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RESUMO

Este estudo teve por objetivo produzir subsidios numéricos para auxiliar a caracteriza¢ao das formas
tripomastigotas de Tiypanosoma cruzi quanto as suas dimensdes, em razdo da dificuldade para
classifica-las apenas por seu fendtipo morfologico observado na visualizagdo microscopica. Foi
realizado, entdo, um estudo experimental em 150 formas tripomastigotas, obtidas de cinco cepas de
T. cruzi recentemente isoladas, aplicando-se um tratamento estatistico e matematico. Os resultados
mostraram que existe forte correlagdo entre as variaveis comprimento (C) e largura (L), sendo
possivel definir intervalos para agrupé-las segundo o coeficiente C/L. Assim, as formas pequenas
apresentaram C/L menor ou igual a 7,06, as médias apresentaram C/L maior que 7,06 e menor que
8,12 e as grandes apresentaram C/L maior ou igual a 8,12.

DESCRITORES: Doenga de Chagas. Trypanosoma cruzi. Tripomastigotas.
Morfometria.

INTRODUCAO

Desde a descriggo do protozoario Trypanosoma cruzi em 1909, por Carlos
Chagas, as variagdes das caracteristicas morfologicas da forma tripomastigota
do parasito chamaram a atengdo de varios pesquisadores (3, 5, 6, 16, 17). Assim,
pesquisas foram realizadas com a intengdo de diferenciar esse flagelado das outras
espécies do género (3, 17).

A aplicagdo de métodos estatisticos com essa finalidade iniciou-se com
trabalhos de Pearson (12, 13), que utilizou o teste qui-quadrado para demonstrar que
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formas tripomastigotas morfologicamente diferentes pertenciam a mesma cepa. Em
seguida, Hoare e Broom (8) utilizaram a diferenga entre as médias aritméticas de duas
distribui¢des de freqiiéncia, em relagdo ao erro padrdo da diferenga entre as médias
e o qui-quadrado com nivel de significancia de 0,01, para comparac@o biométrica
entre duas espécies de Tiypanosoma. Concluiram que a aplicagdo desses métodos no
comprimento do corpo foi satisfatoria para diferenciar as espécies estudadas.

Em 1943, Dias e Freitas Filho (6), utilizando os mesmos testes estatisticos
de Hoare ¢ Broom (8), observaram que apenas as medidas do comprimento total ndo
eram satisfatorias para caracterizar as formas tripomastigotas de diferentes cepas
de T. cruzi. Por isso, os pesquisadores aplicaram esses testes estatisticos sobre o
calculo do “indice nuclear médio”, encontrando resultados muito animadores para
caracterizar morfologicamente o parasito.

Embora muitos trabalhos sobre as variacdes morfologicas do 7. cruzi
deixem claro que a morfometria constitui um importante método na caracterizagao
biologica das cepas, ainda ndo foi estabelecido consenso sobre a relacdo do
polimorfismo dos tripomastigotas sanguineos com a parasitemia ou a patogenia.
Isso se deve, provavelmente, a falta de padroniza¢do de equipamentos, técnicas
utilizadas ¢ formas de observagdo, como referido por Ferrioli Filho et al. (7).
Conseqiientemente, ficam apenas as observagdes pessoais dos pesquisadores que
as analisaram.

Portanto, a intencdo deste estudo experimental ¢ fornecer subsidios
numéricos, por meio da aplicagdo de métodos estatisticos ¢ matematicos em dois
parametros morfométricos — comprimento e largura—, para o estudo morfologico das
formas tripomastigotas sanguineas e a caracterizagao biologica de cepas de T cruzi.

MATERIAL E METODOS
Cepas de Trypanosoma cruzi

Foram estudados tripomastigotas sanguineos de cinco cepas de T cruzi
recentemente isoladas de triatomineos silvestres, Triatoma rubrovaria, do estado do
Rio Grande do Sul, assim denominadas: QJ1, QJ3, QM1, QM2 ¢ QB1 (11).

Analise morfométrica

Para cada cepa, lotes de trés camundongos Swiss foram previamente
infectados e mantidos em biotério, conforme as resolugdes do COBEA (15). Assim,
para a confecc¢do das laminas, estabeleceu-se o 15° dia pos-infeccgo, ou seja, o
inicio do pico da parasitemia, segundo estudos de Martins (11). Para cada cepa
foram confeccionadas cinco laminas de esfregaco e de gota espessa, coradas pelos
métodos de Giemsa, segundo Rosenfeld e Giemsa, respectivamente, as quais foram
observadas em microscopio Optico Leica Leitz DMRXE, com objetiva de imersdo
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(100 x) e ocular 10x. Neste microscopio estava acoplada uma filmadora Leica
DC 100, pela qual foi realizada a captura das formas. A mensuragdo foi realizada
em micrometros por um analisador de imagem computadorizado Leica Qwin,
utilizando o software Leica Lida (Image Database and Archive System).

Célculo da amostra

Para calcular o tamanho da amostra, realizou-se um estudo piloto com 30
formas tripomastigotas (seis formas de cada cepa), admitindo-se um erro relativo
de até 4% diante da média da relagdo C/L, com grau de confianga de 95%. A partir
desses dados, da média e desvio padrdo de C/L obtidos no estudo piloto, a amostra
minima para a realiza¢do deste trabalho foi calculada em 146 formas. Desse modo,
foram capturadas aleatoriamente 150 formas.

Parametros mensurados

De cada uma das 150 formas tripomastigotas, foram mensurados o
comprimento (C) e a largura do corpo (L), criando-se uma variavel C/L. Para aceitar
a hipdtese de normalidade da variavel C/L, foi utilizado o teste de Shapiro-Wilks,
obtendo-se p > 0,10. Essas formas foram, entdo, ordenadas segundo a variavel C/L
e, em seguida, divididas em trés grupos, cada grupo reuniu um terco das formas
analisadas, ou seja, 50 formas. Assim, o primeiro terco compreendeu as formas
pequenas; o segundo terco, as formas médias e o terceiro tergo, as formas grandes.

Analise estatistica

Os parametros avaliados foram analisados pelos seguintes métodos:
analise de regressdo, teste qui-quadrado, teste de Shapiro-Walkis, correlagdo de
Pearson ¢ analise descritiva. Por este ultimo foram estudados aspectos como: média,
desvio padrdo, percentis, minimo ¢ maximo. Os Softwares utilizados foram Minitab
13 e SPSS 12.

RESULTADOS

Os valores relativos a média, desvio padrdo, minimo e maximo, utilizados
para a realizacdo da estatistica descritiva das 150 formas tripomastigotas de 7. cruzi
estudadas, podem ser observados na Tabela 1.

Ao utilizar a correlagdo de Pearson, pode-se observar que, entre as
variaveis largura, comprimento e C/L, existe uma correlagdo linear de Pearson
razoavel, cujos valores estdo expressos na Tabela 2.

A Tabela 2 demonstra que existe uma razoavel correlagdo linear de
Pearson inversa entre as variaveis largura e C/L.
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Tabela 1. Valores de média, desvio padrdo, minimo e maximo das varidveis
largura, comprimento e C/L em 150 formas tripomastigotas de T. cruzi

mensuradas
Variavel Meédia Desvio Padrao Minimo Maximo
Largura(um) 1,76 0,28 1,17 2,76
Compr(pum) * 13,20 1,66 9,25 17,38
C/L 7,65 1,22 4,69 11,58

* comprimento do corpo

Tabela 2. Coeficiente da correlagdo de Pearson entre as variaveis largura,
comprimento e C/L de 150 formas tripomastigotas

Variaveis Correlagao de Pearson
Largura vs Comprimento 0,359
Largura vs C/L -0,680
Comprimento vs C/L 0,412

Assim, com base nessa andlise descritiva, foram classificadas como
pequenas as formas tripomastigotas que apresentaram coeficiente C/L compreendido
dentro do primeiro tergo, ou seja, abaixo do percentil 33, com C/L <7,06. As formas
meédias foram aquelas compreendidas dentro do segundo terco, entre os percentis
33 e 66, apresentando o coeficiente C/L no seguinte intervalo: 7,06 <C/L<8,12. As
formas grandes estdo compreendidas dentro do terceiro ter¢o, com percentil acima
de 66, e apresentaram o coeficiente C/L > 8,12, conforme demonstra a Tabela 3.

Tabela 3. Valores de média, desvio-padrio (DP), minimo e maximo das 150
formas tripomastigotas, classificadas como pequenas (P), médias (M) e
grandes (G), de acordo com o coeficiente C/L

Largura (um) Comprimento (um) C/L
P M G P M G P M G
Média 1,99 1,71 1,57 12,51 13,06 14,03 6,34 7,63 8,99
DP 0,27 0,19 0,21 1,39 1,51 1,71 0,58 0,29 0,71
Minimo 1,50 1,22 1,17 9,97 9,25 9,98 4,69 7,07 8,12
Maximo 2,76 2,08 2,02 1559 15,65 17,38 7,06 8,06 11,58

DP = Desvio-Padrdo, P= pequena, M= média, G= grande

A correlagdo de Pearson entre as variaveis largura e comprimento esta
demonstrada na Tabela 4, analisada dentro da classificagdo proposta para as 150
formas tripomastigotas de 7. cruzi estudadas.
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Tabela 4. Resultado do coeficiente da correlagdo de Pearson, Equacdo da Reta
de Regressdo de Largura versus Comprimento e Coeficiente Angular
aplicada nas formas classificadas como pequenas, médias e grandes

Classificagdo Corr Pearson Equagao Coef. Angular
Pequena 0,669 Compr = 5,64 + 3,46 Largura 3,46
Média 0,944 Compr = 0,41 + 7,39 Largura 7,39
Grande 0,845 Compr = 3,22 + 6,89 Largura 6,89

O resultado da analise estatistica aplicada nas 150 formas tripomastigotas
pode ser observado na Tabela 5. A aplicacdo do teste qui-quadrado mostra que as
cinco cepas ndo tém as mesmas caracteristicas morfologicas (x> = 19; p=0,015).

Tabela 5. Classificagdo das 150 formas tripomastigotas em pequenas, médias e
grandes, isoladas das cinco cepas de T. cruzi segundo o coeficiente C/L

Classificagdo

Cepa — Total
Pequena Média Grande

QJ1 10 8 12 30
QJ3 7 13 10 30
QM1 4 10 16 30
QM2 16 7 7 30
QBI 13 12 5 30
Total 50 50 50 150
¥*=19,p=0,015

A Figura 1 mostra trés formas tripomastigotas (A, B e C) que possuem
larguras aproximadamente iguais (A= 1,99um; B= 1,98um; C= 2,01um), mas
variam no comprimento do corpo (A= 11,04pum; B= 14,99um; C= 17,01um),
sendo classificadas como pequenas, médias e grandes, respectivamente, segundo o
coeficiente C/L (A= 5,54, B="7,57; C= 8,46).

Figura 1. Formas tripomastigotas classificadas como pequenas (A), médias (B)
e grandes (C), segundo o coeficiente C/L, mensuradas em objetiva de
imersdo (100X) e coradas pelo método de Giemsa, segundo Rosenfeld.
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DISCUSSAO

Embora varios autores (1, 2, 3, 5, 6, 7) tenham utilizado o aspecto
morfoldgico observado nas diferentes cepas de 7. cruzi como mais um elemento para
a sua caracteriza¢do, ndo foram estabelecidos valores numéricos que determinem
intervalos para classificar as formas tripomastigotas sanguineas.

A aplicagdo de um tratamento estatistico ¢ matematico em 150 formas
tripomastigotas que haviam sido estudadas por Martins, em 2005(11), mostrou
que existe relacdo entre as variaveis largura e comprimento do corpo, sendo
possivel a criagdo de uma variavel C/L, que permite corrigir eventuais distor¢des na
mensuragdo das formas tripomastigotas e classifica-las, segundo o coeficiente C/L,
em pequenas, médias e grandes.

O estudo estatistico dessas 150 formas tripomastigotas revelou ser fraca
a correlagdo de Pearson entre as variaveis largura e comprimento. No entanto,
quando essas variaveis sdo comparadas com as classificagdes propostas, encontra-se
uma forte correlag@o linear de Pearson (Tabela 4). Essa constatagdo mostra que
a classificagdo em pequena, média e grande, com base no coeficiente C/L, tem
um carater distintivo mais adequado e pratico do que comparar a largura e o
comprimento separadamente.

Analisando a classificacdo e os achados da Analise de Regressdo
(Tabela 4), tendo como parametro o coeficiente angular das Retas Ajustadas da
Andlise de Regressao, observa-se que, ao estudar as formas pequenas, médias e
grandes, o comprimento aumentou de forma mais significativa do que a largura,
pois os coeficientes angulares sdo maiores que 1. Ou seja, as formas pequenas
tém, comparativamente, um comprimento menor e uma largura maior do que
as formas grandes, sendo este o eixo norteador para a classificagdo a que se
propde este estudo.

Martins, em 2005 (11), ao observar formas tripomastigotas de cinco
cepas de T. cruzi recentemente isoladas, notou que aquelas que apresentavam
larguras semelhantes, mas com variagdo no comprimento do corpo, induziam
dividas na classificagdo em larga, intermediaria e delgada. Essa constatacdo pode
ser comprovada na Figura 1, na qual as trés formas tripomastigotas possuem
praticamente a mesma largura, ou seja, A= 1,99um; B= 1,98um; C= 2,01um, mas
de acordo com o coeficiente C/L sdo classificadas em pequenas (A), médias (B) e
grandes (C), em virtude do comprimento do corpo.

A analise microscopica das cepas QJ1, QJ3, QM1, QM2 ¢ QB1, estudadas
por Martins em 2005 (11), ndo mostrou um mesmo padrdo morfoldgico, o que foi
confirmado pelo estudo estatistico. Foram encontradas cepas QM1 e QJ1 com
predominio de formas grandes; QJ3, com predominio de médias; QB1 mostrou
formas médias e pequenas ¢ em QM2 houve predominio de formas pequenas,
apesar de todas terem sido isoladas de uma mesma localidade do estado do Rio
Grande do Sul. Neste trabalho ndo foram encontradas cepas com predominio de
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formas extremamente largas, como as observadas por Brener e Chiari, em 1963 (5),
e Schlemper Jr. etal., em 1986 (14), quando estudaram cepas da regido sul do Brasil,
isoladas no Rio Grande do Sul e em Santa Catarina, respectivamente.

Os estudos de Belda Neto (4) e Martinez (10) ndo relacionaram os dados
biométricos dos tripomastigotas sanguineos com a patogenia de diversas cepas de
T. cruzi isoladas de casos humanos e de triatomineos silvestres, respectivamente, da
mesma forma que ndo foi possivel relacionar os resultados deste trabalho com o de
Martins (11), que realizou estudo histopatologico com as mesmas cepas usadas na
referida pesquisa. Segundo Martins (11), as cinco cepas mostraram-se patogénicas em
animais de laboratdrio, revelando processo inflamatdrio em figado, musculo cardiaco
e esquelético durante a fase aguda e também em colon na fase cronica (11).

Para Macedo et al. (9), a diversidade morfologica das formas sanguineas
sdo fendmenos epigenéticos, o que corrobora a publicacdo de Schlemper Jr. et al.
(14), segundo a qual a morfologia € uma caracteristica intrinseca do parasito.

Portanto, o coeficiente C/L revela-se um promissor parametro distintivo
das formas tripomastigotas de 7' cruzi, podendo ser utilizado como método na
caracterizagdo biologica de cepas do parasito.

ABSTRACT

Morphologycal study about Tiypanosoma cruzi Chagas, 1909 (Kinetoplastidae,
Trypanosomatidae) bloodstream trypomastigotes

The objective of this work was to set up numerical parameters to help in
the characterization of Trypanosoma cruzi tripomastigotes based on their
dimensions, considering the difficulty to characterize T° cruzi tripomastigotes by
its morphological phenotype on microscopic visualization. Therefore, a statistic
analysis was performed on the length and width of 150 tripomastigote forms of five
T cruzi strains recently isolated. The results showed a strong correlation between
length (C) and width (L) variables and three different groups were defined according
to the coefficient C/L. Thus the smallest forms exhibited C/L less than or equal to
7.06; medium forms presented a C/L interval between 7.06 and 8.12 and the largest
forms showed a C/L equal to or higher than 8.12.

KEY WORDS: Chagas’ disease. Trypanosoma cruzi. Tripomastigotes.
Morphological study.
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