ESTUDO DOS CARACTERES DE UMA AMOSTRA BOLIVIANA DE
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Amostra de T. cruzi, mediante a inoculacdo em camundongos brancos
jovens, foi isolada de fezes de eremplares de T. infestans capturados em Viti-
chi, Bolivia e denominada amostra Bolivia.

Essa amostra, que se comporta de um modo peculiar em reagdes de
aglutinagdo, segundo Siqueira, Ribeiro e Fernandes, em 1973, mostrou-se pa-
togénica para camundongos, infectando 100% dos animais inoculados, quer
com formas metaciclicas de triatomineos, quer com formas sanguicolas de doa-
dores com infeccdo aguda. As formas sanguicolas, em camundongos, medem
2337 ude comprimento total médio e tem indice nuclear de 0,94. Nos camun-
dongos mortos durante a fase aguda os ninhos de leishmdnias sGo abundantes,
sobretudo no coragdo. A infeccdo dos camundongos é grave com curto periodo
prepatente, parasitemia elevada e alta taxa de letalidade. A amosira Bolivia
confere, aos animais que sobrevivem, alto grau de resisténcia contra reinfeccdo
pela amostra Y. Cultiva-se bem em meios liquidos (Warren) e difdsicos (NNN)

e evolui regularmente em vdrias espécies de triatomineos testadas.

INTRODUCAO

Estudando as relagdes antigénicas de
algumas amostras de T. cruzi mediante a
reacao de aglutinacdo, Siqueira, Ribeiro e
Pernandes (7) verificaram um comporta-
mento peculiar de uma amostra isolada
de exemplares de T. infestans capturados
na localidade de Vitichi, Bolivia, amostra
essa que foi denominada Bolivia.

Essa amostra deu reagao de aglutina-
¢ao positiva com o antisoro homologo, mas
reagiu negativamente com antisoros he-
terologos. Por outro lado, outras amostras
estudadas nao deram reacoes positivas com
0 soro imune anti-Bolivia.

Diante disso, sugeriu-nos o Dr. Astol-
pho Ferraz de Siqueira que estudassemos
os caracteres morfolégicos e bioldgicos da

amostra Bolivia, usando os critérios aceitos
por Barretto (2) como elementos de iden-
tificacdo do T. cruzi.

MATERIAL E METODOS

Apé6s o isolamento, a amostra Bolivia
foi mantida em camundongos brancos com
22 dias de idade, mediante inocula¢ao in-
traperitoneal de sangue de doadores com
infeccdo aguda. Os repiques foram feitos
com 10 dias de intervalo.

Os métodos usados para o estudo da
morfologia, biologia e patogenicidade da
amostra foram aqueles descritos por Al-
buquerque e Barretto (1), e, por isso, dei-
xamos de entrar em majores detalhes a
respeito.
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RESULTADOS E DISCUSSAQO

Morfologia dos tripanossomos sanguico-
las. — Os tripanossomos observados ao
acaso em esfregacos de sangue de camun-
dongos, embora de aspecto um pouco va-
riavel, tém os caracteres gerais do T. cruzi,
isto é, comprimento moderado, cinetoplas-
to volumoso, arredondado ou ovoide e sub-
terminal, ntcleo com posi¢do subeentral,
membrana ondulante delicada e com pou-
cas ondulacdoes e flagelo relativamente
curto.

Entre esses tripanossomos houve nitida
predominidncia de formas em C largas.
Raramente foram vistas formas longas e
delgadas, mas nunca tado longas quanto as
observadas por Ferriolli, Barretto e Carva-
lheiro (4) na amostra Y de origem huma-
na ou por Funayama e Barretto (5) na
amostra isolada do morcego, Desmodus ra-
tundus rotundus; com freqiiéncia observa-
ram-se formas largas como as vistas por
Funayama e Barretto (6) na amostra iso-
lada do simio, Alouatia caraya.

Nas figs. 1-30 apresentamos desenhos
de tripanossomos obtidos de imagens pro-
jetadas por um microprojetor Leitz. Os
resultados das medidas, tomadas com cur-
vimetro sobre esses desenhos, sio sumaria-
dos no Quadro I.

Esses resultados, principalmente o com-
primento total médio e o indice nuclear,
caem dentro dos limites de variacao obser-

vados por Ferriolli, Barretto e Carvalheiro
(4) e por Belda Neto (3) em amostras de
T. cruzi isoladas de casos humanos da
doenca de Chagas.

Morfologia das formas tissulares. —
Examinando cortes de tecidos e orgaos de
camundongos experimentalmente infecta-
dos e mortos durante a fase aguda da in-
feccdo, encontramos muitos ninhos de
leishménias principalmente no coracao.
Tais formas observadas possuem morfolo-
gia e dimensoes das leishmanias do T'. cruzi.

Infeccdo em animais de laboratério. —
A amostra em estudo mostrou-se patogé-
nica para camundongos jovens brancos,
inoculados por via peritoneal com sangue
de doadores com infeccdo aguda.

Para o estudo do comportamento de in-
feccdo destinamos um total de 30 camun-
dongos, dentre os inoculados no 19, 3° e 69
repiques. Os caracteres gerais da infeccéo
sdo apresentados em resumo no Quadro II

O exame desse quadro mostra que o pe-

. riodo pré-patente variou de 2 a 5 dias,

com meédia de 4,06 dias. A parasitemia va-
riou muito, mesmo nos animais de um
mesmo lote, os niveis parasitarios maxi-
mos aiingidos tendo oscilado entre 1148 e
27160 flagelados por mms3 de sangue. Tais
valores mostram que a parasitemia foi
elevada, tendo ultrapassado o nivel de
10 000 parasitas por mms3 de sangue em

QUADRO I. Resultados da micrometria em tripanossomos sanguicolas de
camundongos infectados com a amostra-Bolivia de T. cruzi.

Dimensao

Comprimento do flagelo
Distancia N.A

Distancia P.N
Comprimento
Comprimento Total
Largura do Corpo
Diametro do Cinetoplasma
Indice Nuclear PN/NA

Medidas em micras

Minima Maxima Média
4.0 12,0 6,57
6,0 12,0 8,10
6,0 11,0 8,69
14,0 20,0 16,80
19,1 26,3 23,37
1,5 5,5 2,89
0,8 1,2 0,94
2,07
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Quadro II. Caracteres da infeccio de camundongos pela amostra-Bolivia de

T. cruzi.

No Perio- | Parasitemia maxima | puracio da

do do pre- fase aguda Observagoes
animal Ppatente No/mms? Dia em dias

(dias)

CI-1 5 15.960 219 — Morreu no 259 dia
CI-2 5 25.865 280 30 Sobreviveu
CI-3 5 27.160 240 —_ Morreu no 349 dia
CI-4 5 8.540 199 28 Sobreviveu
CI-5 5 17.570 190 28 Sobreviveu
CI-6 5 22.190 219 — Morreu no 259 dia
CI-7 5 12.950 2490 — Morreu no 259 dia
CI-8 5 5.513 189 21 Sobreviveu
CI-9 5 13.650 249 28 Sobreviveu
CI-10 5 9.016 179 — Morreu no 189 dia
CIII-1 5 15.064 129 —_ Morreu no 24° dia
CIII-2 5 21.364 129 29 Sobreviveu
CIII-3 5 25.830 190 32 Sobreviveu
CIIT-4 5 20.030 339 32 Sobreviveu
CIII-5 5 14.280 199 — Morreu no 24° dia
CIII-6 5 24.360 199 22 Sobreviveu
CIII-7 5 1.148 179 22 Sobreviveu
CIII-8 5 24.920 199 — Morreu no 259 dia
CIII-9 5 24.486 269 34 Sobreviveu
CIII-10 5 10.500 | 199 — Morreu no 25° dia
CVI-1 2 11.760 169 — Morreu no 18° dia
CVI-2 2 18.942 169 — Morreu no 18?9 dia
CVI-3 9 13.874 140 — Morreu no 229 dia
CVi-4 2 5.257 120 — Morreu no 13° dia
CVI-5 5 5.460 149 —_— Morreu no 229 dia
CVI-6 2 6.118 | 199 — Morreu no 22° dia
CVI-7 2 18.536 |  16° — Morreu no 22° dia
CVI-8 2 9.688 149 —_ Morreu no 209 dia
CVI-9 2 9.058 140 — Morreu no 189 dia
CVI-10 5 11.928 169 — Morreu no 229 dia

70% dos camundongos. Os niveis parasi-
tarios maximos foram atingidos entre o
129 e 339 dias ap6s a inoculacéo.

Dos camundongos inoculados, apenas
onze conseguiram superar a fase aguda
e passaram para a fase crénica; nos de-
mais a morte sobreveio quando os animais
exibiam parasitas mais ou menos numero-
s0s no sangue Dperiférico. Vale acentuar
que em alguns casos o dia da morte coin-
cidiu com o da parasitemia maxima. Em
outros animais a morte ocorreu quando a

parasitemia ja se achava em declinio. No
grafico I apresentamos, além da curva pa-
rasitémica de um animal cuja infecgéio
evoluiu para a cronicidade, outros trés
tipos de curvas observadas.

Os niveis parasitarios relativamente al-
tos, aliados & precocidade de parasitemia
maxima e a elevada taxa de letalidade, in-
dicam que a amostra ora em estudos é
muito virulenta para o camundongo.

Infectividade para triatomineos. — Pro-
curando verificar a susceptibilidade de



Figs. 1 — 30. Desenhos de fripanossomos sanguicolas de caniunddnéos inoculados com a amostra -
: Bolivia de T. cruzi. - Ly .
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triatomineos empregamos ninfas de quin-
to estagio de P. megistus, T. vitticeps, T
sordida € R prolixus. Esses triatomineos,
em nimero de 120, foram- distribuidos em
lotes equivalentes e alimentados em. ca-
mundongos com- infec¢cdo aguda. Os resul-
tados: da pesquisa da- infec¢do,: feita apds
30 dias depois no -conteudo do -intestino

Tipos de curvas parasitémicas observadas em camundongos infectados com a amostra
Bolivia do . T. cruzi.

posterior obtido por disseccao, sdo suma-
riados no Quadro III.
Esses resultados indicam que, das espé-

cies testadas, a- que se mostrou mais sus-
ceptivel f01 0 .P. megzstus

Pro'vas de protegao — Para a reahza—
cao da-prova de-protecio -usamos camun-
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Figs. 31-33. Microfotos de T. cruzi de camundongos inoculados com a amos-
tra, Bolivia: flgs. 31 e 32 — tripanossomos sanguicolas (1200x);

fig. 33 — Ninho de lelshmanlas no coracdo (610x).
Quadro III. Infectividade de triatomideos pela amostra
Bolivia de T. cruzi.
Exemplares positivos
. Exemplares
Espécie alimentados )
Numero %
P. megistus 30 18 66,6 %
R. prolixus 30 19 63,3%
T. sordida 30 17 56,6%
T. wvitticeps 30 16 53,3%

dongos com infecgdo cronica e estes foram
inoculados intraperitonealmente com 0,5 ml
de sangue de outros camundongos com in-
feccdo aguda pela amostra ¥. Como teste-
munha tomamos 9 camundongos limpos,
com idade e peso equivalentes aos dos do
lote anterior, camundongos esses que re-
ceberam o mesmo indculo pela mesma via.
O exame dos animais que sobreviveram a
uma, infeccdo pela amostra Bolivia e foram
reinoculados pela amostra Y mostrou que
todos permaneceram negativos, enquanto

que os camundongos testemunhas apresen-
tram infeccdo grave.

CONCLUSAO

Os caracteres morfolégicos e biologicos
do tripanossomo ora estudado, aliados aos
resultados das provas de protecdo, levam-
-nos a identificar esse flagelado como T.
cruzi, a despeito do comportamento anti-
génico peculiar, assinalado por Siqueira,
Ribeiro e Fernandes (7).
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SUMMARY

A strain of T. cruzi was isolated in baby white mice from feaces of speci-
mens of Triatoma infestans captured at Vitichi, Bolivia.

This strain, which behaves in a peculiar way in aglutination tests,
according to Siqueira, Ribeiro and Fernandes (1973), is highly pathogenic
for mice, infecting one hundred per cent of the animals inoculated either
with metacyclic trypanosomes from triatomines or with blood from donors
with acute infections. Blood trypanosomes in mice have a mean total lenght
of 23.37 n and a mean nuclear index of 0,94. In mice killed during the acule
fase of the infection leishmanial forms are abundant, specially in the heart.
The infection in mice is severe with short prepatent period, high parasitemia
and high mortality rate. Mice recovered from an infection by the Bolivian
strain have a high resistance against reinfection by the Y strain of T. cruzi.
The Bolivia-strain is easily cultivated in monophasic and diphasic media and
infects regularly several species of triatomines tested.
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