomérficos: Trypanosoma (Haematomonas) chagasi Horta, 1910



e Trypanosoma (Isomonasoma) gquaibensis Frdbes, Fortes, Lima &
Leite, 1978. H. punctatus foi, ©pela primeira vez, referido co-

mo hospedeiro de T. (I.) guaibensis.

Isomonasoma foi proposto como novo subgénero, enquan-
to Haematomonas Mitrophanow, 1883 foi reduzido de género a

subgénero.

As sanguessugas capturadas sobre os cascudos pedra
foram dissecadas e apresentaram-se infectadas por tripanoso-
mas em diversas etapas de desenvolvimento. Tripanosomas fo-
ram transmitidos através de sanguessugas a um cascudo-pedra
nao infectado, ©proveniente de outro local. A incriminagao da
sanguessuga Diploddella sp. € a primeira referéncia a um ve-

ror de tripanosomas a peixes no Brasil.



SUMMARY

In order to evaluate the infection of a host
population with trypanosomes, 303 Hypostomus punctatus Valen-
ciennes were studied during the period January to December of
1982. These fish were captured in the Acu Lake of the

Federal Rural University of Rio de Janeiro, Rio de Janeiro

State.
The prevalence of trypanosomes was 100% by all
three methods used: blood smears, microhaematocrit

centrifugation or thick smears Dbetween slldes and coverslips.
In fine blood smears stained with Giemsa, 72.9% of the
positives were detected. The smallest size class of fishes

(7 to 12 cm) had the highest mean intensitv of infection:

5

9,6 X 10 trypanosomes/ml of blood. The intensity of

infection decreased together with the increase in the size of

5

the fish, reaching 1.2 x 10 trypanosomes/ml blood in the

largest fish of 28 to 33 cm.



Two species of pleomorphic trypanosomes were
identified: Trypanosoma (Haematomonas) chagasi Horta, 1910
and Trypanosoma (Isomonasoma) guaibensis Froes, Fortes
Lima & Leite, 1978, the latter Dbeing a new host record.

Isomonasoma was proposed as a new subgenus., while
Haematomonas Mitrophanow, 1883 was reduced from genus to
sbgenus.

Leeches removed for the fish were dissected and
were found to be infected with trypanosomes in various
stages of development. Trypanosomes were transmitted by
leeches to an uninfected fish from another area. The
incrimination of the leech Diplobdella sp. is the first
reference to a fish trypanosome vector in Brazil.



1. INTRODUCAO

Intercruzando-se interesses em ©parasitos de ©pescado e
hematozodarios, principalmente de flagelados, em disciplinas mi-
nistradas no Curso de Pdés-Graduagcdo em Medicina Veterindria-Pa-
rasitologia Veterinéria, foi utilizado material do Posto de
Agliicultura, Lago Ac¢u, da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, evidenciando-se a ocorréncia de tripanosomas em pei-

xes do género Hypostomus Lacépede, 1803.

A primeira observagdo de tripanosomas, segundo a lite-
ratura, ©parece estar ainda sujeita a controvérsia. Ao que tudo
indica, porém, foi VALENTIN (1841) quem ao examinar peixes da
espécie Salmo fario visualizou esses organismos que seriam des-
critos dois anos depois por GRUBY in HOARE (1972). Posterior-
mente, tripanosomas foram assinalados em grande variedade de
hospedeiros vertebrados e invertebrados vetores. As pesquisas
concentraram-se, ©porém, nos parasitos de mamiferos ©pelo poten-
cial patoldgico e zoondético de algumas espécies; contudo, espé-

cies de peixes dulcicolas e marinhas foram assinaladas como



hospedeiras de tripanosomas nas mais diversas regides.

O género Trypanosoma engloba grupos Dbiologicamente he-
terogéneos, o que levou a varias propostas de separagdo em gé-
neros distintos por LUHE (1906)e CHALMERS (1918) in WENYON (1926).
Dada tal diversidade, HOARE (1964) propds, para tripanosomas
de mamiferos, a separacdo em subgéneros, reunindo-os ©por carac-
teristicas morfoldgicas e afinidades biolégicas. Estes seriam
pertinentes a uma diviséo, sem caradter taxondmico, em Seccéo
Stercoraria e Secgdo Salivaria, segundo o 1local em que se d& a
fase final do desenvolvimento no hospedeiro invertebrado e o

modo de transmissdo. Para os tripanosomas dos demais vertebra-

dos, nao houve propostas de classificagcdo subgenérica.

Em 1909, observagdes de tripanosomas de peixes a fres-
co, fixados e corados por diferentes métodos foram feitas por
MINCHIN (1909); LAVERAN & MESNIL (1902b) e BRUMPT (1906b) incri-
minaram sanguessugas como hospedeiros invertebrados descreven-
do formas de desenvolvimento de tripanosomas. A maioria dos
trabalhos restringiu-se a descricles de espécies pela ocorrén-
cia de tripanosomas em espécies de peixes ainda ndo assinala-
das como hospedeiras. Essas novas espécies receberanm, em ge-
ral, designacdes especificas relacionadas aos nomes genérico,

especifico ou vulgar dos ©peixes em que foram encontradas.

Ja foi demonstrada experimentalmente que a especifici-
dade parasitdria por tripanosoma ndo ¢€é rigida em relacdo a es-
pécie do peixe (LOM, 1973). Esta assertiva pode ser exemplifi-

cada pelo caso de trés espécies descritas originalmente ©por



BRUMPT (1906a), que foram posteriormente reconhecidas como
uma sé espécie (LETCH, 1977b, LETCH & BALL, 1979). A relacéo
do parasitismo de tripanosomas em peixes continua a ser tema

de muitas indagacgdes.

No Brasil, 26 espécies de tripanosomas parasitos de
peixes foram propostas, a maioria das quais motivada pelo cri-
tério da especificidade ao hospedeiro; o alto grau de pleomor-
fismo das espécies e/ou a presenca de infecg¢bes mistas 1levou
os autores a subdividirem sua descricdo em tipos morfoldgicos
por combinacéo de caracteristicas morfoldgicas e/ou biométri-
cas. Todas estas varidveis, além de outros caracteres e atri-
butos taxondmicos importantes que tém sido pouco empregados pe-
los autores nacionais, devem ser consideradas para dqualquer i-

dentificacdo ispecifica destes flagelados.

A constatacdo da presenca de tripanosomas em ©peixes
cascudos-pedra do Lago Ac¢u da UFRRJ, motivou a tentativa, ora
relatada, de identificar esses flagelados, avaliar a infeccéo
no hospedeiro vertebrado e encontrar o hospedeiro invertebra-

do nesse local.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Tripanosomas de peixes dulciaqliicolas no Brasil

A primeira referéncia a tripanosoma de ©peixes no Bra-
sil foi feita por BOTELHO em 1907, com material do Rio Tieté,
Estado de Sdo Paulo, quando descreveu Trypanosoma rhamdiae en-
contrado em dois entre os 40 Dbagres (Rhamdia quellen) examina-
dos; as tentativas em cultivar a nova espécie em meio
agar-sangue nao tiveram éxito. Nesse mesmo trabalho o} au-

tor ©propde Trypanosoma macrodonis para tripanosomas de trai-

ra (Macrodon malabaricus) (= Hoplias malabaricus); outras 29
trairas e alguns cascudos, espadas e lambaris também fo-
ram examinados, porém nao apresentavam a infeccéo. Ainda

do Rio Tiet§g, SPLENDORE (1910) propbds a espécie Trypanosoma
hypostomi de Hypostomus auroguttatus encontrado em dois dos
21 exemplares examinados e identificou T. rhamdiae em trés

de 20 R. quellen por ele examinados, a despeito de distin-

¢bes em relagdo a caracterizacdo apresentada por BOTELHO (1907) tais



como: maior dimenséo, presenca de flagelo livre e sobretudo
quanto ao aspecto punctiforme do cinetoplasto que fora descri-
to como grande, projetando-se além da largura da extremidade

posterior do parasito.

J& no Estado do Rio de Janeiro, municipio de Mendes,
HORTA (1910) chamou de Trypanosoma chagasi aos parasitos por
ele encontrados infectando Plecostomus punctatus; referiu tam-
bém a ocorréncia desse parasito nessa mesma espécie de hospe-
deiro em Juiz de Fora e Benjamin Constant, Estado de Minas Ge-
rais. Nesse trabalho o autor sugere flutuacdes do parasitis-
mo de acordo com a faixa etdria do hospedeiro, pois notou que
0s peixes adultos estavam pouco parasitados em relacdo as pa-
rasitemias maiores dos jovens; também fez mencdo a possiveis
variacgdes sazonais afirmando ter havido maior intensidade de
infeccao no inverno em relacao aos meses quentes. Mesmo sem
apresentar resultados biométricos, caracterizou o) cinetoplas-
to como grande e acentuado, e evidenciou a presenga de duas
formas distintas, wuma larga e curta e outra estreita e longa,
as quais relacionou como possivel dimorfismo sexual, sendo a
primeira a forma feminina e a outra masculina. Ainda com T.
chagasi obtido de P. punctatus, HORTA & MACHADO (1911) fizeram
citologia com detalhamento das etapas de diviséo nuclear e
tentaram o cultivo desse flagelado no meio de Novy e McNeal
sem obterem éxito. Outras espécies do género Plecostomus cap-
turadas na mesma regiao apresentavam formas tripomastigotas

muito semelhantes as detectadas em P. punctatus, porém em R.



quellen e H. malabaricus nao foram detectados tripanosomas.
Em complemento ao trabalho de HORTA (1910), esses autores (HOR-
TA & MACHADO, 1911) descreveram em maiores detalhes as formas
apresentadas por  HORTA (1910), porém quanto ao blefaroplasto,

tal descrigcdo é conflitante com a da primeira citacgéo.

Considerando hospedeiros diferentes, o} aspecto geral
do flagelado, o ©protoplasma, o nucleo, o Dblefaroplasto, a mem-
brana ondulante, o flagelo aderente, o flagelo 1livre e com da-
dos mensurais para cada tipo ©observado, FONSECA & VAZ (1928a)
descreveram 10 espécies de tripanosomas em peixes do Rio Mogi-
Guassu, Estado de Sdo Paulo. Essas espécies, 0 numero de ti-

pos de <cada uma e seus respectivos hospedeiros s&o o0s seguin-

tes: Trypanosoma zungaroi (tipos I a 1IV) de Pseudopimelodus
zungaro; Trypanosoma Jloricariae (tipos I a III) de Loricaria
Sp.; Trypanosoma piavae (tipo I) de Characinidae (piava); try-

panosoma ferreirae (tipos I a III) de Characinidae (peixe fer-
reira ou solteira); Trypanosoma strigaticeps (tipos I e II) de
Plecostomus strigaticeps; Trypanosoma margaritiferi (tipos I
a III) de Plecostomus margaritifer; Trypanosoma plecostomi (ti-
pos I a 1IV) de Plecostomus sp.; Trypanosoma albopunctatum (ti-
pos I a 1IV) de Plecostomus albopunctatus; Trypanosoma regani
(tipos I a VIII) de Plecostomus regani e Trypanosoma dorbignyi
(tipos I e 1II) de Rhinodoras dorbigny. Ainda, FONSECA & VAZ
(1928Db) descreveram Trypanosoma francirochai a partir de um
Unico espécimen encontrado em esfregago de sangue de Otocinclus

francirochai capturado no Estado de Sdo Paulo.



FONSECA & VAZ (1929), em trabalho com peixes do Rio
Piracicaba, Estado de Sao Paulo, descreveram Trypanosoma che-
tostomi (tipos I e II) de Chetostomus sp., Trypanosoma piraci-
cabae (tipo I e 1II) de Loricaria piracicabae TIhering e Trypano-

soma larai (tipos I e 1II) de Prochilodus sp.

Ampliando o conhecimento sobre a Dbiologia e o compor-
tamento de tripanosomas de ©peixes, FARIA (1933) partiu de cas-
cudos infectados e procedeu a inoculagcbes de sangue e de emul-
sdo de o6érgdos em ratos e cobaios e em meios de cultivo de Novy
e McNeal e de Saga e Noguchi; também fez <cortes histoldgicos
de mlsculos, érgaos abdominais e sistema nervoso dos peixes
doadores; contudo, todas as tentativas de transmissao, cultivo

e localizacdo extra-sangliinea do parasito falharam.

Em 1935, FONSECA apresentou revisdo de todas as espé-
cies de tripanosomas de peixes dulcicolas do Brasil, com algu-
mas redescrigdes e propds Trgpanosoma iheringi de  Franciscodo-

tas marmoratus, proveniente do Rio Sdo Francisco.

Considerando a ©possibilidade de uma mesma espécie de
tripanosoma infectar mais de um hospedeiro, e de uma espécie
de hospedeiro abrigar diversas espécies de tripanosoma, FROES
et al. (1978) trabalharam com peixes do estudrio do Guaiba, Es-
tado do Rio Grande do Sul, descrevendo Trypanosoma guaibensis
(tipos I a III) de Plecostomus commersoni (Cuv. & Val.) e de
Loricariiehtys anus (tipos I e II) e Trypanosoma immanis (tipos
I e II) de L. anus; atribuiram a designag¢do de Trypanosoma splen-

doteil ao tripanosoma identificado e redescrito por SPLENDORE



(1910) como T. rhamdiae Botelho, 1907 de R. quellen; citaram no

vo hospedeiro (Rhamdia sapo) para T. rhamdiae (tipos I a III).

Novas espécies de tripanosomas de ©peixes do estudrio
do Guaiba foram propostas por FROES et al. (1979) sendo desig-
nadas Trypanosoma venustissimum (tipos I a III) de Plecostomus
plecostomus, Trypanosoma commersonii (tipos I a III) de P. com-—

mersoni e Trypanosoma anusi (tipos I a III) de L. anus.

2.2. Tripanosomas de ©peixes marinhos no Brasil

Poucas, e relativamente recentes sao as referéncias
sobre tripanosoma em ©peixes marinhos no Brasil. Assim, PESSOA
& BIAST (1975) referiram o encontro de um michole, Diplectrum
radiale, entre oito examinados, que estava parasitado por tri-
panosoma; valendo-se de Unica forma tripomastigota observada
em esfregago sanguineo, propuseram a espécie Trypanosoma readia-
le. Uma nova espécie de tripanosoma de peixe marinho foi pro-
posta por LIMA (1976) como Trypanosoma froesi, parasitando Mu-
giz brasiliensis em 33% das tainhas examinadas. Para diagnose
diferencial o autor comparou T. froesi com os citados por FON-
SECA (1935) em trabalho de revisdo de peixes de &gua doce no
Brasil, considerando-o morfologicamente distinto; destacou tam-
bém ndo haver entre os peixes marinhos assinalados como hospe-
deiros de tripanosomas listados por SAUNDERS (1958), nenhum do

género Mugil.

No Brasil, apenas 13 trabalhos (Tabela I) enfocaram o



Tabela 1. Relagdo dos tripanosomas parasitos de peixes dulciaqliicolas e marinhos do Brasil.

Espéeie Hospedeiro N? exam, N9 infect. Local hukor o
Thyparcsoma Ahamdiae Rhamdia quellen 40 2 Rlo Tiet? - 8dp Paule BOTELHD 1907
Tagpancsoma macaodondd Macredon madabaricus k[ i Rlo Tiet? - Sio Paulo POTELHO 1807
Trypanosoma kypcstomd Hyppatomus aurogutiatul 2 2 Rlo Tletéd - 8o Paula SPLENTCRE 1210
Trypanosona thamdine® R. queifen 20 3 Rio Tieté - Sis Paulo SPLENTORE 1910
Thaypancsera chagasd Placoatomut punciatus - - Mordes = RiO de Janeiro HORTA 15740
Taypancsoma chugasd Flacoatorus punetatiy - - Rip Mogl Guansu - 850 Paulo HORTA & MACIDQ 1871
TAgpancsomnd ungaiad Paeudepimatodus zungane - - Ris Mo7i Guassu -Sio Paula FONGECA & VAZ 1928a
Taypanosoma Loricaniae Loricaria sp. - - fio Mogl Guassu ~53c Paulo PCHEECA & VAT 1928a
ﬁyp«:nowma plavae Characinidae (plava) - - Fio Mogi Guassu-S3o Paulo FONSBIA & VAL 1923a
Tryoanosume ferreirad. Chazacinddae lpeixe forrelra) - - Rio Mogl Guassu-S3e Pavle FONSTCA & uAZ 1928a
Trypanpscma stningaiiceps Plagostonus dirigaticops - - Rin Megi Guassu -Sae Paulo PONSDCA & VAZ 1926Ra
Taypangsoma margar{tifend Plecoatomus nanganiiifer - - Fio Mogl Guassu -Sio Paulo FCHS™CA & VAZ 1928
Taypanoiomd plecoszoml PLocodtomss 5P, - - Rlo l“bgi‘ Guassy - 530 Paulo FONSECA & VAZ 19282
Taypanosoma afbupunciati Plecostonus albopunciatus - - Rio Mogl Guassu - 530 Paulo FUNSECA & VAZ 192Ba
Taypanodoma regand Flicodtomus regand ’ - - Rio Mogl Guassu - $80 Paula FONSECS, & VAZ 1928a
Taypancsoma dorbignyd Rhlrodenas donbigny - - Rlo Megl Guassu -S3o0 Paule FONSZCA & VAD 13282
Tagpancsomt franciiochal Gtocinclus {nancinochal - - Rlo Mool Guassu -530 Pawle FOMSECA & VAZ 1628k
Tripancsoma chelosdond Chetostoma sp. - - Rlo Piracicaba = S§3a Pauio ECNSECA & VAZ 1929
Thypancsoma pinacicabae Loricaniz piracicabae - - Rio Piracicaba - S5 Faulo FONSECA & VAZ 1429
Taypanoscma darad Prochitodus sp. - - Rlo Piraclcsba « S50 Paulo FUNSECA & VAL 1929

- Cagoudos - pedra - - — PONSECA & VAD 1932
Taypanosema Lheadngi Franadscodoras masmonatus - - Rio S3o Francisco FARIA 1335
Trupancsone rudiale b Dipleetaur nadiate - - Litoral de Sio Paulo _ FONSECA 1975
Thypancsoms groesi Mugdl buasillonsis - ke Praia de Tramendal - R.G. do Sul  PESSCR & BIAST 1876
Tagpanosoma guatbensia Plecostomus comazasend 2 7 Estuirie do Guaiba - R.G. do Sul. LIMA 1978
Taypanodoma guaibensis Londicaniichtys anus -3 1 Extudrio d& Guaiba = R.G, do Sul  FROES of af. 1978
Trypanodomy {mrznis L. arus 3 1 Estuirio do Gualba - R.G. do Sul  FROES of af. 1978
Trypanodeme dplendered 2 R, guelien - - Rio Tieté - 530 Paulo FROES et af. 1978
Tageangsoma rhamdine Rhardla sape 2 1 Estudrio do Gualka = 2.G, do sul FROES et af. 1978
Trypancsoma venuatisdimm - Plocosfomus plecosdomid 1 1 Estudrio do Gualka - R.G. do Sul  FROES of 2f. 1979
T}:Lrpalnoaama eommersond Plecosfomud commensond 1 1 Estuirio do Guaiba - R.G, do Sul'  FROES ef af, 1973
T-‘I.U‘).:GKOACHH ARusL L. anus 2 2z Estufrio do Guaiba = R.G. do Sul FRIUS ot ad, 1979
a

b

gia: Tagmancsera thandiae Splendore, 1910 nec Botalso, 1507

triparasrens poaites Jo pelser morinhes
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parasitismo de peixes por tripanosoma, iniciado por BOTELHO
(1907) e sendo mais recente o de FROES et al. (1979).
2.3. Proposigcdo de espécies de tripanosomas

LAVERAN (1904) atentou para a dificuldade de se dis-
tinguirem por caracteristicas morfoldégicas espécies de tripano-
somas e para a possibilidade de uma espécie de parasito infec-
tar diferentes espécies de peixes hospedeiros. Ressaltou ase
melhan¢ca de tripanosoma de Phoxinus laevis com Trypanosoma da-

nilewskyi de Cyprinus carpio, corroborando suas afirmativas.

Ao realizar estudos sobre o modo de evolucdo de tripa-
nosoma de peixes no hospedeiro invertebrado, BRUMPT (1900a) as
sinalou a presenca desse hemoparasito em espécies de peixes
ainda ndo referidas <como hospedeiras. Propds como novas as es-—
pécies: Trypanosoma percae de Perca fluviatilis, Trypanosoma
acerinae de Acetina cernua, TITrypanosoma phoxini de Phoxinus
laevis, Trypanosoma langeroni de Cottus gobio, Trypanosoma SsScar-—
dinii de Scardinius erytrophtalmus, Trypanosoma leucisci de
Leuciscus sp., Trypanosoma elegans de Gobio fluviatilis e try-
panosoma squalli de Squalius cephalus. Apresentou para todas
as espécies que propds as medidas de comprimento total do cor-
po, flagelo 1livre, largura, distdncia do cinetoplasto as extre-
midades do citosoma. Utilizando também medidas de comprimento

do corpo, largura, nucleo, flagelo 1livre e acrescentando des-
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crigdes de estruturas e afinidades tintoriais, distinguiu as
formas magna e ©parva, com ocorréncia de formas intermedidrias.
BACIGALUPO & PLAZA (1948) propuseram a espécie Trypanosoma mar-
platensis. 0Os autores fizeram diagnéstico diferencial com tri-
panosomas descritos em peixes do género Raja da Europa por te-
rem encontrado o flagelado em raias (Psammotics microps) do Mar

del Plata.

Na Nova Zeléandia, LAIRD (1951) descreveu seilis novas
espécies de tripanosomas de peixes marinhos com caracterizacédo
morfoldgica detalhada desde a aparéncia geral & presenca de
grédnulos citoplasmdticos e mionemas, incluindo faixa de varia-

¢do biométrica, pols as novas espécies eram marcadamente pleo-

mérficas.

Ao descrever Trypanosoma winchesiense em uma variedade
de Cyprinus carpio origindrio da Alemanha, QADRI (1952) compa-
rou-o com tripanosoma Jj& descrito para essa espécie de hospe-
deiro, T. danilewskyi. Apesar de semelhancas quanto ao dimor-
fismo, posigdo do <cinetoplasto, grédnulos citoplasmdticos e de-
senvolvimento da membrana ondulante, considerou as distingdes
quanto ao aspecto das extremidades do corpo, ©posicdo do cineto-
plasto, nlGcleo com cariosoma central e dimensdes, suficientes
para propor a nova espécie. Na mesma ocasido, com peixes da
india, propés a espécie Trypanosoma batrachi para o tripanoso-
ma dimdérfico observado em Clarias batrachus; e a nova varieda-
de, Trypanosoma danilewskyi var. saccobranchi de Saccobran-

chus fossilis foi descrita. Ainda QADRI (1955) descreveu Try-—



panosoma striati de Ophicephalus

mo trimdérfico com formas grandes,

descrig¢do morfoldgica, biométrica
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striatus, caracterizando-o co-

médias e pequenas, incluindo

e diagndéstico diferencial com

espécies Jj& descritas para peixes da India.

Uma lista contendo 35 espécies de tripanosomas de pei-
xes marinhos foi preparada e wutilizada por SAUNDERS (1959) pa-
ra diferenciar morfoldégica e Dbiometricamente a espécie Trypano-

soma balistes de Balistes

critério, HASAN & QASIM (1962)

ti de Ophicephalus punctatus

género de hospedeiro pelo

te do blefaroplasto e do flagelo

comprimento do corpo.

Tripanosoma pleomérfico,

gas, foi descrito por BECKER

deiros dulcicolas em Washington

KHAYBULAYEV (1971)

no Mar Céspio, descrevendo

cies de hospedeiros; Trypanosoma

tigaster, e Trypanosoma

descricdo morfoldgica e

BURRESON & PRATT (1972)

espécie de tripanosoma foi

da espécie descrita por SAUNDERS

soma pacifica ao flagelado

capriseus por ela proposta.
descreveram

diferenciando-o

monomorfismo e

livre

com
(1967)

como

examinou
Trypanosoma
gasimagomedovi

schulmani

descrita
(1959) e

encontrado

Com igual

Trypanosoma puncta-

de outros desse

dimensodes, notadamen-—

que tem cerca de 3/4 do

predominio de formas lar-

em trés espécies de hospe-

Trypanosoma occidentalis.

2.003 peixes capturados

ataevi em quatro espé-

em Pungitius pla-

em Esox lucius, apresentando

morfométrica.

afirmaram que nenhuma outra

de peixes marinhos depois

chamaram de Trypano-

em Parophrys vetulus que
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se distinguiu dos demais pelo tamanho e pela largura pequenos,
cinetoplasto grande e relagcdo das dimensées do corpo com o fla-

gelo livre quase equivalentes.

Duas novas espécies para peixes da Ifndia foram propos-
tos por RAYCHAUDURI & MISRA (1973) : um dimérfico, Trypanosoma
mukundi de Heteropneustes fossilis e outro monomérfico, Trypa-
nosoma elongatus de Ophicephalus punctatus. Distinguiram es-
sas espécies de outras Jj& descritas pelo nUmero de formas, as-

pectos morfoldgicos e medidas.

Marcado pleomorfismo foi observado por TANDON & JOSHI
(1973) ao descreverem ITrypanosoma maguri encontrado em 13 dos
30 Clarias batrachus capturados no Rio Gomati, India. Diferen-
ciaram-no de duas outras espécies de tripanosomas de peixes do
mesmo género pelas dimensdes. De um Mystus vittatus infectado
dos 12 capturados no mesmo local, os autores propuseram Trypa-
nosoma vittati que se distingue morfobiometricamente de T. ma-
guri. Ainda na fndia, MISRA et al. (1973), descreveram Trypa-
nosoma gachuii, dimérfico, em Ophicephalus gachua, que diferiu
de outras espécies descritas em peixes do género Ophicephalus

por serem pleomérficas ou monomérficas e por aspectos mensurais.

PANDEY & PANDEY (1974) descreveram Trypanosoma baigu-
lensis de Cirrhina reba e Osteobrama cofio, comparando essa es-—
pécie com as demais propostas na India. As caracteristicas de
forma ou tamanho do corpo, cinetoplasto, flagelo 1livre e grénu-

los citoplasmaticos foram usadas como diferenciais.

Em descrigéo em que apresentaram medidas corporais,
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WARSI & FATTOHY (1976) propuseram ITrypanosoma acanthobramae des-
tacando ser a primeira «citagdo em Acanthobrama marmid bem como

no Iraque e paises vizinhos.

Em 1977, na India, MANDAL descreveu tripanosoma mono-
mérfico, Trypanosoma choudhuri de Tilapia mossambica assinalan-
do a presencgca de numerosos granulos de volutina no citoplasma
no bordo oposto a membrana ondulante. No ano seguinte descre-
veu Trypanosoma anabasi de Anabas testudineus e Trypanosoma can-
cili de Xenodon <cancila, ressaltando caracteristicas de granu-
lacgodes, vacuolos citoplasméaticos, cromatina, forma e localiza-
cdo nuclear e numero de ondulagdes da membrana ondulante. Tam-
bém na India, NARASIMHAMURTI & SARATCHANDRA (1980) descreveram
Trypanosoma channai, pleomérfico, de Channa punctata e Trypano-
soma gadrii, monomérfico, de Clarias batrachus, apresentando me-
didas e detalhes morfoldégicos como diferengcas para outras espé-

cies mais préximas.

Uma nova espécie monomérfica de tripanosoma foi iden-
tificada como Trypanosoma magdalenae de Petenia kraussi da Co-
16mbia, por GROGL et al. (1980), obtida apds centrifugacéo
do sangue dos hospedeiros. O diagnéstico diferencial foi fei-
to pelas medidas, comparadas com as das espécies de tripanoso-
mas descritos no Brasil e com duas outras encontradas em pei-
xes do género Tilapia na India e na Africa, por serem também

da familia Cichlidae.

Considerando que hospedeiro, localizacgéo geogréafica,

medidas e caracteres estruturais devem ser observados ao se
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descrever novas espécies, DALY & DeGIUSTI (1971), em Michigan,
propuseram Trypanosoma catostomi de Catostomus c. commersoni
salientando ter sido esta citagdo a primeira em peixes da fami-
lia Catostomidae. Estes autores compararam tripanosomas de
preparagdes com dois métodos de fixagdo: vapor de 4cido ésmico,
secado ao ar e secagem direta ao ar, desidratacdo em metanol e
coloracdo com Giemsa. Diferencas significativas sé foram nota-

das entre as medidas do flagelo 1livre e do comprimento total

do corpo do tripanosoma.

2.4. Transmissdo de tripanosomas

Apés os resultados negativos na tentativa de transmi-
tir ©por infecg¢des cruzadas tripanosomas a varias espécies de
peixes, LAVERAN & MESNIL (1902b) sugeriram a adogédo do crité-
rio da especificidade ao hospedeiro para a proposicdo de novas
espécies. A possibilidade de éxito na transmissdo desses para-
sitos por inoculacdo intraperitoneal de sangue a peixe da mes-
ma espécie do doador foi confirmada por LAVERAN & MESNIL (1902a);
esses autores observaram formas tripomastigotas na circulacao
entre 15-20 horas apdés a inoculacdo e também formas em divisdo.
Resultado semelhante foi obtido por KHAN (1972) que nao conse-
guiu transmitir Trypanosoma murmanensis de Gadus morhua a cin-
co outras espécies de peixes, esplenectomizados ou ndo,por ino-
culagdo; sé obteve éxito nas tentativas para Dbacalhaus ndo in-

fectados. COTTRELL (1977) nao conseguiu manter Trypanosoma
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platessae em laboratdédrio através de ©passagem em Pleuronectes
platessa dos quais foi recolhido, <como também foram negativas
as inoculagbes em cinco outras espécies de peixes. BURRESON
(1975) identificou T. pacifica em trés espécies de ©peixes mari-
nhos e inoculou intraperitonealmente sangue de peixe 1infectado
em dez outras espécies <com resultados positivos e comentou ser
a especificidade, na natureza, resultado de selecgao alimentar
do vetor a determinadas espécies de hospedeiro. Com o objeti-
vo de testar a especificidade de tripanosomas de peixes quanto
ao hospedeiro vertebrado, LOM (1973) realizou infeccgdes cruza-
das entre C. carpio, Anguilla anguilla, Gobio gobio, Tinta tin-
a, P. fluviatilis, A. cernua e E. lucius concluindo né&o haver
restricdo de nenhum tripanosoma & espécie da qual foi recolhi-
do. O grau de resisténcia a infeccdo ¢é influenciado pelas con-
digdes do receptor, estresse e temperatura. Com o mesmo obje-
tivo, LETCH (1977b, 1979) realizou infecg¢des cruzadas com tri-
panosomas entre Nemacheilus barbatulus, Phoxinus phoxinus, C.
gobio, G. gobio, Gasterosteus aculeatus e Pungitius pungitius com
passagem por seringa de formas de cultura e através de Hemi-
clepse marginata, concluindo ndo haver especificidade e os tri-
panosomas descritos como espécies separadas sdo uma Unica espé-

cie: Trypanosoma cobitis.

Transmissdo de tripanosomas por inoculacgéo intraperi-
toneal de sangue foram realizadas por diversos autores para in-
vestigacdo de alteracdes histopatoldégicas pelos parasitos (DY~

KOVA & LOM, 1978), alteragbes hematoldgicas (KHAN, BARRETT &
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CAMPBELL, 1980), divisdo dos flagelados no hospedeiro vertebra-
do (WOO, 1981lb), e resposta 1imune do peixe ao parasitismo por

tripanosoma (BARROW, 1954, WOO, 1981a).

Em 1911, ROBERTSON transmitiu tripanosomas da perca a
duas outras espécies de peixes através de H. marginata e res-

saltou a maior importédncia de sanguessugas do género Hemiclep-

sis como vetor de tripanosomas, comparadas as piscicélides.
BRUMPT (1906c) também teve sucesso na transmissdo de tripanoso-
mas a carpas, "chabots" e enguias wutilizando sanguessugas do

género Hemiclepsis como vetores, e ao peixe marinho Cottus bu-

balis com Callobdella punctata.

Com sanguessugas (Piscicola geometra e H. marginata)
BARROW (1954), na Inglaterra, transferiu flagelados hematozod-

rios para Carassius auratus.

A transmissdo de T. murmanensis a G. morhua através
de sanguessuga marinha do género Joahanssonia e o desenvolvi-
mento tanto no hospedeiro vertebrado como no invertebrado fo-
ram observados por KHAN (1976, 1977b). Testando a susceptibi-
lidade de peixes marinhos a tripanosomas, através de infeccgdes
utilizando sanguessuga, KHAN (1977a) assinalou que nenhuma das
espécies envolvidas foi refratdria a infecgcdo proveniente de
diferentes hospedeiros. Os tripanosomas nado apresentaram dife-
renga significativa morfoldégica ou morfométrica nos diversos
hospedeiros; no curso da infecgdo, aumentaram de tamanho atin-

gindo as maiores medidas aos 60 dias pds infeccéo.
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2.5. Tripanosomas em sanguessugas

Formas de desenvolvimento de tripanosomas de peixes
em sanguessugas foram encontradas por BRUMPT (1904) ao exami-
nar esbfago e estdmago de H. marginata. As formas, abundantes
e 4geis, eram de dimensdes reduzidas e morfologicamente distin-
tas das encontradas em peixes, e ndo infectantes ©por inocula-
cdo intraperitoneal ao hospedeiro vertebrado. 0O autor exami-
nou embrides de H. marginata e n&o constatou a presenga de tri-
panosomas, concluindo que estes nédo se ©propagam verticalmente
entre as sanguessugas. Em 1905, o mesmo autor apresentou es-
quemas das formas epimastigotas e tripomastigotas em transfor-
macdo no estdémago de sanguessugas e sugeriu a possibilidade de
diagndstico especifico para tripanosoma através do conhecimen-—
to dos vetores. O préprio BRUMPT (1906a) agrupou tripanosomas
de diversas espécies de peixes segundo variacdo no modo de evo-
lugdo na sanguessuga, ressaltando possivel importédncia taxond-

mica. Os grupos apresentados pelo autor sdao os seguintes:

a) evolugdo apenas no estémago de Hemiclepsis, n&o pas-
sando pelo intestino ou probdéscide; no momento da alimentacéo
da sanguessuga, passariam ativamente pela probdscide e infecta-
riam o peixe; ex.: Trypanosoma barbi (Barbus  fluviatilis), T.

percae (P. fluviatilis) e T. acerinae (A. cernua);

b) evolugcdo no estdbmago com passagem pelo intestino
de onde retornariam ao estdémago ao se dirigirem a probdscide;

ex.: Tripanosoma de Anguilla anguillay;
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c) evolucdo no estdmago apds a qual ganham a bainha

da probéscide; ex.: T. phoxini (P. laevis);

d) desenvolvimento ndo elucidado: T. langeroni (C. go-
bio), T. leucisci (Leuciscus sp.), T. elegans (G. fluviatilis)
e T. squalli (S. cephalus). Ainda BRUMPT (1906b) descreveu a
evolugao de Trypanosoma granulosum em H. marginata com a forma-
cdo de epimastigotas e divisdo no -estbmago, seguida de fase in-
testinal, retorno ao estdmago e finalmente ganhando a bainha
da probdscide. Outras espécies de sanguessugas, Callobdella
punctata, Hirudo troctina e P. geometra, foram examinadas po-
rém, a evolugdo completa dos tripanosomas ocorre exclusivamen-
te em Hemiclepsis. Em P. geometra evoluem a semelhanca do de-
senvolvimento em Hemiclepsis, mas apdés 15 dias a infeccdo desa-
parece. Concluiu que as exigéncias para desenvolvimento dos
tripanosomas sdo quanto a aspectos quimicos exclusivos a cada

hospedeiro invertebrado.
ROBERTSON (1910) descreveu a evolucdo de Trypanosoma rajae em
Pontobdella muricata de acordo com o estdgio da digestédo:

a) inicio: perda do flagelo; o parasito entra em esta-
do de repouso e inicia a divisdo (maioria das formas no estdma-
go) ;

b) meio: parasitos do intestino; diversidade de for-
mas;

c) fim: tripanosomas longos e finos (retornam ao estd-

mago e sdo vistos também na probdscide, porém mais finos). O
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mesmo ROBERTSON (1912) observou réapida multiplicagdo de T. gra-
nulosum no estémago de H. marginata da qual resultavam formas
curtas e em virgula que apdés alguns dias invadiam a bainha da
probdéscide e em dez dias a sanguessuga era capaz de transmitir

a infeccao.

TANABE (1924) acompanhou o desenvolvimento de formas
de tripanosoma de Misgurnus anguillicaudatus em Hirudo nipponi-
ta a partir da primeira hora apdés a alimentacdo até ao 14° dia,

apés a qual ndo mais visualizou o parasito.

Na tentativa de identificar o vetor de Trypanosoma mu-
kasai BAKER (1960) dissecou 14 sanguessugas das quais duas apre-
sentavam epimastigotas, alguns em divisao. Por identificagao
de exemplares similares aos dissecados <constatou tratar-se de
sanguessugas da familia Glossiphoniidae, do género Placobdella
ou Batracobdella, provavelmente B. tricarinata. Com o mesmo ob-
jetivo ABOLARIN (1970) examinou trés espécies de sanguessugas
e considerou Batracobdella nilotica o provavel vetor de Trypa-

nosoma toddi a peixes do Leste da Africa.

QADRI (1962a), wutilizando H. marginata alimentadas so-
bre C. carpio infectado com T. danilewskyi, observou tripanoso-
mas de menores dimensdes, com extremidade posterior alargada e
alteracdo na localizacdo do <cinetoplasto apdés trés horas da
alimentacéo. As primeiras formas em divisdo foram observadas
apés 24 horas; no segundo dia numerosas formas epimastigotas,
estdgio em que se multiplicam. Transformando-se em tripomasti-

gotas atenuados (sexto dia) e tornam-se delgados (sétimo dia);
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sdo os tripanosomas metaciclicos emigram a bainha da probdsci-
de a <cerca do décimo dia. ©Nas formas alongadas sdo notados os
grédnulos de volutina. A ©predomindncia em Hemiclepsis ¢é de for-
mas epimastigotas. 0 autor atribui as diferencas de tamanho
dos tripanosomas no peixe a diferengca de tamanho das formas me-

taciclicas na bainha da probdscide.

0 desenvolvimento de Trypanosoma tincae no interior
do tubo digestivo de H. marginata fol acompanhado por NEEDHAM
(1969) . Notou este autor que, apés alteracdes morfoldgicas,
ocorre a multiplicacdo de formas epimastigotas largas; apdés no-
va divisao, as formas resultantes modificam-se em formas de
tripanosomas metaciclicos que sdo observadas apdés o quinto dia
na probdscide. A temperatura influi no tempo de desenvolvimen-
to; a 20°C, tripanosomas foram detectados na bainha da probds-
cide apédés cinco dias, e a 15°C, somente a partir do sétimo dia.
Naturalmente as sanguessugas Jjovens infectam-se ao se alimenta-
rem sobre Tinca tinca quando estes desovam em 4guas rasas no
meio do verdo. Em levantamento da infecg¢do, todos os peixes

de dois ou mais anos examinados apresentavam tripanosomas.

KHAN (1976) descreveu o) ciclo de T. murmanensis no
sangue de G. morhua apds transmissdo ©pela sanguessuga Johansso-—
nia sp. e também no interior da sanguessuga. Na sanguessuga,
apés 24 horas da ingestéo, os tripanosomas tornam-se ovdides,
com flagelo livre inaparente, ntcleo central e cinetoplasto
préximo a este. O citoplasma torna-se alveolar com grdnulos

vermelhos. Cinco dias apdés inicia-se a divisdo dos amastigo-
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tas; alguns apresentam gradnulos amarelos de pigmento refratil.
Intensa multiplicagdo entre o quinto e o 23° dias foi observa-
da e prolongou-se até o 45° dia. Ao 42° dia, -epimastigotas fo-
ram notados na probdscide; formas em transicdo e finalmente me-
tatripomastigotas. 0 efeito da temperatura foi observado a
0-1°C e 4-6°C, sendo mais rédpido o <ciclo em temperatura mais
elevada, porém com alta taxa de mortalidade para as sanguessu-
gas. Ainda KHAN (1978) redescreveu TI. corri em esfregagcos pre-
parados por Brumpt de Enophrys bubalis e do vetor C. punctata.
No trato digestivo da sanguessuga reconheceu grédnulos amarelos
citados por KHAN (1976) e descritos originalmente como granula-
cdes pretas. Apdés infectar peixes marinhos com T. murmanensis,
KHAN (1977b) testou a diferentes intervalos a infectividade
desses tripanosomas a Johanssonia obtendo resultados positivos
a partir de 24 horas de infecgdo dos peixes até 93 dias apéds.
O autor supbe que as sanguessugas que se mantiveram negativas

nao ingeriram tripanosomas.

LETCH (1977a,b, 1980) concluiu ser H. marginata o ve-
tor de tripanosomas a peixes no Rio Lee. Estabeleceu o ciclo
evolutivo alimentando sanguessugas sobre N. barbatulus infecta-
do com T. cobitis, constatano que os tripanosomas sofrem alte-
racdes morfoldgicas logo que penetram no estdmago da sanguessu-
ga, tornando-se delgados, com maior volume na extremidade pos-
terior e diminuem de comprimento. 0 cinetoplasto desloca-se
anteriormente e o nlUcleo posteriormente, com conseqliente dimi-

nuigcdo do indice nuclear. Iniciam entdo o ©processo de diviséo
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a partir do ntcleo, seguido da divisdo do cinetoplasto e por
fim do citoplasma de forma isométrica. Os epimastigotas resul-
tantes, aumentam de tamanho e iniciam nova divisdo pelo cineto-
plasto, seguida do nucleo. Apds segunda divisdo as formas pro-
duzidas alongam-se formando os tripomastigotas metaciclicos que
se movimentam rapidamente a frente e para trds; estes estdo na
probdéscide 5-7 dias apdés a infecgdo da sanguessuga. Em busca
de outros possiveis transmissores examinou e concluiu ndo esta-
rem envolvidas no ciclo de tripanosoma de peixes as sanguessu-
gas: P. geometra, Glossiphonia complanata, Erpobdella testacea,
Erpobdella octoculata e Haemopsis sanguessuga e também o "pio-

lho de peixe" Argulus foliaceus.

2.6. Prevaléncia

A prevaléncia de infeccdo por tripanosomas em peixes
foi assinalada em diversas regides por varios métodos de diag-
néstico. Com exame de esfregagos finos de sangue corados, foi
reportada em peixes de &gua doce por KUDO (1921), nas proximi-
dades de ©Nova York, BACIGALUPO & PLAZA (1948), em Mar del Pla-
ta, FANTHAN & PORTER (1948), no Canada, BAKER (1960), na Afri-
ca, BECKER (1967), em Washington, DALY & DeGIUSTI (1971), em Mi-
chigan, SAQUD (1976), no Sudao, QADRI (1955), TANDON & JOSHI
(1973), MISRA et al. (1973), PANDEY & PANDEY (1974), MANDAL
(1977) e JOSHI (1979), na India, e em peixes marinhos por LAIRD

(1951), na Nova Zeladndia, SAUNDERS (1959), na Flérida, PRESTON
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(1966), em Millport, LAIRD & BULLOCK (1969), no Canad4, por
(1972), em Terra ©Nova, BURRESON & PRATT (1972), no Oceano Pa-

cifico, e BURRESON (1975), nas proximidades de Oregon.

Pelo exame de gota espessa de sangue, KHAN, MURPHY &
TAYLOR (1980) calcularam a prevaléncia de T. murmanensis nha CcoOs-

ta de Terra Nova.

A prevaléncia de tripanosomas foi relatada ©por HASAN
& QASIM (1962), na India, utilizando técnicas de concentracao
de ©parasitos, por KHAN (1972), em Terra Nova, pela centrifuga-
¢do de soro apdés resfriamento, por BOWER & WOO (1979), em Ontéa-
rio, pela centrifugacdo de microhematécrito, e por GROGL et al.
(1980), na Colémbia, pelo exame de preparacdes a fresco e cora-

das apdés centrifugacdo do sangue.

LETCH (1977b, 1979) e LETCH & BALL (1979) apresenta-
ram a prevaléncia de T. cobitis em diversas espécies de peixes
do Rio Lee, Inglaterra, pelo exame de sangue fresco entre lémi-
na e laminula; utilizaram também a centrifugagcdo de microhema-
técrito, a inoculagdo em meio de cultura e a passagem em colu-

na de celulose ionizada.

Os dados relativos a percentagem de infecgdo de pei-
xes por tripanosomas relatados em diversas regides do mundo

mostraram ampla faixa de variacdo de 0,1%, na Fldérida, a 94% em

Terra Nova (Tabela 2).



Tabela 2. Relacdo de tripanosomas parasitos de peixes

dulciaqliicolas e marinhos e percentagem de infecgdo em diversas regides do mundo.

Mébada de Diagndstico

Percentagem de

Espécie Hespedelro Infecedn Local Autor- AnO

Thypancsoma remakd Lucius reticulatus 23 Nova York {(EE.UD) KXo 1921
Taypanosema, marplatends Poarmmoticd micnops 26,8 Mar del Flata (Argentina) BACTGALURD & PLAZA 1940
Thypanosoma pexcae, TAypanosoma 8p,  varios 1.4 Canadi FANTHAM & PORTER 1948
Tagpanosoma spp.” varios 15,5 Nova Zeldndia 1AIRD 1551
Trypanosoma $Ladatld Ophicephalus stniatus 27,8 India QADRIT 1955
Taypanosoms balistes virios 0,1 Florida (EE.UU) SAINDERS 1989
Tagpancsema mubadal viirios 48,86 Lente da Africa BAKER 1960
Thypanosoma najae® Rafa clavata 18,6 Millport {EE.W) PRESTON 1966
Tupanosoma, ocedidentalls Cottus gulosus 21 Washingten (EE, W) BECKER 1967
Taypanosoma oecidentalis Gasterosteus aculoatus & Washington (EE.t0) EECKER 1967
Taypanosoma occidentalds Cottus rhotheus 4 Washington (EE.UU) BECKER 1967
Tagpanodoma kajae® vérioa 0,2 Canads . IAIRD B BULLCCK 1969
Esfregago fino corado Trypanosoma, eatostomi Catodiomid ¢, commeroni 33,8 Michigan [(EB.U0) DALY & DeGIUSTI 1971
Trgpanosoma spp,® virios 0,4 Terra Nova B0 1572
Trypanasoma pacd f£ea® Parophrys vetulus 17,1 Comaro Pacifico BURRESON & PRATT 1972
Trypanosome gachuld Ophdicephadus gachua 55,6 Indin MISRA ef al, 1973
Tryparcdoma balgulensds Cimhing reba 13,3 India PANDEY & PANDEY 1974
Thyparodona balgulens s Osteobram cotle 18,2 Indina PAMDEY L PAMNDEY 1974
Taypanosome spp.® varios 25,5 Oregon (EE.UUY BURRESCN 1975
Thypanosomz sp, vérics 154 Suddo ' SNUD 1976
Trypanosoma choudhuryd Tilapla mossawbica 18,7 Idia MANDAL 1977
Thypanasoma anabasd Anabas testudinews 25 India MANDAL 1978
Taypanosoma cancill Xenantedon canelilz 5 Irdia MNDAL 1578
Thyparaéoma sp. virics 3,5 Irdia JOSHI 1579
Gota aspesan Tagpanabona muumnend (4 Gadus morhua 4a W Terra Nova KHAN ,MUBPHY & TAYLOR 1980
Tagpanosome Punctatl Ophicephalus punedatus 5.1 India HASAN & QASIN 1362
Tagpancsoma nutmanensis® Gadus morhua 24 ¥HAN 1572
Téonicas de enrlquecimento  Taypanssioma cobitls varics 40 Inglaterrs LETCH & BALL 1979
Tryrpancsema eatos tomi Catostomus ¢.commensond 11,6 Cntario (CanadA) BOWER & WO 1979
Taypanosoma magdafense Patenda hrsussl 13,2 Colarbia GRAGL et al, 1980

% trigmnoscman parasites da pelxes marinhos

5¢



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Captura e acondicionamento dos hospedeiros vertebrados

Os hospedeiros vertebrados, Hypostomus punctatus Valenci-
ennes, foram capturados mensalmente, de janeiro a dezembro de
1982, no Lago Agu (Figura 1) com A4&rea aproximada de 88.350 m2,

situado na Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (22°45'

S, 43°41° WGR).

A  captura dos peixes foi realizada por pescadores fun-
ciondrios do Posto de Agricultura da Universidade, com a utili-

zagcdo de rede de arrasto e de tarrafa.

Os peixes eram retirados da rede e transportados em re-
cipientes plésticos contendo &gua do lago até a Estacdo para Pes-
guisa Parasitologica W. O. Neitz do Curso de Pés-Graduacdo em
Medicina Veterindria-Parasitologia Veterinédria, da UFRRJ, que
fica aproximadamente a 500 metros do lago. Na Estacdo, os pei-

xes eram transferidos para tanque com capacidade para 1.000 1li-
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tros, onde permaneciam até a hora do exame.

Foram examinados 303 peixes.

3.2. Obtengdo de amostras de sangue

Grupos de peixes eram retirados do tanque e reunidos

em aquarios de vidro em laboratdério na prépria Estacdo. Um a
um, 0s peixes eram pesados, medidos (comprimento total e com-—
primento "standard") e de cada um era retirada pequena amostra
de sangue. Apds este procedimento, 0s peixes eram postos em

liberdade no lago de procedéncia, identificados com uma placa
de aluminio numerada para que o mesmo individuo né&o fosse uti-

lizado mais de uma vez.

O sangue foi obtido por puncdo cardiaca, com seringas
contendo citrato de sdédio, pela regido mediana-ventral ao ni-
vel do coracgao. Outras tentativas de extracdo de sangue foram
feitas, da artéria caudal e da artéria celiaca. Em face da
presenga de placas ésseas recobrindo ldtero-dorsalmente os cas-
cudos-pedra, o que dificultava a localizacdo da artéria caudal,
fez-se necessdria a incisdo do pedinculo caudal. Em outra ten-
tativa, com pequena incisdo na base da nadadeira pélvica es-
querda, atingia-se facilmente a artéria celiaca, o que permi-
tia a obtencdo de grande quantidade de sangue. Todavia, esses
processos com 1incisdo ocasionavam lesdo no peixe favorecendo a
instalacdo de infec¢des secunddrias, o que restringia seu uso,

principalmente em extracdes de sangue repetidas. Adotou-se en-
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tdo a pungdo cardiaca, com a qual foi obtido sangue sem conta-
minag¢do, na quantidade desejada e com menor traumatismo para o

hospedeiro.

Ndo foi necessdria a wutilizacdo de anestesia para a
imobilizacdo do peixe, ©pois sendo dotado de respiracdo aérea
de emergéncia (SAWAYA & DEPETRINI, 1964) Hypostomus spp. ¢é ca-

paz de permanecer longo tempo fora d'dgua e sem se debater.

3.3. Esfregacos de sangue e microhematdcrito centrifugado

Do sangue retirado, eram preparados esfregagos finos,
secados ao ar, fixados em metanol por trés minutos e cora-
dos pelo corante Giemsa diluido na proporgdo de II gotas: 1 ml

de solugdao fosfatada tamponada (pH 7,2) por 45 minutos.

Para diagnéstico da infecg¢do por tripanosoma foil tam-
bém utilizada a técnica de centrifugacéo de microhematécrito
(BENNETT, 1962, WOO, 1969). Foram examinados o tubo de micro-
hematdécrito apds centrifugacdo, e a gota espessa de plasma so-

bre lémina, com baixo aumento ao microscédpio.

3.4. Intensidade da infeccéo

O numero de tripanosomas por ml de sangue foi calcula-
do a partir da contagem total de formas contidas em 0,3 ul de

sangue fresco, em filme entre laminula (20 x 20 mm) e lémina
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de contagem de plancton (modificacéao de LETCH, 1977b, 1979),

com aumento de 100x.

O exame a fresco foi wutilizado também como método de

diagnéstico para levantamento da infecgdo por tripanosomas.

Utilizando-se a camara de Neubauer tentou-se identifi-
car a infecgdo e avaliar sua intensidade nos cascudos examina-

dos.

3.5. Captura dos hospedeiros invertebrados

Para captura dos hospedeiros invertebrados, inspecio-
nou-se a vista desarmada a superficie corporal dos peixes, re-
colhendo-se as sanguessugas. Estas estavam aderidas a parede
corporal externa e o simples banho dos peixes em 4&gua limpa re-
movia os detritos, ©permitindo a localizagdo. A remogdo das san-
guessugas era realizada com auxilio de estilete e de pinga de

relojoeiro, tomando-se o cuidado de ndo danificéd-las.

Das sanguessugas capturadas, algumas foram fixadas e
outras mantidas vivas em frascos aerizados para serem utiliza-
das em teste de transmissdo de tripanosoma a peixe ndo infecta-
do ou entéao, eram dissecadas numa tentativa de se localizar

formas de tripanosomas em desenvolvimento em seu tubo digesti-

vVo.
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3.6. Pesquisa de tripanosomas no hospedeiro invertebrado

As sanguessugas foram dissecadas com estiletes, sobre
ldmina contendo pequena quantidade de solugdo salina, com auxi-
lio do estereomicroscédpio. Foram preparados esfregacgos com a
probéscide, e com o contetdo do estdémago e do reto. O contetdo
do reto foi obtido por compressdo da regido de modo a ser ex-
pulsa pequena amostra pelo 4&nus. Essas preparacdes foram tra-
tadas com a mesma metodologia wutilizada ©para os esfregagos san-

guineos.

3.7. Fixacdo e conservagcao das sanguessugas

As sanguessugas foram anestesiadas em solucgéo aquosa
com concentracdes crescentes de etanol até 10% na qual permane-
ciam até a morte, sendo conservadas em etanol a 80%. Para a
identificacdo dos hirudineos, foram enviados a Dra. Erika Sch-
lenz do Departamento de Zoologia da Universidade de S&o Paulo,
espécimens conservados e vivos, estes em vidro com tampa de
rosca contendo 4&gua do lago. A destinatdria informou pessoal-
mente que o0s espécimens chegaram vivos ao destino. A remessa
foi feita através do servico oficial da Empresa Brasileira de

Correios e Telégrafo (SERCA-EBCT).
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3.8. Transmissdo de tripanosomas através de sanguessugas

Na procura de hospedeiros vertebrados néo infectados
por tripanosomas, foram capturados cascudos-pedra (trés H. punc-
tatus e um Hypostomus affinis) no Sitio Bela Vista, situado em
Arcozelo, municipio de Miguel Pereira, no Estado do Rio de Ja-
neiro, e transportados ao laboratdério da Estacdo para Pesquisa
Parasitolégica W. O. Neitz. A auséncia da infecgdo foil consta-
tada apdés resultados negativos a tripanosoma através do exame
de sangue fresco entre 1ladmina e laminula e pela técnica de en-
riquecimento com microhematdcrito centrifugado, realizado no
dia da captura dos peixes e repetida dez dias apdés sua chegada
a Estacdo. Os ©peixes foram entdo considerados aptos para tes-
te de transmissdo, no qual foram wutilizados dois H. punctatus
(18,5 e 22,5 cru de comprimento "standard") isolados individual-

mente em recipientes <contendo apenas &gua envelhecida.

As sanguessugas, capturadas sobre cascudos-pedra pro-
venientes do Lago Acgu, estavam sendo mantidas no laboratério
em frasco aerizado héd <cerca de 60 dias sem contato com hospe-
deiros; foram postas ao anoitecer, em numero de seis e oito na
face ventral dos cascudos-pedra, sobre a regido bucal e reco-
lhidas na manhda seguinte. Algumas sanguessugas foram disseca-
das para se investigar a ©presenga de formas evolutivas de tri-
panosnma no tubo digestivo, o que <confirmaria prévia infeccéo.

O outro grudo de peixes foi mantido sem contato com sanguessu-
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gas durante o teste de transmissao.

Exames de sangue fresco e esfregagos finos corados pa-
ra se detectar a possivel passagem da infecg¢do aos peixes fo-
ram feitos no 1°, 9°, 20°, 30° e 50° dias subsequentes & infes-

tagdo pelas sanguessugas.

3.9. Biometria dos tripanosomas

Os desenhos das formas tripomastigotas do sangue dos
peixes e epimastigotas e tripomastigotas da ©probdéscide e do es-
témago das sanguessugas foram feitos ao microscédpio wild M20,

com camara lGcida e com objetiva de 100x, a partir de prepara-

¢cdes coradas. Para as medidas do cinetoplasto (C) comprimento
e largura, do nlGcleo (N) comprimento e largura, largura corpo
ral (L) e disténcia do meio cinetoplasto & extremidade poste-

rior (CP), foi utilizada wuma ocular micrométrica; as demais me
didas, comprimento total do corpo (CT), comprimento do corpo
(cc), comprimento do flagelo livre (F), distédncia do meio do
nicleo a extremidade posterior (PN) e distdncia do meio do nuG-
cleo ao meio do cinetoplasto (NC) (Figura 2),foram obtidas com
curvimetro Uchida em centimetro, passado pela linha média do
corpo do tripanosoma (DIAS & FREITAS, 1943, LETCH, 1977b,1979),
feita a conversdo para um através da projecdo do micrbémetro ob-
jeto, pela <céamara lGcida, sobre ©papel. A posicdo relativa do
nicleo foi obtida ©pelo indice nuclear, IN=PN/NA (DIAS & FREI-

TAS, 1943) e a do cinetoplasto pelo indice cinetopléstico, IC=
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2. Esquema dos caracteres aferidos em tripanosomas.

C=cinetoplasto; N= nucleo; CP= distdncia do cinetoplasto
a extremidade posterior; PN= distédncia do ntucleo a extre-
midade posterior; NA= distdncia do ntcleo a extremidade
anterior; F= flagelo 1livre; CC= comprimento do corpo;
CT= comprimento total do corpo.
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=PN/NC (KEYMER, 1967).

3.10. Estatistica

Com as medidas biométricas tomadas foram calculadas
média aritmética, desvio padrdo e varidncia de todos os caracte-
res para efeito de identificagdo de ©populagdes de tripanosomas

nos hospedeiros vertebrados.

Partindo-se de observacdes morfoldgicas testou-se a
hipétese de nulidade diferenga significativa entre grupos nas
populacdes trabalhadas. Para identificar niveis de significan-

cia estatistica foram empregados o teste F e de Tukey.

Para a representagdo grdfica utilizou-se ©poligono de

freqliéncia e de freqiiéncia acumulada, histograma e o diagrama

de Dice-Leraas (DICE & LERAAS, 1936).



4. RESULTADOS

4.1. Taxonomia

Haematomonas Mitrophanow, 1883

CARACTERIZACAO: Tripanosoma pleomérfico; flagelo livre presen-
te; membrana ondulante conspicua; cinetoplasto terminal ou sub-
terminal; nlGcleo ligeiramente anterior; extremidades do corpo

afiladas.

Trypanosoma (Haematomonas) chagasi Horta, 1910

(Figuras 3-4)

HOSPEDEIRO: Hypostomus punctatus Valenciennes.

PROCEDENCIA: Lago Agu da UFRRJ, Rio de Janeiro.

DESCRICAO: Tripanosoma pleomérfico; extremidades do corpo afi-

ladas. Membrana ondulante conspicua, apresenta gradagbes de de-
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Figura 3. Esquemas de Trypanosoma (Haematomonas) chagasi de Hypostomus
punctatus provenientes do Lago Ac¢u da UFRRJ.



Figura 4. Fotomicrografia de Trypanosoma (Haematomonas) chagasi de Hy-
postomus punctatus proveniente do Lago Ag¢u da UFRRJ. Aumen-

to 4700x.
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senvolvimento, com numero varidvel de ondulacgdes; o flagelo
que margeia o Dbordo externo é Dbem evidenciado, ou ©perceptivel
sobre o tripanosoma, dependendo da posicdo do parasito no momen-
to da fixacdo. Flagelo 1livre ©presente, -estendendo-se além da
extremidade anterior, apresentando comprimento médio de 11,2 um.
Citoplasma com afinidade tintorial wvariada conforme o tipo con-
siderado; em geral as formas largas coravam-se com menor inten-
sidade que as finas, comparando-se espécimens de um mesmo esfre-
gaco; vacuolos em numero diferente entre os espécimens; granulos
de volutina pouco frequentes, mas quando presentes dispersos em
grande nUmero no citoplasma. Nucleo de forma alongada, ocupan-
do toda a largura corporal; situacdo ligeiramente anterior em
relacdo as extremidades do corpo (IN médio = 1,2). Cinetoplas-
to bem evidenciado, situado em posigcdao terminal ou subterminal;

precedido por um halo claro.

Os valores médios, desvio padrdo e os limites de wvaria
cdo referentes a biometria de 278 -espécimens dessa espécie sdo
apresentados na Tabela 3. O comprimento do corpo (CC) e a lar-
gura (L) dos espécimens examinados revelaram distribuigdo nor-

mal (Figuras 5 e 6), caracterizando o pleomorfismo.

Laminas com espécimens representativos estdo deposita-

das no "International Protozoal Type Slide Colletion".

Isomonasoma subgen, n.

CARACTERIZACAO: Tripanosoma pleomdérfico; flagelo livre ausente;



Tabela 3. Biometria

de Trypanosoma

tomus punctatus provenientes

(pm) de Trypanosoma

(Isomonasoma)

40

(Haematomonas) chagasi e
guaibensis em Hypos-—

do Lago Agu da UFRRJ.

Caracteres T. (H.) chagasi T. ({1.) guaibensdia
Comprimento do 43,1 + 7,28 44,6 ¢+ 7,72
COrpo (17,1 - 63,8) (31,4 - 64,4)
Flagelo livre 11,2 3,60

( 2,8 - 22,8)
Comprimento total 54,3 = 8,34 44,6 * 7,72
do corpo {25,6 - 75,8) (31,4 - 64,4)
Largura 4o corpo $ 2,8 + 91 5 £ 0,70

( 0,7 - P 2) ( 1,3 - 4,5)
Indice nuclear 1,2 + 0,24 2 £ D,17

( 0'8 - 2'7) ( 0’9 - 1’6’
Cinetoplasto a .9+ 0,39 ,6 = 0,78
extremidade
posterior (0,3 - 2,1 (0.4 - 1,3
Comprimento do 1,1+ 0,2 0+ 0,13
cinetoplasto ({0,5- 1,7) {0,8 - 1,3)
Largura do 1,1+ 0,23 L0+ 1,8
cinetoplasto 0,7 - 1,7 (0,6 - 1,32}
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Figura 5. Frequéncia acumulada e poligono de freqiéncia de comprimento do

corpo (CC) de Trypanosoma (Haematomonas) chagasi em Hyposto-
mus punctatus provenientes do Lago Acu da UFRRJ.
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Figura 6. Frequéncia acumulada e poligono de frequéncia da largura do
corpo (L) de Trypanosoma (Haematomonas) chagasi em Hyposto-

mus punctatus provenientes do Lago Ag¢u da UFRRJ.
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membrana ondulante inconspicua; cinetoplasto terminal ou subter-
minal; nlGcleo ligeiramente anterior; extremidades do corpo afi-

ladas.

A designacdo subgenérica Isomonasoma, 1iso = igual; mo-

nas flagelo; soma = <corpo; flagelo do tamanho do corpo, refe-
re-se ao cardter morfoldgico diferencial de auséncia do flagelo

livre; o flagelo acompanha a membrana ondulante até o limite do

citosoma.

Trypanosoma (Isomonasoma) quaibensis Frées, Fortes, Lima& Leite, 1978

(Figuras 7-8)

HOSPEDEIRO: Hypostomus punctatus Valenciennes.

PROCEDENCIA: Lago Acu da UFRRJ, Estado do Rio de Janeiro.

DESCRICAO: Tripanosoma pleomérfico; extremidades do corpo afila-
das; membrana ondulante inconspicua; apresenta gradacbes de de-
senvolvimento; o flagelo que margeia o bordo externo ¢ mais evi-
dente nas formas grossas. Flagelo livre —caracteristicamente au-
sente, citoplasma com vaclolos <citoplasmdticos em nUmero varia-
do entre os espécimens ; ndo foram observados gréanulos de voluti-
na. Nucleo de forma alongada; nas formas largas com equivalén-
cia das dimensbées comprimento e largura; ocupa toda a largura
corporal; situacdo ligeiramente anterior em relagdo as extremi-
dades do corpo (IN médio = 1,2). Cinetoplasto bem evidenciado,

situado em posigcdo terminal ou subterminal; precedido por um ha-
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Figura 8. Fotomicrografia de Trypanosoma (Isomonasoma) guaibensis de Hy-—
postomus punctatus provenientes do Lago Ag¢u da UFRRJ. Aumento

1600x.
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lo claro.

A relagdo entre o comprimento e a largura, demonstra-
da pela regressdao linear, acusou ser fraca a correlagcdao (+0,1549)
entre esses parédmetros, nao se podendo relaciond-los aos ti-

pos.

Os valores médios, desvio padrdo e os limites de wva-
riacdo referentes a biometria de 39 espécimens dessa espécie,
sdo apresentados na Tabela 3. 0O comprimento do corpo (CC) e a
largura (L) dos  espécimens examinados revelaram distribuigdo

normal (Figuras 9 e 10), caracterizando o pleomorfismo.

Lédminas com espécimens representativos estdo deposi-

tadas no "International Protozoal Type Slide Colletion"

4.2. Técnicas de diagnédstico

Com as técnicas usadas para diagndstico, resultados
diferentes foram observados para os indices parasitdrios de tri-
panosomas nos peixes. Dos 303 cascudos-pedra examinados pelo
método de esfregagcos fino, em 221 (72,9%) detectou-se a presen-
ca de tripanosomas; Jj& o exame de sangue fresco entre lamina e
laminula mostrou sensibilidade de 100% (Tabela 4). A wutiliza-
cdo de tubos de microhematdcrito, quer para exame direto do tu-
bo ao microscdédpio, quer para isolamento de papa de hemdcia e

exame do plasma, também teve efetividade de 100%.
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do corpo (CC) de Trypanosoma (Isomonasoma) guaibensis em Hu-
postomus punctatus provenientes do Lago Acu da UFRRJ.
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corpo (L) de Trypanosoma (Isomonasoma) gquaibensis em Hypos-
tomus punctatus provenientes do Lago Ac¢u da UFRRJ.
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Tabela 4. Prevaléncia de tripanosomas em Hypostomus punctatus
Valenciennes no Lago A¢u da UFRRJ, no periodo de ja-

neiro a dezembro de 1982.

No de peixes Peixes infectados

Més examinados Exame de esfregago Exame a fresco

(n9) (%) (n?) (%)
Jan 9 4 44,4 9% 100
Fev 10 3 30,0 102 100
Mar 37 24 64,9 37 100
Abr 37 28 75,7 37 100
Mai 51 44 86,3 51 100
Jun. 19 14 73,7 19 100
Jul 22 14 63,6 22 100
Ago | 12 11 91,7 12 100
Set 11 9 81,8 11 100
Out 24 23 95,8 24 100
Nov 34 21 61,8 34 100
Dez. 37 26 70,3 37 100
Total 303 221 72,9 303 100
a

Dados cbtidos por tubo de microhematocrito.
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4.3. Prevaléncia e intensidade de infeccdo nos hospedeiros

vertebrados

A prevaléncia de tripanosomas, considerando os méto-
dos mais sensiveis dos testados, mostrou que 100% dos cascudos-

pedra examinados estavam infectados. Note-se que desse  total

o\

95% correspondeu a prevaléncia de T. (H.) chagasi e 17 de T.
(I.) guaibensis evidenciando um percentual de infecg¢do simul-

ténea.

O tamanho dos ©peixes capturados foi variado permitin-
do agrupé-los em cinco classes entre os pardmetros de sete e
33 centimetros de comprimento "standard". Em todas as classes
de tamanho e em todos os meses do ano a infecgcdo foi comprova-
da. A prevaléncia de tripanosomas segundo o método de diagnds-
tico e em relagdo as classes de tamanho do hospedeiro e o nume-
ro de peixes examinados em <cada classe ndo revelou interdepen-

déncia constante entre essas varidveils (Tabela 5).

A intensidade média da infeccdo demonstrou que o0s pei-
xes menores, de sete a 12 cm, apresentam maior carga parasité-
ria e que &esta decresce com o aumento de tamanho dos peixes

> trip/

apresentando seu menor valor médio por <classe (1,2 x 10
rol de sangue) nos peixes de maior tamanho, ou seja, na classe

composta por cascudos-pedra de comprimento "standard" entre 28

e 33 cm (Tabela 6 e Figura 11).

A intensidade média da infeccéao, quando analisada a
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Tabela 5. Prevaléncia de tripanosomas em Hypostomus punctatus
Valenciennes no Lago da  UFRRJ, segundo classes
de tamanho (cm) hospedeiroa, no periodo janei-
ro a dezembro 1982.

Classes de N® de peixes Peixes infectados
tamanho? examinados Exame de esfregaco Exame a fresco
(n@) (%) (n?) (%)
7 r—-w 12 7 6 85,7 7 100
12 — 17 70 63 90,0 70 100
17 b— 23 138 92 66,7 138 100
23 |— 28 58 39 67,2 58 100
28 |— 33 30 21 70,0 30 100
7 b— 33 303 221 72,9 303 100
a

Comprimento "standard".
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Tabela 6. Intensidade média de infeccgéao por tripanosomas se-
gundo a classe de tamanho® (cm) de Hypostomus punc-—
tatus Valenciennes, no Lago A¢u da UFRRJ, no periodo
de junho a dezembro de 1982.

_ Intensidade média de infeccdo (tripanosamas/ml de sangue)
Hes 712 12|17 17 }—23 23} 28 28 |— 33
Jun - 4,1 x 10° 0,8 x 10° 1,5 x 10° 0,8 x 10°
Jul - 1,1 x 10° 2,0 x 10° 1,0 x 10° 0,4 x 10°
Ago 10,1 x 10° 3,9 x 10° 4,0 x 10° - -

Set 9,0 x 10° 17,5x 10° 2,0 x 10° | 0,2 x 10° -

out - 6,2 x 10° 3,4 x 10° 4,5 x 10° -

Nov - 1,2 x 10° 0,6 x 10° 0,9 x 10° 0,9 x 10°

Dez - 0,7 x 10° 2,9 x 10° 1,7 x 10° 1,9 x 10°

X 9,6 x10° 4,9x10° 2,2x10° 1,5x10° 1,2x 10°

aComprimento "standard".
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partir dos dados obtidos independentemente das classes de tama-
nho dos hospedeiros, demonstrou elevacdo nos meses de agosto,

setembro e outubro com dculinio critico nos meses seguintes.

(Tabela 7 e Figura 12).

Paralelamente ao exame de sangue fresco, a cémara de
Neubauer foi testada como método de avaliacdo da intensidade
da infecgdo, ©porém raramente se detectaram tripanosomas com es-
te método. As tentativas feitas demonstraram ser a diluicéao
1:4 de sangue em solucdo salina a 0,8% a minima permitida para
a visualizagdao dos parasitos entre os gldébulos sanguineos e

dos limites da céamara.

O exame de 0,3 ul de sangue fresco entre lédmina e la-
minula permitiu diagnosticar a infecgdo em 100% dos <casos em
que foi utilizado, e simultédnea avaliacdo da intensidade da
infeccao, dispensando o emprego de técnicas de enriquecimento
como a centrifugacao de microhematécrito. Apesar da grande
movimentagdo apresentada pelos tripanosomas, nao h4 desloca-

mento rédpido no campo microscépico nas condigdes descritas.

4.4. Hospedeiro invertebrado

A  superficie corporal de <cada peixe foi investigada
a procura de possiveis ectoparasitos —capazes de veicular tri-
panosomas. Sanguessugas foram observadas parasitando cascudos-

pedra a partir da coleta do més de marco, gquando se encontrou



Tabela 7.

Relacdo entre a intensidade média mensal da infeccdo por tripanosomas (trip/ml de sangue)

e a percentagem de infeccdo segundo o método de diagndstico

Valenciennes no Lago Acu da UFRRJ, no periodo de Jjunho a

Hypostomus punctatus

dezembro de 1982.

N¢ de peixes Peixes infectados

Intensidade média da

; infecgdo (trip/ml san
examinados Exame de esfregago Exame a fresco gue) -
(n?) (%) (n?) (%)

Jun 19 14 74 19 100 1,4 x 10°
Jul 22 14 64 22 100 1,6 x 10°
Ago 12 11 92 12 100 6,0 x 10°
set 11 9 82 11 100 6,6 x 10°
out 24 23 96 24 100 4,8 x 10°
Nov 34 21 62 34 100 0,8 x 10°
Dez 37 26 70 37 100 2,2 x 10°

Gg



100 _

70

50 .

30 4

PERCENTAGEM DOs PEIXES INFECTADOS

O——=0 Exomede sangue fresco
O- - - -0 Exame de sstrag. corado

®——8 Intens. media infecclso

<~

A

MESES

5

0 N D

INTENSIDADE MEDIA DE INFECCAO {TRIR/mM| SANGUE }

Figura 12. Relacdo entre a intensidade média mensal de infec¢gdo por Trypanosoma spp., (T. (H.)
chagasi e T. (I.) guaibensis), e a percentagem de infecgdo segundo o método de diagndstico.

95



57

uma sanguessuga fixada & pele de um dos 37 peixes examinados.
Os hirudineos encontrados estavam mais frequentemente aderidos
a face central dos hospedeiros, com grande predomindncia para

a regido oral; outras regides de localizacdo das sanguessugas

foram 4reas de pele mais fina tais como insercdo das nadadei-
ras pares em situag¢do ventral ou no tecido das nadadeiras en-
tre os raios. Excepcionalmente foram encontradas sobre as pla-

cas 6sseas e nadadeiras dorsal e caudal.

Poucas sanguessugas capturadas dessa forma encontra-
vam-se ingurgitadas. Foi observado, em laboratério, que as
sanguessugas, mesmo tendo permanecido em jejum por 30 a 60
dias, quando transferidas ©para a superficie corporal do hospe-
deiro pela manhd, permaneciam aderidas a ele sem se alimentar,
sé6 wvindo a fazé-lo ao anoitecer. Quando as sanguessugas fo-
ram colocadas nos cascudos-pedra ao anoitecer, alimentavam- se
durante a noite e pela manhd apresentavam-se ingurgitadas e

haviam abandonado o hospedeiro.

Os hirudineos foram identificados como Diplobdella
sp.

A relagcdo entre o numero de peixes examinados e o de

sanguessugas, mostrou que nos meses de maio a Jjulho ocorreu

maior numero de sanguessugas por peixe capturado (Tabela 8).
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Tabela 8. Relagdo entre o numero de Hypostomus punctatus Valenci-
ennes  examinados e de  sanguessugas capturadas  sobre
eles mensalmente no ano de 1982, no Lago Agu da UFRRJ.

Mes Nzxgiiﬁgé}ézs e dza;mzugas Sanguessugas: peixes
Jan: 9 a ¢
Fev- 10 0 0
Mar 37 1 0,03
Abr 37 6 0,2
Mai 51 108 2,1
Jur. 19 45 2,4
Jul 22 23 1,1
Ago i2 4 6,3
Set 11 6 0,6
Qut 24 21 6,9
Nov 34 0 0
Dez 37 37 1
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4.5, Morfologia e biometria dos tripanosomas no hospedeiro

vertebrado

Os tripanosomas observados em preparagdes de sangue
fresco, ao se avaliar a 1intensidade da 1infecg¢do, apresentaram
movimentos distintos nos dois tipos que se destacaram pela
largura corporal. Os tipos delgados, ©pequenos ou longos, rea-
lizaram ondulagdes em freqgiiéncia acelerada, contudo sem deslo-
camento rapido. O outro tipo destacou-se por apresentar maior
largura, ao exame a fresco, e movimentava-se em ritmo mais

lento sendo encontrado em menor proporgao.

Dos esfregacos sanguineos finos, ~corados, de 221 cas-
cudos-pedra em que se detectou a infecgcdo ©por este método de
diagnéstico, foram desenhados e medidos 317 tripanosomas. Os
esquemas englobam parasitos de todos os hospedeiros capturados
ao longo de um ano, tendo sido desenhado pelo menos um tripa-
nosoma por peixe a ndo ser quando as formas detectadas no es-

fregago haviam sofrido ruptura ou distorcgéo.

Apds analisar todos 0s tripanosomas desenhados e
agrupa-1los em diversas combinacdes por variacdes morfoldgicas,
concluiu-se que elas nao eram significativamente diferentes.
Foi possivel identificar duas espécies de tripanosomas que se
distinguiram quanto a presenga ou nado de um cardter diferenci-
al: o flagelo 1livre. As demais variagbdes estavam dentro da

faixa de wvariacdo ©pertinente as espécies, sendo gradacgdes de
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desenvolvimento destes atributos nos tripanosomas, conforme se

demonstrou pela andlise estatistica.

Os resultados Dbiométricos avaliados nas espécies de
tripanosomas identificadas em cascudos-pedra no Lago Acu podem

ser observadas na Tabela 3 e Figuras 5, 6, 9 e 10.

4.6. Infecgdo natural do hospedeiro invertebrado

0 exame dos esfregagcos de conteudo estomacal e da

probdscide, corados com Giemsa, demonstrou tripanosomas em to-

das as sanguessugas dissecadas. Tanto no estdémago como na
probdéscide foram observadas formas tripomastigotas, epimastigo-
tas, amastigotas e grande numero de formas em divisdo. O exa-

me de contetdo do reto ndo demonstrou tripanosomas. N&o se no-
tou diferenga acentuada entre as formas detectadas no estdmago
nos diversos espécimens de sanguessugas dissecados, mas grada-
¢bes a partir de formas tripomastigotas tipicas que sdo ingeri-
das do hospedeiro vertebrado. As formas tripomastigotas no es-
tdmago de sanguessugas Sse caracterizam pelas reduzidas dimen-
sbes em relacdo as formas sanguineas do peixe (Figura 13a-d), o
flagelo livre que ©pode estar presente ou ndo <com a evidente
membrana ondulante (Figura 13b-c). Nota-se que houve desloca-
mento do cinetoplasto e do ntcleo em movimento convergente, com
diminuigdo da distédncia entre eles. O cinetoplasto distanciou-

se da extremidade posterior ©porém a localizagdo do nlcleo é

claramente posterior apresentando indice nuclear médio de 0,5



Figura 13.
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Tripanosomas do estdémago de sanguessugas provenientes do
Lago Ac¢u da UFRRJ. a-d= tripomastigotas; e-f= epimasti-
gotas; g-p= formas em divisdo; g-r= amestigotas; s-t=for-
mas alongadas; u-v= formas alteradas.
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(Tabela 9). A duplicacdo do cinetoplasto, embora possa ser ob-
servada com localizacdo posterior ao nucleo (Figura 13g) ¢é mais
caracteristica em formas epimastigotas (Figura 13h, 1i). As Fi-
guras 13 g-p representam diferentes fases de divisdo no estéma-
go de sanguessugas. Notou-se também a presenca de formas amas-
tigotas (Figura 13qgq,r). Entre as alteracées morfoldgicas des-

taca-se o alargamento da extremidade ©posterior e a concentra-

¢do nessa regido de granulacgdes <citoplasmdticas (Figura 13u,
v). Embora com pouca freqiiéncia foram constatadas formas lon-
gas e finas (.28,5 x 0,76 um) e com granulagbes (Figura 13s, t).

Na probdscide encontrou-se variacdo nos aspectos mor-
folégicos e mensurais das formas detectadas provenientes de es-
pécimens de sanguessugas diferentes (Figuras 14-16). Assim fo-
ram encontradas formas finas com predominio de epimastigotas
em relacdo as tripomastigotas (Figura 13). A membrana ondulan-
te em geral era pouco evidenciada assim como o flagelo livre,
quando  presente. Na probdéscide de outra sanguessuga (Figura
15) houve predominio de formas tripomastigotas, sendo também ob-
servadas formas epimastigotas e em divisdo. A membrana ondu-
lante e o flagelo 1livre westdo bem -evidenciados. Estas formas
apresentaram maior largura que as observadas em probdscide de
outras sanguessugas. J& nas formas apresentadas na Figura 16
se evidenciou maior nuUmero de epimastigotas em relacdo as tri-
pomastigotas. Estas formas apresentavam-se em grande concen-
tracdo, com aspecto mais homogéneo, delgadas e longas com fla-

gelo livre sempre presente e bem desenvolvido.



Tabela 9. Biometria (pm) de tripanosomas do estdmago e da probdscide de sanguessugas natural-
mente infectadas, ©provenientes do Lago Agu da UFRRJ.
EstOmago Probdscide

Caracteres?

Tripomastigotas Epimastigotas Tripomastigotas Epimastigotas
(n = 18) (n = (n = 10) {n = 11)
ce 14,3 2,3 13,5 2,4 15,1 t 2,7 12.1 * 3.4
(10,3 - 17,1) (10,8 - 17,7) (11,4 - 19,4) ( 7,4 = 17,7}
F 2,9 % 2,3 ,5 % 2,6 2,6 * 2,9 3,6 ¥ 2,5
( 0,0 - 6:8] ( 010 - 11:4) ( 0:0 - 9:1] ( 1:1 - 8,6)
CT 18,4 *+ 5,6 16,9 % 3,2 17,7 * 4,4 15,7 * 3,8
(10,8 = 21,7) (10,7 = 26,2) (11,4 - 25,1) (16,3 = 23,4)
L 1,6 * 0,6 1,4 * 0,3 2,0 * 0,7 ,7 % 0,5
( 0’9 - 2’6] ‘ 1’0 —- 2’2) ( 1’0 el 311) ( 1, - 2,5}
IN 0,5 * 0,18 0,4 * 0,17 0,4 * 0,22 0,3 * 0,17
({ 0,2 - 0,8) ( 0,1 - 0,7) ({ 0,1 - 0,8) ({ 0,1 -« 0,6)
Cp 2,3 1,5 4,8 * 1,3 6,9 * 0,6 4,3 * 1,8
( 016 - 511) ( 1r1 - 6r8} ( 0r4 - 2r3) ( 1r7 - GrBJ
@ ¢cc = comprimento do corpo, F = flagelo livre, CT = comprimento total do corpo, L = largura do
corpo; IN = indice nuclear, CP = cinetoplasto a extremidade ©posterior.
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Figura 16. Fotomicrografias de tripanosoma de probdéscide de sanguessugas
do Lago Ag¢u da UFRRJ. Aumento 1600x.
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Os dados Dbiométricos das formas tripomastigotas e epi-
mastigotas do estdémago e probdéscide de sanguessugas apresenta-
das em valores médio, desvio padrdo e variacdo minima e méxima
evidenciam que as formas tripomastigotas no estdmago da san-
guessuga apresentam menor comprimento do corpo em relagdo a
essas formas na probdscide porém, o comprimento total do tripa-
nosoma € maior para essas formas no estdémago do que na probds-
cide (Tabela 9). A comparacdo grdfica do comprimento do corpo
entre tripanosomas da circulacdo do peixe e do estdbmago e pro-
béscide de sanguessugas demonstrou redugdo significativa no hos-
pedeiro invertebrado (Figura 17). A largura corporal, Dbem co-
mo o comprimento e largura entre formas de tripanosoma do es-
témago e probdéscide de sanguessugas, hao apresentou diferenca

significativa (Figuras 18, 19 e 20).

4.7. Transmissdo de tripanosomas através de sanguessugas

As sanguessugas postas sobre dois cascudos-pedra néao
infectados foram recolhidas na manhd seguinte a infestacdo, in-
gurgitadas e fora dos hospedeiros. Separadas ao acaso, algumas
foram dissecadas para se confirmar a prévia infeccdo por tripa-
nosomas, dque foram demonstrados ao exame de preparacgdes cora-
das. Os peixes apresentaram pequenos pontos hemorrdgicos na

boca e nos barbilhdes, 1locais de fixagdo das sanguessugas.

As primeiras amostras de sangue extraidas dos peixes

apés 24 horas da infestacdo ndo demonstraram tripomastigotas.
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Figura 17. Comparacao grafica entre o cumprimento do corpo de Trypanoso-
ma (Haematomonas) chagasi e Trypanosoma (Isomonasoma) guai-
bensis e de tripomastigotas do estbmago e probdscide de san-
guessugas provenientes do Lago Ac¢u da UFRRJ.
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Figura 18. Comparagao grafica entre a largura do corpo de Trypanosoma

(Haematomonas) chagasi, Trypanosoma (Isomonasoma) guaiben-
sis e de tripomastigotas do estdbmago e probdscide de san-
guessugas provenientes do Lago Acu da UFRRJ.
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No nono dia da infestacdo, em um dos peixes (18,5 cm de compri-
mento "standard") foram de tectados tripanosomas ao exame de
sangue fresco entre ladmina e laminula e em esfregagos finos co-
rados. Nos esfregagos ©preparados desse peixe entre o nono e o0
50° dia da infestacdo, foram identificadas as duas espécies de
tripanosomas, T. chagasi e T. gauibensis, ocorrentes em cascu-
dos-pedra do Lago Ag¢u, nao se tendo observado T. chagasi aos
20° e 30° dias, ©possivelmente por Dbaixa intensidade de infec-
¢do. A pequena amostra trabalhada ndo forneceu grandes varia-
¢bes Dbiométricas médias dos tripanosomas de preparacgdes efetua-
das em diferentes dias apdés a infestagcdo por sanguessugas (Ta-

bela 10).

O outro cascudo-pedra infestado ©por sanguessugas bem
como os do grupo gque ndo teve contato com esses ectoparasitos
nao apresentaram tripanosomas durante o periodo no qual se

acompanhou a transmissdo no hospedeiro vertebrado.



Tabela 10. Biometria (pm) de tripomastigotas do sangue de Hypostomus punctatus Valenciennes

em dias diferentes apdés a infestagdo por sanguessugas.

99 dia 209 dia 309 dia 509 dia
Caracteres® T.chagasd T.guaibensis T.chagas< T.guaibensis T.chagasi T.guaibensis T.chagasd 1.guaibensts
n = 5) n=1) (n = 0) (n = 2) (n = 0) (n=1) n=2) (n = 2)
cC 49,5 50,7 - 51,6 - 50,7 52,7 43,6
F 8r7 0,0 - U,O - ﬂ,ﬂ 911 019.
CT 57.2 50,7 - 51,6 - 50,7 61,3 43,6
L 2,9 213 e 3f4 - 4'0 2'8 2,4
IN 1,2 1,2 - 1,3 - 1,1 1,2 1,1
& ¢cc = comprimento do <corpo, F = flagelo livre, CT = comprimento total do corpo, L = largura
corporal, IN = Indice nuclear.

€L



5. DISCUSSAO

5.1. Taxonomia

Com base em caracteres morfoldgicos e Dbioldgicos, HOA-
RE [1964) propbs a reunido de espécies de tripanosomas de mami-
feros em subgéneros, agrupados em duas Secgbes segundo a loca-
lizacdo das formas metaciclicas no hospedeiro invertebrado e/ou
via de transmissao. Assim, HOARE (19721 incluiu na Seccao Ster-
coraria os subgéneros Schizotrypanum Chagas, 1909, Herpetosoma
Doflein, 1901 e Megatrypanum Hoare, 1964, e na Seccgcdo Saliva-
ria os subgéneros Taypunozoon Lithe, 1906, Duttonella Chalmers,
1918, Nannomonas Hoare, 1964 e Pycnomonas Hoare, 1964. Adotan-
do essa divisdo, ANEZ (!982) propds um novo subgénero, Tejera-

ria, pertinente na Seccdo Salivaria.

O critério adotado por HOARE (1964) para designacgdes
subgenéricas de tripanosomas de mamiferos, considerou como prio-
ritdrias as proposicdes anteriores para géneros; o autor sugeriu

que fosse utilizado em designagdes subgenéricas ©para tripanoso-
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mas de aves e de peixes, o0s nomes propostos para esses parasi-
tos por MITROPHANOW (1883) in HOARE (1964) e por WOODCOCK (1906)

in HOARE (1964), respectivamente, Haematomonas e Tagpanomorpha.

Segundo varios autores (BECKER, 1967; TANDON & JOSHI,
1973, LETCH, 1977) e a presente observagdo, os tripanosomas de
peixes englobam espécies com alto grau de pleomorfismo, que ¢é

bastante acentuado em infecc¢des naturais.

Apesar das mencionadas relagdes evolutivas entre tripa-
nosomas de vertebrados ndo matoiferos e os do subgénero Megatrypa-
num, as semelhangas entre eles e os tripanosomas de ©peixes se
reduzem a aspectos morfoldégicos quanto a faixa de variacdo das
dimensdes do corpo, que mostram tratar-se de tripanosomas de
grande porte. Em espécies de tripanosomas como as de cascudos-—
pedra do Lago Agu, qualquer outra semelhanca ndo logrou ser de-
tectada. Foi ohservado que esses tripanosomas sdo veiculados
pela porgdao anterior do tubo digestivo de sanguessugas enquadran-

do-se, portanto, como Salivaria, e diferindo da posigcdo Sterco-

raria de Megatrypanum.

Os tripanosomas de peixe nado se reproduzem na circula-
cdo do hospedeiro vertebrado, a ndo ser excepcionalmente ou apds
inoculacao intraperitoneal de sangue contendo tripanosomas, o
que assinala diferengca bioldégica dos demais subgéneros da Sec-
cdo Salivaria. Considerando, ainda, a distingdo entre as espé-
cies de Thospedeiro invertebrado/vetor desses tripanosomas e dos
de outros vertebrados, foi proposto no presente trabalho ©para
tripanosomas de peixe que se distinguem morfologicamente, novo
subgénero, Isomonasoma, e a utilizacdo da designacdo Haematomo-

nas como subgenérica.
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Trypanosoma (Haematomonas) chagasi

0 primeiro tripanosoma descrito em cascudo-pedra no
Brasil foi T. <chagasi observado em p. punctatus capturados em
Mendes, Estado do Rio de Janeiro. Essa espécie ndo tornou a
ser assinalada, fato que ©pode ser atribuido ao wuso da especi-
ficidade do ©parasito ao hospedeiro como critério de eleicéo
pelos autores. Desta forma, novas espécies foram propostas
sem diagnéstico diferencial, mesmo quando se tratava de pei-

xes de género j& incriminado como hospedeiro.

Os peixes capturados no Lago Acu foram da mesma espé-
cie dos mencionados por HORTA (1910) e em situacdo geogréafica
préxima. A identificacdo da espécie baseou-se, contudo, em com-
paracgdes morfoldgicas buscando-se estabelecer parametros de
variagcdo por pleomorfismo e/ou desenvolvimento; também foi ob-
servado tratar-se da ©primeira espécie descrita para o género
Hypostomus, e com identidade morfolégica. 0 tnico trabalho
com tripanosomas de peixes no Brasil, anterior ao de HORTA
(1910), foi realizado por BOTELHO (1907) com a descrigcdo de
T. rhamdiae e T. macrodonis em R. quellen e M. malabaricus
respectivamente, ambos caracterizados originalmente pela au-
séncia de flagelo livre. Como nao se pesquisou experimental
mente a susceptibilidade de outros Thospedeiros a essa espécie
de parasito, ou mesmo se ocorrem variagdes morfoldgicas indu-
zidas por adaptacgdes a diferentes hospedeiros, julgou-se con-

veniente estabelecer como base de comparagbes espécies descri-
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tas apenas em cascudos-pedra.

Os espécimens identificados como T. chagasi enquadra-
ram-se na descrigcdo apresentada por HORTA (1910) quanto a pre-
senca de flagelo livre longo, blefaroplasto grande e acentuado
situado na extremidade posterior, membrana ondulante em geral
bem desenvolvida e situagdo do nlGcleo ligeiramente anterior, em-
bora possa ser encontrado em ©posig¢gdes incomuns. A caracteriza-
cdo do aspecto do cinetoplasto, ressaltou HORTA (1910), foi fei-
ta em preparagdes coradas ©pelo Giemsa. Ao se comparar essa
descrigdo com a apresentada por HORTA & MACHADO (1911), que tra-
balharam com esfregacos preparados na ocasido da descricdo da espé-
cie, nota-se divergéncia quanto ao cinetoplasto que ¢é apresen-
tado como de pequenas dimensdes tanto na descrigdo como nas
ilustragdes. Esta contradigdo deve ser resultante de técnicas
de coloragcdo diferentes empregadas para ressaltar detalhes da
estrutura nuclear, que foi o objetivo da publicagcdo de HORTA &

MACHADO (1911).

Os resultados obtidos no ©presente trabalho contrastam
com a caracterizacdo dessa espécie em dois tipos distintos quan-
to a relacdo entre comprimento e largura, com uma forma longa e fina e
outra curta e larga, e quanto as formas largas apresentaram-
se curtas. (HORTA, 1910, HORTA & MACHADO, 1911). Foram constatadas
formas largas <com ampla faixa de variacdo de medida corporal,
inclusive nas <classes de maior comprimento do corpo. Porém, a
auséncia de dados biométricos na descrigdo original torna im-

praticdvel a comparagdo desses aspectos.
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A descrigdao de T. chagasi foi agora ampliada ao se es-
tabelecer indices Dbiométricos para a populagcdo observada em in-
fecgbes naturais para todos os pardmetros de medidas, com valo-

res médios, desvio padrdo e limites extremos encontrados (Tabe-

la 3).

Trypanosoma (Isomonasoma) guaibensis

As espécies de tripanosomas de ©peixes descritas no Bra-
sil foram subdivididas ©pelos autores em Vvarios tipos. Excetu-
ando os trabalhos de BOTELHO (1907), HORTA (1910) e SPLENDORE
(1910), todos os outros apresentam descrigdes de espécies com
tipos morfoldégicos em numero varidvel. Tal divisdo em tipos
tem por base <critérios de combinagdes morfoldgicas, biométricas
e afinidade tintorial, estabelecidos a critério de cada autor.
Dentre essas espécies hd algumas que, em alguns tipos, ndo apre-
sentavam flagelo livre; além de escassas, estas citacgbdes refe-
rem-se a reduzido nUmero de espécimens sem destacar a auséncia
de flagelo 1livre —como cardter diferencial para os tipos. Em
1978, FROES et al. descreveram T. guaibensis de P. commersoni
e L. anus capturados no Rio Grande do Sul, caracterizando-a pe-
la auséncia do flagelo livre. Os autores, no entanto, sugerem
a possibilidade da existéncia desse —cardter ao mencionarem que
"raramente ocorre". FROES et al. (1978) sé observaram a pre-

senca de flagelo 1livre em um exemplar de tripanosoma em L. anus,
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0 que sugere ser possivel tratar-se de outra espécie de tripa-

nosoma.

No presente trabalho Jjulgou-se a auséncia do flagelo
livre como cardter diferencial para -esta espécie, caracteriza-

da em tripanosomas com ampla faixa de variacdo morfométrica.

Quando foi proposta, a espécie T. guaibensis foi des-
crita com trés tipos morfoldgicos, porém as dimensdes aferidas
para T. guaibensis de H. punctatus no Lago Ac¢u apresentou dis-
tribuig¢dao normal, sem demonstrar tendéncia trimodal (Figuras 9
-10) e com fraca correlagdao entre comprimento corporal e largu-
ra; desta forma, se atribui serem as variacdes resultantes de
pleomorfismo. As dimensdes apresentadas por FROES et al. (1978),
englobando os trés tipos descritos, situam-se entre 38,0 e
52,0 um de comprimento do corpo e 1,0 a 3,0 um de largura; es-
ta faixa de wvariacdo foi agora ampliada pela constatacdo de es-
pécimens com até 64,4 um de comprimento, e largura maxima de
4,5 um, sendo estes valores excepcionais, como demonstra a mé-
dia da populacdo (Tabela 3). Os demais caracteres gquanto a po-
sicdo terminal ou subterminal e aspecto do cinetoplasto bem co-
mo a membrana ondulante, foram comparados pelas ilustragbes e
pelo exame de esfregagos sanguineos enviados ©por Frdes, e sédo
correspondentes a da populacdo de T. guaibensis estudada. Com

o presente trabalho faz-se a citagcdo de H. punctatus como hos-

pedeiro de T. guaibensis.
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5.2. Indices parasitérios

Devido ao critério de designar novas espécies de tri-
panosomas com base na ocorréncia do parasito em espécies de
peixes ainda néo assinaladas como hospedeiras, tanto no Bra-
sil como em outras regides do mundo, torna-se impraticdvel com-
parar indices parasitédrios da mesma espécie de tripano-
soma. No Brasil, poucas sao as citacgdes sobre a prevaléncia
de tripanosomas em peixes de 4gua doce, e os dados existentes

foram registrados em trabalhos de descrigdo de novas espé-

o°

cies. BOTELHO (1907) encontrou prevaléncia de 5 de T. rham-
diae em R. quellen e de 3,3% de T. macrodonis em M.malabari-
cus e SPLENDORE (1910) de 9,5% de T. hypostomi em P. aurogut-
tatus e de 15% de T. splendorei, citado como T. rhamdiae, em

R. quellen, todos capturados no Estado de S&o Paulo e diagnos-

ticados pelo exame de esfregaco fino corado.

0 registro obtido de tripanosomas em 100% dos 303
P.punctatus examinados, detectados pelo exame de sangue fres-
co, ¢é o indice mais elevado j& registrado para esta 1infeccdo,
mesmo quando comparado aos obtidos por métodos de diagnéstico

de enriquecimento. Através desses métodos HASAN & QASIM (1962)

o°

constataram a prevaléncia de 5,1 de T. punctati em O. puncta-
tus, na india, KHAN (1972) de 24% de T. murmanensis em G.mor-—
bua em Terra Nova, BOWER & WOO (1979) de 11,6% de T. catosto-

mi em C. «c¢. commersoni em Ontdrio, e GROGL et al. (1980) de

13,2% de T. magdalenae em P. kraussi na Coldémbia. A prevalén-
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cia que mais se aproximou da registrada no Lago Ac¢u foi en-
contrada por KHAN, MURPHY & TAYLOR (1950) de 90% e 94% de T.
murmanensis em G. morhua na costa do Labrador, em duas esta-

cbes estudadas, ao pesquisar esse tripanosoma na costa do Ca-

nadé. Considerando 0os percentuais por espécie, nos cascudos
-pedra examinados, o resultado se identifica bastante ao de
KHAN, MURPHY & TAYLOR (1980) Jj& que T. (H.) chagasi prevale-

ceu com 95%.

Considerando que o presente trabalho desenvolveu-se

todo dentro do ecossistema do Lago Acu, de onde se teve a

oportunidade de amostrar mensalmente as populacgdes de cascu-—
dos-pedra e sanguessugas, parece ser a explicacdao preponde-—
rante para a médxima prevaléncia possivel constatada. Tenha-

se em mente que o Lago Acu limita as chances de migracgdes
para os peixes, aumentando a possibilidade do continuo encon-
tro entre hospedeiro e vetor, mantendo toda a populacéo de
cascudos-pedra infectada durante todo o ano. Afora esta ex—
plicacéo, os hébitos bentdénicos e a pouca atividade de H.
punctatus sao fatores que favorecem a infestagcdo por sangues-
sugas; estas também sdo auxiliadas pela auséncia de escamas
ou de placas o6sseas de revestimento na regido ventral dos pei-
xes que, como foi observado ¢é a 4rea de maior fixacdao. Sobre
esta visao, LETCH (1977b) e LETCH & BALL (1979) constataram
que a relacgcao entre 0s hédbitos dos peixes e das sanguessugas
reflete-se na prevaléncia de tripanosomas. Esses autores ob-

servaram entre 0os peixes examinados que N. barbatulus, C. go-
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bio e G. gobio apresentaram prevaléncia de 70%, 52% e
51% respectivamente, sendo estes hospedeiros de hébitos ben-
tdénicos e mais inativos. Porém, os peixes pelédgicos e de
maior atividade como P. phoxinus e G. aculeatus apresenta-

ram prevaléncia de 20% e 3%, respectivamente.

A auséncia de protecao mais consistente favorecendo
a infeccao foi ressaltada também por LETCH (1977b) e por
LETCH & BALL (1979) para as duas espécies de peixes que apre-
sentaram maior prevaléncia de tripanosoma. Pela mesma razao,
SAOQUD (1976) e JOSHI (1979) explicaram a maior percentagem

de infeccdo em peixes na ordem Siluriformes, na India.

O comportamento préprio a cada espécie e a modifica-
cao desses hébitos com a idade, influenciam na possibilida-
de e época de contrair a infeccéo. Corroborando com esta
idéia, KHAN, MURPHY & TAYLOR (1980) ressaltaram que o fato de
raramente G. morhua de wum a trés anos ser encontrado infecta-
do por T. murmanensis deve-se ao comportamento dos jovens,

que permanecem em Aaguas superficiais; com o crescimento, es-—

ses peixes migram em dguas profundas, expondo-se ao vetor.
Partilhando dessa opinido, NEEDHAM (1969) assinalou que san-
guessugas sdo vetoras de T. tincae a peixes da espécie T.

tinca jovens que buscam alimento em &guas rasas; essas san-
guessugas se infectam com sangue de peixes adultos infecta-
dos que permanecem na profundidade quando a temperatura é

muito elevada ou quando da desova.

Apesar da inexisténcia de dados numéricos sobre a
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intensidade de infecgdo e variacdo sazonal de tripanosomas de
peixes no Brasil, estes aspectos sdo comentados por HORTA (I910)
e por HORTA & MACHADO (1911) que afirmaram que T. chagasi "apre-
senta-se em muito maior numero na circulacdo de Plecostomus
durante os meses mais frios do inverno, havendo notédvel dimi-
nuigcdo em seu nuUmero durante o verdo. Também se nota que nos

exemplares muito Jjovens hd maior riqueza na infecg¢do que nos

exemplares adultos". Estas observagdes sao confirmadas pelos
dados obtidos no presente trabalho, principalmente quanto a
maior intensidade média de infeccgéo em peixes mais jovens.
Constatou-se que cascudos-pedra com comprimento "standard" en-

5

tre 7 e 12 cm apressntaram em média 9,6 x 10 tripanosomas/ml

de sangue, o que ¢ muito superior em comparagdo a de 1,2 x lO5

tripanosoma/ml de sangue nos peixes de classe de tamanho en-

tre 28 e 33 cm; porém, a causa ndo foili ainda investigada.

Resultados semelhantes foram obtidos por BURRESON
& PRATT (1972) <com P. vetulus infectados por T. pacifica e
por KHAN (1972) em G. morhua infectado por T. murmanensis. Nes-—
tes trabalhos os autores demonstraram que a partir de classes
de tamanho de peixes que se apresentavam infectados por tripa-
nosomas, as de menor comprimento correspondiam as de mais al-
ta intensidade de infecgdo e as de peixes mailores apresentavam
intensidade de infecg¢do mais baixa. Discordando desse aspec-
to, COTTRELL (1977) assinalou baixa parasitemia em P. plates-
sa infectado por T. platessae em todos os casos; por outro la-

do, LETCH (1977b) Jjulgou que a mais alta parasitemia em pei-
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xes de pequeno tamanho foi conseqgiiéncia da concentracdo dos
tripanosomas metaciclicos introduzidas pelo vetor ©para o volu-
me de sangue disponivel no hospedeiro. A autora postulou que,
sendo o hospedeiro de maior porte, o volume sanguineo a dispo-
sicdo dos flagelados ¢é maior, diluindo a concentrac¢do dos pa-

rasitos.

Os mais altos indices de intensidade média da infec-
cdo foram registrados nos meses de agosto, setembro e outubro
(Tabela 7). 0O maior nuUmero de tripanosomas no sangue neste
periodo favoreceu o diagnéstico através do exame de esfrega-
¢os, registrando-se as maiores percentagens obtidas com esta
técnica. Os elevados indices desses meses podem ter sido con-
seqiiéncia de continuas reinfeccgdes por tripanosomas metacicli-
cos, J& que nos meses precedentes se registraram as mais al-
tas infestacgdes por sanguessugas. A intensidade média mais
baixa foi observada em novembro, coincidindo com a alta tempe-
ratura (32°C) da é&gua no dia da captura e exame dos peixes,

quando nao foram encontradas sanguessugas.

Em face do comportamento alimentar das sanguessugas
observado em laboratério, é¢ provadvel que durante o dia elas
utilizem o hospedeiro apenas como substrato. Para melhor anéa-
lise da flutuacdo anual da populagdo de sanguessugas e avalia-
c¢do do indice de infestacdo dos peixes, a alternédncia noturna
e diurna na captura dos hospedeiros talvez seja um método efi-

caz.

COTTRELL (1977), ao longo das <costas de Saint Devon
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e New Wales, e JOSHI (1979), na India, observaram maior preva-
léncia da infeccgdao durante o inverno. A variacéo sazonal
de tripanosomas em animais pecilotérmicos é atribuida a rela-
cdo entre producdo de anticorpos e temperatura, sendo a maior
resposta imune em temperatura elevada (COTTRELL, 1977) . Em
concordéancia com esse parecer, BARROW (1954), na Inglaterra,
observou experimentalmente que a produgédo de anticorpos anti-
tripanosomas foi maior na mais alta temperatura estudada (20°C)
e ausente na mais Dbaixa (5°C). Resultado discordante foi cons-
tatado em infecg¢des naturais por LETCH (1977Db) e LETCH & BALL
(1979) que, também na Inglaterra, registraram relacéo direta
entre a percentagem de infecg¢do e a temperatura da 4gua, assi-
nalando também as mais altas intensidades de infecgcdo nos me-
ses mails quentes. Segundo esses autores, o aumento da infec-
cdo ¢é conseqliente ao aumento da populagcdo de sanguessugas de
vido a época de sua eclosdao e, com a elevagcdo de temperatura-
ra, o intervalo entre succgdes é diminuido. Como a variacao
de temperatura ndo foi muito acentuada no Lago Ac¢u durante o
ano de desenvolvimento do trabalho, salvo alguns valores paro-
xisticos, uma vez adquirida a infeccéo os cascudos-pedra a
mantém mesmo nos meses em que a transmissdo é dificultada pe-
la diminuig¢do da populagcdo de sanguessugas. Esta situacgcdo jus-
tifica, entre outros fatores, a percentagem de 100% em todos

os meses; Jjad a intensidade parasitdria variou em funcgdo do ci-

clo da sanguessuga e do tamanho dos hospedeiros obtidos nas

amostragens.
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5.3. Avaliacdo da intensidade da infeccédo

De maneira geral, a pesquisa de infecg¢bes crdnicas
ou de Dbaixa parasitemia por hematozodrios, ©pelos métodos habi-
tuais de exame pode levar a resultados negativos, e muitas ve-
zes errdneos (BENNET, 1962) . A primeira técnica de concentra-
cdo de microparasitos foi descrita em 1955 por DEVIGNAT &
DRESSE. A centrifugagdo do microhematdécrito para rotina de
diagnéstico utilizada por BENNETT (1962), BOWER & WOO (1979)
e COTTRELL (1972) concentra tripanosomas no plasma acima da
camada de leucdécitos. O tubo de microhematédcrito, por compor-
tar quantidade de sangue bem superior as normalmente usadas
em exame de sangue fresco entre lédmina e laminula ou na con-
fecgcdo de esfregacos, aumenta a ©possibilidade do encontro dos
flagelados hematozodrios. Todavia, sua aplicacdo torna-se ina-
dequada quando o hospedeiro apresenta dimensdes muito reduzi-
das e ndo se dispde da quantidade de sangue necessédria (LETCH,

1977b, LETCH & BALL, 1979).

Aperfeigoando a técnica para exame do tubo de micro-

hematédcrito ao microscdépio e para recolhimento dos tripanoso-

mas do tubo, WOO (1969) verificou também alteracgdes morfoldgi-
cas em tripanosomas submetidos a centrifugacao. As alteracdes
significativas foram: cinetoplasto deslocado a extremidade

posterior, maior largura devido & distorgdo da extremidade an-
terior; ndo deve, portanto, ser wutilizado esse método para ca-

racterizacéo morfoldgica. Estas constatacdes divergem das ob-
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servagbes de BENNETT (1962), para o qual os tripanosomas eram
aparentemente inalterados pela centrifugacgao. Outra vantagem
obtida com o desenvolvimento dessa técnica é a possibilidade
de estimar a intensidade da infeccdo, mesmo quando baixa, pe-

la contagem dos parasitos em relacdo ao volume de sangue uti-

lizado (BENNETT, 1962), técnica que se tornou mais precisa
apbés ter sido desenvolvido por WOO (1969) wum dispositivo ("blood
dispenser") para a remogdo dos tripanosomas dos tubos centri-
fugados. Este dispositivo faz-se indispenséavel para a remo-

¢cdo completa dos tripanosomas e avaliacdo mais correta.

Muitas tentativas vém sendo feitas para uso da céama-
ra Neubauer ©para avaliacdo de infecgbes por tripanosoma. As-—
sim, WEBBER (1961) in PETANA (1963) comparou varios métodos e
considerou o mais eficaz a diluigdao do sangue em solugdo sali-
na, segundo o grau de ©parasitemia, e efetuando a contagem de
leucdcitos. PETANA (1963) modificou o) método usando "Gram's
iodine" como diluente e utilizando as duas 4&reas para conta-

gem segundo o grau de infeccéo.

Para a avaliacédo da intensidade de infecg¢do por tri-
panosoma em peixes nos quais as infecg¢des naturais normalmen-
te se acham em baixa intensidade, o uso da céamara Neubauer
ndo fornece dados relativos a estas infeccgdes. Referéncias a
este aspecto ressaltam as dificuldades de <contagem das formas
sanguineas de Trypanosoma cruzi mediante técnicas convencio-
nais como: cadmaras hemocitométricas, contagem comparativa de

parasitos e eritrécitos no esfregaco, devido & quantidade de
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parasitos geralmente escassa na circulagéo. Para estimar a
intesidade da infecg¢do por T. cobitis em diversas espécies de
peixes, LETCH (1977b) e LETCH & BALL (1979) calcularam o nume-
ro de tripanosomas ©por ml de sangue a partir da contagem dos

parasitos em 0,03 ml de sangue.

As tentativas feitas para avaliar a intensidade da
infeccdo por tripanosomas em cascudos-pedra do Lago Ag¢u atra-
vés da céamara de Neubauer demonstraram ser a diluicdo 1:4 a
minima que permite visualizagdo dos parasitos entre os gldébu-
los sanguineos e os limites da cémara. 0 estabelecimento do
indice minimo de diluigcdo foi wuma tentativa de aumentar a pos-
sibilidade do achado de tripanosomas. Como néo foi possivel
avaliar com a cédmara Neubauer a maioria das infecg¢bes consta-
tadas em exame de sangue fresco, a parasitemia foi calculada
pela contagem de tripanosomas em 0,3 wul de sangue o0 due PpPoOsSsi-

bilitou simultdnea detecgdo da 1infecgdo em todos o0s ©peixes e-

xaminados. Esta técnica foi uma adaptacdo das utilizadas por
LETCH (1977a) e LETCH & BALL (1979). O emprego da lémina de
contagem de plancton, pela presenca de sulcos de mar-

cacao, além de facilitar a orientagcdo ao microscépio, retar-
da o] deslocamento dos tripanosomas apds alguns minu-

tos de feita a preparacéao, afastam os eritrécitos for-
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mando uma 4rea clara a sua volta. Estes fatores, aliados ao
néao deslocamento rédpido dos tripanosomas no campo microscépi-
co, evitam que cada ©parasito seja aferido mais de uma vez ou

deixe de ser computado.

5.4. Infecgdo natural do hospedeiro invertebrado

Um aspecto marcante deste trabalho € que pela primei-
ra vez se incrimina um vetor de tripanosomas a ©peixes no Bra-
sil, demonstrando formas de desenvolvimento no estbémago e na
probdéscide do vetor e reproduzir a infeccgéo em laboratério
transmitindo o hemoparasito a peixes nao infectados através

de sanguessugas naturalmente infectadas.

Pela comparagao das dimensdes, comprimento e lar-
gura (Figuras 17,18) dos tripanosomas da circulagcdo dos cascudos-
—-pedra e dos detectados no estdmago da sanguessuga, eviden-
cia-se que o flagelado reduz suas dimensdes apdés ser ingeri-
do pela sanguessuga, no momento da alimentacgdo. Essa reducgao
j& havia sido destacada por QADRI (1962a) com T. danilewskyi
e por LETCH (1977b, 1980) com T. cobitis ao acompanharem a
evolucgéo desses tripanosomas em H. marginata. Identidade de
resultados entre o ©presente trabalho e os de QADRI (1962a) e
LETCH (1977b, 1980) também  foi registrada quanto ao processo
de diviséo dos tripanosomas no estdémago. AS variadas formas
em divisao observadas na sanguessuga capturada no Lago Agu,

com diversas etapas de desenvolvimento e estddios de diviséo
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(Figura 13), relacionam-se com as apresentadas por QADRI (1962Db)
para T. striati em meio de cultura, mas as formas amastigotas

nao observadas por QADRI (1962a,b) e LETCH (1977b, 1980), fo-

ram referidas por KHAN (1976) como presentes no desenvolvimen-
to de T. murmanensis em sanguessuga marinha do género Johans-
sonia.

QADRI (1962a,b) descreveu formas longas e finas como
"long attenuated" semelhantes as agora encontradas (Figura 13
s,t) que poderiam ser etapas finais do desenvolvimento dos tri-
panosomas no estdémago e estar relacionadas com as formas lon-
gas observadas na probdscide (Figura 16) que foram obtidas de

sanguessugas mantidas em laboratério sem contato com o hospe-

deiro. Essas observacdes coincidem com as de LETCH (1977b,
1980) quanto ao aspecto alongado dos tripanosomas metacicli-
cos. Dos espécimens de sanguessuga nos quais se observaram di-
ferentes etapas do desenvolvimento de tripanosomas (Figura 16)

seriam, por comparagao a resultados de QADRI (1962a) e LETCH
(1977 Db, 1980) os de maior maturidade e provavelmente as for-

mas tripomastigotas representam as formas metaciclicas.

A diversidade de formas assinalada e a diferenca en-
tre os espécimens dissecados foram atribuidas aos estddios de
evolucéo dos tripanosomas que provieram de infeccgdes naturais
de sanguessuga. Tais estddios de evolugcdo poderéo ser ordena-
dos se, partindo de infecg¢do inicial de sanguessugas, acompa-
nhasse o desenvolvimento da infecgcdo com dissecagdes dos veto-

res a tempos regulares, o que ndo foi ©possivel neste trabalho.
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Uma pequena amostra desse raciocinio ©pode ser observada pelas
acentuadas diferencas entre formas encontradas nas prosbdéci-
des de sanguessugas dissecadas com um dia de captura (Figuras
14, 15) e com varios dias de cativeiro sem contato com o hos-

pedeiro (Figura 16).

De acordo com a metodologia wutilizada neste trabalho
foi impossivel identificar a espécie de tripanosoma em desen-
volvimento nos vetores examinados; entretanto, através de in-
fecgdes experimentais puras ou por aspectos ultraestruturais
é possivel que se <chegue a caracterizacdo especifica do flage-

lado no hospedeiro invertebrado.

5.5. Transmissdo de tripanosomas através de sanguessugas

Como o objetivo desta investigag¢do era <confirmar a
implicagcdo do hirudineo Diplobdella sp. como vetor de tri-
panosomas a peixes no local estudado, e devido as exigén-
cias necessdrias a este procedimento, além do pequeno numero
de peixes ndo infectados disponiveis, optou-se por maior in-
tervalo entre as extragbes de sangue em detrimento de se esta-
belecer o periodo pré-patente e se acompanhar o <ciclo sangui-
neo do parasito no hospedeiro vertebrado. 0 periodo pré-pa-
tente de T. cobitis, observado por LETCH (1977b, 1980), foi de
24 horas apdés a alimentagdo de H. marginata em N. barbatulus,
enquanto  KHAN (1976) precisou de 72 horas para observar as

primeiras formas de T. marmanensis em G. morhua apds ter ali-

mentado sanguessugas do género Johanssonia sobre esse hospe-
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deiro. O exame de sangue dos cascudos-pedra 24 horas apdés a
infestagcdo por sanguessugas nado demonstrou tripanosomas, estan-
do O periodo pré-patente de T. chagasi e de T. guaibensis si-
tuado entre o primeiro e o nono dia. As medidas destas espé-
cies aferidas a partir do nono dia da infestagcdo apresentaram

valores médios semelhantes aos verificados em infecg¢des natu-

rais, contudo sem as grandes variacgdes registradas entre os
limites extremos das infecgdes naturais. De acordo com as ob-
servacdes de LETCH (1977b, 1980), o maior crescimento corpo-—
ral de T. cobitis apdés a transmissdo foili nos sete primeiros
dias. O crescimento de tripanosomas em peixes foi acompanha-
do por KHAN (1976) apbés infectar dois G. morhua com duas e
trés sanguessugas. Segundo esse autor, as medidas que aumen-
taram foram, o comprimento do corpo, as distédncias da extremi-

dade posterior ao <cinetoplasto, do cinetoplasto ao ntucleo, e
do ntcleo a extremidade anterior e o comprimento total do cor-
po, porém, ndo mudaram significativamente a posicdo do nucleo,
e dimensbdes do cinetoplasto e comprimento do flagelo livre.
As primeiras formas detectadas no sangue eram pequenas e del-
gadas e ao longo da infecgdo distinguiram-se pelo tamanho em
duas formas, com um tipo intermedidrio. Apesar do crescimen-
to progressivo, ao fim de 55 dias ainda eram encontradas for-
mas pequenas, caracterizando o pleomorfismo de T. murmanensis.
Utilizando apenas uma sanguessuga por hospedeiro, LETCH (1977
b, 1980) concluiu que o pleomorfismo de T. cobitis nado ¢é tao

marcante com a i1dade da infecgcdo como o constatado em infec-
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¢des naturais, o que atribuiu ser decorrente de idades dife-
rentes de infecgcdo e ndo estar relacionado & diferenca de ta-
manho entre as formas metaciclicas da bainha da probdscide.
Estas observacdes divergem da suposicgao de QADRI (1962a) que
considerou a diferenca de tamanho dos tripanosomas no hospe-
deiro vertebrado resultante da inoculagdo de tripanosomas de
diversas dimensdes. A auséncia de dados sobre os tripanoso-
mas transmitidos a cascudo-pedra nos ©primeiros dias de infec-
¢do nao possibilitou registrar se hd& o crescimento das for-
mas sanguineas nesse periodo. 0O pleomorfismo nao foi, contu-
do, acentuado nessa infecg¢do de mesma idade apesar de estabe-
lecida a partir de varias sanguessugas. Com infecgbdes esta-
belecidas por uma sanguessuga se poderdao ter dados mais con-
clusivos sobre os componentes biolégicos das espécies envol-

vidas, tanto as de tripanosomas quanto as dos hospedeiros.



6. CONCLUSOES

De acordo com este -estudo sobre tripanosomas em cascu-
dos-pedra Hypostomus punctatus Valenciennes no Lago Acu da Uni-
versidade Federal Rural do Rio de Janeiro, no ano de 1982, con-

cluiu-se que :

1) ocorrem duas espécies de tripanosomas neste hospe-
deiro: Trypanosoma (Haematomonas) chagai Horta, 1910 e Trypa-

nos oma (Isomonasoma) guaibensis Frées, Fortes, Lima & Leite,

1978;

2) Isomonasoma ¢é proposto como novo subgénero, e Hae-

matomonas é reduzido de género para subgénero;

3) H. punctatus é pela primeira vez referido como hos-
pedeiro de T. (I.) guaibensis;
4) o exame de sangue fresco foi o método mais eficaz

para a detecgdo do parasitismo, revelando prevaléncia de 100%,

enquanto o exame de esfregaco fino corado identificou somente

72,9%;
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5) a intensidade média da infecgcdo variou inversamen-
te ao tamanho dos ©peixes e diretamente em fun¢do da populagao

do hospedeiro invertebrado;

6) o hirudineo Diplobdella sp. €& vetor dessas espécies

de tripanosomas a cascudos-pedra no local estudado.
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