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No presente artigo estdo reunidos os resultados das investigagdes reali~
zadas pelo autor em térno do ciclo exoeritrocitario do Plasmodium gallina-
ceum. Alguns désses resultados acham-se ja publicados, ao passo que outros
ainda estao sendo desenvolvidos com maior minticia para constituirem traba-
lhos independentes.

Se considerarmos os plasmodideos sob o ponto de vista filogenético, ve-
remos que éles se acham colocados um passo adiante dos hemoproteideos na
escala de adaptacdo ao hospedeiro vertebrado. De fato, os hemoproteideos,
instalados no organismo do vertebrado, realizam uma evolugao esquizogdnica
no interior de células reticulo-endoteliais, e os elementos dai resultantes inva-

dem as hemacias, onde dao origem a gametécitos apenas. Ao passo que OS
plasmodideos, além de repetirem essas mesmas etapas evolutivas, adquiriram
a capacidade de se multiplicar nas hemacias. Esta complicacdo é o resultado
de uma adaptacao mais perieita ao organismo do hospedador.

O raciocinio filogenético pode ser estendido ao préprio género Plasmo-
dium. Entao veremos, tanto quanto é possivel analisar éste género com os co-
nhecimentos atuais, que as espécies a ele pertencentes podem ser ordenadas
em uma gradagao evolutiva peculiar. Tomando como exemplos espécies entre
as mais bem conhecidas, podemos figurar esta escala evolutiva com o P. elon-
gatum na extremidade inferior, o P. gallinaceum na posicdo mediana e o P.
praecox (relictum) na extremidade superior.

Isto justifica a preferéncia dedicada pelo autor ao P. gallinaceum para os
seus estudos iniciais de malaria experimental. Trata-se de uma espécie repre-
sentativa de tdodo o género, na qual os ciclos eritro e exoeritrocitario compa-

recem e atuam de maneira equilibrada, permitindo melhor analise de suas
mutuas relacoes.



102 Memodrias do Instituto Oswaldo Cruz 45, (1) 1947

EVOLUCAO DO ESPOROZOITO NO ORGANISMO
DO VERTEBRADO

Depois de tentativas infrutiferas para observar a evolucao dos esporozoi-
tos em culturas de tecidos (1942), foram consequidos resultados mais satis-
fatérios inoculando triturados de glandulas salivares infectadas no tecido sub-

cutaneo (1943). Os fatos mais interessantes assinalados neste trabalho foram:

1. A constatacao de parasitos no interior de células reticulo-endoteliais,
no local inoculado, durante o periodo de incubacdo, isto ¢, na auséncia de in-
feccao sanguinea.

2. O encontro de dois tipos de esquizogonias, sendo um constituido por
elementos de niticleos volumosos e outro por elementos de niicleos muito me-
nores, como esta figurado na estampa que ilustra o referido artigo. Estes es-
quizontes morfologicamente diversos foram assinalados também em um tra-
balho de Reichenow e Mudrow (1943), publicado simultaneamente, e deno-

minados por @&stes autores respectivamente macro e microesquizontes, dos
quais derivam o0s macro e micromerozoitos.

Referindo-se as pesquisas feitas neste sentido, assim se expressou
Wenyon (1945) :

“Another important advance in the field of malaria has to do
with the development of sporozoites of Plasmodium gallinaceum of
chickens. As you know, this was the parasite in which James and
Tate discovered the remarkable exoerythrocytic stages of develop-
ment. As mosquitoes are easily infected with it, it seemed parti-
cularly suitable for the study of the development of sporozoites in
fowls. A number of observers have attempted to trace this deve-
lopment with varying success. Of the earlier workers Reichenow
and Mudrow in Germany, and Paraense in South America were
the most successful, but it was left to Huff and Coulston to give
the most complete account in their paper published at the end of

1944 of what happens to the sporozoite when it is injected into the
chicken.”

As minhas observagoes sébre a evolugiao do esporozoito no ponto de ino-

culagdo foram publicadas em carater de nota preliminar. Continuei desenvolven-
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do este assunto, porém limitacdes de ordem material ndo permitiram a conclusédo
desse trabalho em tempo breve. Com a publicagdo do excelente artigo de HUFE
e CouLsTON ficou o problema resolvido em seu conjunto e em grande numero
de detalhes. Porisso retardei para tempo oportuno a divulgagao dos meus resul-
tados subsequentes.

-

Um aspecto interessante do ponto de vista morfoloégico é o aparecimento
precoce, no local de inoculacao, de dois tipos de esquizontes que se caracterizam
pelas suas diferentes afinidades tintoriais. No mesmo preparado podem ser
vistos elementos de citoplasma levemente baséfilo, corado em azul claro pelo
Giemsa, ao lado de outros cujo citoplasma apresenta um tom arroxeado. A
basofilia, nestas ultimas formas, é muitas vézes tao acentuada que mal permite
distinguir os granulos nucleares sobre o fundo muito escuro do citoplasma.
Esta diferenciacao dos esquizontes exoeritrocitarios nos dois tipos referidos
mantem-se durante o curso ulterior da infeccao. Por enquanto, nao foi ainda
possivel explica-la satisfatoriamente. Fato idéntico foi assinalado por ARAGAO

(1907) no seu primeiro trabalho sébre a evolugao endotelial do Haemoproteus

columbae. Supss éste autor que tal diversidade correspondesse a diterencia-
cao sexual prematura dos futuros gametocitos.

Outro fato de observacao precoce é o encontro de parasitos apresentando
pequenos granulos corados em tom violaceo escuro, muito semelhantes aos co-
nhecidos graos de volutina. Eles aparecem tanto no seio do citoplasma como
superpostos aos nticleos. Podem existir em parasitos aparentemente normais,
porém sao vistos com certa frequéncia em formas alteradas, muitas das quais
estdo alojadas no interior de leucocitos heteréfilos. Tenho encontrado muito
raramente granulos semelhantes a ésses em formas exoeritrocitarias aparente-
mente normais, no encéfalo de aves nao tratadas. Talvez se trate de uma subs-
tancia de natureza catabidtica, tendo em vista que aparece em parasitos mais
ou menos profundamente alterados, como aquéles que residem nos granuléci-
tos. O aparecimento frequente dessas granulacdes nas esquizogonias do local
inoculado parece concordar com éste ponto de vista, porque reflete a mobi-
lizacao das barreiras defensivas na porta de entrada do agente infeccioso. O
numero de esporozoitos diminui muito réapidamente em seqguida a inoculagao,
indicando que grande parte déles é destruida ao primeiro contacto com os te-
cidos do hospedador. A adaptacao dos sobreviventes nao sera obtida sem a
mortificacao de alguns de seus elementos, principalmente evoluindo éles em
células especializadas na funcao fagocitaria.

A diferenciacao dos descendentes dos esporozoitos em macro e microme-
rozoitos parece estabelecer-se depois de algumas geracdes exoeritrocitarias.

-

Ainda nao me foi dado encontrar micromerozoitos até a 72.* hora seguinte a
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inoculacdo. Por outro lado, sé6 depois déste prazo consegui evidenciar a infec-
cao das hemacias pelos primeiros parasitos eritrocitarios, por meio da subino-
culacio de sangue. Isto leva a crer que os micromerozoitos sao as formas in-
fectantes para as hemacias.

Durante todo o decurso ulterior da infeccdo persiste a diferenciagao dos
parasitos em ambos os tipos. Quando um animal inoculado com sangue pa-
rasitado é submetido a um tratamento intensivo e suficientemente prolongado
com a quinina, de modo a evitar a infeccao aguda pelas formas eritrocitarias,
os elementos exoeritrocitarios desenvolvem-se livremente ate atingirem grande
concentracdo. Neste momento sdo lancados ao sangue trofozoitos de origem
exoeritrocitaria, que invadem as hemacias e ai sdo logo destruidos pela qui-
nina. O aspecto morfolégico déstes trofozoitos eritrocitarios e absolutamente
semelhante ao dos micromerozoitos bem diferenciados. Isto permite estabe-
lecer a identidade entre ambos e insistir no tema de que os micromerozoitos
sd0 as formas exoeritrocitarias maduras, dotadas de capacidade infectante para
as hemacias.

REVERSIBILIDADE DAS FORMAS ERITROCITARIAS

O encontro de formas reticulo-endoteliais em aves inoculadas com sangue
parasitado foi assinalado pelos primeiros autores que estudaram o ciclo exo-
eritrocitario. Para RAFFAELE isto seria devido a inoculagdao de formas exoeri-
trocitarias com o sangue injectado. No ultimo trabalho déste autor, de que
tenho conhecimento (1940), esta idéia ainda é defendida com exclusividade.
Sequndo éle, as formas exoeritrocitarias resultam sempre de outras formas
analogas. De fato, a rotura das células endoteliais parasitadas deve lancar
formas exoeritrocitarias a circulacdo sanguinea. Além disso, tais parasitos
podem evoluir nos mondcitos. Nao é muito raro encontrar, a0 exame miCros-
cépico do sangue, formas exoeritrocitarias nas condicdes referidas, principal-
mente nas infeccdes macicas. E' ébvio que tais elementos podem ser retirados
juntamente com o sangue, prosseguindo a sua evolugao exoeritrocitaria no
animal subinoculado. Mas se lembrarmos que foram encontradas formas exo-
eritrocitarias em infecgdes iniciadas pela inoculagao de uma tnica hemacia in-
fectada, nas experiéncias de CouLsToN e MANWELL (1941) com o P. circum-
flexum, devemos admitir a reversibilidade dos parasitos eritrocitarios ao reti-
culo-endotélio.

Neste particular, o comportamento dos diferentes plasmédios ¢ variavel.
Enquanto em certas espécies (gallinaceum, elongatum, cathemerium, circum-
flexum, durae, mexicanum — esta tltima de lagartos), aparecem formas exo
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em seguida a inoculacdao de sangue parasitado, em outras tal ocorréncia nessas
condi¢bes é muito rara (praecox, juxtanucleare, nucleophilum), observa-se

apenas em determinados hospedeiros (lophurae) ou ndo se verificou de tédo
até agora (rouxi, hexamerium, oti, paddae, polare, subpraecox, vaughani, etc.).

Quanto as malarias humanas e dos macacos, parece bem nitido que essa
reversao apenas raramente acontece. Na pratica da malarioterapia observa-
se que, em geral, as infeccdes transmitidas com sangue parasitado sdo facil-
mente evitaveis e curaveis pela quinina, ndo dao recaidas e evoluem mais be-
nignamente que os casos infectados por esporozoitos, sendo mesmo comuns
as curas espontaneas. Estas constatacdes sugerem a auséncia de formas exo-
eritrocitarias no organismo.

Esta bem assentada a nogao de que o ciclo exoeritrocitario no P. gallina-
ceum (também no P. praecox, no P. cathemerium e, a meu ver, em todos os
outros plasmddios) segue-se imediatamente a inoculagio de esporozoitos.
Quanto aos casos infectados com sangue parasitado, sabe-se que nas espécies

em que ele se desenvolve o seu aparecimento é tardio e s6 se verifica depois
de transcorrido um periodo de varios dias de infeccdo eritrocitaria. Admite-se
geralmente que durante éste periodo processa-se uma readaptacio das formas
eritrocitarias ao reticulo-endotélio.

Segundo os resultados por mim obtidos, quando se inoculam formas eri-
trocitarias o ciclo exoeritrocitario instala-se imediatamente, a partir de para-

sitos contidos em hemacias fagocitadas logo em seguida a inoculacdo. O prazo
decorrido até o aparecimento das formas exoeritrocitarias é sempre aquéle ne-
cessario para que o parasitismo atinja uma intensidade compativel com a sua
tacil evidenciacao.

Os meus resultados a @ste respeito sdo consequidos em condicdes espe-
ciais. Sao inoculadas aves com menos de 10 dias de idade, por via intramus-

cular ou intravenosa (quase sempre pelo ultimo processo) e poucas horas de-
pois € iniciado o tratamento. A quinina é administrada sob a forma de clo-

ridrato, por via oral, na dose diaria de 150 mg por Kg do corpo, até que so-
brevenha a morte do animal. Esta ocorre praticamente em todos os casos. em
tempo variavel conforme o nimero de parasitos injetados e a via de inocula-
¢do, mas nunca inferior a 10 dias, nas minhas observacgoes. A morte resulta,
como sera visto depois, da oclusao dos capilares do sistema nervoso central
pelas esquizogonias que se desenvolvem nas células endoteliais. Resultados
idénticos sao obtidos mesmo quando os animais sio submetidos a quininiza-
¢ao prévia, antes de serem inoculados.
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Em muitos déstes casos nao esta excluida a possibilidade de terem sido
injectadas formas exoeritrocitarias. Muitas vézes, entretanto, isso nao deve
ocorrer, porque o material infectante provém de aves também inoculadas com
sangue e cuja infeccdo esta apenas no inicio. Nestes casos os parasitos endo-
teliais nao sao ainda tao abundantes a ponto de passarem em pequenas quan-
tidades de sangue e estarem presentes em tddas as parcelas do material ino-
culado.

Quando se faz o tratamento precoce de pintos inoculados com o P. lo-
phurae, a infeccdo é aparentemente esterilizada. Isto porque as formas eritroci-
tarias do P. lophurae ndo regridem ao ciclo exoeritrocitario naqueles animais,
se bem que sejam patogénicas para éles. Isto mostra que o tratamento pela
quinina é suficiente para debelar o parasitismo das hemacias e que nos casos
tratados precocemente a infeccao pelo P. gallinaceam persiste a custa de tormas
eritrocitarias, fagocitadas pelas células reticulo-endoteliais, que retomaram
imediatamente a qualidade exoeritrocitaria.

Nio me parece que nos animais tratados a regressao ao SRE deva ser
explicada pela existéncia de condicoes desfavoraveis no sangue circulante, no
caso a acao da quinina. Isto porque o ciclo exoeritrocitario comparece também,
e simultaneamente, nos animais nao tratados que resistem por mais alguns dias
4 infeccdo sanguinea aguda. Em vista desta mesma simultaneidade, parece

possivel afirmar que, nestes ultimos casos, o desenvolvimento de anticorpos
nao explica a regressao em causa.

CARACTERISTICAS GERAIS DA INFECCAO TRATADA COM
QUININA

Neste capitulo serdo referidas somente as observagoes feitas em aves ino-
culadas com parasitos eritrocitarios dentro dos primeiros 10 dias de vida. Nao
possuo ainda, neste assunto, um registro satistatério de infecgdes em maioies
idades ou iniciadas com esporozoitos.

Enquanto os animais inoculados com forte dose de parasitos- (cérca de
50.000.000) e nao tratados morrem devido ao incremento da infec¢ao sangui-
nea, geralmente dentro dos 10 primeiros dias seguintes a inoculacao, aquéles
que sao submetidos a terapéutica precoce ultrapassam de muito éste periodo.
Nestes ultimos a parasitemia se mantem em nivel subpatente durante certo
nimero de dias, para depois tornar-se mais evidente. Em torno do 10.° dia
os elementos eritrocitarios aparecem com frequéncia relativamente maior. Sao
representados quase exclusivamente por trofozoitos. Quando sdao encontrados
elementos mais evoluidos, trata-se quase sempre de esquizontes jovens, em
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fase de divisdo inicial, sendo excepcional o achado de formas de divisao mais
avancada .

Quando se deixam transcorrer dois ou trés dias antes de iniciar a tera-
péutica, assiste-se a destruicao dos parasitos, sob a acao da quinina, com maior
nitidez porque a infeccdao ja esta mais adiantada. No 2.° dia do tratamento
aparecem alteracdes regressivas na maioria dos esquizontes eritrocitarios de
qualquer fase evolutiva. Estas alteracdes consistem principalmente em vacuo-
lizacdo do citoplasma e fendmenos de cariorrexe e caridlise. Os trofozoitos
parecem oferecer maior resisténcia, pois nao apresentam a principio alteragdes
bastante nitidas. Os gametocitos sdao os ultimos a se apresentarem visivel-

mente alterados, mas acabam também por ser destruidos e desaparecer defi-
nitivamente .

Apods uns 10 dias de tratamento comecam a aparecer trofozoitos nas he-
macias, a principio em numero muito reduzido (cérca de 0.1% ou seja 1 pa-
rasito em 1000 hemacias). Estes trofozoitos nao chegam quase a crescer e por-
isso nunca se multiplicam, visto como sao atacados pela quinina. O seu nii-
mero, porém, aumenta gradualmente nos trés ou quatro dias subsequentes, até
atingir, em muitos casos, mais de 20% . Entdo ocorre a morte dos animais, em

consequéncia da infeccdao exoeritrocitaria macica dos endotélios dos capilares
do sistema nervoso central.

Os trofozoitos encontrados nas hémacias resultam, sem nenhuma duvida,
das formas exoeritrocitarias. Examinando simultaneamente o sangue e o ce-
rebro de animais nessas condicdes, pode-se verificar essa estreita dependén-
cia. O material de cérebro é obtido por meio de puncdes cranianas feitas dia-
riamente, ao mesmo tempo que se retira sangue periférico para contagem dos
trofozoitos. A avaliacao numérica da infeccao exoeritrocitaria é feita pela con-
tagem de segmentos de capilares infectados que aparecem nos preparados, e
expressa em forma percentual. A principio, quando ainda é muito baixo o
ntimero de formas exoeritrocitarias, sao também pouco frequentes as hema-
cias parasitadas. Mas depois, a medida que aumenta rapidamente a infeccao
endotelial, vai subindo também o nimero de trofozoitos. No dia da morte dos
animais sao geralmente encontrados cérca de 90% de capilares parasitados,

sendo sempre muito menor a percentagem de formas eritrocitarias (cérca de
0/,
20% ).

A representagao gralica, se tracada em forma semilogaritmica, revela a
existéncia de nitido paralelismo entre as curvas da parasitemia e da infeccao

endotelial (1946) .
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Para reforcar a idéia de que as formas encontradas nos glébulos verme-
lhos, nos casos tratados, sao resultantes dos merozoitos exoeritrocitarios, con-
corre, além disso, a absoluta semelhanca morfolégica existente entre os mero-
-6itos exoeritrocitarios maduros (micromerozoitos) e os trofozoitos das he-~
macias. Este aspecto acha-se ilustrado no meu trabalho de 1946.

ACAO PATOGENICA DAS FORMAS EXOERITROCITARIAS

No capitulo precedente ficou visto que, nos animais jovens tratados com
quinina apés a inoculagdo de sangue parasitado, desenvolve-se intensa infec-
¢do exoeritrocitaria, que provoca a morte do hospedador. Isto indica, portan-
to, a existéncia de nitida acdo patogénica das formas endoteliais.

Se as aves sao tratadas em tempo com sulfadiazina ou paludrina, a morte
¢ retardada por um periodo significativo, que varia sequndo a duragao do tra-
tamento e a fase da infeccdo na qual éste ¢ iniciado.

Quando as aves sao tratadas exclusivamente com quinina, o aparecimento
de trofozoitos em numero crescente nas hemacias é o primeiro sinal que indica
a aproximac¢ao do dia da morte. Pelo 12.° dia apés a inoculacao, ou pouco de-

pois, o numero de trofozoitos acha-se em térno de 1% . Nenhum sinal exterior

de moléstia observa-se entdao, mas a partir dai a ave nao sobrevive geralmente
mais de 3 a 4 dias.

Os sintomas morbidos consistem a principio em sonoléncia, que se acen-
tua levando o animal, mais ou menos rapidamente, ao estado comatoso.

Foram feitas cbservacoes de contréle para determinar se o emprego da
quinina, como é feito nesses casos, poderia ter alguma influéncia no desen-

volvimento dos sintomas referidos. Os resultados foram absolutamente ne-
gativos (1946) .

As alteracoes encontradas no sistema nervoso central sao de natureza
vascular e celular. '

Do ponto de vista vascular, as modificacoes provocadas pelas formas exo-
eritrocitarias decorrem da presenca dos parasitos no interior das células endo-
teliais dos capilares, onde se reproduzem intensivamente. Desta proliferacao
resulta progressivo auinento de volume dos parasitos e. em consequéncia,
também das células continentes. A superficie livre destas células salienta-se
na direcao do eixo do vaso, cuja luz é finalmente obliterada. O tratamento

pela quinina permite que a vida do animal se prolongue pelo tempo necessario
a extensao do parasitismo a quase tdodo o sistema capilar.
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A obliteracao do canal vascular é vista claramente nos cortes transversais
dos capilares, podendo ser reconstituida a sua marcha progressiva.

Sao 6bvias as consequéncias das alteracdes que ficaram descritas. A de-
corréncia mais imediata é a supressao da corrente circulatéria no territério
banhado pelo segmento distal do capilar. A difusdao do parasitismo pelas cé-
lulas endoteliais é tdo ampla que permite acreditar na existéncia de um vasto
processo isquémico afetando a maioria da substancia nervosa. Neste parti-
cular, o fechamento da luz vascular constitui um fator patogénico de ordem
mecanica analogo ao que se observa nas formas comatosas da malaria humana
perniciosa (P. falciparum). A diferenca é que, no caso do P. falciparum, o
obstaculo é representado por émbolos formados pela aglutinacdo de hemacias
parasitadas. Ao passo que na infeccdo pelo P. gallinaceum os glébulos ver-
melhos parasitados nao tém aumentada a sua aglutinabilidade, sendo o obs-

taculo causado pelas células endoteliais extremamente tumefeitas.

.

A presenca das esquizogonias no interior das células endoteliais é um
fator capaz, por si s6, de provocar a alteracdo das referidas células. Mas nas
regides isquemiadas deve comparecer ainda outra causa de alteracdo, que é a
anoxia das mesmas células endoteliais. Estes fatores comprometem a integri-
dade da barreira hematoencefalica, aumentando a permeabilidade dos capila-
res e permitindo assim a passagem de liquido para os tecidos, através de suas
paredes.

A substancia nervosa, nestes casos, apresenta-se pontilhada de petéquias
formadas em torno dos capilares parasitados. No mecanismo de formacao
destas petéquias deve ser levada em conta a diapedese de eritrocitos através
dos endotélios lesados. Mas por outro lado existem focos hemorragicos niti-
damente relacionados a rotura das paredes vasculares. Esta ultima possibili-
dade deve decorrer do aumento da pressdo sanguinea nas porcdes proximais

dos vasos obliterados, cujos endotélios ja se encontram alterados pelos pa-
rasitos.

Para o lado das células nervosas observa-se, como resultado da supres-
sdo circulatéria, o quadro citolégico da anoxia, apreciavel sobretudo nas cé-
lulas de Purkinje do cerebelo. Estas apresentam altera¢des mais ou menos
profundas, com dissolug¢do progressiva da substancia croméfila. Estas células,
que sob o ponto de vista da disposi¢do dos granulos croméfilos pertencem ao
tipo esticocrémico, mostram o citoplasma vasio, com os tltimos remanescentes
dos graos de Nissl acolados a periferia. A célula da assim a impressio de
estar revestida por grossa membrana. Com o progredir do processo alterati-
vo, vai se desvanecendo a textura da célula, cujos contornos acabam por se
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tornar angulosos e denticulados. Finalmente, ao ser atingida a ultima etapa da
lesdo isquémica, o elemento aparece como um bloco de substancia homogénea
em cujo centro distingue-se uma sombra mais fortemente corada que € o ves-
tigio do ntcleo.

Este tipo de lesdao, como se sabe, pode ser também encontrado em casos
fatais de malaria falciparum (tipo comatoso). Ja foi visto que, em ambos os
exemplos, estas consequéncias tém uma causa comum, que ¢ a obliteracao vas-

cular, diferindo apenas a maneira como esta obliteracao se processa.

Entretanto certos autores modernos mostram-se tendentes a admitir, na
malaria comatosa, a inexisténcia de émbolos de hemacias parasitadas durante
a vida. Segundo éles a anemia grave provocada pelo plasmédio, com a con-
sequente deficiéncia respiratéria do sangue (anoxemia), bastaria para expli-
car o quadro histopatologico encontrado nesses casos.

Apesar de ter sido evidenciada sem qualquer ddvida, nos casos descritos
neste capitulo, a obliteracdo dos capilares do sistema nervoso central, foram
feitas determinacdes hematoldgicas em numerosos animais, antes da inocula-
cao e posteriormente em momento muito proximo da morte. A comparagao dos
resultados mostrou a existéncia de certa anemia em quase todos os casos. En-
tretanto os valores encontrados nas proximidades da morte, nesses animais
caidos em coma, achavam-se dentro ou pouco abaixo dos limites inferiores da
normalidade. (A determinacdo dos valores normais foi feita no trabalho de

1946) .

Mesmo nos casos em que a anemia foi mais intensa, nao foram atingidos
valores incompativeis com a vida. Nos ataques agudos muito intensos, que
levam os valores hematologicos dos eritrocitos ainda abaixo do minimo en-
contrado nos casos que estdao sendo agora considerados, pode haver sobrevi-
véncia do animal, entrando a infec¢ao em laténcia. Isto demonstra que, pelo
menos durante certo tempo, as aves podem viver com tais valores. Para uma
anemia relativamente pouco profunda, como aquela observada nos casos tra-
tados, ser capaz de levar a morte, seria necessario que tal estado se prolon-
gasse por muito mais tempo do que aquéle transcorrido entre a inoculagao e
a morte déstes animais. Além disso, todos éles morreram com boa reacao re-
ticulocitaria, sinal evidente da atividade compensadora da medula &ssea.

Esta anemia pouco intensa nao ¢ estranhavel, visto que corresponde ao
parasitismo relativamente baixo das hemacias pelos trofozoitos. Ela deve ser
atribuida a destruicao dos glébulos parasitados em consequéncia da acao fa-
gocitaria das celulas do SRE. De fato, o exame das visceras de maior impor-
tancia reticulo-endotelial (figado e bac¢o), em todos os animais tratados, re-
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velou a existéncia de grande atividade espodofagica, principalmente da parte
dos elementos endoteliais na polpa esplénica e das células de Kupffer no
figado. Sao ai encontrados abundantes detritos celulares, podendo-se reco-
nhecer entre éles glébulos vermelhos ainda bem conservados, muitos dos quais
evidentemente parasitados. Também existe pigmento no interior dessas ce-
lulas, porém em quantidade muito reduzida, sob a forma de granulos muito
delicados como sdo aquéles encontrados nos trofozoitos apenas em inicio de
crescimento. E' compreensivel que a hemacia, invadida por um parasito, sofra
consideravel alteracio na sua estrutura fisico-quimica, suliciente para trans-
forma-la em um elemento anormal sujeito a ser removido do meio sanguineo.
No mecanismo desta remocao entra como fator de grande importancia a ativi-
dade fagocitaria do SRE. Atualmente ainda ndo se considera provado que a
fagocitose seja o meio normal de destrui¢do déstes elementos (Wintrobe,
1942) . Quanto a hemacia atacada pelo plasmédio, entretanto, desde os lon-
ginquos trabalhos da velha escola italiana sabe-se que ela é englobada pelas
células fagocitarias. O encontro dos finos granulos de pigmento oriundos dos
trofozoitos apreendidos juntamente com as hemacias por éles parasitadas, e por
outro lado o ntimero de reticulécitos existentes no sangue circulante, sdao in-
dicios morfologicos sequros da destruicdo globular no material desta experién-
cia.

Nos animais nao tratados as determinacdes feitas no momento da morte

estiveram sempre abaixo dos seguintes valores: para as hemacias, 800.000
por mm3; para a hemoglobina, 1.7g por 100 cm3; para o hematécrito, 13% .

Nos animais tratados os ntmeros minimos obtidos foram: para as hema-
cias, 1.400.000 por mm3; para a hemoglobina, 3.4g por 100 cm3; para o he-

matocrito, 15% .

Em animais que escaparam a infec¢do aguda foram registrados valores
como os sequintes: hemacias, 1.200.000 por mm3; hemoglobina, 3.1 g por
100 ¢cm3; hematodcrito, 19% .

As aves que morrem de infec¢do aguda apresentam sempre, além das
lestes celulares devidas a anoxemia, alteracdes macroscopicas tipicas, a saber:
intensa melanemia e anemia visceral, naturalmente acompanhadas de profun-
da melanose dos érgaos. Estes aspectos macroscopicos nao sao observados
nas aves mortas na vigéncia do tratamento.

Todos éstes fatos permitem concluir que a infeccao das hemacias por tro-
fozoitos, como ficou descrita, ndao é suficiente para explicar a morte dos ani-
mais tratados. A explicagao deve ser buscada na intensa infec¢ao exoeritro-
citaria. |
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OBSERVACOES TERAPEUTICAS

No trabalho de 1946 estao [iguradas as principais etapas da destruicio
das formas exoeritrocitarias pela sulfadiazina. Este medicamento foi utilizado
para demonstrar a agao patogénica das referidas formas nas infeccdes trata-
das com quinina. A destruicdo das esquizogonias endoteliais, ndo pemitindo
que estas obstruam a luz vascular, evita a morte das aves assim tratadas. Su-
primida a aplicacao da sulfadiazina, as formas exoeritrocitarias reiniciam a sua
proliferagdo a partir de elementos residuais, que escapam a acido medicamen-
tosa, e provocam a morte se nao é feito novo tratamento com a sulfa.

A dose de sulfadiazina utilizada nestas experiéncias foi de lg por Kg
do corpo do animal, aplicada de 12 em 12 horas, por via oral.

Ulteriormente foram feitas observacées no mesmo sentido com a paludri-
na, tendo sido obtidos resultados semelhantes. A dose empregada foi de

75 mg por Kg do corpo, via oral, uma vez por dia.

Quando se faz o tratamento pela quinina, em casos inoculados com sangue

parasitado, segundo as normas descritas em um dos capitulos anteriores, po-
de-se evitar a morte dos animais com a administracao da sulfadiazina ou da

paludrina. Ambas as substancias atacam as formas exoeritrocitarias. produ-

zindo altera¢des morfologicamente semelhantes. Observa-se, entretanto, que
a acao da paludrina ¢ sensivelmente mais rapida que a da sulfa, provocando
nos parasitos lesdes idénticas em tempo mais breve.

S6 quando a parasitacio dos endotélios atinge um limiar muito alto, acima
de 80%, as duas substancias tornam-se incapazes de evitar a morte. Isto é
devido ao estabelecimento de lesdes irreversiveis na célula nervosa, agravadas
pela permanéncia dos esquizontes nas células endoteliais . Mesmo utilizando
a paludrina, que paralisa mais rapidamente a evolucao déstes esquizontes, éles
nao sao imediatamente removidos e continuam constituindo embaraco a cir-
culacdo sanguinea. Nestes casos os animais ja apresentam cérca de 209 de
trofozoitos nas hemacias, estdo atacados da sonoléncia que precede a morte
e nao resistem mais de 24 horas em seguida ao inicio do tratamento pela pa-
ludrina, mesmo quando esta é administrada com intervalo de 12 horas.

Com a dose referida, aplicada uma vez por dia, ndo consequi esterilisar a
infeccdo em 20 aves tratadas com quinina e em seguida com paludrina. Nesta
experiencia, iniciada pela inoculagdo de sangue parasitado, foi administrada a
quinina até que o ntimero de trofozoitos nas hemacias atingiu entre 1 e 5%.
Nessa ocasiao a intensidade maxima da infeccao endotelial era de 15%. Foi
entao suspensa a quinina e logo em sequida iniciado o tratamento pela palu-



W. L. Paraense : Estudos sébre o P. gallinaceum 113

drina. As formas exoeritrocitarias foram rapidamente atacadas, refletindo-se
esta acdo na baixa.imediata do ntiimero de trofozoitos, que no 4.° dia do trata-
mento nio eram mais encontrados ao exame microscopico, na grande maioria
dos casos. O tratamento pela paludrina prolongou-se durante 8 dias. Trans-
corridos mais 8 dias o exame microscopico do sangue de todas as aves reve-
lou que a infeccdo sanguinea estava novamente instalada. Este novo ataque
agudo provocou a morte de tédas as aves, que também apresentaram infecgao

endotelial de intensidade variavel conforme o tempo de sobrevivéncia a reati-

vacao do parasitismo.

Quando a administracdo da paludrina é feita depois do tratamento pela
quinina, os trofozoitos existentes nas hemacias apresentam-se alterados e de-
saparecem, em consequéncia da acdo da paludrina sébre éles e principalmente
sobre as formas exoeritrocitarias que os produzem. Entretanto, alguns deésses
trofozoitos mantém-se ainda por alguns dias e chegam a crescer, diferencian-
do-se em gametoécitos para desaparecerem definitivamente em sequida. Este
fato, além de demonstrar que a paludrina ndo impede a formagao dos gameto-
citos e que a sua acgao contra éstes € mais tardia que contra téodas as outras
formas, vem confirmar a nocido de que os gametdcitos, pelo menos em parte,
podem evoluir diretamente a partir da esquizogonia exoeritrocitaria. [sto. alias,
nio é de admirar, visto como os gametécitos dos hemoproteideos tém a sua

origem exclusivamente nos merozoitos do ciclo endotelial.

A formacao dos gametécitos ndo se processa sob a agdo da quinina, donde
se conclui que éles sdo sensiveis a éste medicamento desde a fase indiferencia-

da de trofozoito.

A atividade da paludrina sébre os parasitos eritrocitarios nao sera consi-
derada neste trabalho. Citarei apenas o resultado de algumas experiencias
feitas com o proposito de verificar até que ponto poder-se-ia deixar subir a
parasitemia sem provocar a morte, antes de atacar com a paludrina. Com ex-
cepcao de poucos, a maioria dos casos em que a parasitemia ultrapassou 1009%
(100 parasitos em 100 hemacias) nao resistiu a infec¢do, apesar de ter sido
iniciada nesse momento a terapéutica. Alguns animais entretanto puderam es-
perar os efeitos do tratamento e escaparam ao ataque agudo. Entre @stes
havia varios cuja parasitemia alcancava cérca de 150% . Cada ave recebeu
apenas 3 doses, com intervalos de 12 horas. Ao fim de 20 horas de tratamento,
o nimero de parasitos havia caido consideravelmente, achando-se quase todos
alterados. Dai em diante a parasitemia decresceu progressivamente até niveis
muito baixos, para depois recrudescer e complicar-se com intensa infecc¢ao en-
dotelial, provocando a morte dos animais.
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A agdo da paludrina sébre as formas eritrocitarias faz lembrar a da qui-
nina. E° entretanto muito mais violenta, provocando rapida lise dos parasitos
e alterando mais tardiamente os gametécitos, que podem persistir por alguns
dias. Sustada a evolugdo dos parasitos, a fagocitose que na malaria é inten-
samente exacerbada encarrega-se de remover as hemacias infectadas com plas-
modios alterados, causando a diminuicdo gradual mas constante da parasi-
temia.

Os trabalhos que tenho lido sébre a paludrina nio dizem quais as doses
utilizadas na experimentacdo em aves. Talvez nos meus casos acima referi-
dos tivesse sido possivel esterilizar as infeccdes usando outras doses, aplica-~
das com intervalos adequados. Por enquanto, pois, sé6 me é dado apresentar
resultados de natureza qualitativa. Considero ésses resultados aplicaveis ao
problema da profilaxia medicamentosa, pois éste problema é idéntico ao do
ataque as formas exoeritrocitarias. As questdes da terapéutica das formas
exoeritrocitarias e da profilaxia medicamentosa podem ser teoricamente fun-
didas em uma tnica. Assim sendo, tanto faz estudar o comportamento, ante
os medicamentos, das formas exoeritrocitarias existentes durante o periodo
de incubacao como o daquelas que aparecem em qualquer outro periodo da
infeccdo, pois elas diferem entre si apenas quanto a cronologia do seu apare-
cimento.

Do ponto de vista essencialmente profilatico possuo poucas observacoes,
tendo conseguido evidenciar nas esquizogonias do local de inoculacao de es-

porozoitos as mesmas alteragées ja assinaladas nos parasitos dos endotélios
vasculares do sistema nervoso central .

O CICLO EXOERITROCITARIO E A IMUNIDADE

Em 1914, Sergent e Béguet publicaram interessante trabalho sobre a re-
infeccdo, com o Haemoproteus columbae, de pombos curados espontaneamen-
te de infecgdo anterior .Estes autores trabalharam com duas aves que tinham
permanecido infectadas durante quatro anos, e que durante outros quatro anos
nao apresentaram parasitos no sangue. Comparando os seus resultados com
aquéles obtidos por outros autores que utilizaram o P. praecox em pesquisas
semelhantes, admitiram que, em varios grupos de hemosporideos, nio haveria

imunidade relativa (premunicdo) nos casos em que a infeccdo se tornasse
cronica.

Para Sergent e Béguet, ésses resultados indicavam a importancia do es-
tudo dos hemoproteus, tanto quanto dos plasmoédios, na elucidaciao de proble-
mas de malaria humana. A razio que na epoca assistia a éstes autores torna-
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se hoje ainda mais incontestavel, depois da descoberta do ciclo exoeritrocita-
rio dos plasmodideos. Este ciclo, como é sabido, corresponde a fase endotelial
do desenvolvimento dos hemoproteideos. Assim, a distincao entre as duas fa-
milias de hematozoarios, segundo os conhecimentos atuais, repousa apenas na
esquizogonia eritrocitaria, existente nos plasmodideos e ausente nos hemopro-
teideos. Do ponto de vista filogenético, conforme ficou dito em um capitulo
anterior, devemos considerar os plasmodideos como séres derivados dos he-
moproteideos em virtude de uma adaptacdao mais completa ao meio sanguineo.

Com o pensamento nestes fatos de ordem filogenética foi que, em um
artigo sobre a evolucao dos plasmédios no reticulo-endotélio (abril 1945), teci
alguns comentarios a respeito da significacdo biolégica do ciclo exoeritrocita-
rio. Escrevi entdao que, nao sendo o hemoproteus capaz de provocar imunida-
de, a imunidade na malaria deve ser atribuida a esquizogonia eritrocitaria:

“Talvez se demonstre algum dia que os processos imunitarios
na malaria sejam estimulados apenas pelos parasitos assexuados
das hemacias’.

No decurso de investigagdes subsequentes (1946), tive oportunidade de
assinalar certos fatos observados em alguns dos animais utilizados nesses tra-
balhos. Eram aves que, dominada a fase aguda da parasitemia, morriam varios
dias depois, quando a infeccao das hemacias encontrava-se em franco declinio
ou quando ja tinha sido ultrapassado ésse periodo de declinio que sucede a fase
aguda. Nestes casos os parasitos sanguineos, a partir da crise que precede a
laténcia, passavam a ser representados cada vez mais exclusivamente por trofo-
zoitos, e em varios casos somente éstes eram presentes. Decorridos alguns dias,
a curva parasitemica entrava novamente em ascensao, desta vez a custa apenas
de trofozoitos, morrendo os animais com infeccao exoeritrocitaria macica.
Nestes ultimos casos, a sucessdo dos fatos observados a partir da crise para-
sitémica era muito semelhante as ocorréncias assinaladas nos animais tratados
com quinina, salientando-se a auséncia de multiplicacao dos trofozoitos.

Entre os comentarios feitos a préoposito désses resultados, transcrevo aqui
0s seguintes :

“E’ interessante notar como, nesta experiéncia, a imunidade
adquirida pelas aves a custa da infeccao aguda funcionou de modo
equivalente a acdo da quinina no grupo tratado. Isto parece ser
uma prova muito nitida da agdao de anticorpos parasiticidas. Por
outro lado cabe notar que, apesar desta evidente acio antiparasi-
taria, a invasao das hemacias pelos trofozoitos oriundos do ciclo
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exo continuou em progressao crescente. Esta constatacdo sugere
a idéia de que os processos imunitarios na malaria sao estimulados
apenas pelos parasitos das hemacias, nao cabendo as formas exo
qualquer papel neste sentido. "

“A consideracao déstes fatos leva a crér que a infec¢ao endo-
telial, pelo menos nos animais muito jovens, nao mobiliza o meca-
nismo imunitario. Pode-se pensar também que a imunidade esti-
mulada pelas formas eritrocitarias ndao funciona contra os parasitos

do ciclo exo.”

Constatacoes idénticas foram feitas, ainda nesse trabalho, em aves que
apresentaram recrudescéncia da parasitemia apés um periodo de laténcia. A
estes casos foram aplicadas as mesmas consideracdes que acabei de transcrever.

Durante o tempo transcorrido entre a divulgacido dos meus dois trabalhos
referidos, tive oportunidade de conhecer as excelentes pesquisas de Huff e
Coulston ja citadas (dezembro 1944). Entre as figuras que ilustram o artigo
referido estdo algumas que mostram esquizogonias exoeritrocitarias desenvol-
vidas no local da inoculag@o de esporozoitos, em aves imunizadas por infeccdo
anterior. No texto désse artigo nao ha referéncias a tal fato, mas em nota pu-
blicada ulteriormente (abril 1946) os mesmos autores fazem um estudo espe-
cial da questdo. Aqui é demonstrada a evolucdo completa dos parasitos ino-
culados (P. gallinaceum e P. praecox), desde a fase de esporozoito até a de
trofozoito eritrocitario, em aves imunes. Neste tltimo trabalho tal evolucio é
realizada ndo s6 em aves naturalmente susceptiveis que apresentam imunidade
adquirida, como também em aves de espécies dotadas de imunidade natural para
os parasitos inoculados. Terminada a evolucdo pre-eritrocitaria, os trofozoitos
que sao lancados ao sangue vao sendo removidos da circulacio.

Désse modo as minhas observacoes ¢ as de Huff e Coulston concorrem.
por caminhos diferentes, para o mesmo resultado: a demonstracio de que os
efeitos da imunidade nao se fazem sentir sébre os parasitos exoeritrocitarios .

Nos tltimos méses tenho procurado desenvolver os meus trabalhos ante-
riores sobre €ste assunto, procurando padronizar um método que permita obter
com maior constancia infec¢bes com as caracteristicas acima referidas. Isto pode
ser conseguido com certa frequéncia inoculando pequena dose de parasitos eri-
trocitarios em aves cuja idade ndo seja tdo baixa a ponto de se desenvolver
infecao aguda mortal, nem tao alta que a torne resistente ao parasitismo.
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Sempre que isto é conseguido a parasitemia ascende lentamente, de modo
que ao ser atingido o apice da curva dos parasitos ja se acha eficientemente
mobilizado o mecanismo imunitario. A infeccdo entra em crise e, ao ser atin-

gido certo nivel muito baixo (cérca de 1%) a parasitemia se mantém a custa
de trofozoitos. O niimero déstes comeca depois a aumentar, como ficou descrito
nos casos tratados com quinina, até que morre o animal com intensa infeccio
exoeritrocitaria.
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