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PARACOCCIDIOIDOMICOSE ENZOGTICA EM TATUS
(DASYPUS NOVEMCINCTUS} NO ESTADO DO PARA

Luiz C. l.. FERREIRA (2}, Toby V. BARRETT (1), Maricleide F. NAIFF (1)
e Jorge R, ARIAS (1)

Roherto D. NAIFF (1},

RESUMO

Paracoccidioides brasiliensis foi encontrado, por inoculagio de triturado de
figado e bago em hamsters, em 4 de 20 tatus (Dasypus novemcinctus) examinados
na regido de Tucurui, Para. Hamsters inoculados por via intradérmica e perito-
neal com 0 paras1t0 desenvolverain infeegbes generalizadas e morreram em 1%
a 13 meses. A .diagnose do fungo foi confirmada por histopatologia e culturs.
Nao se observaram sinais macroscépios de doencas nos tatus, A distribuicio
geogrifica de D. novemcinetus abrange a drea endémica de paracoccidioidomicose
humana, sugerindo-se que o tatu tenha algum papel na ecologia do fungo.

UNITERMOS: Paracoccidioidomicose — Hamsters — Tatus (Dasypus novem-
cinctus) — Ecologia.

INTRODUGAO

Embora exista volumosa literatura sobre a
paracdccidioidomicose 811121317 quase nada se
-conhece da ecologia de Paracoccidioides brasi-
liensis no aimbiente silvestre. A reservérea+t da
doenga, ou drea geografica em que o homem

adquire a infecgio, é restrita as partes menos .

secas e menos frias da Regiao Neotropical 538.
No laboratorio, o fungo tem sido cultivado em
solos previamente esterilizados™ e em substra-
tos vegetais 1216 O isolamenito do fungo de amos-
tras de solo nio tem sido demonstrado repe-
tidamente 817 ¢ ainda se desconhece o habitat
exato da forma saprofita.

"GROSE & TRAMSITT Y referemi-se ao iso-

lamento de P, brasiliensis do contelido intesti-
nal de trés morcegos frugivoros-Artibeus litu-
ratus na Colémbia, porém este achado nio foi
repetido em outros levantamentos de morcegos
colombianos?, e experiéncias com morcegos
em cativeiro? sugerem que A. lifuratus prova-
velmente nao tenha papel na ecologia do fungo.

Outro registro de P. brasiliensis foi em um ma-
caco boliviano-Saimiri sciurens examinado na
América do Norte 10,

A importancia de mamiferos silvestres na
epidemiclogia da doenca nao foi comprovada,
¢ a fonfe de infeccio ao homem € desconhe-
cida, o que impede & aplicagio de medidas pre-
ventivas 317,

Existem poucas referéncias ao P. brasilien-
sis na Regiio Amaz0Onica 4615,

Neste frabalho, referimos o isolamenfo de
P. brasiliensis de tatus silvestres capturados na
darea da usina hidrelétrica de Tucurui, Estado
do Parid (Fig. 1).

MATERIAL E METODOS

Descricio da area

Tucurui se encontra no Rio Toecantins,
Estado do Pard, Brasil a aproximadamente

(1) Convénio INPA/ELETRONORTE, subprojeto Doencas Endémicas. Instibuto Nacional -de Pesquizas da Amazdnia.

Caixa Postal 478, 69.000 Manaus, AM, Brasil

{2} Departamento de Fatologia, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade do Amazonas Manaus
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Fig. 1 — Mapa localizando a regiic de Tucurui, drea de estudo.

de capturas dos tatus).

03°S, 50°W. A cobertura vegetal desta regido
inclui elementos das provincias floristicas do
Maranhio e Pard e consiste em floresta tropi-
cal 1imida, alta e densa, com extensas dreas de
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{Asteristicos indicam localidades

babacuais. Os tatus infectados foram captura-
dos perto de Repartimento, numa 4rea de flo-
resta alta de terra firme com extensas dreas de
vegetagiio secunddria e dreas abertas com ilhas
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de floresta. Os solos s80 dcidos e pobres em
nutrientes, representados principalmente por
podzdlicos vermelho-amarelos e latossolos argi-
losos. A drea de Repartimento consiste em
podzdlicos vermelho-amarelos de textura mé-
dia a argilosa, com areas de aliuvios decidos, po-
bres em nutrientes, nas baixadas. A tempera-
tura média mensal, em torno de 27°C varia
pouco durante o ano. A minima absoluts rara-
mente cai abaixo de 16°C e a mdxima absoluta
nunca ultrapassa 38C. Durante os tltimos 8
anos a umidade relativa do ar minima registra-
da foi 43%. A precipitacho anual, em torno de
2200 mm é distribuida irregularmente durante
0 ano, sendo 0s meses mais secos agosto e se-
tembro, guando a influéncia do anticiclone sub-
tropical do Atlantico estd no médximo.

A precipitacdo total durante o més mais
seco é geralmente menor que 30 mm. O tipo
climitico ¢, portanto, 1imido, com um grande
deficit no periodo julho a setembro (B, W, de
THORNTHWAITE)S,

A regifo é atravessada pela Rodovia Tran-
samazOnica, e colonos dos Estados do Mara-
nhao e do Nordeste Brasileiro constifuem parte
substancial da populacdo humena. A maioria
dos residentes mantém contato intimo com a
floresta diariamente.

Extensas dreas da regifo estdo sendo des-
matadas para agricultura e pecudria.

Material examinado

Cento e cinglienta e dois mamiferos de 21
espécies foram examinados num levantamento
dirigido para detectar hospedeiros silvestres de
Leishmania. As amostras de triturados de baco
¢ figado em salina isotdnica foram inoculados
por via intradérmica e intraperitoneal em hams-
ters {Mesocricetus auratus).

Amostras de tecido de animais recebidos
mortos foram triturados em salina contendo
5000 unidades de peniciling com 5,0 mg de es-
treptomicina por ml e incubados durante 2 a 4
horas a4 temiperatura de 4°C, antes de serem
inoculados. Tecidos de animais sacrificados
no laboratdrio foram preparados sem o uso de
antibidtico, segundo metodologia ji publicada 1.

Os hamsters foram mantidos sob observa-
¢do digria, e examinados até apresentarem le-

sPes cutdneas, quando morriam ou depois de
um periodo de 9 a 13 meses, 10§ casos que nio
havia sinal evidente de doenca.

Entre os animais examinados estavam 20
tatus — Dasypus novemcinctus L.

Isolamento de fungos

Amostras de visceras daqueles hamsters que
apresentavam infecgbes com parasitos leveduri-
formes, detectados ao exame microscépico de
esfregacos Irescos de tecidos, foram serneados
em meio de cultura, e incubados a 22-26°C. Os
meios empregados foram Sabouraud Dextrose
Agar BBL (Becton Dickinson & Co. Cockeys-
ville, U.S.A), pH 5,6 = 0,2; e Mycosel Agar BBL,
contendo ciclohexamida e cloranfenicol, pH
69 £ 02.

Amostras de culturas produzindo crescimen-
to de fungos foram examinados microscopica-
mente em glicerol, com iluminagao de contraste
de fase. Tecidos dos animais infectados e dos
hospedeiros originais foram fixados em formol-
salina 10% tamponada e cortes histoldgicos fo-
ram corados pelas técnicas de Hematoxiling-
Eosina e Grocott.

Inoculacio de culturas em animais

Culturas dos isolamentos com registro IM-
1718 e IM-1726 foram inoculados por via intra-
dérmica, intraperitoneal e tesiicular em hams-
ters, camundongos e cobaios (Cavia porcellus).
Posteriormente, observou-se gue a cultura de
IM-1718 utilizada estava contaminada com um
fungo saprofito semelhante ao género Maso-
niella Smith (=Scopwlariopsis).

RESULTADOS

Prevaléncia de P. brasiliensis nmos animais
silvestres

Paracoccidioides brasiliensis foi isolado de
hamsters inoculados com material de visce-
ras de quatro dos 152 animais silvestres exa-
minados, dentro de 13 meses a partir da
data de inoculagio. Todos os hospedeiros ori-
ginais eram da mesma espécie, Dasypus novem-
cincius indicando prevaléncia de 20% (4 em 20)
nessa populagio de tatus. Os dados hdsicos dos
isplamentos sdo resumidos na Tabela 1.
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TABELATI
Isplamento de Parscoccldioldes de Desypus novemecinetus
Capturados na regifo de Tucuruf, Parda, Julho 1583

Infeccio detectada
Registro  Seéx0 do tatu  no  hamster  (me- - LesRo
ses apds inocula-
ciaod
11 Visceral
IM-1706 M ina
13 Visceral
IM-1T18 Fermnining ] Visceral
4 Cutanea (*)
IN-1T26 Femininn T Visceral
IM-1737 Femining L] Visceral
f  Cuténea (*)
") As lesies coutineas se encontravem no local da ino-

culagho intradermal

Hamsters inoculados com material rico em
parasitos, obtido d= hamsters infectados, evo-
luiam para o éxito letal 1% — 5 meses apds o
indculo, sendo que as fémeas morriam mais
precocemente. A morte dos animais era pre-
cedida de caguexia e adinamia. Na fase termi-
nal havia hepatoesplenomegalia, linfoadenome-
galia, ascite com exsudato esbranquicado visco-
s0. O figado, baco, mesentério visceral e parie-
tal exibiam nddulos esbranquicados variando de
1 a 3 mm de diimetro, na superficie e no pa-
rénguima do orgio, a par de aderéncias mailti-
plas entre as visceras abdominais. O pulmio

B T

Histopatologia

Os tatus ndo apresentavam lesdes macros-
copicas evidencidveis. Encontrouse lesio ao
exame histopatoldgico do figado e bago de um
dos tatus, caracterizando-se por reacio infla-
matdria discreta nos espacos porta nio granulo-
matosa, constituida predominantemente por ma-
crofagos, linfécitos e plasmdcitos, meio a
estruturas parasitdrias esféricas medindo 20-30
gm com membrana refringente de duplo con-
torno, sem evidéncias de gemulacio (Fig. 2).

Os hamsters inoculados com material visce-
ral dos hospedeiros silvestres mostraram rigue-
za de estruturas esféricas de até 30 pm de dii-
metro quando examinados por microscopia do
material fresco das visceras ou lesdes cutiineas,
4 a 13 meses depois da inoculagio.

Pig. 2 — Corte histoldgico
de figado de Dasypus Bo-

macroligics discreta de per-
meio (HE, 200 X)

exibia pontilhado hemorrdgico difuso na pleu-
ra e no parénguima.

Nos indculos realizados no focinho e na pa-
ta (Fig. 3) observava-se lesio nodular sem al-
eceracio, hiperemiada, com rarefacio dos fa-

neroas,

Ao exame microscdpico, reacio granuloma-
tosa fol encontrada no figado, pulmio, bhago e
pele, constituida por macréfagos, linfdcitos, cé-
lulas epitelidides, plasmdcitos, raras células gi-
gantes de permeio e uma rigueza de estruturas
parasitdrias (Fig. 4), com membrana refringen-
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te cordvel pela impregnacio da prata metana-
mina, medindo de 15 a 30 ym, que se dividiam
por gemulacio simples ou miiltipla (Fig. 5), sem
evidéncias de exsudacio neutrofilica.

Cultara

Quando amostras de tecido ricas em para-
sitos foram semeadas em tubos com meio My-

Fig. 3 — Lesfo nodular gem

ulcersgio na pata de hams-

ter, de indeulo com cultura
de IM-1718

Fig. ¢ — Corte histoldgico

de figado de hamster rica-

mente parasitado  (Grocott,
400 K}

cosel e incubados a 2226°C, o crescimento ma-
croscopico do fungo era extremamente lento ou
ausente. Em Sabouraud-dextrose, as colonias do
fungo se desenvolviam em trés semanas apds
a semeadura de material de tecido de hamster,
a principio sob forma filamentosa, mas logo
depois adquirindo aspecto cerebriforme (Fig. 6.
A cor, branca no infcio, passava depols & creme
ou branco-acineentada. O crescimento era len-
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Fig & — Cultura cershriforme de IM-ITIR em
meio Sabouransd

e N

to, atingindo as colonias cerca de 15 em de fas [nas (< 1| pm de difmetro) e mais largas
didmetro apenas em dois meses. Ao exame (até 3 pm), de ramificagio irregular, e figuras
microscdpico das culturas (Fig. 7) notouse hi-  pseudomiceliais; clamidosporos intercalares a
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terminais, com até 20 ym de diametro, as mailo-
res com membrana de duplo contorno e célu-
las leveduriformes com gemulagio simples e,
as vezes, multipla.

Inoculacio de culturas em animais

Dois hamsters fémeas inoculados por via
intradérmica nas patas com uma cultura de IM-
1726 apresentavam-se moribundos apds um pe-
riodo de 5 meses. Tinham leades no local do
indeulo e todos os drglos estavam parasitados.
Outros hamsters machos e fémeas, e camun-
dongos machos, inoculados com © mMesmo ma-
terial por via intraperitoneal, encontravam-se
aparentemente sadios.

Dois hamsters fémeas inoculados por via
intradérmica com uma cultura (contaminada)
de IM-1718 apresentavam-se moribundos com
132 e 175 dias, com todos os drgios parasitados.
Outros hamsters machos e fémeas, e camundon-
gos, inoculados por via intraperitoneal com o
mesmo material, ndo apresentavam nenhum si-
nal evidente de doenga. O fungo foi reisolado
em cultura a partir dos tecidos destes dois
hamsters,

Dois cobalos incoculados por via testicular
com o mesmo material apresentavam exsudato
com figuras leveduriformes apds 5 a 10 dias,
desaparecendo apts 3 semanas. Sacrificados

Figi. 7 — Aspecto micros-
cdpico da culturs mostrada
na Fig. 6, corado ¢om lacto.
fencl de Amann (540 X}

apds 5 meses, 05 cobaips ni0 apresentavam
nenhuma alteracio macroscdpica nio se evi-
denciando parasitos em nenhum dos drgaos.

Inoculagio em camundongos

Camundongos sacrificados com 1 a 4 me-
ses apos de inpculacio intraperitoneal com 0,1
ml de material rico em parasitos obtido de
visceras de um hamster infectado com a amos-
tra IM-1706 encontravam-se aparentemente nor-
mais, ndo sendo constatada a presenca de pa-
rasitos ao exame de esfregaco de tecidos. O
tnice camundongo examinado apis 6 meses
de inoculagio com 0 mesmo material apresen-
tou nddulos peritoniais ricos em parasitos,

Criopreservacio e material de referéncia

Tecidos de hamsters parasitados com cada
urna das amostras encontram-se conservados no
Departamento de Patologia Tropical do INPA,
POT criopreservacio em nitrogénio liquido. Co-
mo controle da viabilidade do material preser-
vado, uma amostra do IM-1737 foi retirada do
nitrogénio depois de 225 dias de conservagio e
inoculada em hamsters. Todo: os hamsters
inoculados desenvolveram infeccles generaliza-
das com as caracteristicas acima descritas.

As quatro amostras (IM-1706, IM-1T18, IM-
1726, TM-1737) foram enviadas para estudo, ao
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Dr. Méario A. P. Moraes, Unuversidade de Brasi-

lia FS/MDC — Cx. P. 15-3051, 70910 — Brasi-
lia, DF, a quem deve ser dirigido qualquer pe-

dido do material infeccioso.
DISCUSSAO

A morfologia destes fungos, especialmente
das formas em “roda de leme” nos animais in-
~ fectados, e a patogenicidade em hamsters, nio
permite ouira diagnose senfo a de Paracocci-
digides brasiliensis (Splendore) Almeida, 1930. A

presenca de P. brasiliensis em 20% dos D. no-

vemcincius examinados sugere que este animal
possa -exercer um papel no ciclo natural do pa-
raslto

D. novemcinctus é a espécie mais cosmopo-.

lita do género, sendo presente desde o sudeste
da América do Norie até o Uruguai e Argen-
tina. no oeste da Cordilheira dos Andes. ¥ en-

contrado numa variedade de ambientes fitogeo--

graficos, ingluindo iloresta tropical vimida, cha-
‘co e caatinga?l. E ausente nas regifes mais
secas ou fnas como 0s desertos mexicanos, a
Patagénia e no'Chile. Nestas regides tampouca,
ha evidéncia de paracoteidioidomicose autdeto-
ne humana 812, BORELLI 5 sugeriu, entre outras
especulacdes 345 um habitat subterraneo com
temnperatura em torno de 20°C para P. brasi.
liensis. D), novemeincius habita tocas com até
46 metros de comprimerito 2! dentro dos quais
deve-se encontrar um microclima bem mais es-
tavet do que na superficie. Em algumas destas
tocas, D. novemcinctus constrdi ninhos amplos
de material vegetal. Estes ninhos sfo renova-
dos pericdicamente e o material descartado po-
de ser encontrado na superficie perto da en-
trada do buraco.. Talvez umsa pesquisa mico-
idgica deste material revelaria, finalmente, a
forma sapréfita de P. brasiliensis em a nature-
za. Se o hospedeire se infecta na procura de
alimentacdo, a fonte de infecgio, seriz mais di-
ficil de ser identificada. D. novemcinctus é oni-
voro, com uma dieta de mitidos ou “moles” que
exigern pouca forca de mastigagho. Cupins e
formigas s&o predominantes no conteida esto-
macal dos exemplares examinados na América
do Sul2i,

A descoberta do habitat de Histoplasma
capsulatum e Coccidioides immitis permitiu a
aplicacio de medidas praticas de profilaxia con-
tra as infecgGes hurnanas 20, Entretanto, a fal-
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ta de informacdes sobre reservatorios naturais
de P. brasiliensis tem sido um dos maiores obs-
tdculos impedindo o conhecimento da ecologia
da paracoccidividomicose 7, -

O vinculo entre P. brasiliensis no seu am-
biente natural e 0 homem atingzido por essa im-
portante doenga, ainda naoc estd esclarecido,
sendo indicadas, investigagbes sobre o papel
que o tatu possa eventualmenie desempenhar
na ecologia do fungo.

SUMMARY

Enzootic paracoccidicidomycosis in armadillos
(Dasypus novemcinctus) in Pard State, Brazil,

In spife of an extensive literature on para-
coccidioidomycosis, hardly anything is known
about the ecology of Paracoccidioides brasilien-
sis in nature. During 1983, 152 wild animals of
21 species were examined in a survey designed
to detect sylvatic hosts of Leishmania near Tu-
curui, a region of tropical rainforest with acid

_soils, in the State of Pard, northern Brazil.

Hamsters inoculated with saline suspensions of
liver and spieen from ¢ out of 20 Dasypus no-
vemcinetus developed generalized systemic in-
fections after 4 to 13 months, with abundant

spherieal parasitic structures up to 30 usm. in-

diameter, visible in umstained tissue smears.

‘Inoculation of this material into fresh hamsters.

produced lethal infections in within 1!Y; to 5
months, with gross pathological changes in
the viscera and abundant parasites characteris-
tic of P. brasiliensis in stained histologieal sec-
tions. Material from infected tissue grew .

‘slowly in Sabouraud Dextrose Agar, forming

light-coloured cerebriform colonies approxima-

" tely 1,5 em in diameter after 2 months at 22-26°C.

Culture material was inoculated intradermally,
intraperitoneally and intratesticularly into
hamsters, Iaboratory mice and guinea pigs, Ge-
neralized infections were detected after appro--
ximately 5 months in female hamsters that had
been inoculated intradermally. The fungus
was redsolated in culture from the infected
hamsters. Parasites were detected in histologi-
cal sections of the liver and spleen of the or}
ginal armadilios, but no gross signs of disease.
were noted in these animals.

D novemecinctus is widely. dlstnbu’ced in the
Neotropical Region but is absent from certain
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regions, such as Chile and Patagonia, where pa-
racoccidicidomycosis is unknown, The fossorial
habits of this armadillo may be relevant in the
light of previous suggestions that-the saprophy-
tic phase of P. brasiliensis inhabits a subterra-

nean environment, It is suggested that ‘D. ne-

vemeinctus may play a part in the ecology of
P. brasiliensis in nature.
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