ESTUDOS SOBRE RESERVATORIOS E VECTORES SILVESTRES DG

TRYPANOSOMA CRUZI. XXIV. VARIACAO DOS DADOS BIOME-

TRICOS OBTIDOS EM AMOSTRAS DO T.CRUZ! ISOLADAS DE CA-
SOS HUMANOS DA DOENCE DE CHAGAS ()
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Estudo biométrico 1e 10 umostras de Trypanosoma, cruzi isoladas de casos hu-
manos da doenca de CHAGAS, nove mantidas em camundongos brancos jovens
¢ uma mantida em ratos brancos jovens, mostrou o erxisténcia de grandes va-
riacbes amostrais. Assim os valores do comprimento total médio das diferentes
cmostras variaram enitre 16,3u e 21,8y, enquanto os valores do indice nuclear

médio oscilaram entre 0,93 e 1,52

Estes resultados ampliam os limites de variacées amostrais até agora obser-
vadas no T. cruzi, especialmente os que se referem ao indice nuclear médio.

INTRODUCAO

Embora os dados biométricos obtidos de
tripanossomos semelhantes ao T. cruzi, iso-
lados de animais, ndo sejam por si s6 su-
ficientes para g identificacdo daqueles tri-
panossomos como o agente etiologico da
doenca de Chagas, tais dados tém sido usa-
dos como elementos indispensaveis para
aquela identificacdo. Entre os dados bio-
métricos de malor importancia destaca-se,
além do comprimento total médio do para-
sita, o indice nuclear médio.

O estudo biométrico do T. cruzi foi ini-
ciado por Dias (7) e Dias & Freitas
(8). Além do comprimento do corpo e do
flagelo, aquéles autores calcularam o in-
dice PN/NA, isto é, a relagio entre a dis-
tancia que vai da extremidade posterior ao
meio do nucleo e a distancia entre ¢ meio
do nucleo e a extremidade anterior, rela-
¢do essa que define a posicio do nucleo em

um dado flagelado. FLOCH & cols. (14)
conceberam o0 indice nuclear médio que
pode ser definido como sendo o indice que
se obtem tomando a média das distancias
que vao da extremidade posterior ao meio
do nucleo, medidas sbébre diversos tripa-
nossomos de unifa dada amostra, e dividin-
do-a pela média das distancias que vao do
meio do nucleo & extremidade anterior,
medidas sébre os mesmos tripanossomos:

SPN
—_— n PN
indice nuclear médio, IN = ——— =
=NA =NA
n

Esses autores dao grande importancia ao
referido indice, o0 mesmo fazendo Zeledon
& Vieto (24) que concluem que a relativa
constancia do indice nuclear médio faz
com que éle seja, por si so, capaz de per-
mitir a distingdo segura entre duas espé-
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cies proximas de tripanossomos: o T. cruzi
e o T. vespertilionis.

Relativamente & obtencdo de medidas so-
bre os tripanossomos fixados e corados, va-
rios métodos tém sido usados pelos inves-
tigadores. Em todos éles as medidas sao
efetuadas sbbre desenhos; para a obten-

‘cao dos desenhos dois recursos tém sido

empregados: a camara lucida e a micro-
projecdo. Relativamente & obtencgdo das
medidas soébre os desenhos feitos, os mé-
todos diferem: em uns, como o adotado por
Bruce & cols. (4), usa-se um compasso
adequado; em outros, ccmo o usado por
Stephens & Fanthan (21) emprega-se uma
escala milimétrica; em outros, como o ado-
tado por Hegner (15), usa-se um cartéme-
tro ou “medidor de mapas”; em outros,
enfim, como o empregado por Dias & Frei-
tas (8) usa-se um curvimetro.

No curso de nossas investigac¢bes sObre
eventuais reservatorios silvestres do T.
cruzt temos notado variacdes, por vézes
grandes dos dados biométricos, em parti-
cular o comprimento total e o indice nu-
cleaxr médio, obtidos sd6bre amostras de:
tripanossomog isolados, nao apenas de hos-
pedeiros diferentes, mas também de exem-
plares diversos de uma determinada espé-
-cle de hospedeiro. Tal fato, j4 observado
por Floch & Lajudie (13) em amostras iso-
ladas de Didelphis marsupialis, foi ampla-
mente confirmado por Barreto & e cols.
(1) que, trabalhando com amostras pro-
venientes de D. azarae e D. aurita, obser-
varam variacoes do comprimento total mé-
dio entre 17,62 e 19,21 e oscilagdées do
indice nuclear médio entre 1,17 e 1,63. No
caso da L. crassicaudata observaram Bar-
retto & cols. (2) variacGes do comprimen-
to total médio entre 17,02 e 21,46, e oscila-
¢oes do indice nuclear médio entre 101 + e
1,44, :

Considerando tddas as amostras origina-
rias de animais por noés até agora estuda-
das, observamos variacées do comprimento
total médio enire 14,94, (Marmosa agilis)
e 21,80 (Dasyprocla azarae) e oscilacdes
do indice nuclear médio entre' 0,98 (Ako-
don arviculoides cursor) e 1,79 (Marmosa
agilis), como se verifica nos trabalhos de
Corréa & Barretto (6), Ferriolli & Barretto
(10, 11, 12), Barretto & cols. (1, 2), Car-
valheiro & Barreto (53, Soto & cols. (20)
e Sigueira & cols. (19).

Hoare (in Lainson, 16), reunindo dados
de literaturg soObre tripanossomos seme-
lhantes ao T. cruzi isolados de animais,
mostra que o comprimento total médio va-
ria entre 149; e 2434 € que o indice nu-
clear médio oscila entre 1,0 e 1.9.

Surge, eﬁtéo, a pergunta: haverd entre
amostras isoladas do homem variacoes
equivalentes, isto é, as variacdes das amos-
fras obtidas de animalis cairdo dentro dos
limites de variacfes das amostras isoladas
de casos humanos de doenca de Chagas?

Com referéncia ao comprimento total,
Wenyon (23) assinalava que éle oscila em
térno de 20 u, sendo porém, os limites de
variacdes pequenos. Dias (7) para uma
amostra humana refere variacoes do com-
primento entre 13,6x. e 20,6 com média
de 174y, enquanto Zeledén & Vieto (24),
estudando uma amostra isolada do Tria-

- toma dimidiata, observam variacio de com-

primento entre 17,54 e 254 com média de
21,5u.

Em trabalho relativamente recente Bren-
ner & Chiari (3) abordam o problema das
variacdées amostrais e, em quatro amos-
tras isoladas de casos humanos da doenca
de Chagas, verificaram que o comprimen-
to total médio variou entre 17,3 e 22,64.
Trés outras amostras isoladas de triato-
mineos domiciliados apresentaram compri-
mento total médio dentro dos limites aci-
ma apontados. Mais recentemente Hoare
(in Lainson, 16), reunindo dados proprios
e da literatura, mostra gue os limites ex-
tremos de variacio sdo 12,2x e 25,04, en-
quanto os comprimentos totais médios das
diferentes amostras variam entre 174, e
21,74«. Os dados obtidos por Lainson (16)
em trés amostras humanas caem dentro
désses limites.

Relativamente ao indice nuclear médio,
Dias (7) fixou-o em 1,6. Autores subse-
gientes, entre éles Flock & Ladjudie (13),
Dias e Torrico (9), Streber (21), Zeleddén
& Vieto (24), trabalhando com amostras
isoladag de casos humanos e de triatomi-
neos, obtém indices variando entre 1,4 e
1,6. Mais recentemente Hoare (in Lainson,
16) reunindo dados préprios e da litera-
tura, mostra que os indices variam entre
1,4 e 1,7. Por outro lado, Lainson (16), es-
tudando trés amostras humanas, obtem
indices de 1,80, 1,93 e 1,95.

Tendo tido a oportunidade de isolar di-
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versas amostras de T. cruzi a partir de ca-
sos humanos de infeccdo, e de estuda-las
detidamente sob o ponto de vista biométri-
tro, resolvemos dar a publicidade os re-
sultados obtidos.

MATERIAL E METODOS

AMOSTRAS DE T. CRUZI. As amos-
tras por nos estudadas foram assim con-
“seguidas:

1. Amostra Y. — Isolada por Silva e
Nussenzweig (18) através de xenodiagnos-
tico feito em caso agudo de doenca ‘de
Chagas observado em Marilia, SP; desde
seu isolamento em camundongos, vem sen-
do mantida nesses animais mediante su-
binoculagbes de sangue.

2. Amostra Prémio. — Isolada em ca-
mundongo,l por inoculacido de sangue, de
um caso agudo de infeccio chagasiea pro-
cedente de Uberaba, MG, em 1962,

3. Amostra LACS. — Isolada em 1963,
através de xenodiagnostico, de caso agudo
procedente de Jussara; GO;

4. Amostra EMR. — Isolada em 1964,
através de xencdiagnédstico de um caso
agudo procedente de Sao Paulo de Faria,
SP.

5. .Amostra JS. — Isolada em 1964, me-~
diante xenodiagnéstico de um caso agu-
do procedente de Santa Rita do Passa Qua-
tro, SP;

6. Amostra EASY.
- mediante xenodiagndstico de caso agudo
procedente de Barrinha, SP;

7. Amostra HMS. — Isolada em 1964,
mediante xenodiagnoéstico de caso agudo
procedente de Abadidnia, GO;

8. Amostra JBS. — Isolada em 1965,
~ mediante xenodiagnéstico de caso agudo
-procedente de Trés Fronteiras, SP;

9. Amostra AD. — Isolada em 1965,
mediante xenodiagnéstico de caso agudo
de infeccdo procedente de Inhumas, GO;
<10. Amostra CC. — Isolada em 1965,
mediante xenodiagnodstico de caso agudo
procedente de Firmindpolis, GO.

MANUTENCAQO DE AMOSTRAS. — To-
das as amostras, com uma Unica excecao,
uma vez isoladas em camundongos, foram
mantidag nesses animais através de repi-
ques sucessivos feitos mediante inocula-
¢do, por via _intraperitor\leal, de 0,2 ml de

— Isolada em 1964,

sangue citratado obtido por puncao car-
diaca de doadores infectados; a excecao é
constituida pela amostra LAOS, que se
mostrou patogénica para camundongos e
foi mantida em ratos albinos., usando-se a
mesma técnica para as subinoculacbes. Os
repiques foram feitos com intervalos de
duas ou trés semanas, exceto no caso da
amostra Y que, em virtude de sua grande
viruléncia para camundongos, foi repicada
com intervalos de uma semana.

BIOMETRIA, — Para 2 realizacio dos
estudos biométricos, valemo-nos de esfre-
gacos de sangue colhido de diferentes ani-
mais inoculados e em fases diversas da in-
feccdo; s6 excepcionalmente utilizamos es-
fregacos de sangue de um mesmo animal
colhido em dias diversos.

De cada amostra estudamos quatro a
seis preparacoes coradas pelos Giemsa, ob-
servando ao acaso 5 a 10 tripanossomos de
cada preparacdo, até perfazer um mini-
mo de 30 flagelados.

Para a obtencdo de desenhos valemo-nos
de um microseopio projetor Leitz ilumina-
do com lampada de merctric HBO-200. Os
flagelados projetados sébre papel branco
foram cuidadosamente desenhados com
lapis de ponta fina, delineando-se o con-
torno dos.parasitas, o ntcleo, o cinetoplas-
to, a membrana ondulante e o flagelo livre;
em cada caso uma escala milimétrica era
projetada e desenhada. De cada barasito
desenhado com aumento de 5.000-10.000
vézes, tomamos as medidas aconselhadas
por Dias & Freitas (8), usando para isso,
um curvimetro Rosenhain, cuja escala é
1:100.000. Toédas as operagbes foram fei-
tas sempre pela mesma pessoa.

RESULTADGS E DISCUSSAO

Em cada tripanossomo desenhado toma-
mos as seguintes medidas: a distdncia PN,
que vai da extremidade posterior ao meio
do nuclgo; a distancia NA, que vai do meio
do niucleo & extremidade anterior; o com-
primento do flagelo livre; o comprimento
total, representado pela soma'das trés me-
didas anteriores; a largura aoc nivel do nu-
cleo e o didmetro do cinetoplasto. Para
cada um calculamos ainda o indice nuclear,
IN, ou relacdo PN/NA.

No quadro I resumimos os resultados ob-



Quadro I. Variacoes das medidas de tripannssomos sanguicolas de camundongos experimentalmente infectados com amostras diversas iso-

. ladas de casos humanos da doenc¢a de Chagas.

T Amostra I , R T T T

~ stra \ 5 : ' g ' 8 | 1 ; B

! 24 | 0w = w ,
D ‘ = w w il : S | @} Q Q ,
| BT ’ B = N - B © 3
Medidas ' : ! | I |

Distancia Min, 5,8 4,0 5,0 3,8 6,1 4,6 5,2 4,8 5,6 6,0

PN Max. 12,0 8,2 8,5 9,0 10,2 8,6 8,9 8.4 91 12,6

Méd. 84 6,5 6,8 6,9 8,1 6,6 7,0 6,7 7,1 8.9

Distancia , Min. 5,6 3,2 3,1 40 3,7 2,8 2,9 41 43 41

NA Max. 12,4 8,2 7,1 9,0 7,4 72 8,3 10,0 10,4 9,0

Méd. 9,0 52 5,5 8,0 5,3 4.8 5,1 6,4 6,4 6,3

Comprimento do Min. 2,2 2,6 42 2,0 37 3.8 2,2 24 2.6 3,2

flagelo Max. 5,5 6,4 8,5 8,0 9,9 8,0 6,7 YN 7.0 10,9

Méd. 3,9 43 5,9 49 6.3 55 45 5,1 5,0 6,5

,

Comprimento total Min. 15,1 '12,0 15,0 12,8 15,4 13,2 ' 11,7 14,7 13,5 15,7

Max. 26,0 20,0 219 23,8 23,9 20,8 . 22,1 20,6 23,4 304

Méd. 213 16,3 18,3 17,8 19,7 , 16,9 16,6 « 18,1 18,6 21,8

Largura Min. 1,1 14 15 1,0. 1.6 “1,4 1,3 13 1,0 1,3

Max. 3,3 42 3,1 3,0 53 2,6 41 4.0 59 45

Méc. 2,3 ' 2,2 2,3 : 2,4 2,8 1,8 2,5 2.7 2.8 2,6

Diametro do Min. 0,5 0,8 0,8 04 0.5 0,6 0,7 0.7 0,8 0,8

cinetoplasto Max, 1,3 2.0 1.2 10 14 1,6 1,7 1.3 1.3 1.4

Méd. 1,1 1,2 0,9 0,7 1,0 1,2 1,1 1,0 0,9 10

fndice nuclear Min. 0,71 0,68 0,83 0,63 0,94 0,74 . 0,84 0,77 0.65 0.89

Max. 1,46 2,38 1,87 1,83 2,36 2,86 2,27 1,83 1,98 2,13

Méd. 0,93 1,24 1,22 1,14 1,52 1,37 1,39 1,06 1,11 1,39
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tidog sobre as 10 amostras estudadas, apre-
sentando os valéres minimo, maximo e mé-
dio das medidas tomadas.

Deixando de parte as demais medidas
que oferecem menor interésse, analisemos
o comprimento total e o indice nyclear.

No conjunto das amostras estudadas o
comprimento total variou entre 11,7, va-
lor minimo observado na amostra HMS, e
30,44, valor maximo observado na amostra
LAOS. Dentro de uma dada amostra o
comprimento total variou entre limites
bem amplos, sendo a maior amplitude de
variacio aquela observada na amostra
LAOS. O comprimento total médio variou
entre 16 3y, observado na amostra EMR, e
21,8u verificado na amostra LAOS.

As variacdes individuais do comprimento
total por noés observadas ampliam, assim, a
faixa estabelecida por Hoare (in Lainson,
16) . Quanto as variacdes das médias amos-
trais, elas coincidem, em linhas gerais, com
os verificados por Brenner & Chiari (3) e
por Hoare (in Lainson, 16) . Releva notar
que a nossa média minima, é um pouco in-
ferior as anotadas pelos autores citados.
Por outro lado a nossa média maxima é
um pouco inferfor & verificada por Bren-
ner & Chiari (3) para a amostra Y, isto é,
22,6u. Vale acentuar que para esta mesma
amostra obtivemos a média de 21,3z. Nao
temos elementos para saber se essa dife-
renca € significativa. Todavia merece re-
gistro o fato de se observarem diferencas
em uma dada amostra quando se usam mé-
todos diversos na obtencdo de desenhos

(cdmara clara ou microprojetor), gquando .

se medem flagelados em fases diversas de
infeccdo etc. Isto para ndo falar em erros
do operador. Dai a necessidade de padro-
nizacdo das condicGes de trabalho, como
assinalam muito bem Dias & Freita$ (8).

Com o intuito de testar a homogeneida-
de das médias populacionais dos compri-

mentos totais do corpo dos tripanossomos
procedemos a uma analise de variancia
(Quadro II) .

O resultado obtido, (FF = 90,92), signifi-
cativo ao nivel de 0,01, conduz-nos a rejei-
¢ao da hipétese de homogeneidade do con-
junto de médias populacionais.

Este fato € muito sugestivo em se tra-
tando de amostras de procedéncia huma-
na, o que niao dia margem para davidas
quanto & identidade dos tripanossomos es-
tudados.

Tendo sido nossas amostras estudadas
em condi¢des sensivelmente homogéneas
nao se esperava obter resultado significati-
vo. Tal fato nos leva a admitir que a me-
todologia empregada nao tem o poder, que
muitas vézes lhe é atribuido, de, por si so,
bastar para caracterizar uma espécie de
tripanossomo. Assim, os valores freqiiente-
mente citados na literatura para o com-
primento total do T. cruzi nido tém, a nos-
so ver, a generalidade que alguns lhes que-
rem conferir.

O exame do quadro I revela que, no con-
junto das amostras estudadas, o indice nu-
clear variou entre 0,65, valor minimo ob-
tido na amostra CC, e 2,38, valor maximo
ohservado na amostra EMR. Dentro de
uma determinada amostra o indice nuclear
variou entre limites bem amplos, sendo a
maior amplitude de variacio observado ha
Amostra Prémio. G indice nuciear meédio
oscilou entre 0,93, valor registrado para as
amostras Y, e 1,52, obtido para a amostra
JBS.

O valor do indice muclear médio cai den-
tro dos limiteg de variacdo citados por
, Hoare (in Lainson, 16), isto é 14 a 1,7,
apenas no caso da amostra JBS; todos os
outros exibem indices nucleares médios
com valores inferiores ao limite minimo
acima, _citado. Por outro lado, o valor ma-
ximo por noés observado é muito inferior

Quadro II. Analise de variancia do ccmprimento total de tripanossomos procedentes de
diversas amostras ‘isoladas de casos humancs da doenca ce Chagas.

Variacao G. L. ) S. Q. Q. M. }
Entre amostras ............ 9 3232,15 359,13 ’ F = 90,92
Dentro de amostras ........ 352 1389,62 3,95
TOTAL . . ................ 361 462177
o |




6 Rev. Soc. Bras. Med. Trop.

. Vol. I — N° 1

0,93

Y ~ +

EMR] -

127

JS :

22

EASY ' W14

1,52

JBS|. - . ',

-

137 .

PREMIO

1,38

HMS

AD

CC '

LAOS

050

Grafico I

ao dos indices verificados por Lainson (16).
Tanto o numerador (PN) quanto o de-

nominador (NA) do indice nuclear médio
podem ser considerados normalmente dis-~
tribuidos. Ja o mesmo nao pode ser dito

para a relacio entre ambos (IN). Acres-
ce que, sendo constante em cada tripanos-
somo a soma PN mais NA (igual ao com-
primento total do corpo), sera obrigatorio
considerar a sua covariancia ao se estabe-

lecerem o0s intervalos de confianca para IN.
Utilizando um procedimento proposto por

Lima Filho & Campos (17) estabelecemos
os intervalos de confianca (95%) dos indi-
ces nucleares médios das amostras estu-
dadas (Quadro III e Grafico 1) .

Como no caso do comprimento total, tam-
bém para o indice nuclear médio os limites
freqilentemente citados na literatura nao
possuem a generalidade que se imagina.

No tocante aos indices nucleares médios.
nossas amostras humanas, se assemelham
as isoladas de mamiferos silvestres, em
particular aquelas obtidas de gambis e
cuicas por Barreto & cols. (1,2).
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Nossos dados, por outro lado, nao con-
firmam a hipétese de Zeledon & Vieto (24)
segundo a qual haveria uma correlag¢fo en-
tre o valor do indice nuclear e a viruléncia
da amostra; a adaptac2o de uma amostra a
dado hospedeiro seria acompanhada de
uma diminuicdo de agressividade e da mi-
gracdo do nuacleo para a parte posterior,
resultando dai uma diminuicao do indice

Quadro III.

nuclear médio. Acontece, porém, que, das
nossas amostras, a que € dotada de maior
agressividade para camundongos € preci-
samente a amostra Y que apresenta o me-
rnor valor do indice nuclear. Em contrapo-
sicdo a amostra LAOS, que ndo infecta ca-
mundongos, apresenta indice nuclear com
valor dos mais elevados entre os obtidos
por nos.

indices nucleares médios e

seus intervalos de confianca (95%) de tri-
panossomos sanguicolas de camundongos
experimentalmente infectados com amos-
tras diversas isoladas de casos humanos

da doenca de Chagas.

AMOSTRA IN
v 0,93
EMR 1,27
Js ! 1,22
EASY - 1,14
JBS 1,52
PREMIO 1,37
HMS N 1,38
AD 1,04
ceC 1,11
LAOS 1,39

i

LIMITES

Inferior | Superior

n,59 1,27
0,62 1,92
0,83 161
' 066 1,62
. 093 211
0,56 218
0,73 2,03
0,60 1,48
0.52 1,70
0,87 1,91

SUMMARY

A biometric study of len strains of T. cruzi isolated from human cases of
Chagas'disease showed a great deal of strain variation. Thus the values of the
mean total lenght of different strains varied from 163«, to 21,84 while the
values of the mean nuclear index varied from 0,93 to 1,52.

These resuits, svecially those on the mean nuclear index, indicale thal the
limits of strain variations in T. cruzi are wider than those previously observed.

’
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