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SEQUENCIA DOS ESTUDOS
SOBRE A PRODUCAO EXPERIMENTAL DE
MEGASSINDROMES EM CAMUNDONGOS

Vania A. Soares, Mauricio P. Gama, Nelson J. Alvarenga e Philip D. Marsden

A capacidade de produgdo de megassindrome de trés cepas de Trypanosoma
cruzi de diferentes origens foram examinadas usando-se técnicas previamente des-
critas. Uma correlacdo significante foi encontrada entre volume e peso do estomago
através de autdpsia e a drea correspondente a silhueta de bdrio do orgdo. Todas as
trés cepas causam dilatacdo significante da drea do estéomago, apos prolongada infec-
¢do em camundongos quando comparados com o0 grupo controle nio infectado.
Todavia, o modelo de comportamento da cepa (MEGA ), previamente estudada, po-
de ter sido alterada pela reciclagem em camundongos nos laboratorios.

Palavras chaves: Doenca de Chagas. Megassindrome experimental.

Recentemente demonstrou-se que cepas de
Trypanosoma cruzi, isoladas de pacientes apre-
sentando megaesofago, puderam produzir megaes-
tobmago em camundongos apds cerca de 1 ano de
infeccdo' . Megaestdmago pode ser detectado em
animais vivos por contraste de bdrio, sendo que
ndo se detectou ocorréncia de megaesdfago ou me-
gacdlon nos animais infectados, nem mesmo pela
autopsia, embora estes animais apresentassem uma
sensivel demora de tempo no trdnsito intestinal,
quando comparados com animais normais.

No sentido de estender essas observagdes, in-
vestigou-se a capacidade de produgdo de “Megas”
a partir de cepas de diferentes origens, bem como
seu comportamento em comparagdo com uma das
cepas utilizadas no trabalho citado acima.

Foram feitas observagBes sobre a acuidade
do método de medida do perfil radiografico do es-
tomago como medida alternativa e valida do volu-
me deste mesmo 6rgdo.

MATERIAL E METODOS

Cepas utilizadas: Mega B — isolada de um
paciente proveniente da Bahia apresentando mega-
esofago Grau III. Esta cepa sabidamente produziu
megaestdbmago em camundongos cronicos apds 1
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ano de infec¢ao; K — isolada de um exemplar adul-
to de Panstrongylus megistus doméstico capturado
em Catoliandia, Bahia; Unai — isolada de um caso
agudo da Doen¢a de Chagas, proveniente de Unai,
Minas Gerais. Todas as cepas tém sido mantidas
em laboratérios por passagens ciclicas em camun-
dongos, e até o momento de sua utilizagdo apre-
sentavam o seguinte nimero de passagens: Mega B,
2; K, 14 e Unai 7. O desenvolvimento do experi-
mento foi semelhante aquele descrito em trabalho
anterior (Marsden et al, 1979); lotes de 50 camun-
dongos fémeas jovens, tipo sui¢o n® 40, foram ino-
culadas com um nuimero conhecido de tripomasti-
gotas sangiiineos de cada cepa de 7. cruzi. Sendo:
Mega B, 7.800 formas; Cepa K, 9.100 formas e
Cepa Unai 26.000 formas. Os camundongos que
ndo apresentaram parasitemia patente em exames
de gota de sangue aos 14, 21 ¢ 28 dias foram ex-
cluidos. Alvarenga ¢ Marsden (1975) demonstra-
ram que 95% dos animais inoculados apresenta-
vam-se positivos dentro deste periodo. Aqueles
positivos para cepa Unai foram autopsiados aos
267 dias e os infectados pelas cepas “K” e “Mega
B” aos 427 dias de infec¢ao assim como um grupo
de 50 camundongos ndo infectados mantidos em
condi¢des semelhantes (grupo controle). Obser-
vou-se durante o experimento, uma mortalidade
de 40%, tanto nos grupos infectados (K, Mega e
Unai) quanto nos controles. Dois dias antes da
autopsia a ragdo foi retirada e somente 24 horas
antes foi dada aos animais uma mistura de ragdo
e bdrio. Os camundongos anestesiados eram radio-
grafados (Marsden et al, 1979). Em seguida os per-
fis dos estdmagos eram desenhados em papéis
padronizados que eram pesados. Na autépsia fo-
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ram tomadas as dimensdes das vdrias partes do in-
testino e estdmago, sendo esse Ultimo pesado em
balang¢a Sartorius (0,01 mg); em seguida imerso
em uma proveta graduada em 0,1 cm?®, com dguae
seu volume foi medido pelo deslocamento do li-
quido. Fragmentos do estdomago, jun¢do esofageal,
intestino delgado e grosso, cora¢do e musculo es-
quelético foram fixados em formol a 10% para
exame anatomo-patolégico.

A andlise estatistica dos dados consistiu na
determinagdo do grau de dependéncia entre o peso
do perfil e o volume do estdomago. O coeficiente
de Pearson foi utilizado, testando-se, também, para
cada valor obtido, a hipétese de nulidade. Para as

correlagdo foram calculadas as equagdes de regres-
sdo, utilizando-se a varidvel peso do perfil como
dependente. Nos casos em que o coeficiente de
correlagao foi maior de 0,50, utilizou-se a equagdo
de regressdo para, com base na varidvel dependen-
te, estimar-se o valor das varidveis independentes
(volume e peso do estdmago).

Testou-se, ainda, através da andlise de varian-
cia, a hipétese de igualdade das médias. Nos casos
em que o teste (TESTE “F”) indicou diferenca,
identificou-se esta diferenga através do teste de
Duncan (1). Todos os testes foram realizados a

um nivel de significincia de ¢ = 0,05 (p <

varidveis que apresentaram maior coeficiente de 0,05).
RESULTADOS
Tabela 1 — Estudo du Correlagdo entre as varidveis PP-Peso do Perfil, PE-Peso do Estémago, VE-Volume do
Estomago.
Valores do Coeficiente de Correlagdo
Controle (N =13} Unai (N = 16)
PP PE VE PP PE VE
PP 1 0.6176 04873 1 0.7486 0.7630
PE 1 0.9676 1 0.9077
VE 1 1
K (N=13) Mega (N=11)
PP PE VE PP PE VE
pp 1 0.6856 0.7336 1 0.2893 0.0222
PE 1 0.8899 1 0.7646
VE 1 1

O teste da hip6tese de nulidade do coeficien-
te de correlagdo foi rejeitado em quase todos casos
com exce¢do do grupo MEGA onde os valores de
1= 0.2893 e r = 0.0222 tiveram aceita a hipitese
de nulidade respectivamente com P> 0.194¢ P >
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01479. Podemos concluir que, neste grupo, hd
independéncia entre o volume do estdomago (VE) e
o peso do perfil (PP)e este com o peso do estébma-
go (PE).
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Tabela 2 — Comparacio entre as médias observadas para os diversos grupos. Andlise da Varidncia.

Peso do Perfil Peso Estémago Vol. Estémago Tamanho
Grupo
Meédia Desvio Meédia Desvio Média Desvio Amostra
Padrio Padrio FPadrido
Controle 0,059 0,015 1,005 0,307 1,062 0,343 13
Unaf 0,105 0,029 1,509 0,356 2,725 0,800 16
K 0,097 0,018 0,282 0,528 2,318 0,876 11
Mega 0,097 0,024 1,317 0,432 2,123 0,855 11
F =10,5259 F=3,7316 F=12,52244

O resultado da andlise da varidncia eviden-
ciou que hd diferenga significante entre as médias

das varidveis calculadas para cada um dos grupos.

Para localizagdo da diferenca entre as médias
utilizou-se o teste de Duncan, cujos resultados sdo

apresentados abaixo:

Tabela 3 — Volume do Estéomago — Contrastes — Teste de Duncan

Meédias Unai K Mega Controle
Médias 2,725 2,318 2,123 1,062
Controle 1,062 1,633** 1,256%* 1,061%* -
Mega 2,123 0,602 0,195 — -
K 2,318 0,407 - — -
Unaf 7,725 — - — —

Todas as médias foram iguais entre os gru-
pos: Unai, K e MEGA, obtendo-se diferenca de ca-

da uma das médias quando comparadas com o

grupo controle.

Tabela 4 — Peso do Estomago — Contrastes — Teste de Duncan

Médias Unai K Mega Controle
Meédias 1,509 1,317 1,282 1,005
Controle 1,005 0,504 ** 0,312%=* 0,272%* —
K 1,282 0,227 0,035 — -
Mega 1,317 0,192 - — -
Unaf 0,509 — — — -

Com excegdo da constatacdo de diferenca
entre o grupo controle e os grupos Unai e Mega,

nas demais comparagBes foi aceita a
entre as médias.

igualdade
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Tabela 5 — Peso do Perfil — Contrastes — Teste de Duncan

Meédias Unai K Mega Controle
Médias 0,105 0,097 0,097 0,059
Controle 0,059 0,046** 0,038** 0,038** -
Mega 0,097 0,008 - - —
K 0,097 0,008 - — -
Unai 0,105 - — — —
Todas as médias foram iguais, entre os gru-
pos: Unai, K e MEGA, obtendo-se a diferenga
quando testada contra o grupo controle.
Retas de regressao
Tabela 6 — Peso do Perfil como fungdo do Volume do Estémago
PP=f(VE)
Coef. de DF. graus de
Grupo Equacoes determi- F Conclusdo liberdade
na¢do
Controle PP =0,0292 +0,02958VE 0,38183 6,79455 H4 regressdo (1,11
Unaf PP =0,01205 + 0,06146VE 0,56046 17,85144 H4 regressao (1,14)
K PP =0,06588 +0,2392 VE 047004 7,98253 Hd regressdo (1,9)
Mega PP =0,7648 +0,01579VE 0,08372 0,82231 N hd regressao (1,9
Retas de regressdo
Tabela 7 — Peso do Perfil como fungdo do Peso do Estémago
PP=f(PE)
Coef. de DF graus de
Grupo Equacoes determi- F Conclusdo Liberdade
nagdo
Controle PP =0,03736 +0,0208PE  0,23746 342542 N h4 regressio (1,11)
Unai PP =0,02876 + 0,0279PE  0,58224 19,51205 Ha regressao (1,14)
K PP =0,06076 + 0,1544PE  0,53864 10,49996 H4 regressdo (1,9
Mega — — — — —_

A andlise do coeficiente de determinagdo
mostra que, para a relagdo PP = f (VE), somente
o grupo Unai apresenta um grau de explicagdo
suficientemente alto para permitir a utilizagdo do
modelo regressivo. Para a relagdo PP = f (PE) o
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grau de explicagdo foi alto para as cepas Unai e
K. Nestes trés casos é possivel a utilizacdo das
equagles para, dado o peso do perfil, estimar-se
o volume e peso do estdmago.
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ESTIMATIVA DO VOLUME
DO ESTOMAGO ATRAVES DO
PESO DO PERFIL

Grupo Unai

A equag@o para estimar-se o VE seri:

PP - 0,01205
0,06146

ESTIMATIVA DO PESO
DO ESTOMAGO ATRAVES DO
PESO DO PERFIL

Cepas Unai e K

As equagdes s3o respectivamente:

PP - 0,02876 ,
PE = para Unai
0,0279
PP - 0,06076
PE = —— paraK
0,1544
DISCUSSAO

Em trés dos quatro grupos estudados foi rea-
lizado o teste de nulidade para o coeficiente de
correlagdo de Pearson. No caso da cepa Mega B a
correlagdo foi nula, possivelmente por ser a amos-
tra pequena; eventualmente, aumentando-se o ta-
manho da amostra a hipdtese de nulidade serd
rejeitada.

Os estudos de Regressio mostraram-se vili-
dos no caso das cepas K e Unai. Quanto aos estu-
dos comparativos das 3 medidas nos 4 grupos de
camundongos (3 infectados com 7. cruzi) houve
uma diferenga significante para a varidvel volume
do estdmago quando comparada com o grupo con-
trole. Isto foi vdlido para o volume e o peso do
perfil do estdmago. As diferengas ndo foram tio
claras no caso da medida direta do peso do esto-
mago, mas nesse caso entra um novo fator, o bdrio
residual presente no 6rgdo, que pode explicar o
resultado obtido.

A pouca diferenga observada no volume dos
estomagos dos roedores nas cepas Unai e Mega
B, a diferenca do tempo de incubagio assim co-
mo a diferenga de origens, sugerem que serd dificil
demonstrar por este modelo uma diferenca clara
na capacidade das cepas em produzir megas.

Além disso, a cepa Mega B ndo mostrou os
mesmos resultados do experimento anterior
(Marsden et al, 1979), o que poderia ser explicado
pela perda da capacidade de produzir dilatagdo no
estdmago através de repicagens sucessivas. Serd
importante, portanto, o uso de cepas recém-isola-
das e um nimero adequado de camundongos iso-
génicos nas proximas séries de experiéncias, onde
serdo comparadas diretamente cepas com capaci-
dade de produzir cardiopatias e megas no homem.

O estudo da capacidade de produgdo de me-
ga nas 3 cepas de T. cruzi, de origens diferentes,
mostrou que todas causam dilatagdo significante
no estdbmago de camundongos depois de incuba-
¢do prolongada neste hospedeiro, embora megaes-
tdmago marcante nio tenha sido demonstrado co-
mo em trabalho anterior, para uma cepa (Mega),
utilizando-se a mesma técnica. A anilise estatisti-
ca (Regressio Linear) mostrou haver diferenca
significativa nos resultados desta cepa em relagdo
as demais.

SUMMARY

The mega-producing capacity of three
strains of Trypanosoma cruzi of widely different
origins was examined using techniques previously
described. A significant correlation was found for
two of the strains between the volume and weight of
the stomach at autopsy and measurement of the
area of a barium silhouette of this organ.

All three strains caused significant stomach
dilatation after prolonged infection in the mice
when compare with a control uninfected group.
However the behavior of a strain (mega) previous-
ly studied in this model had altered, possibly as a
result of repeated mice passage in the laboratory.

Key words: Chagas’ disease. Experimental
megasyndrome.
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