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Resumo

RESUMO

Com a finalidade de se estudar as interagdes entre C. felis felis e seus endossimbiontes
(protozoarios e helmintos), 1500 pulgas (1052 fémeas e 448 machos), provenientes de 150
caes capturados pelo Centro de Controle de Zoonoses de Belo Horizonte — MG foram
dissecadas entre dezembro de 2004 e novembro de 2005. Trés espécies de protozoarios,
pertencentes a diferentes familias, Nolleria pulicis (Chitridiopsidae), gregarinas
(Actinocephalidae) e Leptomonas sp. (Trypanosomatidae) e uma de cestodeo, Dipylidium
caninum (Dilepididae) foram encontradas como endossimbiontes destas pulgas. Cerca de
18% das pulgas apresentaram, pelo menos, uma espécie de simbionte, com as gregarinas
evidenciando-se como as mais prevalentes. Foram verificadas infecgdes simples, duplas e
triplas. Os tripanosomatideos isolados de C. felis felis sao polimorficos no meio de cultivo e
com relacdo ao padrdo de seu desenvolvimento apresentaram dois picos e auséncia de fase
estacionaria. Entre os endossimbiontes, em relagdo ao sexo, as infecgdes por gregarinas
ocorreram preferencialmente em pulgas fémeas. Foi verificada uma tendéncia sazonal de
infeccdo para N. pulicis e Leptomonas sp., sendo que as infeccdes por estes
endossimbiontes ocorreram preferencialmente durante a estagdo chuvosa-quente. A
abundancia e a intensidade média de infec¢do por gregarinas sdo, pela primeira vez,
noticiadas para pulgas. Os achados de N. pulicis, gregarinas actinocefalideas e Leptomonas
sp. em C. felis felis, bem como as suas respectivas prevaléncias e distribuicao por sexo das
pulgas e sazonalidade sdo, pela primeira vez, noticiadas para o Brasil, a América do Sul, a

regido Neotropical.



Abstract

ABSTRACT

Aiming to study the interactions between C. felis felis and their endosymbionts (protozoa
and helminths), 1,500 fleas (1,052 females and 448 males) from 150 dogs captured for the
Control Center of Zoonoses of Belo Horizonte - MG, were dissected between December
2004 and November 2005. Three species of protozoa, belonging to the different families,
Nolleria pulicis (Chitridiopsidae), gregarines (Actinocephalidae) and Leptomonas sp.
(Trypanosomatidae) and one of cestode, Dipylidium caninum (Dilepididae) were found as
endosymbionts of these fleas. About 18% of fleas were infected, at least, by one species of
symbiont, being the gregarines most prevalent. Single, double and triple infections were
noted among the endosymbionts studied. The isolated trypanosomatids of C. felis felis are
polimorphics in the culture medium and with relation to the standard of its development
they had presented two peaks and absence of stationary phase. In relation to the sex,
infections by gregarines preferentially occurred in female fleas. It was verified a seasonal
trend of infection for N. pulicis and Leptomonas sp., with these infections showing the
highest prevalences in the warm-rainy season. For the first time, the abundance and average
intensity of infection for gregarines are noticed for species of fleas. The findings of N.
pulicis, gregarines actinocephalidae and Lepfomonas sp. in C. felis felis, with the their
respective prevalences and distributions by sex of the fleas and seasonality are, also for the

first time, noticed for Brazil, South America and Neotropical region.
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Introducao

1.0 INTRODUCAO

As pulgas sdo insetos apteros, holometabolos, com hematofagia restrita aos adultos
que, apresentando alternancia entre vida livre (nos estadios larvarios) e parasitaria (no
estadio adulto), se habilitam a participar de diferentes elos na cadeia epidemiologica; como
parasitos propriamente ditos, vetores bioldgicos e hospedeiros invertebrados. Como vetores
ou hospedeiros no Brasil, destacam-se Xenopsylla cheopis (Rothschild, 1903); Pulex
irritans (Linnaeus, 1758); Ctenocephalides canis (Curtiss, 1826) e Ctenocephalides felis
felis (Bouche, 1835), todas pertencentes a familia Pulicidae, além de algumas espécies
incluidas no género Polygenis (Jordan, 1939), da familia Rhopalopsyllidae (LINARDI &
GUIMARAES, 2000).

Ainda que as duas espécies de Ctenocephalides sejam cosmopolitas e, praticamente
ocorrendo nos mesmos grupos de hospedeiros, C. felis felis € espécie prevalente, infestando
representantes das ordens Carnivora, Rodentia, Lagomorpha, Edentata, Marsupialia e
Primates. Os carnivoros sdo considerados como hospedeiros primdrios, sendo que nos
animais domésticos como cdes e gatos, C. felis felis ¢ tida como o mais importante
ectoparasito em todo o mundo (RUST & DRYDEN, 1997; LINARDI & GUIMARAES,
2000).

Assim ¢ que em estudo realizado em Belo Horizonte e cidades vizinhas, num total
de 4864 ectoparasitos recolhidos de cdes, 3786 eram C. felis felis. Nesses mesmos
municipios a prevaléncia desta pulga nos caes foi de 87% (LINARDI & NAGEM, 1973).
Outros dados sobre prevaléncia em cies foram apresentados por CORREA (1947) em Porto

Alegre, RS (79,22%). FERNANDES et a/ (1996) relataram a prevaléncia de 50,2% sobre
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Introducao

caes e 68,3% sobre gatos no Rio de Janeiro e adjacéncias, RJ. Além disso, C. felis felis tem
sido encontrada livremente no interior das habita¢cdes humanas, conforme relatos, onde
foram obtidas as seguintes proporg¢des: 8,74% - Bom Conselho - Pernambuco (DOBBIN JR
et al., 1969), 64,72% em Belo Horizonte — Minas Gerais ¢ uma média de 21,73% para
outros municipios de MG, RJ, BA e CE (LINARDI & GUIMARAES, 2000). A ocorréncia
de C. felis felis nas habitagdes e seu gradativo predominio sobre Pulex irritans vem sendo
constatada em todo o mundo (BEAUCOURNU, 1973; LINARDI & MIURA, 1976), fato
este de significativo valor epidemioldgico. VIEGAS (1996) verificou a existéncia de uma
pronunciada tendéncia sazonal na ocorréncia da infestacdo em cdes de Belo Horizonte.

A compreensdo deste fenomeno torna-se possivel gragas a evidente explosdo
demografica humana nas grandes cidades brasileiras, uma vez que ela acarreta a
domiciliagdo de carnivoros domésticos, principalmente cdes (em Belo Horizonte, a
populacdo de caes ¢ de aproximadamente 380.000 — Campanha contra a raiva canina,
Prefeitura de Belo Horizonte, 2005), como animais de companhia ou de protecdo as
residéncias; neste ultimo caso ainda mais acentuado, em virtude do aumento da
criminalidade e conseqiiente necessidade de vigilancia. O Quadro 1 representa o aumento
populacional humano ocorrido em Belo Horizonte, entre os anos de 1991 e 2000, cidade em

que o presente estudo foi realizado.

Quadro 1 - Populacao da cidade de Belo Horizonte e dos outros municipios pertencentes a regido
metropolitana. Percentual de crescimento 1991/2000

~ . L Total d laga i ’
RegiGes metropolitanas/municipios o%a’ €a populagao | Crescimento Taxa de crescimento (%)
1991 2000 absoluto
RM de Belo Horizonte 3.515.542 4.349.425 833.883 2,4
Belo Horizonte 2.020.161 2.238.526 218.365 1,1
Outros Municipios da RM 1.495.381 | 2.110.899 [ 615.518 3,9

Fonte: Anuario Estatistico de Belo Horizonte, 2003. In: IBGE. Censo Demografico de 1991 e 2000
Conseqiientemente, a maior possibilidade de contato entre o ser humano e C. felis

felis, podera favorecer a transmissdo de patdogenos de cdo a cdo, ou desses animais para o

homem, ou, ainda, a disseminagao deles pelo ambiente humano.
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Virios trabalhos tém relatado a presenga de agentes infecciosos, patdgenos e/ou
endoparasitos em sifondpteros (JENKINS, 1964; STRAND, 1977; CASTILLO, 1980;
DAOUST, 1983), sem contudo enfocarem sua prevaléncia, biologia e grau de
patogenicidade. Uma exce¢do ¢ o de BEARD et al. (1990b) nos Estados Unidos, tendo
como objeto, C. felis felis. No Brasil, estudos desta natureza somente foram realizados com
pulgas da familia Rhopalopsyllidae (LINARDI et al. 1981; BOTELHO, 1990; BOTELHO
& LINARDI, 1992), a despeito de um relato, apresentado sob forma resumida, concernente
a endoparasitos de C. felis felis (LINARDI, 2002).

Assim, considerando:

a) a domiciliacdo crescente de carnivoros domésticos;

b) o encontro de C. felis felis livre no interior das residéncias;

c) a transmissdo de certos patogenos de cdo a cdo, ou desses animais para o ser
humano, especialmente criangas,

O estudo das interacoes entre C. felis felis que infestam cies e seus
endossimbiontes abre novas perspectivas sobre a participacio destas pulgas na
epidemiologia das endoparasitoses em que participa como hospedeiro intermediario

ou vetor, seja biolégico ou mecanico!

1.1 OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivos:
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1.1.1 GERAL

- Estudar as interagdes entre C. felis felis que infestam cdes e seus endossimbiontes

(protozoarios e helmintos).

1.1.2 ESPECIFICOS

- Determinar os indices de infec¢do natural (prevaléncia) dos endossimbiontes em C. felis
felis e relaciond-los com:

a - sexo das pulgas;

b- periodos estacionais;

c- sexo e idade aproximada dos caes, no caso de parasitos heteroxénicos.
- Estimar as cargas parasitarias (intensidade de infec¢do natural) e relaciond-las com as
variaveis acima mencionadas;
- Determinar os sitios de infec¢do dos endossimbiontes nos respectivos sifonapteros;
- Caracterizar morfologicamente os tripanosomatideos obtidos de pulgas de caes e cultiva-

los em diferentes meios de cultura avaliando a cinética de seu crescimento.
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2.0 REVISAO DE LITERATURA

Devido ao consideravel aumento de moléstias nas ultimas décadas, transmitidas por
artrépodos de importancia médica e veterinaria, varios estudos vém sendo realizados, tendo
como foco seus endossimbiontes. Ainda que para autores mais antigos, incluindo a
Sociedade Americana de Parasitologia, o termo simbiose era usado como uma interacao
benéfica entre seres, mais recentemente, ODUM (1967) chama a atengcdo para a
impropriedade deste uso. Assim, a interacdo benéfica entre seres ¢ atualmente definida
como mutualismo, sendo simbiose a designacdo que se aplica a quaisquer interacdes
(mutualismo, comensalismo, parasitismo, etc).

Entre essas moléstias, destacam-se aquelas veiculadas pelos sifonapteros. Nas
décadas de 1960-80, a Organizacdo Mundial de Satde publicou trabalhos de revisao
contendo listas dos potenciais patogenos encontrados em sifonapteros (JENKINS, 1964;
STRAND, 1977; CASTILLO, 1980; DAOUST, 1983). Recentemente, varios organismos
foram listados como endossimbiontes de pulgas (BEARD et al., 1990b; BOTELHO &
LINARDI, 1992; LINARDI & GUIMARAES, 2000), a despeito da ceritificacdo de
algumas espécies. Sao eles: um virus, 12 a 15 bactérias (incluindo riquétsias e
espiroquetas), trés fungos, 27 protozoarios, 10 a 20 nematddeos e quatro cestddeos. Deve-
se ressaltar que estes organismos foram encontrados desenvolvendo agdes mutualisticas,
comensalisticas ou parasitarias com seus hospedeiros.

No que concerne a C. felis felis ja foram encontrados os seguintes endossimbiontes:
Dipylidium caninum, Dirofilaria immitis, Dipetalonema reconditum (JELLISON, 1959);

Hymenolepis (= Rodentolepis ) nana e H. diminuta (SALEM et al., 1980); Rickettsia
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burnetii, Spirochaeta ctenocephali, Yersinia pestis, Nosema ctenocephali, Crithidia sp.,
Leptomonas ctenocephali (= Herpetomonas ctenocephali) (WENYON, 1926; JENKINS,
1964; STRAND, 1977); Rickettsia felis, Bartonella henselae, Hemoplasma (SHAW et al.,
2004); Nolleria pulicis, gregarinas (BEARD et al.

1990b); Trypanosoma lewisi

(MOLYNEUX, 1969); Leishmania chagasi (COUTINHO, 2003). No quadro a seguir

encontram-se dados

referentes

aos

experimentalmente infectando C. felis felis.

Quadro 02- Dados referentes aos endossimbiontes ja encontrados em C. felis felis

endossimbiontes ja& encontrados

natural ou

Endossimbionte Moléstia Hospedeiro Prevaléncia Distribuicéo Infecgéo Forma de Referéncia
Vertebrado Geografica Experimental Diagnostico
ou Natural
Visualizagao
Amebas - - 19,4% EUA Natural de trofozoitos BEARD et al.
e cistos ao (1990b)
MO
Bartonella Doenca da Gatos 17% Reino Unido Natural Teste PCR SHAW et al.
henselae esfoladura e Irlanda (2004)
Visualizagao JELLISON
Dipetalonema Dipetalonemose Cées 0.8% Cosmopolita Natural de larvas ou (1959);
reconditum ’ microfilarias LINARDI
(2002)
BEARD et al
Caes, Visualizagao (1989)
Dipylidium Dilepidiose raposas e 10,2% Cosmopolita Natural e de Cisticercos MARSHALL
caninum Homem Experimental ao MO (1967)
LINARDI
(2002)
Dirofilaria Dirofilariose Caes 32,1% Cosmopolita Experimenal Visualizagao JELLISON
immitis de larvas ou (1959)
microfilarias
Estados Visualizacéo BEARD et al.
Gregarinas - - 19,4% Unidos da Natural das formas ao (1989)
América MO
Hemoplasma Anemia Reino Unido SHAW et al.
Hemolitica de Gatos 40% e Irlanda Natural Teste: PCR (2004)
gatos
Visualizacédo
Hymenolepis Himenolepiase Roedores - Cosmopolita Experimental | de Cisticercos MARSHALL
dimiuta ao MO (1967)
Leishmaniose Caes, Visualizagédo
Leishmania Visceral raposas e 29,9% Brasil Natural / das formas ao COUTINHO
chagasi Homem Experimental MO e Teste : (2003)
PCR
Leptomonas Visualizagao WENYON
ctenocephali - - - Inglaterra Natural das formas ao (1926)
MO
Estados Visualizagao BEARD et al.
Nolleria pulicis - - 1,5 Unidos da Natural das formas ao (1990a)
América MO
Nosema Visualizagao JENKINS
ctenocephali - - - india Natural das formas ao (1964)
MO
Rickettsia Febre Q- - 17% - Natural - JENKINS
burnetii (1964)
Rickettsia felis Tifo Murino Homem 21% Reino Unido, Natural Teste: PCR SHAW et al.
Irlanda (2004)
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Rodentolepis Himenolepiase Homem e - Cosmopolita Experimental Visualizacédo MARSHALL
nana roedores de Cisticercos (1967)
ao MO
Spirochaeta - - - india Natural Visualizacédo STRAND
ctenocephali ao MO (1977)
Trypanosoma - Roedores - EUA Natural Visualizacédo MOLYNEUX
lewisi das formas ao (1969)
MO
Yersinia pestis Peste Bubonica Ratos / 0.17% Américas, Natural Cultivo e BRASIL et al.
Homem Asia, Europa Incoulagdo (1989)
em
camundongos

O desenvolvimento larvéario de D. immitis e sua prevaléncia em C. felis felis, nos
Estados Unidos, foram elucidados por STUEBEN (1954). Posteriormente, NEWTON &
WRIGHT (1956) demonstraram que os trabalhos referentes ao desenvolvimento de D.
immitis em pulgas, tinham sido, provavelmente, realizados com cdes parasitados por D.
reconditum. Apesar de ndo ocorrer o desenvolvimento larvario de D. immitis em pulgas,
microfilarias podem ser encontradas nestes sifondpteros (BEARD et al., 1990b). A
diferenciagdo das microfilarias pode ser realizada segundo os pardmetros estabelecidos por
LINDSEY (1962) e NELSON (1962).

Experimentalmente Hymenolepis (=R.) microstoma, H. (=R.) citelli, H. diminuta,
H. (=R.) nana e D. caninum completaram o seu desenvolvimento em C. felis felis
(MARSHALL, 1967). Além disso, foram analisadas correlagdes entre hospedeiro e
desenvolvimento do parasito e efeitos do parasitismo sobre o hospedeiro. PUGH &
MOORHOUSE (1985) e PUGH (1987) analisaram os fatores que afetam o
desenvolvimento de D. caninum em C. felis felis, quando submetida a diferentes condigdes
ambientais, concluindo ser a temperatura, o principal deles. A diferenciagdo dos
cisticercoides de Dipylidium e Hymenolepis (=Rodentolepis) pode ser realizada segundo os
trabalhos de SCHILLER (1959) e MARSHALL (1967).

Dados relativos a prevaléncia de D. reconditum e de D. caninum em caes tém sido

noticiados em varias partes do mundo, inclusive no Brasil (OLIVEIRA-SEQUEIRA et al.,
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2002; LABARTHE et al., 2004; REIFUR et al., 2004). Excetuando-se uma breve
comunica¢do apresentada por LINARDI (2002), trabalhos referentes a prevaléncia destes
helmintos em sifonapteros (hospedeiros intermedidrios), infestantes de cdes, ndo foram
ainda publicados no Brasil.

A existéncia de tripanosomatideos em C. felis felis ¢ conhecida desde 1908, através
dos estudos de Patton sobre o calazar na India. Entretanto, a descri¢do de Leptomonas
ctenocephali s6 ocorreu em 1912, por Fantham. Estudos sobre o ciclo bioldgico deste
tripanosomatideo foram realizados no inicio do século (WENYON, 1914 apud WENYON,
1926) e mais recentemente por outros pesquisadores (MOLYNEUX et al., 1981). Ainda no
inicio do século XX, foram realizados trabalhos sobre a presenca de Leishmania em C. felis
felis (WENYON, 1926). Recentemente, foi demonstrada a competéncia vetorial de C. felis
felis e Rhipicephalus sanguineus na transmissao de L. chagasi (COUTINHO, 2003). Outra
espécie de tripanosomatideo presente nesta pulga é Trypanosoma lewisi (MOLYNEUX,
1969).

WALLACE (1966) e MOLYNEUX et al. (1981) deixam claro que, com relagdo aos
tripanosomatideos monoxénicos presentes em pulgas, existe uma grande incerteza quanto a
sua posi¢do taxondmica. Muitas das descricdes sdo antigas e geralmente, consideradas
invalidas. Dentre as 69 espécies do género Leptomonas, somente 15 podem ser, de fato,
consideradas validas (PODLIPAEV, 2000; MOMEN, 2001). Entre os tripanosomatideos
monoxénicos de pulgas, apenas a espécie Leptomonas pulexsimulantis (BEARD et al.,
1989), encontrada em Pulex simulans (Baker, 1895), foi descrita segundo as normas
propostas por WALLACE et al. (1983). Com relagao a L. ctenocephali, WALLACE (1966)
ressalta a necessidade de se reestudar este tripanosomatideo presente em C. felis felis, a

partir de clones obtidos de cultura.
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3.0 MATERIAL E METODOS

3.1- Estudos sobre infec¢ao natural de C. felis felis por endossimbiontes

3.1.1- Tamanho da amostra

O tamanho da amostra foi calculado segundo a féormula de Camel (1974) ratificada
por Schwartz (1981) (SERRA-FREIRE, 2002). Para realizar este calculo, foram utilizados
os dados referentes ao projeto-piloto desenvolvido entre setembro e novembro de 2004.
Neste periodo, foram dissecadas 110 pulgas, capturadas aleatoriamente, das quais 39

continham endossimbiontes.

Formula: N = (Z2) (p) (q) + “

onde, Z = valor conhecido na curva normal do numero de desvios-padrao
correspondente ao risco arbitrado pelo pesquisador

p = percentagem de individuos parasitados na amostra considerada

q = percentagem de individuos ndo-parasitados na amostra considerada

1= erro tolerado pelo pesquisador

N =[(2,17)* (0,3545) (0,6455)] = (0,03)*

N=1(4,7089) ( 0,2288)] + (0,0009)

N = 1,0774 + (0,0009)

N =1.197,107 Onde, arredonda-se para 1200 o tamanho da amostra.
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3.1.2- Captura dos sifonapteros

As pulgas C. felis felis foram obtidas a partir dos caes vadios (sem raga definida)
capturados pelo Centro de Controle de Zoonoses da Prefeitura Municipal de Belo
Horizonte. Dados referentes aos caes, tais como sexo, idade aproximada e €época de
apreensao, foram obtidos a partir das fichas presentes neste local. Foram coletadas 2250
pulgas provenientes de 150 caes. Para cada cdo examinado, foram coletadas 15 pulgas,
sendo que destas apenas 10 foram dissecadas, totalizando assim 1500 pulgas durante o
periodo de um ano (de dezembro de 2004 a novembro de 2005).

A coleta destes ectoparasitos era realizada por toda a extensao do corpo dos caes,
com o auxilio de pingas. As pulgas capturadas eram colocadas em potes de plastico,
devidamente identificados, e levadas para o Laboratorio de Ectoparasitos do Departamento
de Parasitologia da Universidade Federal de Minas Gerais, onde foram identificadas e
dissecadas.

Os caes foram divididos em classes de acordo com suas idades aproximadas (de
acordo com o Manual Merck de AIELLO (2001) em:

e (0—1 ano: filhote

e 1,1 -4 anos: adulto

e acima de 4 anos: velho

34



Material e Métodos

3.1.3- Identificacio dos Sifonapteros

Todos os sifondpteros foram identificados no momento de sua dissecagao,
baseando-se em LINARDI & GUIMARAES (2000). Apenas foi encontrada a pulga C. felis

felis. Durante este procedimento anotava-se também o sexo das pulgas.

3.1.4- Determinac¢ao da infeccio natural por endossimbiontes em C. felis
felis

Para a dissecagdo, as pulgas eram imobilizadas utilizando-se gelo. Este
procedimento foi realizado segundo a metodologia descrita por LINARDI & GUIMARAES
(2000). Com a exposi¢ao dos orgdos internos, estes eram analisados, a fresco, quanto a
presenca de endossimbiontes sob lupa estereoscopica e microscopio Optico. Este
procedimento visou determinar a localizagdo anatomica dos endossimbiontes nas pulgas
(Figura 01).

Posteriormente os 6rgdos eram rompidos, o material espalhado sobre lamina de
vidro, fixados com alcool metilico e, apds secagem, corado pelo método de Giemsa (20-25
minutos), para posterior exame em microscOpio Optico com objetiva de imersdo,
objetivando-se a confirmacao de diagndstico e localizagdo dos endossimbiontes, bem como
sua quantificagdo. Para os tripanosomatideos o procedimento de coloragdo somente foi
realizado apos o seu isolamento em meio de cultivo.

Para cada espécime de sifonéaptero dissecado foi utilizado um par de estiletes que,
apods o uso, eram lavados em solugdo a 10% de hipoclorito de sédio, enxaguados com agua

corrente ¢ flambados, visando a desinfec¢dao do material.
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A identificacdo dos cestddeos foi realizada conforme os parametros estabelecidos
por SCHILLER (1959) E MARSHALL (1967); as gregarinas, segundo CLOPTON (2000)
e os microsporidios de acordo com BEARD et al. (1990a) e SPRAGUE et al. (1992).

Uma vez que quatro diferentes géneros de tripanosomatideos (Blastocrithidia,
Leptomonas, Leishmania e Trypanosoma) podem infectar pulgas (WALLACE, 1966;
BEARD et al, 1989; COUTINHO, 2003), as etapas que se seguem foram realizadas no

sentido de se tentar diagnosticar corretamente os taxons de flagelados infectantes.

Figura 01- Tubo digestivo de C. felis felis. Legenda: 1- esofago; 2- proventriculo; 3-
intestino médio; 4- tubo de malpighi; 5- intestino posterior; 6- glandulas retais. (Aumento

de 100X).
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3.1.5- Isolamento dos tripanosomatideos em cultivo

Entre os meses de abril a novembro de 2005, 910 pulgas foram dissecadas
objetivando-se isolar os tripanosomatideos presentes no tubo digestivo de C. felis felis,
além de verificar os endossimbiontes presentes nestas pulgas. Para o isolamento, foi
realizada uma alteragdo de procedimentos, a qual encontra-se explicada logo a seguir.

As pulgas eram pinceladas com uma suspensao de fungicida - Micostatin (Squibb),
a 100.000 U/ml e deixadas em placa de Petri forrada com papel de filtro por quatro horas.
Ap0s este periodo elas eram sacrificadas e colocadas em tubos de ensaio contendo solucao
aquosa a 1:1000 de cloreto de benzalconio (Zephiran, Winthrop), agitadas vigorosamente
durante 15 minutos e lavadas em agua destilada estéril. Todos os instrumentos, vidrarias e
solucdes a serem utilizados para a dissecacdo eram, previamente, esterilizados. Apds
exposicao, os 0rgdos eram dissociados em salina com 50 U/mL de sulfato de amicacina e
analisados ao microscopio Optico (objetiva de 40X), visando o reconhecimento daqueles
positivos para a presenca de tripanosomatideos.

Os tubos digestivos positivos eram transferidos (inteiros ou estourados) para tubos
de microcentrifugas individuais contendo solugdo salina de Locke com 50 U/mL de sulfato
de amicacina. Em seguida, centrifugava-se a 500G (microcentrifuga Eppendorf 5415C) por
cinco minutos e descartava-se o sobrenadante. Os tripanosomatideos eram ressuspensos no
tubo eppendorf com aproximadamente 1mL de meio NNN-o-MEM (Meio de Novy,
McNeal e Nicolle suplementado com Minimum Medium — Alpha Medium) com 10% de
soro fetal bovino e suplementado com sulfato de amicacina na mesma concentra¢do acima

referida. Centrifugava-se novamente a 500G por cinco minutos e descartava-se o
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sobrenadante. Na ultima etapa, o material era ressuspenso em 500 pL de a-MEM com 10%

de soro fetal bovino que eram adicionados a um tubo com 500uL de meio NNN-a-MEM,
suplementado com sulfato de amicacina (CARVALHO, 1973).

Para o isolamento foi utilizado o meio de cultura NNN —a-MEM com 10% de soro
fetal bovino. Para a manutengdo e cultivo dos tripanosomatideos foram utilizados além
deste, 0 a-MEM e o Meio LIT (Liver Infusion Tryptose) (MELO et al., 1985). Os tubos
contendo o material eram mantidos, em repouso, em estufa de incubagdo B.O.D, modelo
347, com as temperaturas padrdo para avaliacdo (24°C £1°C e 28°C £1°C), durante um
periodo de seis a oito dias, quando eram examinados e repicados para novo meio,
independente de estarem positivos ou ndo. Este procedimento era repetido por mais duas
vezes, no caso da cultura se apresentar negativa.

Uma vez obtida a cultura positiva, os parasitos eram repicados pela transferéncia de
um pequeno indculo (em torno de 200uL) para tubos 16X160, contendo os meios de cultura
j& mencionados e, apds a terceira passagem, os que haviam se desenvolvido
adequadamente, eram transferidos para erlenmeyers contendo o meio de cultura NNN-a.-

MEM com 10% de soro fetal bovino, com o objetivo de avaliar o crescimento.

3.1.6 — Caracterizacio morfologica e morfométrica dos tripanosomatideos

Os tripanosomatideos foram identificados em rela¢do as suas formas; desenhados
em camara clara; medidos e fotografados a partir das preparagdes obtidas do cultivo. As
preparacdes eram realizadas da seguinte forma: os flagelados eram misturados na propria

lamina com uma gota da solucdo fixadora de Errecart, estendidos em esfregago fino,
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deixado a secar frente a um ventilador e coberto com alcool metilico absoluto por cinco
minutos. Depois de fixadas, as preparagdes eram submetidas a hidrolise 4cida. Esta era feita
em HCl a 5N por 15 minutos a temperatura ambiente e lavadas em agua de torneira antes
da coloracgdo pelo Giemsa. Na coloracdo, eram usadas duas gotas de Giemsa para cada ml
de tampao fosfato com pH 7,2 e, ap6s 20 minutos lavava-se a preparacdo em agua corrente
(CARVALHO, 1973; PESSOA & MARTINS, 1988).

Os desenhos foram realizados com a utilizagdo de camara-clara (Leitz Wetzlar
Germany). Os tripanosomatideos foram medidos de acordo com as recomendagdes de
WALLACE et al (1983), utilizando-se 50 espécimes de cada forma. Os parametros para as
medidas foram (Figura 02): a) comprimento e largura da célula (sem a porg¢do livre do
flagelo), b) comprimento e largura do nucleo, c) distancia do meio do cinetoplasto a por¢ao
anterior, d) distancia do meio do cinetoplasto ao meio do nucleo, €) comprimento da por¢ao
livre do flagelo. Estas medidas foram obtidas com o uso de ocular milimetrada em aumento
total de 1000X. Para as formas promastigotas com tor¢do corporal, as medidas foram
realizadas com o auxilio de curvimetro (Rum —Mate™) a partir dos desenhos feitos com o

auxilio de camara-clara.
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Figura 2- Forma promastigota de tripanosomatideo. A- comprimento da cé€lula; B- largura da

célula; C- comprimento do nucleo; D — largura do nticleo; E- distancia do meio do cinetoplasto a

porcdo anterior; F- distdncia do meio do cinetoplasto ao meio do nucleo; G- comprimento da

porcao livre do flagelo.

3.1.7- Avaliagado do crescimento dos tripanosomatideo em diferentes meios de

cultura.

No periodo entre abril e novembro de 2005, foram feitas 19 tentativas de

isolamento a partir de 19 pulgas encontradas com tripanosomatideos. Apenas duas cepas
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foram isoladas com sucesso. Destas, apenas uma pdde ser utilizada na avaliagdo do
crescimento, ja que a outra ndo se desenvolveu o suficiente para realizagdo da curva.
Inicialmente foram utilizados dois meios (NNN-o-MEM e LIT) para a manutengdo e
cultivo das cepas isoladas. Entretanto, o desenvolvimento dos tripanosomatideos somente
ocorreu no meio NNN-a-MEM. Os tripanosomatideos, primeiramente, foram mantidos em
duas temperaturas de incubagdo: 24°C + 1°C e 28°C £ 1°C. A partir da observagdo de
rotina, foi verificada uma evaporagdo excessiva do meio de cultura, nos tubos mantidos a
28°C + 1°C. Pela observagdo diaria ao microscopio Optico, verificou-se que o
desenvolvimento dos tripanosomatideos ocorreu de forma semelhante nas duas
temperaturas. Desta forma a avaliacdo do crescimento foi realizada no meio NNN- o-MEM
e na temperatura de 24°C + 1°C

A curva de crescimento foi iniciada com in6culo de 5,88 X 10° parasitos por ml de
meio de cultura em erlenmeyers de 50 mL contendo NNN-o-MEM com 10% de soro fetal
bovino, sendo 3 mL de base solida e 5 mL de a-MEM, em duplicatas, utilizando parasitos
do 5° dia de cultivo em meio de NNN-a-MEM (CARVALHO, 1973; BEARD et al., 1989).

As culturas eram mantidas apenas no meio NNN-o-MEM com 10% de soro fetal
bovino suplementado com sulfato de amicacina e na temperatura de 24°C (= 1°C). Estas
eram examinadas a cada dia ao microscopio antes de se proceder a contagem do numero de
parasitos para avaliar a auséncia de contaminagdo. O nimero de parasitos por mL de meio
de cultura era verificado a cada 24 horas, em microscopio Optico com objetiva de 40X,
utilizando-se a camara de Neubauer para as contagens. Levando em consideracdo a
quantidade de parasitos observada a cada dia ao microscopio, eram preparadas dilui¢des

adequadas com o meio de cultura e solucdo de Paul (PAUL, 1972). Em cada dia de
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contagem eram retirados volumes iguais a 20 pL de cultura. Este procedimento visou
eliminar erros na interpretagdo dos resultados ao se trabalhar com dilui¢des altas contendo
volume pequeno de parasitos.

Os parasitos diluidos eram homogeneizados no agitador Vortex por alguns segundos
e, em seguida 20uL da solugdo eram utilizados para contagem na camara de Neubauer.
Duas contagens eram realizadas a cada tempo de avaliagdo do crescimento. Na ocorréncia
de grumos de parasitos, novas dilui¢des eram preparadas.

O numero final de parasitos por mL de cultura foi calculado de acordo com a
formula:

Numero de parasitos/ ml = média aritmética de duas contagens X 10* (fator de

correcio da cimara de Neubauer) X diluicdo utilizada.
Estes nimeros obtidos a cada 24 horas foram utilizados para construcao da curva de

crescimento, que forneceu o perfil de desenvolvimento para a cepa estudada.

3.1.8- Aplicacao do teste da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) nos

isolados de tripanosomatideos provenientes de C. felis felis

3.1.8.1- Obtencao do lisado

A obtencdo do lisado dos tripanosomatideos foi feita a partir das culturas mantidas
no meio NNN-a-MEM com 10% de soro fetal bovino suplementado com sulfato de
amicacina e na temperatura de 24.°C (= 1.°C).

Ap6s 10 a 12 dias do repique, foram coletados 10* parasitos com o uso de pipetas,

os quais foram centrifugados a 500G por 10 minutos em microtubos estéreis (centrifuga
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Eppendorf). Em seguida todo o sobrenadante foi retirado e os parasitos foram suspensos em
20 pL de dgua mili-Q estéril. Posteriormente foram estocados a 20°C até a realizagdo da

técnica de Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) (FIGUEIREDO, 1997).

3.1.8.2- Reacio em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para verificar se os tripanosomatideos isolados de C. felis felis pertenciam ao
complexo donovani, foi utilizado um par de oligonucleotideos para amplificar um
fragmento de 805pb do kDNA, cujas seqiiéncias sdao: DI1: [5-
CGGGGCGGGAAACTGGGGGTTGGTGTAAAATAG- 3 ] e D2: [ 5 -
GCCCCGCCCTTTGACCCCCAACCACATTTTATC-3" ] (SMYTH et al., 1992).

O DNA extraido de promastigotas de cultura de Leishmania chagasi € Leptomonas
seymouri ¢ as amostras de 2puL de lisado osmético de 10* parasitos obtidos de meio de
cultura das duas cepas isoladas (lavada trés vezes com tampao-fosfato, pH 7,2) foram
amplificadas em 50mM KCI, 10 mM Tris-HCI, pH 8,3, 1.5mM MgCl, e 0.01% de gelatina
em presenca de 0.2mM de cada desoxiribonucleotideo, 100pmol de cada primer e 2,5
unidades de Taq polimerase (Promega). As amostras foram inicialmente desnaturadas a
93°C por 6 minutos. Os ciclos de anelamento ocorreram a 60°C por 1 minuto, extensdo a
72°C por 1 minuto e desnaturag@o a 93°C por 0,5 minuto. O tempo de extensdo aumentou
em 3% apds cada ciclo, num total de 35 ciclos. Esta reacdo foi realizada em termociclador
(PTC 100, MJ Research, Inc.).

Como controle positivo utilizou-se 10ng de DNA de L. chagasi

(MHOM/BR/1972/BH46) e 10ng de L. seymouri. Como controle negativo, utilizou-se um
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tubo contendo todos os componentes, exceto o DNA a ser testado. Todas as cepas foram
provenientes do criobanco do Laboratdrio de Biologia de Leishmania — Departamento de

Parasitologia (ICB/UFMG).

3.1.8.3- Analise dos produtos do material amplificado na PCR

Os produtos da PCR foram visualisados através de eletroforese, aplicando-se SuL
do material amplificado em gel de poliacrilamida a 5%, corados pela prata (SANTOS et al.,
1993). Foi utilizado um marcador de peso molecular de 100pb (GIBCO BRL ®). Foram
consideradas positivas as amostras que apresentaram uma banda de 805 pares de bases (pb).

Para garantir a qualidade da PCR, evitando a ocorréncia de falsos positivos, foram
utilizados diferentes ambientes para a extragdo do DNA, Pré-mix, amplificacdo e analise
dos produtos da PCR, além dos processos de descontaminagdo rotineiras das areas de

trabalho.

3.2- Analise Estatistica

O Coeficiente de Prevaléncia foi utilizado nas seguintes situagdes:

a) prevaléncia de infeccao geral;

b) prevaléncia de infec¢do pelo sexo das pulgas;

c¢) prevaléncia de infecgdes simples e associadas por endossimbiontes distribuidas

pelo total e pelo sexo das pulgas
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Os indices de Abundancia (nimero médio de parasitos encontrados para o total de
hospedeiros examinados) e de Intensidade Média de Parasitismo (quantidade média de
parasitismo apenas entre os hospedeiros parasitados) foram empregados para gregarinas e
cisticercoides de Dypilidium caninum, ja que foi possivel contar o numero de
endossimbiontes em cada hospedeiro (C. felis felis).

O Indice de Afinidade de Fager (SERRA-FREIRE, 2002) foi utilizado para verificar
se houve associagdo real interespecifica entre os endossimbiontes encontrados em C. felis
felis.

Todos os dados relativos aos objetivos foram analisados estatisticamente,
empregando-se o teste do X°. Quando as freqiiéncias esperadas eram muito pequenas ( 10
em cada casela), aplicou-se a respectiva corre¢do de Yates (LEVIN, 1978; SAMPAIO,
1998)

Os dados morfométricos dos tripanosomatideos foram analisados estatisticamente

com a utilizagdo do Teste ¢ para significancia entre duas médias de amostras observadas.
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4.0 RESULTADOS

4.1- Endossimbiontes presentes em C. felis felis.

Nas pulgas dissecadas foram encontrados os seguintes endossimbiontes:
cisticercéides de Dipylidium caninum, trofozoitos, gamontes, gametocistos e oocistos de
gregarinas da familia Actinocephalidae, tripanosomatideos do género Leptomonas e
microsporidios da espécie Nolleria pulicis.

Os cisticercoides imaturos foram identificados como de D. caninum (cestdodeo
comum em caes) € ndo de R. nana através dos parametros estabelecidos por (SCHILLER,
1959; MARSHALL, 1967). Nenhum cisticercoide de Dipylidium caninum completamente
maduro (presencga de escdlex invaginado, sistema excretor formado e sem cercomero) foi
encontrado. Os cisticercoides imaturos observados apresentaram as seguintes
caracteristicas: presenca de cercomero posterior retratil ou ndo; primordio das ventosas;
invaginacao dos ganchos rostelares e formato subesférico (Figuras 3 e 4 ). Os cisticercoides
imaturos de D. caninum apresentam comprimento e largura média do corpo de 330 x
150pm; comprimento e largura média do cercomero 400 x 50um; auséncia de uma capsula
localizada préximo a extremidade anterior do corpo (presente nos cisticercoides de R.
nana) e formato do corpo subesférico. Dados morfométricos destes cisticercoides (obtidos
antes da coloragdo) sdo apresentados na Tabela 1. Todas as fémeas de C. felis felis
encontradas com este cestodeo, apresentaram ovarios degenerados. Nos machos nenhuma

alteracdo estrutural foi observada no sistema reprodutor.
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As gregarinas foram identificadas como pertencentes a ordem Eugregarinorida;
subordem Septatorina; superfamilia Stenophoricae; familia Actinocephalidae. Quatro
formas foram reconhecidas entre as gregarinas: trofozoitos, gamontes, gametocistos e
oocistos. Os trofozoitos sdo caracterizados por apresentarem protomerito separado do
deutomerito por um septo; epimerito com apéndices e presenga de um nucleo (Figura 5). Os
gametocistos (Figura 6) ndo possuem esporodutos, sendo que a liberagdo dos oocistos
ocorre pela simples ruptura do gametocisto. Os oocistos sao biconicos (ou em “forma de
limao”) (Figura 7). Dados morfométricos dessas formas sdo apresentados na Tabela 02. Os
gamontes foram observados aos pares, ligados ao longo do eixo central (Figuras 8 e 9).
Dados morfométricos referentes a esta forma ndo estdo na Tabela 2, j4 que ndo sdo
utilizados na identificagdo destas gregarinas.

Os espécimes do filo Microspora encontrados, foram identificados como
pertencentes a familia Chytridiopsidae - espécie Nolleria pulicis, devido aos seguintes
critérios: presenca de vesicula “polysporophorous” nas células epiteliais do intestino médio
(Figura 10); esporo esférico uninucleado — 2,0 - 2,5um (Figura 11) e hospedeiro de origem

sendo C. felis felis.
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Tabela 1 — Dados morfométricos (um) dos cisticercoides de D. caninum’ encontrados em
C. felis felis naturalmente infectadas, capturadas sobre cdes advindos do Centro de Controle

de Zoonoses de Belo Horizonte, MG — Brasil, no periodo de dezembro de 2004 a novembro
de 2005.

Cisticercoides Medicdes
Corpo Amplitude Média Desvio Padrao
Comprimento 302 - 330 312,1 9,5
Largura 100 - 170 137,4 17,5
Cercbmero
Comprimento 370-410 387,7 10,1
Largura 35-50 43,6 3,4

“Medidas de 25 espécimes
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[Tahela 2 ~ Diados maxfprgtrices (i) das formas de gregarings (Actinecephalidas)” encontradas em C felis Sl
paturalments infectadas, capturadas de cdes advindos do Centro de Controle de Zoonozes de Belo Horizonte, MG — Brasil, no periodo
de dezernbro de 2004 a novernbro de 2005,

Trofozeito (Brotaameriio ¢ Trofozoito (Epimeria) Fametocisto Docistos
devplimde | Média | [PL | Jenplimde | Miédia | LPL | demplimde | BMEdia | LPL | Awmplimde | Bddia | TR
3 a0-150 1215 152 10 - 30 12 15 170 - 220 193 11 10-13 10 1
L 5 5 . 10 - 50 35 [} 170 — 200 120 0 a-11 [ 1

CO4 T 733 S
CCP 40 - 60 [eY T2
CALM 10-100 152 18

CPLM 10— 120 ol2 a2

LM 40 -0 675 ]
LE 30 - 60 ErF 75
ic 20- 40 312 53

Lladidas de oo eape
* Desvio Padrio
° C- Comprimerto f L- Largura f CCA — comprimento da constrigin a porgio anterior f CCF — conprimento da constrigho a
porzan posteroy/ CALM- distincis da porgio anterior até a lagara mécima fCPLM- distincia da porgio posterioraté a
lapgura maxoma / LM- largara maxama /LE- largura naregiio equatonall LC- largura da regido da constrigio
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»

.
Figura 3- Cisticercoide de Dipylidium caninum encontrado na cavidade geral de

Ctenocephalides felis felis. Coloragao por Giemsa. Escala = 80um.
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Figura 4- Cisticercoide de Dipylidium caninum encontrado na cavidade geral de
Ctenocephalides felis felis. A seta estd indicando um dos ganchos rostelares. Escala =

10um.

Figura 5- Trofozoito de gregarina (Actinocephalidae) encontrada no intestino médio de

Ctenocephalides felis felis. Coloragao por Giemsa. Escala = 30um.
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Figura 6- Gametocisto de gregarina (Actinocephalidae) encontrado no intestino médio de

Ctenocephalides felis felis. Escala = 60pm.

Figura 7- Oocistos de gregarina (Actinocephalidae) liberados apds ruptura do gametocisto

encontrado no intestino médio de Ctenocephalides felis felis. Escala = 20pm.
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Figura 8- Gamontes de gregarina (Actinocephalidae) encontrados no intestino médio de

Ctenocephalides felis felis. Escala = 80um.
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Figura 9- Detalhe de um gamonte de gregarina (Actinocephalidae) encontrado no intestino

médio de Ctenocephalides felis felis. Escala = 30pm.

Figura 10- Vesiculas “polysporophorous” de Nolleria pulicis (nas setas) encontradas nas

células epiteliais do intestino médio de Ctenocephalides felis felis. Escala = 20um.

55



Resultados

Figura 11- Esporos de Nolleria pulicis (nas setas) livres no intestino posterior de

Ctenocephalides felis felis. Escala = 20um.

4.1.1- Caracterizacao morfologica e morfométrica dos tripanosomatideos

encontrados no tubo digestivo de C. felis felis.

Nao foi possivel utilizar o material obtido diretamente do tubo digestivo das pulgas
para a realizacdo da caracterizacdo morfoldgica e morfométrica. Desta forma foi utilizado o
material obtido do cultivo.

Os tripanosomatideos apresentaram quatro formas em cultivo: promastigotas sem
tor¢do corporal, promastigotas com tor¢do corporal, “amastigotas-like” e cistos. Os dados
morfométricos sao apresentados na Tabela 03.

Na Tabela 04 sdo apresentados os valores do teste ¢ aplicados na comparacao das
médias apresentadas pelas formas promastigotas com tor¢ao corporal e sem tor¢ao corporal.

Os resultados obtidos pela aplicacdo deste teste indicaram que as seguintes variaveis sao
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discriminatorias: comprimento da célula (CC), largura da célula (LC), comprimento do
nucleo (CN), distancia do meio do cinetoplasto ao meio do ntcleo (KN) e comprimento da
porgao livre do flagelo (CF).

As formas promastigotas encontradas estiveram presentes durante todo o periodo do
cultivo, sendo que as que apresentaram tor¢ao corporal tiveram uma maior presenga a partir
do 3.° dia. Freqlientemente as formas promastigotas eram encontradas formando rosaceas.
As formas encontradas em divisdo foram predominantemente promastigotas em rosaceas e
promastigotas sem tor¢ao corporal. Poucas formas promastigotas com tor¢do corporal
foram encontradas neste estado. As formas amastigotas foram encontradas do 1.° ao 7.° dia
de cultivo. J4 as formas cisticas somente foram encontradas nos ultimos dias de cultivo ( do
16.° ao 19.° dia). Estas formas cisticas apresentaram formato esférico ou ovoide e coraram-
se densamente pelo Giemsa.

As formas encontradas encontram-se representadas nas Figuras 12-17 e nos

desenhos em camara clara (Figura 18).

57



Resultados

Tabela 3 - Dados morforétrinos (i) das formas de oultivo de Lepfomongs sp.” encontradas em O f2fis falis naturaliaente infectadas,
capturadas de cies advindos do Centro de Controle de Zoonozes de Belo Horzonte, MG - Brasil, no periodo de abril de 2005 2

novernbro de 2005
Taranetra Foona 017 Fooma 02F Fonma 03°
Anplimde Midia LF Anplinide Midia LF Amplinide Tidia LE
Comprimento Céhila | 10-30 193 45 65188 127 28 37,5 41 1,1
[zern flagela)
Largira da Céhala 1,562 28 1,1 036 2.1 1 1,5-45 31 ns
Comprimento do 156-54 32 1,1 1,538 2 07 0g-3 17 0g
Hiclea
Largra do Hicleo 053,1 17 04 053 17 05 033 14 0g
Dristincia da
chwpla aponio | 0548 23 11 0,538 0 0.7
arterior
Dristincia do
cinetoplastn a0 wiclea | 0839 17 1,1 (ikF] 1,1 05 008 04 03
Comprinerdo da
pordin lure do flagels | 6524 6 144 43 3173 g2 35
Mhimvero de torpoes ao

loryzo do corpo 1-4. 2 054

necitnes. de cada
* promastizotas com torgin corporal
® promastizotas sera torgdo corporal
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Tabela 4- Valores do teste ¢ para comparagdo das médias observadas nas formas
promastigotas com tor¢ao corporal e sem tor¢do corporal, isoladas do tubo digestivo de C.

felis felis e cultivadas em meio NNN-a-MEM.

Promastigota com torc¢ao corporal X Promastigota sem torc¢ao

corporal
Variaveis Tcalc® GL T1%
CC 9,04 98 *
LC 2,89 98 *
CN 6,69 98 *
LN 0,57 98 -
KA 1,49 98 -
KN 3,42 98 *
CF 7,81 98 *

* Valor do teste ¢ calculado

* = Significativo a 1% (Ttab = 2,575)

GL — Grau de Liberdade
T1% - 1% de probabilidade de erro

CC — comprimento da célula

LC - largura da célula

CN — Comprimento do nucleo

LN — largura do nucleo
KA — distancia do meio do cinetoplasto até a por¢ao anterior
KN — distancia do meio do cinetoplasto até o meio do nticleo
CF - comprimento da porg¢ao livre do flagelo
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Figura 12- Forma promastigota com tor¢ao corporal de Leptomonas sp. proveniente do
tubo digestivo posterior de Ctenocephalides felis felis e cultivadas no meio NNN-a-MEM.

Coloragao por Giemsa. Escala= 10um.

Figura 13- Forma promastigota sem tor¢do corporal de Leptomonas sp. provenientes do
tubo digestivo posterior de Ctenocephalides felis felis e cultivadas no meio NNN-a-MEM.

Coloragao por Giemsa. Escala= 10um.
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Figura 14- Forma “amastigota-like” de Leptomonas sp. presente no meio NNN-a-MEM ,
isolada do tubo digestivo posterior de Ctenocephalides felis felis. Coloracao por Giemsa.

Escala= 10pm.

Figura 15- Forma cistica de Leptomonas sp. presente no meio NNN-a-MEM, isolada do
tubo digestivo posterior de Ctenocephalides felis felis. Coloragdo por Giemsa. Escala=

10um.
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Figura 16- Formas promastigotas em rosaceas de Leptomonas sp. presentes no meio NNN-
a-MEM, isoladas do tubo digestivo posterior de Ctenocephalides felis felis. Coloragdo por

Giemsa. Escala= 10um.

Figura 17- Forma promastigota de Leptomonas sp. em divisdo (na seta), presente no meio
NNN-a-MEM, isolada do tubo digestivo posterior de Ctenocephalides felis felis. Coloragao

por Giemsa. Escala= 10um.
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Figura 18- Desenhos em camara-clara das formas evolutivas dos tripanasomatideos
isolados do tubo digestivo posterior de C. felis felis e cultivadas no meio NNN-o-MEM. A,
B e C — formas promastigotas com tor¢do corporal de Leptomonas sp. D, E e F — formas
promastigotas sem tor¢ao corporal de Leptomonas sp. G e H — Fomas ‘“amastigotas-like” de

Leptomonas sp. Escala = 10um.

63



Resultados

4.1.2- Avaliacdo do crescimento dos tripanosomatideos no meio NNN-a-

MEM e a temperatura de 24.°C + 1.°C.

O perfil de desenvolvimento da cepa isolada encontra-se representado na Figura 18.

A avaliagdo do crescimento desta cepa mostrou que inicialmente houve um
decréscimo do numero de tripanosomatideos, ja que o indculo inicial foi de 5,88 x 10°
células/ml. Houve uma fase lag de crescimento do primeiro ao nono dia. A fase
logaritimica ou exponencial ocorreu do nono ao 16.° dia, sendo que ocorreram dois picos de
crescimento (o primeiro no 14.° dia e o segundo no 16.° dia). E importante destacar que nio
houve fase estacionaria, ja que a partir do 16.° dia, a cultura entrou em declinio (Figura 19).

As outras tentativas de isolamento fracassaram devido a contaminagdo fungica
(cinco casos), contaminacao bacteriana (um caso) e a ndo-adaptagdo ao meio (11 casos).
Foi verificado que os tripanosomatideos que se adaptaram ao meio eram provenientes de

tubos digestivos de C. felis felis que ndo foram rompidos para a realizacdo da técnica de

isolamento.
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o = N w
IS BN I CHEN, BN OURNS, BN

NuUmero de Tripanosomatideos x 107

o
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Dias

Figura 19- Crescimento de Leptomonas sp. isolado do tubo digestivo posterior de uma
fémea de C. felis felis, em NNN- a-MEM , inoculo inicial de 5,8 x 10° células/ml, a 24.°C +
1.°C. Cada ponto representa a média de duas determinagdes e as barras verticais
representam os desvios padroes.
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4.1.3- Aplicacao do teste da Reacio em Cadeia da Polimerase (PCR) nos

isolados de tripanosomatideos provenientes de C. felis felis.

Os dados relativos a PCR realizada a partir dos dois isolados de tripanosomatideos
obtidos do tubo digestivo posterior de C. felis felis encontram-se representados na Figura
20. A andlise do material quando submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida,
demonstrou que apenas na canaleta cinco (controle positivo — Leishmania chagasi) foi
amplificado um segmento de DNA contendo 805pb. Portanto, o material isolado de C. felis

felis ndo continha Leishmania chagasi.

1500pb =

800pb ! B

PR

100pb

Figura 20- Eletroforese em gel de poliacrilamida dos produtos de PCR obtidos para
confirmacao de diagnostico especifico para Leishmania chagasi — Marcador do tamanho
molecular (1); isolado 01 de Ctenocephalides felis felis (2); isolado 02 de C. felis felis (3);
DNA de Leptomonas seymouri (4); controle positivo: L. chagasi (MHOM/BR/1972/BH46)
(5); controle negativo — sem DNA(6)
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4.1.4- Determinacio dos sitios de infeccao dos endossimbiontes em C. felis

felis.

Na Tabela 5 sdo observados para cada endossimbionte os seus sitios de infecgdo e

suas respectivas porcentagens.

Tabela 5- Sitios de predilecdo e respectivos indices de infeccdo em pulgas C. felis felis
capturadas sobre cdes advindos do Centro de Controle de Zoonoses de Belo Horizonte, e
dissecadas entre dezembro de 2004 e novembro de 2005.

N"de pulgas indices em pulgas
Endossimbiontes infectadas Sitio de Infeccio infectadas (%)

Intestino Médio/ 99,2% (IM) / 0,8%

Gregarina (Actinocephalidae) 190 Intestino Posterior (Ip)"*
Leptomonas sp. Intestino Posterior / 100% (IP) / 4,25%

47 Tubulos de Malpighi (TM)*

N. pulicis Intestino Médio/  94% (IM) / 6% (IP)*'*
S0 Intestino Posterior 80% (IP)’
D. caninum 08 Cavidade Geral 100%*

1-
2-
3-
4-

Refere-se as formas de trofozoitos, gametocistos, gamontes e oocistos
Refere-se as vesiculas “polysporophorus”.

Refere-se aos esporos

Refere-se aos cisticercoides

*IM — Intestino Médio; IP — Intestino Posterior; TM — Tubulos de Malpighi

Os microsporidios da espécie N. pulicis foram encontrados em vesiculas do tipo

“polysporophorus”, no intestino médio. No intestino posterior foram observados esporos,

frequentemente livres

(em 80%). Os tripanosomatideos (Leptomonas sp.) foram

encontrados aderidos a parede do intestino posterior, ou livres em seu limem. Em varias

ocasides foram observados aglomerados de tripanosomatideos proximos a valvula pilorica

(entre o instestino médio e o posterior). Em duas pulgas (4,25%), os tripanosomatideos

foram encontrados também nos tubulos de Malpighi. Para as gregarinas foi observada a
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seguinte distribuicdo: gametocistos, trofozoitos e gamontes (intestino médio - 99.2% e
intestino posterior — 0,8%) oocistos (nos intestinos médio e posterior — 2,1%).
Nao foram encontrados endossimbiontes (protozoarios € helmintos) nas glandulas

salivares, nos ovarios e testiculos.

4.2- indices e coeficientes de infeccio por endossimbiontes em C. felis

felis.

4.2.1- Prevaléncia de endossimbiontes em C. felis felis.

A partir das 1500 pulgas C. felis felis dissecadas, foram obtidos os seguintes dados:
a) prevaléncia de infec¢do geral; b) prevaléncia de infeccdo pelo sexo das pulgas; c)
prevaléncia de infec¢des simples e associadas por endossimbiontes distribuidas pelo total e
pelo sexo das pulgas. Os dados representados na Tabela 6 mostram que 18% das pulgas
dissecadas continham endossimbiontes, seja em infecgdes simples ou associadas. Entre os
endossimbiontes observados para infeccdes simples, as gregarinas (Actinocephalidae)
foram as mais prevalentes (11%), seguidas por N. pulicis (3,2%), Leptomonas sp. (1,7%) e
D. caninum (0,4%).

O teste de significancia aplicado para verificar a relagdo entre os coeficientes de
prevaléncia obtidos e o sexo das pulgas, foi o do Qui-Quadrado (X?). Os resultados obtidos
foram os seguintes: gregarinas e sexo das pulgas (X*= 3,97); cisticercoides de D. caninum e
sexo das pulgas (X>= 0,007 / Yates); Leptomonas sp. e sexo das pulgas (X*= 1,85); N.

pulicis e sexo das pulgas (X°=2,4).
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Tabela 6- Prevaléncias de infeccdo natural (simples e associadas) por grupos de
endossimbiontes (protozoarios e helmintos), em C. felis felis capturadas sobre caes
advindos do Centro de Controle de Zoonoses de Belo Horizonte, MG — Brasil, entre
dezembro de 2004 e novembro de 2005.

C. felis felis

Grupo de Endossimbiontes Machos (448) Fémeas (1052) Total (1500)

N.° (%) N.° (%) N.° (%)

Infecgdes Simples (244)

Actinocephalidae 40 (8.9) 125 (11.9)" 165 (11)
D. caninum 02 0.5) 04 (0.4) 06 0.4)
Leptomonas sp 05 (1.1 20 (1.9) 25 1.7)
N. pulicis 10 2.2) 38 (3.6) 48 3.2)
Total 57 12.7) 187 (17.8) 244 (16.3)
Infecgdo Dupla (24)
Actinocephalidae / .
Leptomonas sp 05 (1.1 16 (1.5) 21 (1.4)
Actinocephalidae / D.
caninum o L 02 (0.2) 02 (<0.1)
Actinocephalidae / N.
pulicis o - 01 (0.1) 01 (<0.1)
Total 05 (1.1 19 (1.8) 24 (1.6)
Infecgdo Tripla (01)
Actinocephalidae / .
Leptomonas sp / N. pulicis o o 01 0.1) 01 (<0.1)
Total (269) 62 (13.8) 207 (19.7) 269 (18)

* X*= 3,97 (p<0,05)
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4.2.2- Associacao entre endossimbiontes

Ainda que dois ou mais endossimbiontes tenham sido encontrados em C. felis felis,
o calculo do Indice de Afinidade de Fager leva em consideragdo apenas a associa¢do de
dois endossimbiontes. Os resultados referentes a este indice encontram-se na Tabela 7.
Pelos resultados encontrados, ficou evidenciado que existe uma associagdo real altamente
significativa (p< 0.01) entre gregarina (Actinocephalidae) e Leptomonas sp.; gregarina
(Actinocephalidae) e N. pulicis, gregarina (Actinocephalidae) e D. caninum; Leptomonas

sp. € N. pulicis.

Tabela 7 — indices de afinidade e seus correspondentes “t” calculados para
endossimbiontes encontrados em C. felis felis capturadas sobre cdes advindos do Centro de
Controle de Zoonoses de Belo Horizonte, MG — Brasil, no periodo de dezembro de 2004 a

novembro de 2005.

Endossimbiontes Tab” Tcalc” T1%
Gregarina x Leptomonas sp. 0,18 -6,6 *
Gregarina x N. pulicis 0,02 -11,3 *
Gregarina x D. caninum 0,02 -14.9 *
Leptomonas sp. x N. pulicis 0,02 -9,6 *

* = Significativo a 1% (Ttab = 2,575)
* = Indice de Afinidade de Fager / ® = valor calculado de “t”.
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4.2.3- indices de abundéncia e intensidade média de parasitismo

O Indice de Abundancia (IA) corresponde ao niimero médio de parasitos
encontrados para o total de hospedeiros examinados. J& o indice de Intensidade Média de
Parasitismo (IMP) corresponde a quantidade média de parasitismo s6 entre os hospedeiros
parasitados.
Os resultados referentes a estes indices para gregarinas — Actinocephalidae e
cisticercoides de D. caninum foram:
e gregarinas (Actinocephalidae):
IA=1
IMP =5.6

e cisticercoides de D. caninum:
IA=0,13

IMP = 0,72

4.3- Relacao entre os indices de infecciao de C. felis felis e sazonalidade

De 1500 pulgas C. felis felis, 269 se apresentaram com endossimbiontes
(protozoarios e helmintos). Na Tabela 8 estdo indicados esses totais, bem como os
respectivos indices para cada um dos endossimbiontes, discriminados mensalmente e
arranjados segundo os periodos estacionais. Na Tabela 9, estes valores estdo rearranjados,

de modo a permitir a avaliagdo da correlacdo entre a infeccdo e as estagdes climaticas
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(seca-fria e chuvosa-quente), através do teste de significAncia do X° (qui-quadrado). Os
coeficientes de prevaléncia de infeccao por endossimbiontes (geral e por sexo de C. felis
felis) distribuidos de acordo com os meses do estudo, encontram-se representados na Figura
21.  As Figuras 22 - 25 representam as distribuicdes das prevaléncias de infecgoes
simples e associadas por endossimbiontes (para o total, para fémeas e para machos), entre
dezembro de 2004 e novembro de 2005.

Conforme apresentado na Tabela 08 e nas Figuras 21 a 25, a infec¢do das pulgas ¢
variavel ao nivel mensal ou estacional. A estacdo chuvosa-quente apresentou o maior
numero de pulgas infectadas (159) e também o maior indice de infeccdo (20,1%).
Excetuando-se D. caninum com pequeno numero de individuos encontrados, para os
demais endossimbiontes a infeccdo nas pulgas foi maior na estacdo chuvosa-quente,
chegando quase a duas ou trés vezes naquelas ocasionadas por Leptomonas e N. pulicis
(Tabela 09). As gregarinas (Actinocephalidae) ndo se apresentaram tdo afetadas pelas
mudangas estacionais (Tabelas 08 e 09). Ja para Leptomonas foram verificadas diferencas
significativas nos indices de infeccdo estacional (X’= 4,53; p< 0,05) e para N. pulicis
(X*=13.37) ao nivel de 1%. Considerando os endossimbiontes em conjunto, a distribuigéo
da infeccdo através dos periodos estacionais ndo se realiza ao acaso: X°= 5,43; p<0,05
(Tabela 09).

As taxas de infec¢do sazonal e o nimero (média / desvio-padrdo) de trofozoitos,
gamontes e gametocistos de gregarinas (Actinocephalidae) encontram-se representados nas
Tabelas 10 (para fémeas), 11 (para machos) e 12 (total = fémeas + machos).

A Tabela 13 apresenta os dados referentes a relagdo entre as formas evolutivas de

gregarinas (Actinocephalidae) de C. felis felis e as esta¢des climaticas (seca-fria e chuvosa-
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quente) e a avaliacdo desta correlacio através do teste de significAncia do X (qui-

quadrado).

Tabela 8: indices de infec¢iio mensal e/ou estacionais dos endossimbiontes em C. felis felis
capturadas sobre caes advindos do Centro de Controle de Zoonoses de Belo Horizonte, MG
— Brasil, entre dezembro de 2004 e novembro de 2005.

C. felis felis parasitadas com

Pulgas D.
Epoca N.° | Gregarinas | caninum | N. pulicis | Leptomonas | Endossimbiontes

Ne| % | N [% [N°[] % | No | % | N° | %

abr 05 110 17 15,4 0 0 6 54 0 0 23 21
Seca-fria mai 05 120 10 83 0 0 0 0 4 33 14 11,7
jun 05 90 9 10 1 L1 0 0 1 1,1 11 12,2
jul 05 130 6 4,6 1 0,8 0 0 1 0,8 8 6,1
ago 05 130 22 16,9 0 0o 2 15 8 6,1 29 22,3

set 05 130 20 154 5 38 3 23 1 0,8 25 19,2

Total 710 84 11,8 7 1 11 15 15 2,1 110 15,5

out 05 140 20 143 0 0 6 43 2 1,4 27 19,3

nov 05 140 7 5 0 0 0 0 0 0 7 5
Chuvosa-
quente  dez 04 130 43 33,1 0 0 1 028 28 21,5 54 41,5

jan 05 130 14 108 O 0 2 15 2 1,5 18 13,8

fev 05 130 9 69 0 0 17 13,1 0 0 26 20
mar 05 120 13 10,8 13 10,8 0 0 27 22,5

—
uO
o]

Total 790 106 13,4 39 49 32 4 159 20,1

—_
=]

o
—
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Tabela 9: Relacao entre os endossimbiontes de C. felis felis e as estagdes climaticas na
regido urbana de Belo Horizonte, MG, no perido de dezembro de 2004 a novembro de

2005.

Pulgas Estagdo
examinadas e Seca-fria Chuvosa-quente Total X?
endossimbiontes| N.° [ % Ne [ % Ne | %
C .felis felis
examinadas 710 - 790 - 1500 -
Infectadas com:
Gregarina 84 11,8 106 13,4 190 12,7 0,85
Leptomonas 15 2,1 32 4 47 3,1 4,53
N. pulicis 11 1,5 39 49 50 3,3 13,37
D. caninum 7 1 1 0,1 8 0,5 3,67
endossimbiontes 110 15,5 159 20,1 269 17,9 5,43
@ oos = 3,84 0 oo=6,63
" X? Yates

—o— Fémeas
—=— Machos

—aA— Total

Coeficiente de prevaléncia (%)

Meses

Figura 21 - Coeficiente de prevaléncia mensal relativo ao periodo de dezembro de 2004 a
novembro de 2005, sobre infec¢des por endossimbiotes (simples e associadas) em C. felis
felis capturadas sobre caes advindos do Centro de Controle de Zoonoses de Belo Horizonte,
MG — Brasil.

74



Resultados

35

w
o
|

Coeficiente de prevaléncia (%)

b JF M AMJ J A S O N
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Legenda: A- Actinocephalidae; B- D. caninum; C- N. pulicis; D- Leptomonas sp.

Figura 22- Coeficiente de prevaléncia mensal relativo ao periodo de dezembro de 2004 a
novembro de 2005, sobre infecgdes por grupos de endossimbiontes em pulgas C. felis felis
capturadas sobre caes advindos do Centro de Controle de Zoonoses de Belo Horizonte, MG

— Brasil.
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Coeficiente de Prevalécia (%)

Legenda: A — Actinocephalidae; B- Leptomonas sp.; C- N. pulicis; D- D. caninum; E-
Actinocephalidae + Leptomonas sp.

Figura 23- Coeficiente de prevaléncia mensal relativo ao periodo de dezembro de 2004 a
novembro de 2005, sobre infec¢des por grupos de endossimbiontes (simples e associadas)
em machos de C. felis felis capturadas sobre cdes advindos do Centro de Controle de

Zoonoses de Belo Horizonte, MG — Brasil.
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Coeficiente de prevaléncia (%)

Legenda: A — Actinocephalidae; B- Leptomonas sp.; C- N. pulicis; D- D. caninum

Figura 24- Coeficiente de prevaléncia mensal relativo ao periodo de dezembro de 2004 a
novembro de 2005, sobre infec¢des simples por grupos de endossimbiontes, em fémeas de
C. felis felis capturadas sobre cdes advindos do Centro de Controle de Zoonoses de Belo

Horizonte, MG — Brasil.
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Coeficiente de Prevaléncia

Legenda: A- Actinocephalidae + Leptomonas; B- Actinocephalidae + N.. pulicis; C- Actinocephalidae + D.
caninum; D- Actinocephalidae + N. pulicis + Leptomonas

Figura 25- Coeficiente de prevaléncia mensal relativo ao periodo de dezembro de 2004 a
novembro de 2005, sobre infec¢des associadas por grupos de endossimbiontes, em fémeas
de C. felis felis capturadas sobre cdes advindos do Centro de Controle de Zoonoses de Belo

Horizonte, MG — Brasil.
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Tabela 10 - Taxa de infecgio sazonal e nimero de trofbzoiins, samontes e gametonistos em wna populagdo de férmeas de
C felis felis infectada naturalmente com grezarinas da familia Actinocephalidae e capturada de cies advindos do Centro de Controle

de Zoonnses de Belo Horizonte, WG - Brasil, no periodo de dezetabro de 2004 & novernbro de 2005,

. de pulzas Taade

fémeas com i)y Tara de Taxade i)y infecpin
M EISEATAS Teofommitos” | infecgdo (39 | M7 Gamomtes? | mfecgio (349 Gametocito:” £

(=515
Desild, 27 11 £34 111 0x0 - E9+54 L)
Jani0s 2 2720 11,1 00 - 34+56 229
Fevis g a0 - 00 - 712104 100
M, 1 125+071 285 00 - 2+£22 714
AhrDS 13 100 7,7 00 - 97+75 100
Mails, 2 a0 - 2310 111 4714 100
Fani0s 2 20 11,1 4126 44 4 75+61 554
IATIE 1 a0 20 00 - 2,7+096 80
Azolls 17 1,35 0,5 152 17513 35 6.2 35 525
Set/ls, 1 112105 278 22177 278 5128 55,5
Cratins 15 190 8,7 1£0 6,7 29113 933
Hawils g 16 £0 167 5549 333 13511 50
© MEdia  Desvio-padtio
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Tahela 11 - Taxa de infeegio sazomal e wirvero de trofozoitos, samordes e sametocistos ernowwa populagio de wachos de O falls f s
infectada naturalmente cor gregannas da familia Actinocephalidae e capturada de ciies advindos do Centro de Controle de Zoongses
de Belo Horizonte, WG — Brasil, no periodo de dezerabro de 2004 a noverabro de 20035

M, de pulgus

machn com Taxade Taxade Taxade

TR Womefomites® | infeeglo (99 | M7 gmorgest | infeegic (U9 | M gametocistes® | infeecln (29)
Boleses
Tremilig 1g 720 625 n+0 . i 9375
Tl & 1520 20 020 : Gx4f &0
Fennill L 00 - n+0 - 3£0 100
M, & Dz0 . 00 . 7£7S 100
Shrins 3 00 - n+0 - 171 100
WS, L 1320 100 g0 100 0£0 -
Fms, e 00 . 00 . D0 .
Taldls, L 00 - n+0 - 20 100
fznd0s 3 00 . 10 £0 333 120 66,7
S 4 00 - 120 50 40 5
e ar) * 00 . 20 0 2721 g0
Mo + 140 100 00 . D0

2 média & deswio-padrio
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Tabela 12- Taxa de infecgio sazonal e rimero de fofpzoitns, samontes & gametoristos e maa populacdo de adultos
(machos e fEmeas) de O ffis folls infectada naturalmente com gregarings da fardlia Sctinocenhalidae e capturads de
cies advindos do Centro de Controle de Zoonoses de Belo Horizonte, WG — Brasil, no periodo de dezerabro de 2004 a noverabro de

2005.

H." de pulzas Taxade Taxade Taxada
Ileses oM ETRENERNS | MG Trofamaites® | infeccio (%9 | M fmmeptes® | infeegio (%0 | M Gametecistes® | infecgdo (29
Demlid e 10 3 56 93 0 %0 844D 907
Tad0s 14 214549 143 00 B454 85,7
Feils i 00 } 0 %0 67 £08 100
Ml e 1252071 154 Dxn 4x58 B
Ahmins ) 100 59 00 TRLTS 100
Wil e 150 10 155 £ 106 0 474 90
s, % 240 11,1 4425 444 TRE61 555
Rl & 9£0 16,7 £ . 26089 100
Agoils . 133 058 126 163 +122 3z 53 £33 545
S0 20 122105 25 TRLTS 30 52127 55
s 20 W0 5 15207 10 83+ 104 50
Ml L 9£89 3#6 5549 3#6 13311 42
S Ridis + desvio-paihe
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Tabela 13: Relagdo entre as formas evolutivas de gregarinas (Actinocephalidae) em C. felis
felis e as estagdes climdticas na regido urbana de Belo Horizonte, MG, no periodo de
dezembro de 2004 a novembro de 2005.

Estacado
Pulgas ] 2
examinadas e Seca-fria Chuvosa-quente Total X
endossimbiontes | N.° A N.° % N.° %,
N.°de
gregarinas 84 - 106 - 190 -
Estagio
evolutivo:
Trofozoito 12 14,3 11 10,4 23 12,1 0,65
Gamonte 19 22,6 4 3,8 23 12,1 15,53
Gametocisto 60 71,4 92 86,8 152 80 6,9

A 005 = 3,84 a 0,01~ 6,63

4.4- Relacao entre os indices de infeccao de C. felis felis por cisticercoides

de D. caninum e o sexo e a idade aproximada dos cies.

O teste de significancia aplicado para verificar a relagdo entre os cisticercoides de
D. caninum encontrados no tubo digestivo de C. felis felis e o sexo ou a idade aproximada
dos cdes (hospedeiros destas pulgas), foi o do Qui-Quadrado (X?). Os resultados obtidos
foram os seguintes: cisticercoides de D. caninum e sexo dos cdes (X°= 0,007 / Yates/
p>0,05); cisticercoides de D. caninum e idade aproximada dos cdes: (X’= 0,4 / Yates/
p>0,05). Portanto, ndo foi verificada diferenca estatistica significativa entre os indices de
infeccdo de C. felis felis por cisticercoides de D. caninum e o sexo ou a idade aproximada

dos cdes sobre os quais as pulgas foram capturadas.
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5.0 DISCUSSAO

5.1- Endossimbiontes presentes em C. felis felis

Neste estudo foram encontrados em C. felis felis: D. caninum, gregarinas da familia
Actinocephalidae, Leptomonas sp. e Nolleria pulicis.

Relativamente a D. caninum os dados morfométricos dos cercomeros apresentados na
Tabela 01 estdo proximos daqueles apresentados por MARSHALL (1967) e divergem
consideravelmente dos valores médios (comprimento e largura) do cercomero (209 x
206um) apresentados por cisticercoides de R. nana em Ctenocephalides sp.

Quanto as gregarinas, até o momento ja foram encontradas trés espécies de gregarina
em pulgas: Actinocephalus parvus, Agrippina bona e Steinina rotundata, todas
pertencentes a familia Actinocephalidae. Embora ndo tenha sido possivel identificar a
espécie de gregarina aqui encontrada, os dados morfométricos e a morfologia das formas
evolutivas (trofozoito, gametocistos € oocistos) apresentados na Tabela 02, assemelham-se
aos de S. rotundata, descrita a partir de Ceratophillus farreni e C. gallinae por
ASHWORTH & RETTIE (1912). A gregarina aqui registrada parece ser a mesma
encontrada em um estudo com C. felis felis e outras pulgas, na Flérida — EUA (BEARD et
al., 1990b). A unica diferenca morfométrica reside no fato de que os oocistos das
gregarinas encontradas neste trabalho apresentam comprimento médio de 10pum, em
contraposi¢do a do estudo anterior, onde os oocistos apresentavam comprimento médio de
14um. Ressalte-se que no estudo da Florida ndo foram apresentados dados referentes a

largura média destes oocistos. Pela primeira vez, gregarinas da familia Actinocephalidae
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sdo assinaladas em pulgas do Brasil, independentemente de serem ou ndo, uma nova
entidade. Ainda que C. felis felis seja uma pulga cosmopolita, tal registro ¢ também inédito
na regido Neotropical.

Em relacdo a Nolleria pulicis, sabe-se que esta espécie foi descrita a partir de C. felis
felis (BEARD et al., 1990a). Outra espécie do filo Microspora, que ja foi encontrada em C.
felis felis, ¢ Nosema pulicis (STRAND, 1977). A diferenciacdo destas duas espécies ¢ muito
facil, j4 que Nosema pulicis ndo apresenta em seu ciclo bioldgico, vesiculas do tipo
“polysporophorous” (SPRAGUE et al., 1992). Da mesma forma, pela primeira vez um

representante do filo Microspora ¢ noticiado infectando pulgas no Brasil.

5.1.2- Identificacio dos tripanosomatideos isolados do intestino posterior

de C. felis felis

A identificagdo genérica dos tripanosomatideos isolados do intestino posterior de C.
felis felis foi realizada através da aplicagdo do estudo morfologico e morfométrico;
avaliagcdo do crescimento em meio de cultivo e estudo de biologia molecular utilizando a —
Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR).

Em C. felis felis ja foram encontrados trés géneros de tripanosomatideos:
Leptomonas, Leishmania ¢ Trypanosoma (WALLACE, 1966; COUTINHO, 2003). Esses
trés géneros podem ser diferenciados a partir das formas evolutivas presentes em seus
ciclos biologicos.

O género Trypanosoma, no hospedeiro invertebrado, apresenta a forma

epimastigota. Os géneros Leptomonas e Leishmania sdo caracterizados por apresentarem as
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formas promastigotas e amastigotas, sendo que ndo podem ser diferenciados a partir dos
dados morfométricos das formas promastigotas (WALLACE, 1966). Entretanto o género
Leptomonas ¢ considerado como monoxénico, € apresenta no hospedeiro invertebrado,
além das formas promastigota e amastigota, formas cisticas (WALLACE, 1966; McGHEE
& COSGROVE, 1980).

A andlise morfologica e morfométrica das formas encontradas em cultivo
(promastigotas com tor¢do corporal, promastigotas sem tor¢do corporal, amastigotas e
cistos) demonstrou que, entre os tripanosomatideos isolados, estavam presentes
representantes do género Leptomonas. Isto porque neste género sdo encontradas as formas
cisticas e “amastigotas-like” livres no meio de cultivo. Formas de cistos sdo tipicamente
encontradas em Leptomonas spp. presentes em sifonapteros. Alguns autores verificaram
que estes também sdo encontrados nas fezes secas das pulgas (BEARD et al., 1989;
MOLYNEUX, 1981).

Além disso, a presenca de formas promastigotas com tor¢do corporal no meio de
cultivo € uma caracteristica dos tripanosomatideos do género Leptomonas encontrados em
sifonapteros (WENYON, 1926; WALLACE, 1966). Outro dado importante ¢ que os dados
morfométricos apresentados na TABELA 03 estdo de acordo com os de L. ctenocephali,
descrita a partir de Ctenocephalides canis e ja encontrada em C. felis felis (promastigota
sem tor¢do corporal: comprimento da célula de 6 - 18 pm; porcdo livre do flagelo — até 18
pum e presenca de formas com tor¢ao corporal) (WENYON, 1926; WALLACE, 1966).

Apesar da certeza da presenca de tripanosomatideos do género Leptomonas nos
isolados de C. felis felis, a ocorréncia de dois picos (14.° e 16.° dias), na curva de
crescimento da cepa estudada, poderia ser explicada de duas formas: ou este padrao de

curva ¢ decorrente do proprio crescimento da cepa ou da mistura de populagdes de
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tripanosomatideos. Neste caso, pelo fato das pulgas utilizadas neste estudo terem sido
capturadas sobre cdes (hospedeiro vertebrado de Leishmania chagasi), devido a ndo
diferenciagdo das formas promastigotas sem tor¢do corporal de Leptomonas e Leishmania,
e por ja se ter encontrado L. chagasi em C. felis felis (COUTINHO, 2003), havia a
possibilidade de se ter além de Leptomonas sp., tripanosomatideos do género Leishmania.

Através da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), ficou demonstrado que entre os
dois isolados de tripanosomatideos obtidos ndo estavam presentes espécies do género
Leishmania (Figura 20).

Outro ponto a se destacar, ¢ que o padrio de desenvolvimento e a faixa de
temperatura na qual uma das cepas de Leptomonas isolada neste estudo se desenvolveu,
estdo de acordo com o apresentado por Leptomonas pulexsimulantis, descrita a partir de
Pulex simulans (BEARD et al., 1989); espécie de pulga encontrada na América do Norte e
que pertence a mesma familia de C. felis felis.

O pequeno numero de isolados obtidos neste estudo decorreu da ndo-adaptacdo ao
meio ou a contaminagdo fingica. Esta dificuldade, ao se trabalhar com tripanosomatideos
de C. felis felis foi registrada por BEARD ef al., 1990b, onde apds varias tentativas ndo foi
possivel isolar os tripanosomatideos presentes nesta pulga. Os dois isolados de
tripanosomatideos eram provenientes de tubos digestivos de C. felis felis que ndo foram
rompidos para a realizagdo da técnica de isolamento. O ndo rompimento do tubo digestivo
para a realizacdo desta técnica pode ter facilitado na adaptagdo dos tripanosomatideos ao

meio de cultivo.
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5.1.3- Determinacio dos sitios de infec¢ao dos endossimbiontes em C. felis

felis e provavel forma de transmissao.

A determinag¢do do sitio de infeccdo ¢ essencial para a compreensdo do ciclo
biologico de um parasito. Freqlientemente o sitio de predilecdo apresenta uma correlacao
direta com a morfologia e o ciclo biologico dos parasitos (SPRAGUE et al., 1992).

Os sitios de infeccdo apresentados na Tabela 04 estdo de acordo com aqueles
encontrados por outros autores: D. caninum — cavidade geral MARSHALL, 1967; BEARD
et al., 1990b); gregarina (Actinocephalidae): trofozoitos, gamontes e gametocistos —
intestino médio, oocistos — intestino médio e posterior (BEARD et al., 1990b); N. pulicis —
intestino médio (BEARD et al., 1990a; BEARD et al., 1990b); Leptomonas sp. — intestino
posterior e tubulos de Malpighi (WENYON, 1926; BEARD et al., 1990b).

Para as gregarinas, em menos de 1% das pulgas infectadas, as formas de trofozoitos,
gametocistos ou gamontes foram observadas no intestino posterior (em oposi¢do a 99,2%
para o intestino médio). Também, foi observada no intestino posterior, a presenca de
vesiculas do tipo “polysporophorous” em 6% das pulgas infectadas com N. pulicis (contra
94% no intestino médio). A presenca das formas acima referidas tanto para gregarinas
quanto para N. pulicis provavelmente ndo representa novos sitios de predilecdo para estes
endossimbiontes. Estes achados devem estar relacionados com um possivel deslocamento
destes endossimbiontes do intestino médio para o posterior, durante a dissecacdo destas
pulgas. Explicacdo semelhante foi apresentada por BEARD et al. (1990b), com relagdo ao

encontro de gametocistos de gregarinas no intestino posterior.
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E importante destacar o encontro de oocistos de gregarinas no intestino médio e
posterior; de esporos de N. pulicis em 80% das pulgas no intestino posterior e de formas
cisticas de Leptomonas sp. no meio de cultivo. A presenca de oocistos de gregarina e de
esporos de N. pulicis ja havia sido relatada por BEARD et al. (1990b). Estes mesmos
autores também informaram o achado de cistos nas fezes de C. felis felis positivas para
tripanosomatideos.

O mecanismo de transmissao € o inicio da relagdo parasito-hospedeiro sendo dois os
principais modos: transmissdo oral (horizontal) e transovariana (vertical) (SPRAGUE et al.,
1992). Levando-se em conta a presenca das formas acima citadas, no intestino posterior de
C. felis felis e o fato ja conhecido de que as larvas desta pulga utilizam como recurso
alimentar, sangue seco semi-digerido proveniente das pulgas adultas (RUST & DRYDEN,
1997; LINARDI & GUIMARAES, 2000), é provavel que o principal mecanismo de
transmissdo para gregarinas, microsporidios e tripanosomatideos de C. felis felis seja por
via oral (transmissdo horizontal). Um importante aspecto que facilita este tipo de
transmissdo, € que os ovos ¢ as fezes de C. felis felis possuem uma distribuicdo sobreposta,
onde as larvas se desenvolvem nos locais em que o hospedeiro geralmente repousa e que
concentram a maior quantidade de fezes secas das pulgas adultas (KERN et al., 1992).

Este tipo de transmissdo fica evidenciado pelo trabalho de BEARD et al. (1990b),
onde conseguiram a infec¢ao experimental de C. felis felis com gregarinas, ao alimenté-las,
durante a fase larvaria, com fezes secas de pulgas adultas positivas para este
endossimbionte. Wenyon em 1913 conseguiu a transmissdo de tripanosomatideos para C.
felis felis ao alimentd-las também, com fezes de pulgas adultas que continham estes
protozoarios (WENYON, 1926). Para N. pulicis ainda ndo foram realizados estudos que

enfoquem o seu mecanismo de transmissdo. Estudos desta natureza poderdo ser delineados
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de forma a testar a provavel transmissdo oral entre estes microsporidios. E importante
destacar que apesar de nao terem sido encontradas formas evolutivas destes microsporidios
ou de gregarinas nos ovoécitos, o mecanismo de transmissdo transovariana (vertical) ndo

deve ser descartado.

5.2- indices e coeficientes de infec¢iio por endossimbiontes em C. felis felis.

O estudo da relagdo parasito-hospedeiro ¢ essencial para a compreensdo da
influéncia do parasito sobre a dindmica populacional do hospedeiro. E atualmente aceito
que os parasitos afetam o crescimento e a regulagdo populacional dos seus hospedeiros;
distribuicao espacial; sucesso reprodutivo individual e sele¢do sexual (AMO et al., 2005).
Desta forma, a prevaléncia e a intensidade de infec¢do correspondem ao passo inicial para

se entender o impacto dos parasitos (endossimbiontes) sobre uma populagao natural.

5.2.1- Prevaléncia de endossimbiontes em C. felis felis.

Através da observagdo da Tabela 06, fica evidente a existéncia de uma boa
adaptacdo das gregarinas (Actinocephalidae) em C. felis felis, ja que estava presente em
todas as infec¢des duplas e triplas e sem duvida, em fun¢do de sua maior prevaléncia. No
estudo realizado na Florida — EUA (BEARD et al., 1990b), as gregarinas da familia
Actinocephalidae também foram as mais prevalentes, seguidas por tripanosomatideos, N.
pulicis € D. caninum. Entretanto estes autores ndo informam sobre a presenca de outros
parasitos resultando em infec¢des duplas ou triplas. Outro dado importante foi que o

numero de infecgdes simples foi 10 vezes maior que o nimero de infecgdes duplas.
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Existem poucos estudos que analisam a biologia e o grau de patogenicidade dos
endossimbiontes em pulgas, destacando-se os de BEARD et al. (1989) com
tripanosomatideos e o de MARSHALL (1967) com D. caninum. Estudos posteriores
poderdo ser realizados para verificar o grau de patogenicidade destas gregarinas e de N.
pulicis sobre C. felis felis. Vérias das pulgas positivas para gregarinas continham no
intestino médio mais de 20 gametocistos, aparentemente obstruindo o tubo digestivo destas
pulgas. E preciso verificar se ndo ha uma alteragio no comportamento alimentar ou uma
maior taxa de mortalidade para pulgas infectadas. Em outros insetos, as gregarinas podem
afetar o seu desenvolvimento e provocar uma maior taxa de mortalidade. A infec¢do por
estes protozoarios pode muitas vezes levar a perda total de colonias de insetos mantidos em
laboratério (CLOPTON & SMITH, 2002). Uma vez que as gregarinas sdo monoxénicas até
que ponto infec¢des experimentais poderiam ser utilizadas visando o controle dessa espécie
de pulga em ambientes altamente infestados?

Um resultado interessante foi a pequena quantidade de pulgas C. felis felis contendo
cisticercoides de D. caninum, ja que este sifondptero ¢ o hospedeiro invertebrado habitual
deste cestodeo (MARSHALL, 1967, PUGH, 1987). Em Belo Horizonte, levantamentos
helmintologicos em cdes demonstraram prevaléncias para D. caninum acima de 80%
(SILVA et al., 1994; COSTA et al., 1962). Anteriormente, LINARDI (2002) assinalou D.
caninum e Dipetalonema reconditum em C. felis felis retiradas de 372 caes recolhidos pelo
Servico de Apreensdo do Departamento de Controle de Zoonozes da Prefeitura Municipal
de Belo Horizonte entre 1985 e 1987. Chama a atengdo o fato que apo6s 18 anos, a
prevaléncia de D. caninum em C. felis felis recolhidos de cdes tenha diminuido

sensivelmente, passando de 10,2% (LINARDI, 2002) para 0,9% (presente estudo).
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Esta discrepancia entre as taxas de infec¢@o apresentadas pelas pulgas (hospedeiros
intermediarios) e pelos caes (hospedeiros definitivos) pode ser devido aos seguintes fatores:
alta mortalidade das pulgas infectadas com cisticercéides de D. caninum (MARSHALL,
1967), a reacdo do hospedeiro contra os cisticercoides (PUGH, 1987); ou devido as
condi¢des fisico-quimicas inadequadas no ambiente que podem resultar na morte dos
cisticercéides (PUGH & MOORHOUSE, 1985).

Alguns pesquisadores chamaram a atengdo para os efeitos deletérios causados pelo
desenvolvimento dos cisticercoides de D. caninum em C. felis felis. Em nosso estudo, todas
as fémeas de C. felis felis parasitadas por cisticercoides de D. caninum, apresentaram
ovarios degenerados. MARSHALL (1967) através de experimentos sob condi¢des
ambientais controladas, verificou uma significante mortalidade de C. felis felis no estadio
de pupa, fato que coincide com o crescimento do cestddeo. PUGH (1987) noticiou a reacao
do hospedeiro (C. felis felis) contra o parasito (D. caninum), concluindo que tal reagdo era
caracterizada pela aderéncia de hemdcitos das pulgas na superficie dos cisticercdides. Ele
também observou que a taxa de infeccao diminuia de 100% nas larvas para 15% nas pulgas
adultas. Este decréscimo poderia ser devido a rea¢do do hospedeiro, & morte natural dos
parasitos ou as condi¢des fisico-quimicas — temperatura, pH e umidade relativa -
inadequadas no ambiente (PUGH & MOORHOUSE, 1985; PUGH,1987).

Outro ponto importante que atualmente tem sido levantado ¢ a possivel manipulagao
do hospedeiro pelos parasitos. Em coledpteros (Tenebrio molitor) notou-se que aqueles
mais intensamente infectados por H. diminuta ficavam mais expostos a predacdo por Rattus
sp (WEBSTER et al., 2000). Do mesmo modo, alguns estudos poderiam vir a ser realizados

no sentido de investigar uma maior probabilidade de pulgas parasitadas por D. caninum,
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tornarem-se presas mais faceis ao “grooming” de seus hospedeiros, o que poderia acarretar
diferentes taxas de mortalidade entre pulgas parasitadas e ndo parasitadas.

Com relacdo aos sexos, apenas para as gregarinas foi observada diferenga
significativa (X*= 3,97, p< 0.05), em favor de pulgas fémeas. As taxas de prevaléncia
foram respectivamente, de 13,8% para fémeas e 10% para os machos. No entanto, levando-
se em consideragdo as infec¢des simples e associadas, as prevaléncias observadas para os
quatro endossimbiontes ou parasitos (Tabela 5), sempre foram maiores em pulgas fémeas
do que nos machos, ainda que em valores nao significativos.

No caso das gregarinas, as diferencas significativas de infec¢do por sexo do
hospedeiro, poderiam ser explicadas pelo encontro diferencial de oocistos (formas
infectantes) por fémeas e machos (CLOPTON, 2004). Para as pulgas, esta diferenca no
encontro dos oocistos deveria estar relacionada com os hébitos alimentares diferenciados
entre as larvas que se desenvolvem em fémeas ou em machos.

Entretanto os dados encontrados na literatura demonstram que as larvas
(independentemente de se desenvolverem em fémeas ou em machos) necessitam de se
alimentarem das fezes das pulgas adultas contendo sangue semi-digerido (De MARIA,
1981; LINARDI et al., 1997; RUST & DRYDEN, 1997; LINARDI & GUIMARAES,
2000). Outro fator que poderia atuar a favor da maior taxa de infec¢do de pulgas fémeas,
poderia ser o maior tempo de desenvolvimento para as larvas que se desenvolvem em
fémeas. Entretanto sabe-se que em C. felis felis, como em quase todas as espécies de
sifonapteros, as larvas que ddo origem as fémeas desenvolvem-se mais rapido do que as
que originardo machos (LINARDI & NAGEM, 1972; RUST & DRYDEN, 1997
LINARDI & GUIMARAES, 2000). Entio de uma forma contraditéria, as larvas que se

desenvolvem em machos podem ter mais chance de entrar em contato com fezes contendo
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os oocistos de gregarinas do que as que se desenvolvem em fémeas. Levando-se em conta
que as taxas de infec¢do nao foram tdo diferentes (13,8% para fémeas e 10% para machos)
e que ndo foi encontrada diferenca significativa relacionada com o sexo das pulgas nas
infecgcdes por N. pulicis, Leptomonas sp. € D. caninum (a infeccdo das pulgas para todos
estes endossimbiontes também ¢ por via oral e no estadio larval) esta diferenca significativa
para gregarinas, pode ser resultado do maior nimero de fémeas dissecadas ou da maior
propor¢do de fémeas (3:1) encontradas na natureza para C. felis felis (LINARDI &
NAGEM, 1972 e 1973). Ou seja, se as larvas que irdo originar machos gastam mais tempo
para tal, elas poderiam estar sujeitas a dois fatores antagbnicos e simultaneamente
complementares: 1) maior possibilidade de infeccdo; 2) menor possibilidade de

longevidade, em funcdo de maior risco as intempéries e conseqiiéncias nefastas da infec¢ao.

5.2.2- Associacao entre endossimbiontes

De maneira geral os habitats sdo caracterizados pela coexisténcia de varios géneros
e até de outros tdxons em um mesmo espago, por exemplo, o microhabitat formado pelo
corpo do hospedeiro (SERRA-FREIRE, 2002).

A associagdo real interespecifica entre os organismos encontrados em C. felis felis
(Tabela 07), pode ser explicada, inicialmente, através do mesmo tipo de transmissdo (oral:
horizontal) para todos estes endossimbiontes. Outro ponto ainda ndo investigado € se
pulgas positivas para um determinado endossimbionte infectar-se-iam mais facilmente com

outros microorganismos ou se agregariam maiores chances de transmitirem determinados
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patégenos. COMISKEY et al. (1999) demonstraram que espécimes do mosquito Aedes
aegypti quando parasitados por gregarinas Ascogregarina taiwanensis apresentavam maior
potencial na transmissdo do filarideo Dirofilaria immitis entre cdes. MOURY et al. (2003)
evidenciaram o papel dos oocistos da gregarina Ascogregarina culicis na manuten¢do do

virus Chikungunya (arborvirose) na India.

5.2.3- indices de abundancia e intensidade média de parasitismo

Para as gregarinas (Familia Actinocephalidae), os valores dos indices de abundancia
e de intensidade média de parasitismo foram, respectivamente de 1 e 5,6. A interpretagao
do indice de abundancia significa que se pode esperar um espécime de gregarina
(Actinocephalidae) por pulga C. felis felis capturada sobre cdes em Belo Horizonte. Ja a
intensidade média revela que entre as pulgas C. felis felis capturadas em Belo Horizonte e
que contém gregarinas (Actinocephalidae), o nimero esperado destes protozoarios ¢ de
aproximadamente seis por pulga.

Durante a revisdo da literatura observou-se um pequeno numero de trabalhos sobre
a prevaléncia e a biologia dos endossimbiontes de pulgas. Relativamente a C. felis felis
apenas um estudo foi realizado analisando tais aspectos (BEARD et al., 1990b). Mesmo
asssim, os autores nao apresentaram dados sobre os indices de abundéancia e intensidade
média do parasitismo. Desta forma, os presentes dados sdo inéditos podendo ser utilizados
para futuras comparagdes em estudos que abordem os aspectos bioldgicos destes

endossimbiontes.
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5.3- Relacao entre os indices de infeccio de C. felis felis e sazonalidade.

As diferencas observadas nos niveis de infeccdo estacional das pulgas podem ser
explicadas através da atuagdo de fatores ambientais (temperatura, chuvas, umidade relativa
do ar e ventos) sobre as fases evolutivas dos endossimbiontes que permanecem fora do
hospedeiro (C. felis felis) e sobre o ciclo bioldgico de C. felis felis. As adaptagdes das fases
infectantes (oocistos, esporos e cistos) dos parasitos para sobreviverem as condigdes
ambientais adversas, bem com um conhecimento adequado da biologia de seus
hospedeiros, seriam essenciais no sentido de se identificarem possiveis rotas de
transmissao, diferengas nas taxas de infec¢do entre os sexos e diferengas sazonais de
infeccdo (MOLYNEUX, 1981 ; MADDOX, 2002; CLOPTON, 2004).

Para N. pulicis,a diferenga altamente significativa (p< 0.01) entre as duas estagdes
em prol da estagdo chuvosa-quente (Tabela 8), pode ser explicada pela atuacdao de fatores
ambientais sobre os esporos (formas infectantes).

Com relacdo a persisténcia dos microsporidios pela transmissao horizontal, sabe-se
que ela estd baseada na sua adaptagdo aos seus hospedeiros e as condi¢des ambientais
(MADDOX, 2002). Os esporos sdo as principais formas de resisténcia, sofrendo
diretamente a influéncia de fatores ambientais, tais como radiacdo solar, temperatura,
humidade, pH, ventos, entre outros. As diferengas sazonais observadas nas infec¢des por
microsporidios, poderiam assim estar relacionadas com a atuagdo desses fatores. Sabe-se

que os esporos dos microsporidios sofrem ressecamento a medida em que ha aumento da
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radiagdo e temperatura, e que durante os periodos mais secos eles podem permanecer
viaveis no ambiente, até que se estabelegam novamente as condigdes propicias para a
infeccdo (MADDOX, 2002).

Conforme exposto anteriormente, N. pulicis possui 0 mecanismo de transmissao
oral (horizontal). Este predominio de pulgas com N. pulicis durante a estacdo chuvosa-
quente estaria de acordo com o exposto. Os esporos presentes nos “pelets” fecais,
provavelmente permaneceriam vidveis na estacdo seca-fria; com o aumento da umidade
relativa do ar, a medida, em que se aproxima a estacdo chuvosa-quente, eles torna-se-iam
infectantes para as larvas das pulgas, acarretando um significativo aumento nas taxas de
infeccdo durante esta estacdo. Outros autores trabalhando com Simulium pertinax
encontraram taxas de infec¢do por microsporidios (Polydispyrenia sp; Microsporidium sp)
superiores nas épocas do verdo (ARAUJO-COUTINHO et al., 2004). Esporos do
microsporidio Nosema whitei podem sobreviver por um ano, em condi¢des de seca
(MILNER, 1972). E importante salientar que este padrio sazonal de infecg¢do para N.
pulicis estd sendo noticiado pela primeira vez.

A Tabela 08 e Figura 25 mostram uma maior taxa de infec¢do por Leptomonas sp.
no més de dezembro de 2004 (21,5%) — estagdo-chuvosa. Uma diferenca significativa (X*=
4,53, p< 0,05) foi observada (Tabela 08) entre as taxas de infec¢do nas duas estagdes
(chuvosa-quente e seca-fria). Diferenga esta que poderia ser explicada gracas a atuacdo de
fatores ambientais sobre as formas de resisténcia (cistos) presentes no ciclo bioldgico destes
tripanosomatideos.

Formas cisticas sdo comuns entre os tripanosomatideos monoxenos (Leptomonas sp,
Herpetomonas sp, Blastocrithidia sp e Crithidia sp). A presenca desta forma de resisténcia

jé havia sido verificada em tripanosomatideos (Leptomonas ctenocephali) isolados de C.
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felis felis (WENYON, 1926; MOLYNEUX & CROFT, 1980) e em Leptomonas
pulexsimulantis, isolada de Pulex simulans (BEARD et al.,1989). Estas formas sao
extremamente importantes na transmissdo oral (horizontal) destes tripanosomatideos. A
infeccdo experimental de C. felis felis por Leptomonas ctenocephali foi conseguida pela
alimentagdo das larvas com fezes secas provenientes de pulgas adultas infectadas
(WENYON, 1926). Este tipo de infec¢do também ocorre na pulga P. simulans, onde
BEARD et al., (1989) infectaram as respectivas larvas ao alimenta-las com fezes de pulgas
adultas infectadas ou com cistos provenientes de meio de cultura contendo L.
pulexsimulantis. A maior taxa de infec¢do de pulgas durante a estacdo chuvosa-quente pode
ser devida a atuacdo de fatores ambientais (temperatura, umidade relativa do ar,
precipitagdo pluviométrica, entre outros), sobre os cistos.

O pequeno numero de pulgas infectadas por D. caninum ndo permite aqui qualquer
conclusdo em relacdo a sazonalidade. Entretanto, o valor encontrado pode ter sido afetado
pelos fatores discutidos no topico sobre a prevaléncia dos cisticercdides em pulgas. Como
discutido anteriormente, as pulgas parasitadas por D. caninum, além de apresentarem uma
maior taxa de mortalidade (MARSHALL, 1967), poderiam talvez, sofrer uma maior
predacao por parte de seus hospedeiros (caes).

Com relagdo as gregarinas (Actinocephalidae), ainda que ndo tenha sido constatada
uma tendéncia sazonal de infec¢do (Tabelas 7, 8 e Figura 26), a relagdo entre as diversas
formas evolutivas encontradas em C. felis felis com as estagdes climaticas revelou uma
diferenca altamente significativa quanto ao encontro de gamontes (X°= 15,53, p< 0,01) e
gametocistos (X2= 6,9; p< 0,01). Esta variagdo no encontro de trofozoitos, gametocistos e
gamontes pode ser observada nas Tabelas 9-11. Pela observagao da Tabela 12 fica evidente

a superioridade de pulgas com gamontes na estagdo seca-fria (22,6%) contra 3,8% na
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estacdo chuvosa-quente. Paradoxalmente, para os gametocistos, foi observada uma maior
prevaléncia de pulgas infectadas durante a estagdo chuvosa-quente (86,8%) do que durante
a estagao seca-fria (71,4%).

Diferengas sazonais no encontro de gamontes foram verificadas para a gregarina
Ascogregarina taiwanensis em larvas de Aedes albopictus (GARCIA et al., 1994). Assim
como para as gregarinas de C. felis felis, um maior nimero de mosquitos com gamontes foi
observado durante a época mais seca e fria. Os autores deste trabalho argumentaram que
esta diferenca deve-se a uma menor taxa de infec¢do, proporcionada pela reducdo de
oocistos infectantes; fato provocado pelas altas temperaturas do verdo. Outros autores
também verificaram uma reducao da infectividade dos oocistos de Lankesteria culicis
(encontrada em Aedes aegypti), quando submetidos a temperaturas superiores a 60°C
(McGRAY et al., 1970).

Somando-se ao argumento da reducdo das taxas de infeccdo devido a reducgdo da
infectividade dos oocistos durante o verdo, o maior nimero de gamontes em C. felis felis na
estacdo seca-fria, poderia ser explicado levando-se em conta os ciclos da pulga e da
gregarina.

Sabe-se que a longevidade de C. felis felis ¢ afetada pelas condigdes de temperatura
e umidade. A diminui¢do da temperatura leva a um prolongamento de seu ciclo; assim,
durante o inverno, essas pulgas podem sobreviver no estdgio de pupa por um tempo maior
(SILVERMAN et al., 1981; SILVERMAN & RUST, 1985; RUST & DRYDEN, 1997).
Este prolongamento do ciclo durante o inverno coincide com o maior nimero de pulgas
com gamontes de gregarina. Desta forma, a diferenga observada em nosso estudo parece
indicar uma relacdo entre a taxa de desenvolvimento das gregarinas e o desenvolvimento de

seus hospedeiros. Pelos valores apresentados na Tabela 12, a passagem da forma gamonte
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para gametocisto, parece ser mais rapida na estacdo chuvosa-quente (foi verificado uma
maior quantidade de pulgas com gametocistos nesta estagdo) o que esta de acordo com o
ciclo mais rapido de C. felis felis nesta estagdo. Aparentemente, haveria um sincronismo no

desenvolvimento de gregarinas e C. felis felis.

5.4- Relacao entre os indices de infeccao de C. felis felis por cisticercoides

de D. caninum e o sexo e a idade aproximada dos caes.

A pequena quantidade de cisticercoides verificados nas pulgas, através da atuagdo
dos fatores discutidos nos topicos anteriores, pode ter influenciado os valores encontrados
no teste do qui-quadrado. Alguns pesquisadores verificaram uma tendéncia sazonal na
liberacao de proglotides de D. caninum e acreditam que esta tendéncia esteja relacionada

com a sazonalidade da pulga C. felis felis (RAND et al., 2003).
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6.0 CONCLUSOES

Ctenocephalides felis felis atua como hospedeira para diferentes espécies de

endossimbiontes.

Os tripanosomatideos do género Leptomonas sp., isolados de C. felis felis, sao

polimorficos nos meios de cultivo.

Promastigotas com e sem tor¢cdo corporal podem ser separados por outras

caracteristicas morfoldgicas intracelulares.

As gregarinas sao os endossimbiontes mais prevalentes entre cdes vadios de Belo

Horizonte e sua infec¢ao manifesta-se de forma diferenciada por sexo de pulgas.

As infecgdes por microsporidios (Nolleria pulicis) e tripanosomatideos

(Leptomonas sp.) sao subordinadas as estacdes climaticas.

A abundancia e a intensidade média de infec¢do por gregarinas sdo, pela primeira

vez, noticiadas para pulgas.

As ocorréncias de N. pulicis, gregarinas actinocefalideas e Leptomonas sp. em C.

felis felis, bem como as suas respectivas prevaléncias e distribuicdo por sexo das
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pulgas e sazonalidade sdo inéditas para: o Brasil, a América do sul, a regido

Neotropical.
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