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Infroducéao

-~

O Schizotrypanum cruzi é o agente etioldgico da doenca de Chagas ou
tripanosomose americana, infeccao humana grandemente espalhada na Amé-
rica do Sul e existente na América Central e no México, cujos transmissores
sdo Hemipteros da familia Reduviidae. Mamiferos de diferentes ordens
(carnivoros, desdentados, roedores, marsupiais, quirépteros, primatas, e ou-
tros) teem sido encontrados naturalmente infectados por parasitos do género
Schizotrypanum, sobretudo no Novo Mundo, mas também em muitas outras
regides do globo. Os insetos transmissores, de que ha varias dezenas de es-
pécies conhecidas, contam com um representantes universal, o Triatoma ru-
brofasciata, ja reconhecido em varios lugares como hospedeiro de flagelados.
No hcmem a doenca de Chagas nio foi encontrada sendo nas Américas.

A questio da unidade ou pluralidade das espécies do género Schizofry-
panum, cuja importancia etiolégica e epidemiolégica é desnecessario enca-
recer, impde-se a simples consideracio da multiplicidade e universalidade
dos hospedeiros vertebrados e invertebrados de tal género. E a dificuldade de
sua solucdo sobressdi mesmo & apreciacdo superficial das propriedades
comuns e esses protozoarios: o aspecto morfologico geral das formas de
tripanosoma; o processo de multiplicacdo intracelular sob a forma de leishma-
nia; a transmissibilidade ubiquitaria por hemipteros e outros invertebrados
sugadores; o ciclo evolutivo e 0 mecanismo de transmissio contaminativa
pelas formas metaciclicas do intestino posterior; a facilidade do cultivo in
vitro e a analogia da evolugao cultural; e a diversidade ou semelhanca do

* Recebido para publicacio a 21 de maio e dado a publicidade em junho de 1943.
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comportamento em relacao aos animais de experiéncia, levado em conta seu
discutido valor como elemento de diferenciagdo especifica, constituem cir-

. -

cunstancias suficientes para deixar entrever a complexidade do problema, ja

uma vez qualificado de “exasperante’’.

Até o presente, a guestdo tem sido mais investigada é a da identidade
entre o S. cruzi e certos hemoflagelados parasitos de morcégos. Com rela-
cio aos esquizotripanos de outros animais, ela ainda nio foi abordada de
modo aprofundado, sendo admitido como o proprio S. cruzi os parasitos de
uma série de mamiferos silvestres e domésticos. Em nenhum caso foi o pro-
blema investigado adeqiiadamente do ponto de vista puramente morfolégico.

Num trabalho anterior, Dias (1936), acompanhando a opiniao geral-
mente adotada pelos autores, considerou todos os Schizotrypanum de mor-
cegos como pertencentes a uma unica espécie, Schizotrypanum vespertilionis
(Battaglia), a falta de elementos que possibilitassem a distingdo entre diver-
sas espécies. Ainda mais, em vista das afinidades bioldgicas entre o S. cruzi
e o S. vespertilionis, e de acordo com os conhecimentos entao disponiveis,
julgou também impossivel caracterizar com precisdo estas duas espeécies
(Dias 1936, pag. 76 e 83), tendendo porisso ao unicismo. Propés, entdo, a
criacio de um “grupo’ comportando todos eésses hemoflagelados: "O gé-
nero Schizotrypanum comporta parasitos de numerosas espécies de mami-
feros e invertebrados que, posta de lado a questdo da unidade ou pluralidade
das espécies, formam um grupo natural bastante caracteristico, 0 grupo uves-

pertilionis, de distribuicdo geogratica universal . ..

Perseverando na investigacado do problema, decidimes aprofundar o es-
tudo da morfologia das formas sanguicolas dos esquizotripanos, aplicando
métodos biométricos a exemplo do que fiseram outros autores para alguns
tripanosomas (Pearson 1914, Hoare & Broom 1938, 1939). E o fisemos
sob a inspiracdo da autorizada adverténcia de Pearson, tdo perlteitamente
aplicavel ao caso em aprego: ... the time has now come when without trai-
ned statistical aid, but little further progress will be made in a very important

and urgent matter’” (Pearson 1914, pag. 143) .

Com o presente trabalho damos inicio a -publicagdo dos resultados das
pesquisas que vimos realizando desde 1938, ocupando-se um de nds, sobre-
tudo, com a obtencdo de amostras de parasitos, das respectivas mensuragoes
e eventual estudo experimental, o outro com a parte estatistica propriamente
dita. Por mais de uma vez estivemos a ponto de publicar a respeito um tra-
balho de conjunto. Resolvemos, porém, supendé-lo, movidos pelo empenho
em conseguir maior nimero de dados sobre a matéria; foi possivel, assim,
aprofundar mais os estudos e fugir a algumas conclusdes prematuras.
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Contando, atualmente, com alguns milhares de tripanosomas medidos,
oriundos de amostras de Schizotrypanum de variada procedéncia, principia-
mos neste momento a publicacdo parcelada do estudo biométrico dessas amos-
tras, agrupando-as segundo suas caracteristicas morfoldgicas principais e
segundo sua origem. Ao contrario do inicialmente planejado, nio nos limi-
taremos apenas ao estudo do ‘chamado “indice nuclear’, mas deixaremos
consignadas tédas as medidas obtidas de cada amostra e de cada’ grupo,
mesmo quando elas ndo sejam objeto de imediata analise estatistica: assim.
em qualquer tempo poderdo ser tteis como térmo.de comparacio. para: tra-
balhos ulteriores, ou mesmo poderdo servir de base para investigacdes bio-
métricas adicionais por parte deé outros pesquisadores.

Referéncias a algumas das conclusdes e a dados pertencentes a série de
publicacses - que ora encetamos encontram-se incidentalmente em trabalhos
anteriores de um de nés com diversos colaboradores (Dias 1940; Pifano &
Dias 1940; Dias & Pifano 1941, 1942; Dias, Melo, Costa, Damasceno & Aze-
védo 1942; Dias & Torrico 1943), bem como em trabalho extrangeiro a cujos
autores confidmos material e-esclarecimentos sébre o assunto (Floch, La-

judie & Abonnenc, 1942) .

Material e técnica

- Toméamos por ob;eto nas presentes investiga¢des, unicamente as formas
de trlpanosoma sanguicolas, de Schizotrypanum. Tratadmos, portanto, de obter
esfregagos de sangue de vertebrados natural e experimentalmente infectados,
de preferéncia com intenso parasitismo, pcr amostras de procedéncia a mais
variada possivel tanto quanto ao hospedeiro como quanto a localidade de
origem. Em geral eram laminas fixadas a séco pelo alcocl etilico absoluto e
coradas pelo Giemsa ou outra variante do Romanowhky. Trabalhamos tam-
bém com gotas espessas, porem, excepcionamente. | |

Nosso material padrdo foi o fornecido por amostras ("strains’’) man-
tidas no laboratério, de genealogia conhecida desde a origem, que eram
medidas de tempos a tempos para verificacio da constincia ou da variabili-
dade das caracteristicas biométricas. Alqumas vezes utilizamo-nos de  antigo
material nosso, sobre o qual possuimos informag¢des mais ou menos completas,
e oufras vezes servimo-nos de laminas recebidas de outros pesquisadores,
também nas mesmas condi¢des. Ao decorrer dos préximos trabalhos serdo
dadas com a devida minticia as informacgdes indispensaveis de que dispomos
a respeito de cada uma das amostras estudadas.

E' de grande importancia a consignacio de dados referentes a proce-
déncia da amostra, ao hospedeiro em cujo sangue éla é medida (espécie,
tempo de infeccdo), ao nimero de parasitos, assim como a de outros infor-
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mes que poderdo parecer supérfluos, mas cuja anotagdo permitira pelo menos
o inicio da reiiniao de dados que poderdo ser tuteis, ou mesmo essencials, na
interpretacio dos resultados da analise estatistica, sejam éstes concordantes
ou divergentes, verificados na compara¢do de medidas tomadas de deter-
minada raca de parasito sob diferentes circunstancias. E, se por um lado a
apreciacdo dessas circunstincias podera nado esclarecer desde logo as causas
de uma variabilidade morfolégica constatatada, por outro lado podera servir
como indicacdo para experiéncias tendentes a mostrar a natureza dessas
causas, pela modificacio adequada de supostos ou provaveis fatores de va-
riabilidade e analise dos resultados produzidos: “Until we have such quan-
titative measure no hypothesis of sameness or difference can flow from sta-
tistical treatment; noboby as yet knows how much to attribute to environment,
how much to attribute to individuality of strain” (Pearson 1914, pag. 101).

Estatisticamente falando, constitue para nés uma amostra (sample”)
cada série de medidas tomadas de determinado niimero de tripanosomas do
sangue de um mesmo hospedeiro e no mesmo dia de infec¢do. Assim sendo
encontramos desde logo um obstaculo a realizagdo, em condi¢des Stimas, de
nossas pesquisas, devido ao fato conhecido de que em geral nas infecgdes
por Schizotrypanum o parasitismo sanguineo é escasso. No homem, esta
reqgra sofre rarissimas excecdoes. No animal, mesmo quando se trata ragas
de Schizotrypanum virulentas, quando se verifica uma infecgdo intensa ela
geralmente decai rapidamente, escasseando mais e mais os parasitos até pra-
ticamente desaparecerem da circulagdo; torna-se, portanto, quasi sempre di-
ficil mesmo nestes casos favoraveis, o estudo de amostras provenientes de
um mesmo hospedeiro e obtidas a intervalos suficientemente longcs para ve-
rificacao de suas possiveis variacdes.

Por outro lado, as predilecdes de cada raca exigem determinados hospe-
deiros para provocar ricas infec¢des, o que restringe as possibilidades de inves-
tigacdes biométrica em variadas espécies animais. Devido a pobreza das in-
feccdes, na maioria das amostras de Schizotrypanum que mantemos no la-
boratdrio ndo é possivel a tomada de (“samples”) em tédas as passagens,
sendo preciso esperar as vezes longo tempo até que se apresente ensejo para
fazé-lo em boas condicdes. Temos varios exemplos de esquizotripanos cujo
estudo s6 poude ser feito depois de varias passagens, e de outros que até
agora nunca estiveram a ponto de ser investigados por s6 produzirem infec-
cOes inaparentes, ou quasi.

Para poder aproveitar a maior parte das laminas disponiveis, nas quais
as vezes tripanosomas sd eram encontrados apds prolongadas buscas, tive-
mos que nos limitar a medir um numero relativamente muito pequeno de pa-
rasitos; em geral 50, algumas vezes menos, outras vezes mais, Tal é, porém,
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a amostra ( sample’) no sentido estrito que definimos. Grupos de amostras
idénticas ou proximas serdao constituidos que, como veremos, chegam a com-
por-se por varias centenas e mesmo mais de um milhar de parasitos, o que
de certo modo compensa o reduzido numero dos individuos de cada amostra
de per si.

L

Para a obtencdo das medidas os tripanosomas sido desenhados a camara
clara, a um aumento aproximado de 1.500 vezes. Marca-se o contorno do
parasito, o flagelo, o ntcleo e o blefaroplasto. Com o fim de evitar téda e
qualquer selecdo, a lamina deve ser percorrida metddicamente e os flagelados
sao marcados a medida que surgem no campo microscépico, desde que este-
jam integros e nao apresentem deformacdes. A @ésse respeito covem notar
que os esfregacos nio devem ser muito delgados, do contrario dilacera-se
ou deforma-se a maioria dos tripancsomas.

Na realizacdo desta parte do trabalho cuiddmos em que as condicdes
variassem o menos possivel. Assim, todos os parasitos fcram marcados por
um tinico desenhista que usou sempre o mesmo microscépio, a mesma com-
binacdo de lentes e a mesma camara clara, desenhando sempre a altura da
mesa e a uma distancia constante do pé da estativa. Para controle do au-
mento para cada série de tripanosomas figura no desenho uma escala micro-
métrica. INa obtencido das medidas foi sempre empregado o mesmo curvi-
metro (Curvimétre a cadran et & manche H. C.), manejando-o sempre o
mesmo cperador (D.). Desde ja queremos deixar consignados nossos agra-
decimentos e a expressdo sincera de nossa admiragao ao Sr. Anténio Pugas,
do Instituto Osvaldo Cruz, a quem devemos a execucao meticulosa e paciente

dos desenhos de milhares de tripanosomas.

De cada parasito desenhado sio tomadas as medidas desejadas, per-
correndo-se com a roda dentada do curvimetro, mantido em posi¢cao vertical,
o corpo do tripanosoma pela linha mediana, comecando na extremidade pos-
terior e terminando na ponta do flagelo. As leituras sao feitas em milimetros
e depois convertidas em micra por meio de uma tabela.

O diagrama da fig. 1 mostra as trés sec¢des em que dividimos o proto-
zoario para as respectivas medidas e obtencdo do comprimento total e do
indice nuclear. Assim, determinam-se para cada individuo:

A distancia PN, da extremidade posterior ao meio do niicleo;
A distancia NA, do meio do ntcleo a extermidade anterior do corpo;

O comprimento total, T, constitiiido pela soma de 1, 2 e 3;
O indice niiclear, IN, ou relacado PN/NA, representado pelo quo-
ciente da divisdo de 1 por 2.

N b DN

)

) _

) O comprimento do flagelo livre, FI;
)

)
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Para facilitar a anotacao dos dados concernentes a cada amostra me-
dida organisdmos uma ficha que se mostrou muito util e cujo modelo repro-
duzimos em miniatura (o original mede 21 por 28 cm.)

Problema e metodos estatisticos

Uma vez obtidas as séries de medidas das amostras de tripanosomas, o
problema estatistico que se apresenta é o de saber se elas constituem amostras
de uma mesma “populacao’” ou “universo’, isto é, se diferem entre si apenas
por variacdes de amostras ( randon samples '), ou se, ao contrario, devem
ser consideradas amostras de “populacdes’ diferentes. E' claro que o estudo
E“”EES";};S?O?.E ~ Exiremidade

Blefaraplasro

!

!
|
|
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Fig. 1 — Diagrama de uma forma de tripanosoma de Schizofrypanum. PN = Extre-
midade posterior-meio do nticleo; NA — meio do nitcleo-extremidade anterior;
Fl — tlagelo livre; T = comprimento total. A linha pontilhada indica o tra-
jeto a ser percorrido pelo curvimentro no corpo do parasito.

estatistico da questao assim posta implica na premissa de que a tnica dife-
renca apreciavel, e por conseguinte a unica tomada em conta na ccmparacao

o

das diversas amostras, é a que diz respeito as mensuracdes consideradas.

-

Desde os classicos trabalhos de Pearson sabe-se que é inteiramente im-
possivel resolver-se éste problema — o da identidade ou diferenca de "amos-
tras’ — por simples processos de comparacao gratica entre distribuicdes de
frequéncia, médias ou porcentagens.

Na investigacdao do problema em apreco comecamos por considerar so-
mente o comprimento total dos parasitos, tal como o tem feito outros autores
no caso de verdadeiros tripanosomas. Porém, os resultados estatisticos da
analise das 10 primeiras amostras nao foi muito satisfatério. Ao correr désses
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ensaios, observamos que uma outra dimensao dos tripanosomas parecia for-
necer elementos para a melhor comparagdo das amostras entre si: a distan-
cia NA, que vai do meio do niicleo ao ponto de emergéncia do tlagelo. De
fato. os métodos estatisticos aplicados a séries de medidas desta distancia
mostraram resultados bastante animadores.

Com o desenvolvimento das pequisas, verificAmos que resultados ainda
melhores eram conseguidos tomando-se por base as médias ou as distribui-
cSes de fregiiéncia dos indices nucleares das amostras em comparagao. Como
facilmente se deduz do exposto, a relacio PN/NA indica a posi¢do do nu-
cleo de cada tripanosoma relativamente as duas extremidades do corpo (nao
considerado o flagelo), e a média dos indices dos individuos de cada amostra
exprime a posicdo média do niicleo na amostra considerada, ou seja, o seu
“indice nuclear médio” (INM).

Dois foram os processos estatisticos empregados, alias com resultados
muito concordantes, na comparacdo das amostras de Schizotrypanum entre
si, tomado por base o indice nuclear.

O primeiro processo considera a diferenca entre as médias aritméticas
de duas distribuicdes de frequéncia, em relacdo ao erro padrao da diterenga
entre as médias. Quando a diferenca entre duas médias excede de trés vezes
o erro padrao da diferenca entre as médias, estas ultimas sdo consideradas
significativamente diferentes. Neste caso, as duas séries de medidas — esta-
tisticamente falando — nao devem provir de individucs de uma mesma ~po-
pulacdo’”’ original, isto é, deve existir uma diferenga real entre as duas amos- .
tras consideradas.

O segundo processo empregado é o desenvolvido por Pearson (1911,
1914) para calcular a probabilidade de duas distribiiicbes de frequéncia in-
dependentes serem amostras de uma mesma populagdo. E’ o teste do -
que compara a distribuicio de fregiiéncia verificada em tdéda a extensao
das mensuracdes. Sequndo Pierson este método, que tem sido aplicado a
um grande numero de problemas, é o mais adequado para estabelecer um
critério de identidade de amostras de populagdes. Determinado o valor
de y2. obtem-se, por meio de tabelas especiais (Elderton 1902, Pearson
1914-A), a probabilidade (P) de que este valor possa existir por acaso
entre duas amostras oriundas de uma mesma populagcdo ou universo.
Quando P & menor do que 0,01 (ou 19% ) presume-se existir uma diferenga
real cntre as amostras, e tanto maior sera a divergéncia estatistica quanto
menor esse valor (geralmente apura-se até a 6.* casa decimal). Quando P
¢ 1maior do que 0,01 as amostras sdo consideradas do ponto de vista estatis-
tico como podendo pertencer a uma mesma populacdo; e quanto maior o seu
valor, maior a semelhanca entre as amostras comparadas, cuja igualdade esta-

tistica teérica é representada pela unidade (= 1009%).
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No préximo trabalho, a aparecer nestas Memoérias, ocupar-nos-emos do
primeiro grupo de amostras de Schizotrypanum, constitiiido por parasitos de
indice nuclear médio variando em torno de 1,0 e originarios de morcegos
(Phyllostomus hastatus, Phyllostomus elongatum) e de gambas.
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