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Como ficou visto na parte ja publicada déste trabalho (1946), os fatos
experimentais ali analisados permitem acreditar que a infeccao endotelial,
nas condi¢Oes desta investigacdao, representa o papel mais importante na
marcha e no desfécho da malaria gallinaceum tratada com a quinina.

Por outro lado, ficou entido demonstrado que, nas infecgdes tratadas
precocemente com o referido medicamento, a fim de eliminar os parasitos
das hemacias e deixar em campo apenas as formas exo-eritrocitarias, nao é
possivel atingir integralmente éste objetivo. Os animais submetidos a tera-
peéutica apresentam inicialmente alguns trofozoitos eritrocitarios, que nao se
multiplicam sob a a¢ao da quinina, mas cujo niimero aumenta gradativamente
no decurso da infeccao e alcanga, em muitos casos, grandezas relativamente
elevadas. A infeccdo nestas condi¢des termina pela morte: do hospedeiro,
encontrando-se neste momento, em cada caso, o niimero maximo de trofozoitos
observados durante a respectiva curva parasitaria. Estes trofozoitos, con-
forme foi demonstrado, sdao idénticos aos merozoitos exo maduros que, lan-
cados a circulagao sanguinea, invadem os globulos vermelhos onde sao
destruidos.

Os animais assim tratados apresentam, ao exame necroscopico, in-
feccao exo maciga dos endotélios dos capilares cerebrais, a qual foi consi-
derada como a causa da morte.

Entretanto, como o nimero de trofozoitos lancados ao sangue é sempre
bastante apreciavel no fim da infecgao, tornou-se necessario investigar quais
as conseqiiéncias que poderiam advir, para o hospedeiro, da presenca conti-
nuada déstes parasitos nos globulos vermelhos. Em outras palavras, era
preciso verificar se a morte dos animais tratados podia ser atribuida, direta
ou indiretamente, a acao dos trofozoitos das hemacias.
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O exame cadavérico das aves que morreram nessas condicdées nio su-
geria a participacao dos parasitos eritrocitarios no desfécho da infeccéo,
pois o aspecto macroscépico dos 6rgaos nao revelava a existéncia de melanose
ou de apreciavel ‘deficiéncia hemoglobinica e alteracdes correlatas. Nio sendo
possivel, entretanto, chegar a conclusdes exatas sobre base assim grosseira,
foram planejadas pesquisas tendentes a verificar o papel dos trofozoitos das
hemacias nas condi¢des em que foram feitas aquelas constatacoes.

MATERIAL E METODOS

Os resultados obtidos neste sentido estio baseados na observacao de
um grupo constituido inicialmente por 35 pintos Light Sussex, inoculados aos
10 dias de idade, por via intra-venosa. Cada ave recebeu cérca de 20.000.000
de parasitos eritrocitarios. Trata-se dos mesmos animais (ns. 556 a 590)
referidos na parte 2* déste trabalho, publicada anteriormente (1946: Prova
terapéutica da acdo pafogénica). Estas aves encontram-se ali referidas na
2% experiéncia, constituindo os grupos A e B. Os dados ia publicados sébre
esse lote de animais ndo serdo aqui repetidos. Tratarei apenas dos fatos
relacionados a experiéncia que esta sendo agora descrita.

Nos dias que antecederam a inoculacio foram determinados, em todos
OS animais, o numero de hemacias, o hematécrito e a hemoglobina. Com os
dados assim obtidos, foram calculadas as constantes corpusculares (volume
medio, hemoglobina média e concentracio da hemoglobina no corpisculo
médio).

Os animais foram entdo inoculados e separados nos grupos A e B.

As aves do grupo A, como foi visto, ficaram sem tratamento, morrendo
entre o 3.° e 0 5.° dias seguintes a inoculacao.

As 25 aves do grupo B foram tratadas com quinina, a partir do dia
seguinte a inoculagdo e até o dia da morte de cada animal. Tédas elas

morreram entre o 15.° e o 18.° dias da infecg¢do, nas condicdes ja assinaladas
(1946, 2.2 parte).

As determinac¢des hematolégicas acima referidas foram repetidas no
maior numero possivel de aves quando estas apresentavam sinal de morte
proxima. Os resultados consequidos destinaram-se & comparagao com
aqueles encontrados antes da inoculacio. Além disso, foram feitas con-
tagens de reticuldcitos.

Foram assim examinadas in extremis 6 aves do grupo A e 16 do grupo B
As observagdes dos animais restantes, Cuja morte ocorreu em certas horas
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da noite, ficaram prejudicadas pela falta das determinacées finais, nio cons-
tando desta parte do trabalho,

NUMERO DE GLOBULOS VERMELHOS

Para a determinag¢ao do ntimero de eritrécitos utilizei a técnica descrita
na 1.* parte (Investigacées preliminares), publicada em 1946.

Neste e em outros processos nos quais se usa a picada de um vaso
sanguineo, deve-se escolher uma veia bem superficial para evitar os grandes
hematomas cuja producao é freqiiente nestas aves. Assim o sangue jorra
quase diretamente da ferida vascular. evitando-se também a coaqulacdo ra-
pida que ocorre quando ha um contato mais demorado com o tecido sub-

cutaneo.

Para a dilui¢do de tédas as amostras de sangue foi sempre utilizada a
mesma pipeta de Thoma, sendo feitas as contagens sempre na mesma célula
de uma camara de Neubauer.

HEMATOCRITO

Para esta determinagdo ¢ utilizado o micro-hematdcrito de Van Allen.
Aspira-se primeiro o sangue até o traco 10 da haste do aparélho, e em
seguida o liquido diluidor (solu¢do aquosa de oxalato de sédio a 1.3%),
até encher cérca de 2/3 da empola. A pipeta é cerrada por meio do clipe,
ligeiramente agitada, centrifugando-se em seguida a 3.500 rotacdes durante
30 minutos. Duas precaugdes essenciais ao bom éxito do método sio a per-
feita secagem do oxalato antes de ser pesado e a renovacio do liquido dilui-~
dor pelo menos uma vez por semana. De cada amostra de sangue sdo feitas
duas determinacdes simultaneas.

HEMOGLOBINA

A hemoglobina é dosada sob a forma de oxi-hemoglobina, em colori-
metro foto-elétrico «Lumetron». O sangue obtido por puncio de uma veia
¢ aspirado em pipeta «Glasco» calibrada a 20 mm3. Limpa-se o excesso de
sangue da ponta da pipeta e mistura-se o conteiido desta com 8 cm3 de so-
lugdo aquosa de carbonato de sédio a 0.1%. Para fazer a determinacao,
coloca-se o liquido em um tubo do colorimetro e procede-se a leitura usando
o filtro verde 530 e comparando com agua destilada.

O aparelho que utilizo foi padronizado na Segdo de Hematologia (diri-
gida pelo Dr. Walter O. Cruz), por comparacio com um colorimetro foto-
elétrico de Klett-Summerson da referida Secdo, que ger sua vez havia sidn
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padronizado pela determinacdo do ferro hematico segundo o processo de
Wong (1928). Como resultado dessa comparacgdo, verificou-se que, fa-
zendo a leitura na escala em vermelho (logaritmica) do «Lumetron», basta
multiplicar o valor encontrado pela constante 0.573 para obter o contetdo

de hemoglobina em gramas por 100 cm® de sangue.

Na 1.* parte déste trabalho (1946) verifiquei que o contetido médio
de hemoglobina, em 80 pintos normais, nas condi¢des em que sdo mantidos
no meu laboratério, era de 7.6 g & 0.126 (érro padrdo). Sendo éste um
valor relativamente baixo, tomei por norma fazer duas pipetagens quando
se trata de animais normais, e quatro no caso de aves com acentuada anemia,
dividindo depois o resultado obtido pelo niimero de pipetagens. Com esta
pratica sao evitadas as regides extremas da escala do colorimetro. '

Logo nas primeiras determina¢des da hemoglobina no sangue de pintos,
preocupou-me o fato de lidar com glébulos vermelhos nucleados. Nas he-
macias do homem. e em geral dos vertebrados apirenematosos, o estroma
globular, depois de ceder o pigmento a solucdo hemolitica, ndo altera signi-~
ficativamente a turbidez do liquido. Nos casos de leucemia, entretanto. a
solugdo fica mais turva devido a presenca dos glébulos brancos em quanti-
dade exagerada, e por isso é necessario centrifugar o liquido antes da deter-
minag@o. Julguei, portanto, indicada a centrifugacio no caso das aves. pen-
sando que a existéncia de tdo grande quantidade de niticleos pudesse falsear
os resultados da colorimetria. Mas ao contrario do que esperava, nio veri-
fiquei diferencas apreciaveis entre as determinacdes feitas em numerosas
amostras, antes e depois da centrifugagdo. Até alguns minutos depois da
hemolise, a solugdo de hemoglobina mantém-se perfeitamente limpida, nao
havendo necessidade da centrifugacdo. Algum tempo depois, entretanto,
observa-se a formagdo de um floco esbranquicado, formado pela conglome-
racao dos restos celulares. Quando se transfere o liguido para a proveta
do colorimetro, éste floco tende a sobrenadar a solugao, ticando fora do
limite superior da abertura por onde passa o feixe luminoso. Em cerfas
amostras o floco parece mais compacto, e neste caso deposita-se no fundo
do tubo. Se éle se antepde a passagem da luz, é facil retira-lo com uma
pin¢a, restituindo-se ao liquido a primitiva limpidez.

No sangue malarico, grande parte da hematina formada pelo parasito
fica aprisionada nessa massa de restos celulares. Outra parte, entretanto,
permanece em suspensao na solugcdo de hemoglobina, aumentando a turbidez
do liquido. Quando se lida com sangue parasitado é indispensavel, por-
tanto, a centrifugacdo. Terminada esta, encontra-se um sedimento de hema-
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tina, e a dosagem da hemoglobina da valores mais baixos. Como exemplo,
citarei as determinacoes feitas em dois casos:

CAS0 1 CASO 11

Antesidatretirada do floco’ s v - o SO 6.3 4.0
Pepoistdatretiradadoi floco st o de s s ol v 5.1 8.1
1Yepoistdal CentTifUgaCa0 s «lers v s sisie s /st s aie s ois e e 4.0 2y

CONSTANTES CORPUSCULARES

O volume corpuscular médio é representado pela relagao

hematocrito em cm® por 1.000 cm?3

==l

hemacias em milhdes por mm?®

e expresso em microns ctibicos (u?).

A hemoglobina corpuscular média é avaliada segundo a relagde

hemoglobma em g por 1.000 cm?®

~hemacias em milhdes por mm?*

e expressa «m micromicrogramas (yy).

A concentracao da hemoglobina corpuscular média é representada pela
relacao

hemoglobina em g por 100 cm® X 100

hematocrito em cm® por 100 cm?®

c expressa em forma de percentagem. Este dado corresponde ao teor de
hemoglobina existente em 100 partes da substancia da hemacia média.

NUMERO DE RETICULOCITOS

Coloca-se sobre uma lamina uma goéta da seguinte solucao:

L)XAIA0. (e RS OOION s os i v o vealeio vl ks ot vimi a s e taot s A 1o ST A0 L
Al cresilEbrilantes o o i it alatei somnkaiine dits sielvinis S ae < 0.2 g
R e R A T oy D o e L e e 100 ¢m®

~ Mistura-se ao corante uma gota de sangue e recobre-se com uma lamina
escavada. Decorridos 3 minutos faz-se com éste material um preparado por
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—

distensdao. Fixa-se com alcool metilico e cora-se com o Giemsa. Contam-se
500 eritrocitos encontrados sucessivamente, anotando-se o0s reticuldcitos.
O niimero déstes é finalmente expresso em forma de percentagem.

RESULTADOS

Os resultados desta experiéncia acham-se representados na tabela 1
para os animais nao tratados (grupo A) e na tabela 2 para os animais tra-
tados (grupo B).

NUMERO DE HEMACIAS

As aves do grupo A sofreram grande baixa do nimero de hemacias,
conseqliente a acao da elevada quantidade de parasitos eritrocitarios, como
era de esperar tratando-se de infeccbes agudas rapidamente mortais.

Nas aves do grupo B, esta diminuicdo numérica das hemacias também
se féz sentir na grande maioria dos casos, com exce¢io de quatro. Na ave
581 houve, mesmo, um aumento de 400.000 glébulos. Vé-se, porém, que os
numeros encontrados nas proximidades do momento da morte, embora mais
baixos do que no principio da experiéncia, acham-se em grande parte dentro
dos limites normais. Isto pode ser verificado recorrendo-se as tabelas 1 e 1-A
da 1.* parte déste trabalho (1946). Observa-se também que os menores

valores assinalados neste grupo estdo bastante préximos do limiar inferior
da normalidade.

Nos casos tratados nao foi possivel subordinar a diminuicio numérica das
hemacias a uma causa diretamente relacionada a agdo parasitaria, como sejam
por exemplo a quantidade de trofozoitos eritrocitarios ou a intensidade da in-
feccdo pelas formas exo. Parece mais acertado atribui-la a destruicio dos
glébulos parasitados, em consegiiéncia da acdo fagocitaria das células do
sistema reticulo-endotelial, e ndo em conseqiiéncia da multiplicacdo dos para-
sitos, que foi impedida pela quinina. De fato, o exame histolégico das vis-
ceras de maior importancia reticulo-endotelial (figado e baco), em todos os
animais tratados, revelou a existéncia de grande atividade espodofagica, prin-
cipalmente da parte dos elementos reticulares na polpa esplénica e das cé-
lulas de Kupffer no figado. Sao ai encontrados abundantes detritos celu-
lares, podendo-se reconhecer entre éles globulos vermelhos ainda bem con-
servados, muitos dos quais evidentemente parasitados. E compreensivel que
a hemacia, invadida por um parasito, sofra consideravel alteracdo na sua
estrutura fisico-quimica, suficiente para transforma-la em um elemento
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TABELA 1

VALORES ENCONTRADOS PARA HEMACIAS, HEMATOCRITO, HEMOGLOBINA E CONSTANTES CORPUS-
CULARES, ANTES DA INOCULACAO E NO MOMENTO DA MORTE, E PARA RETICULHCITOS NO MO-
MENTO DA MORTE, EM PINTOS DO GRUPO A, INOCULADOS COM P. GALLINACEUM E NAO TRATADOS

—“_—-“-'_“—_————1___

HEJMACIAS |HEMATOCRITO |[HEMOGLOBINA | V. C. M. B.C. M, C.H.C. M. DIA DA

AVE mi‘hdes/mm3 %0 2/100 cm3 3 YooY Yo RETICULO= [ MORT

N.n CITOS \apos

’[ 0b Ino-
| F I I [ I I F | F I F culacio)
| l l L]
D A 2.3 0.8 29 13| 6.9 2.3 | 126 | 162 30 29 24 18 28 00
O T s afae 2.0| 0.6 29 10| 6.3 | 1.6 | 145 | 167 31 27 22 16 40 5.0
i s T AR T s 2.1 1 0.6 26 10| 5.4 | 1.4 124 | 167 26 23 21 14 29 5o
B2 s s s daiele ot 2.5 0.9 31 121 7.7 2.0 120 | 133 30 22 25 17 12 3.0
A AR 2.4 | 0.7 30 11 7.2 1.4 126 | 157 30 20 24 13 54 4.0
0805 e s 2.1 0.5 25 10 6.3 1.4 124 | 200 30 28 24 14 60 50
n

V. C. M. volume corpuscular médio.

H. C. M., hemoglobina corpuscular média.

C. H. C. M., concentragio da hemoglobina corpuscular média.
I. inicio da experiéncia.

F. fim da experiéncia.

TABELA 2

VALORES ENCONTRADOS PARA HEMACIAS, HEMATOCRITO, HEMOGLOBINA E CONSTA NTES CORPUS-
CULARES, ANTES DA INOCULACAO E NO MOMENTO DA MORTE, E PARA RETICULOCITOS NO MO-
MENTO DA MORTE, EM PINTOS DO GRUPO B, INOCULADOS COM P' GALLINACEUM E TRATADOS COM

QUININA.

‘-_'_——__—_—___—___——_

HEMACIAS (HEMATOCRITO ([HEMOGLOBINA | V.C.M H.C.M. | C.H.CM. DIA DA

AVE milhoes/mm3 7 g/100cm3 L 1197 70 RETICULO- | MORTE

N.o — CITOS (apos

% 1RO~

I F I F I I | F I F I F culagiio

| l

A0S s s - 2.0 1.5 25 2 6.0 | 4.9 125 144 30 31 24 21 25 16,0
SRR e P 25| 24 29 27 | 7.4 5.7| 116 | 112 30 24 25 21 11 16.0
A S 2.6 | 2.1 30 24| 6.6 5.1 | 120| 114 26 24 22 21 ; 17,0
Y 1 RS R 2.11 2.2 27 2T | 60| 4.6 128 | 123 28 21 22 17 14 16.°
A a5 e lstsre SiRimors 2. 30 5187 28 21| 63| 4.8 | 122 | 123 27 28 22 23 12 18.0
Y S A ) 2.3 1.6 30 e 1 ed 1552 130 | 137 32 32 23 24 16 17.0
7 (11 b AT P R 2.2 | 1.7 28 25 | 6.3 | 5.2 | 127 | 147 29 30 22 21 28 18.0
B A Cale N oS s mala: st 2.1} 1.6 25 22 | 63| 5.0 | 119 | 137 30 31 25 23 16 | 17.0
1) AR A dic||h 220 26 30 | 7.2 | 6.6 | 118 | 115 33 25 28 22 10 170
s e e e 2.8 | 1.6 33 20| 7.7 | 3.8 | 118 125 27 24 23 19 13 16.°
b AT R 3.0 | 2.2 30 26| 83| 6.0 100 | 118 28 27 27 23 16 18.0
e AT 2.0 ] 2.0 23 241 63| 63| 115| 120 31 31 27 26 15 17.0
o I 2.2 | 2.2 24 23 | 6.0 60| 109 | 104 2 27 25 26 12 16.°
D s s s s s 2.6 | 2.1 24 25 | 7.1 | 4.8 | 111 119 27 23 24 19 17 .0
0 B ) R Rp 1.9 | 14 24 i 60| 3.4 | 126 | 121 31 24 25 20 14 16.0
OO T e s s 2.5 | 2.1 30 26 | 7.3 | 5.7| 120 119 20 27 24 23 13 17.0

. C, M., volume corpuscular médio.

V
H. C. M., hemoglobina corpuscular média.

C. H. C. M., concentragio da hemoglobina corpuscular média.

I. inicio da experiéncia,
F. fim da experiéncia.
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anormal sujeito a ser removido do meio sanguineo. No mecanismo desta
remocdo entra como fator de grande importancia a atividade fagocitaria

do SRE.

HEMATOCRITO

Em tédas as aves examinadas os valores obtidos para o hematdcrito
acompanharam as variagdes do ntimero de hemacias. No grupo A houve
uma baixa muito acentuada désses valores. No grupo B manifestou-se nitida
tendéncia a diminuicao, muito menor, entretanto, que nos animais do grupo

nao tratado.
VOLUME CORPUSCULAR MEDIO

Os dados que acabam de ser apresentados (nimero de hemacias e
hematocrito) permitem considerar o volume da hemacia média nos casos
€1 eStUdO- !r‘ﬁ J;fﬁfiﬁ&!

Na avaliagdo do volume corpuscular médio, assim como da hemoglobina
corpuscular média, entra como um dos térmos da relacdo o ntmero de
hemacias calculado pela contagem. Como se sabe, esta contagem constitui
um processo hematoldgico sujeito a multiplas causas de érro, ao contrario
das determinacdes da hemoglobina e do hematécrito. Para compensar até
certo ponto esta deficiéencia do método foram feitas simultaneamente duas
contagens no sangue de cada animal, utilizando sempre a mesma pipeta
diluidora e o mesmo lado de uma s6 camara de Neubauer. No caso de
serem encontrados nimeros significativamente discordantes, as contagens
foram repetidas até apresentarem resultados satisfatorios.

Nas aves do grupo A observou-se constante aumento do volume glo-
bular. Na ave 562 éste aumento foi menos acentuado que nas demais, e
isto deve ser relacionado a menor duracdao da infeccdo aguda, pois éste
animal morreu no 3.° dia apés a inoculagdo, nao dando tempo a uma reagao
eficiente da medula 6ssea (reticulocitose de apenas 12% ). Quanto aos outros
animais, que morreram no 4.° e 5.° dias, a forte resposta reticulocitaria coin-
cidiu com grande aumento do volume corpuscular médio. '

A anemia malarica, sequndo se sabe, é do tipo normocitico. Nas es-
pécies em que a multiplicagdo dos parasitos até altos limites é bem tolerada
pelo organismo observa-se que, ao ser atingido um alto nivel de destruicdo
globular, aparece grande quantidade de hemacias jovens na circulagdo (reti-
culécitos e eritroblastos baséfilos e policromatéfilos). Este derrame de cé-
lulas imaturas, que reflete a hiperatividade da medula 6ssea, provoca a



W. L. Paraense: Acdo patogénica do P. Gallinaceum 353

subida do volume corpuscular médio a valores muito elevados, visto como
as formas jovens sdo bem maiores que as maduras. Nao se trata, porém,
de verdadeira macrocitose no sentido que ddo os hematologistas a esta ex-
pressao. lrata-se de um aumento volumétrico passageiro, devido a reticulo-
citose. Quando o animal resiste a infeccio aguda, o que muito freqiiente-
mente ocorre nas aves adultas, o volume regride em poucos dias aos valores
normais, em conseqiiéncia do rapido amadurecimento daquelas células invens.

No lote dos animais tratados as modificaces do volume globular foram
menos acentuadas do que no grupo testemunho. Quando houve modifi-
cagao apreciavel, esta se féz no sentido do aumento. Nio foram. porém,
atingidos os altos valores do grupo ndo tratado. A reticulocitose nio foi em
geral muito acentuada, variando na maioria dos casos entre 9 e 16%. Apenas
duas vézes apareceram valores mais altos (25 e 28% ), devendo-se notar que
correspondem a casos em que o volume médio se mostrou muito aumentado.

HEMOGLOBINA

Nos animais do grupo A a quantidade de hemoglobina desceu a valores
baixissimos, decaindo também, embora muito menos, no grupo B.

Cotejando os resultados finais do grupo B com os valores normais
constantes das tabelas 1 e 1-A da 1.* parte ja citada (1946), vé-se que, em
4 casos déste grupo, o conteitddo de hemoglobina ficou dentro dos Jimites
normais. Dos animais restantes, 6 apresentaram um teor entre 5 e 5.9 g, e
os 6 ultimos ficaram abaixo de 5 g.

HEMOGLOBINA CORPUSCULAR MEDIA

O teor do sangue em hemoglobina decresce na malaria em consegiiéncia
de duas causas principais: a diminuicio do nimero de hemacias e a baixa
do valor globular devida a a¢do do parasito. A hemoglobina da hemacia
constitui a substancia alimentar primordial utilizada pelo plasmédio durante
a fase eritrocitaria do seu desenvolvimento. Isto quer dizer que uma he-
macia parasitada é um elemento cujo teor em hemoglobina vai diminuindo 2
medida que no seu interior cresce o parasito. O grau de anemia da hemacia
média é indicado pelo valor da hemoglobina corpuscular média.

No grupo nao tratado o valor desta caracteristica mostrou nitida ten-
déncia decrescente,

No grupo tratado esta mesma tendéncia revelou-se em cérca de 1/3
dos casos. Nos 2/3 restantes ndo houve sensivel alteracio dos valores
(niciais.
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CONCENTRACAO DA HEMOGLOBINA CORPUSCULAR MEDIA

Esta é a mais exata das trés constantes aqui referidas porque depende
de dados sujeitos a um nimero minimo de causas de érro. Por isso mesmo
as suas variagoes apresentam menor amplitude no estado normal e sao mais
significativas nos estados patoldgicos.

Enquanto a hemoglobina corpuscular média corresponde a quantidade
absoluta de hemoglobina contida na heméacia média, a concentragao da hemo-
globina no corptisculo médio exprime a quantidade desta substancia existente
em 100 partes da hemacia. Disso resulta que, em glébulos normocrémicos,
o valor da hemoglobina corpuscular média tende a variar em funcdao do vo-
lume globular, ao passo que a concentragdo permanece inalterada. A pe-
quena variabilidade da concentracao da hemoglobina na hemaéacia normal é
explicada pelo fato de exprimir esta constante uma relacdo quantitativa
entre a hemoglobina e os demais componentes globulares. Isto faz com-
preender porque, no estado normal, existe um 6timo de concentragdo cujo
valor é quase o mesmo em tdoda a série dos vertebrados, um nivel de saturacdo
que nem a administragdo maci¢ca de substancias antianémicas permite ultra-

passar. Devido a éste fato, a baixa do valor da concentracdo é altamente
significativa de deficiéncia hemoglobinica.

Os valores desta constante decairam consideravelmente nas aves nio
tratadas. No grupo B constatou-se uma dimimuicdo muito menos acentuada
em cérca da metade dos casos, permanecendo inalterada a outra metade.
A baixa da concentragdo acha-se em nitida correspondéncia com a utilizacio
da hemoglobina corpuscular pelo plasmédio. Nos casos nio tratados a

utilizagao foi livre, mas ndo ultrapassou as fases iniciais nas aves tratadas.
devido a agao medicamentosa precoce sébre os parasitos.

RETICULOCITOS
-

No grupo nao tratado a reagdo reticulocitaria foi muito intensa em todos
Os animais, exceto na ave 562, que morreu no 3.° dia da infeccdo. Esta alta
reticulocitose é conseqiiéncia da grande destruicio de hemacias circulantes.
Na ave 562 encontrou-se a menor percentagem porque nio houve tempo
suficiente para a reagdo eritropoética exteriorizar-se no quadro hematico.

No grupo tratado a reticulocitose conservou-se em nivel pouco elevado,
naturalmente devido a menor solicitacao periférica.

O meétodo utilizado para a evidenciacdo dos reticulécitos nio foi o mais
satistatorio. Quando se examina o sangue de mistura com o corante vital e
montado entre lamina e laminula, aparece maior nimero de reticulécitos
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do que no material dessecado e supercorado pelo Giemsa. Isto acontece
porque no primeiro caso a coloracao é direta, atingindo mesmo os reticulé-
citos mais antigos, dotados de minima quantidade de substancia reticular.
No ultimo caso, entretanto, o corante que provocou a reagao granulo-fila-
mentosa € dissolvido pelo alcool metilico e substituido pelo azul de metileno

do Giemsa. E possivel que a substituicio seja incompleta, evidenciando-se
apenas nos reticulocitos mais jovens.

A contagem de reticulécitos foi feita em preparados a séco por motivo
de maior comodidade. Se fosse utilizado material frésco as mensuragoes
teriam de ser feitas imediatamente, o que seria impossivel em muitos casos,
nas circunstancias déste trabalho.

A percentagem normal de reticulécitos no sangue de pintos com poucos
dias de idade ainda ndo foi determinada com aproximada exatidio. Naio fiz
contagens antes da inoculagao por julgar precaria a comparagao dos numeros
assim obtidos com os resultados finais. Ainda ndo possuo dados bastante nu-
merosos, mas parece-me que o numero normal é de cérca de 10%, sujeito
porém a amplas variagdes nos diferentes animais. Por outro lado, as variagdes
individuais sao complicadas pelo fato de se estar lidando com aves de poucos
dias de idade, sujeitas a diminui¢do gradual do nimero de reticulécitos em
funcao do tempo de vida.

DISCUSSAO

Das observagdes que acabam de ser referidas, conclui-se que todos os
animais nao tratados e quase todos os tratados apresentaram certo grau de
anemia de intensidade variavel conforme o grupo a que pertenciam.

No grupo nao tratado a anemia foi profunda. Entre os tratados houve
dois casos em que os valores determinados nao se afastaram da normalidade
(ns. 585 e 586), ao lado de outros que apresentaram niimeros subnormais.

A principal conseqiiéncia do desenvolvimento das formas eritrocitarias
€ a anemia, que depende de duas causas elementares: a utilizacio da hemo-
globina pelo plasmédio em evolugdo na hemacia e a final destruicio do glé-
bulo pelo parasito maduro e pelos fagécitos.

Nos casos que evoluem sem tratamento a anemia é profunda, encon-
trando-se valores muito baixos na fase culminante do periodo agudo, tanto
para o numero de hemacias como para o conteido de hemoglobina. Nestes
casos o hematécrito acompanha naturalmente a queda do niimero de hemacias.
Os valores hematolégicos podem ser recuperados quando o organismo con-
segue vencer a crise aguda, o que acontece fregiientemente nas aves adultas.
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Os animais muito jovens, como sao aqueles usados nesta experieéncia, so
excepcionalmente resistem ao ataque agudo nao tratado.

Nas infeccoes pelo P. gallinaceum, segundo os dados que tenho conse-
guido, o ataque agudo leva o animal & morte quase com téda a certeza quando
os valores chegam em térno de 600.000 para as hemacias e 1.5 g para a
hemoglobina. Estes niimeros correspondem a cérca de )4 dos que sao mais fre-
giientemente encontrados no estado normal.

Nos casos tratados desta experiéncia observa-se que nunca foi atingida
essa relacdo, nem ao menos a de !4, que muito excepcionalmente se apre-
sentou em um s6 caso (n.° 583) para a hemoglobina. Mesmo quando houve
uma diminuicio bem significativa dos valores, ndo me parece que tenham
sido atingidos teores incompativeis com a vida. Nos ataques agudos muito
intensos, que levam os valores das heméacias e da hemoglobina muito abaixo
dos encontrados nestes casos tratados, pode haver sobrevivéncia do animal,
entrando a infeccdo em laténcia. Isto demonstra que, pelo menos durante
algum tempo, os animais podem viver com os valores minimos encontrados
no grupo tratado. Para uma anemia relativamente pouco intensa e insta-
lada paulatinamente, como- aquela observada neste grupo, ser capaz de levar
a morte, seria necessario que tal estado se prolongasse por muito mais tempo
do que aquele transcorrido entre a inoculagao e a morte déstes animais.
Além disso, todos éles morreram com satisfatéria reacao reticulocitaria, sinal
evidente da atividade compensadora da medula Gssea.

Bstes fatos permitem concluir que ‘a infeccdo das hemécias por trofo-
zoitos, como ficou descrita na parte ja publicada déste trabalho (1946), nao
é suficiente para explicar a morte dos animais tratados. A explicagao deve
ser buscada na intensa infeccao exo-eritrocitaria.

As observagdoes a serem publicadas em continuacao a éste trabalho re-
ferir-se-ao as alteragdes histolégicas encontradas no sistema nervoso central.

THE PATHOGENIC ROLE OF EXOERYTHROCYTIC
SCHIZONTS OF P. GALLINACEUM

3. SOME ERYTHROCYTIC VALUES IN QUININE TREATED INFECTIONS

In a previous work (1946) it was demonstrated that chickens inoculated
with erythrocytic forms of P. gallinaceum and given quinine from the day
following inoculation onward die with massive exoerythrocytic blockage of
the endothelial cells of the brain capillaries. Some trophozoites are seen in
the red blood cells of these animals during the whole time between inoculation
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and death, which were demonstrated to arise from the exoerythrocytic para-
sites. In these cases death was considered to be caused by the uncontrolled
development of the endothelial schizonts, since the birds remain alive when

treated with sulfadiazine, a drug definitely active against the exoerythro-
cytic forms.

Nevertheless, as the number of trophozoites poured into the blood in-
creases slowly but constantly in the last days before death, it was found
necessary to verity if death could be related by some way to the action of
the erythrocytic trophozoites. In the present paper the results of the inves-
tigations on this subject are brought out.

The chickens used in this work were the same ones referred to in the
previous paper (ns. 556 to 590). They were divided into two groups after

inoculation: group A (10 birds) which served as control and group B
(25 birds) which was given quinine.

Some erythrocytic values were determined in all of the animals before
inoculation: number of erythrocytes, quantity of hemoglobin and volume of
packed red cells. With the data thus obtained the erythrocytic constants
were calculated: mean corpuscular volume, mean corpuscular hemoglobin
and mean corpuscular hemoglobin concentration. These determinations and
the reticulocyte count were repeated in the majority of the cases just before

death. The results of this investigation are based on the comparison of the
values obtained before the inoculation and at death.

The birds of group A (table 1) died between the 3rd and 5th days
after inoculation. All six which were examined at the moment of death
showed a very great decrease of all values but mean corpuscular *~lime and

an intense reticulocyte response in those which died in the 4th and 5th days.
The cause of their death was acute anemia.

The birds of group B (table 2) died between the 15 th and 18 th days
after inoculation. They presented in most cases subnormal values at death.
The number of reticulocytes was moderately increased in all the birds which

were examined at death with the exception of two, in which the increase was
very high.

The high mean corpuscular volume attained in some cases, chiefly in
group A, must be related to the intense output of reticulocytes.

Increased phagocytosis as is known to exist in malaria, acting on tro-
phozoite-parasitized and normal erythrocytes, is considered sufficient to
justify the decrease of erythrocytic values in the treated cases. Even when
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TADLE 1

.~ NUMBER OF ERYTHROCYTES, VOLUME OF PACKED RED CELLS, QUANTITY OF HEMOGLOBIN
CORPUSCULAR CONSTANTS, BEFORE INOCULATION AND AT DEATH, AND RETICULOCYTE COUNT
AT DEATH, IN CHICKENS OF GROUP A, INOCULATED WITH P. GALLINACEUM AND UNTREATED.

AND

RED CBLL |VOL. PACKED |BFEMOGLOBIN
COUNT R:B.C: (gm. per M.C.V. M.C.H M.C.H.C. DAY OF
(mllions (ce. per 100 cc.) (c. i) (i =) (%.) RETICULO-| DEATH
BPIJBD per c. II'III]) ) ]00 {3{'.'.) CYTES | (a[t{gr
' - (%) 110~
| culation)
B D B D B D B D B D B D
ODB vk laoe s 6 a st ghutn s 2.3 0.8 29 13 6.9 2.3 126 162 30 29 p) 18 58 S5ch
DY T s o s v a7 5 2.0 0.0 29 10 6.3 1.6 145 167 31 27 22 16 40 o-
7 | B, 2.1 0.6 26 10 5.4 1.4 124 167 26 23 21 14 29 -
DO R eV e 2.9 0.9 31 12 7.7 2.0 120 133 30 22 25 17 12| 3~
ik e e S e R 2.4 0.7 S 11 (R 1.4 125 157 20 20 24 13 o4 4-
S N 2l 0.5 29 10 0.3 1.4 124 200 30 28 24 14 60 o
M. C. V, mean corpuscular volume.
M. C. H., mean cerpuscular hemoglobin.
M. C. H. C., mean corpuscular hemoglobin concentration.
B, before inoculation.
D. moment of death.
TABLE 2

NUMBER OF ERYTHROCYTES, VOLUME OF PACKED RED CELLS, QUANTITY OF HEMOGLOBIN AND
CORPUSCULAR CONSTANTS, BEFORE INOCULATION AND AT DEATH, AND RETICULOCYTE COUNT
AT DEATH, IN CHICKENS OF GROUP B, INOCULATED WITH P. GALLINACEUM AND TREATED WITH

QUININE.
l RED CELL VOL. PACKED | HEMOGLOBIN
COUNT R. B. C. (gm. per M.C.V. M.C. H. M.C.H.C. DAY OF
BIRD (millions ilg;] per 100 ce.) (c. ) (e (%) RETICULO-]  DEATH
N. per c.mm.) CUs S| CYTES (after
|5 ” - (%.) 1no-
' culation)
i B D B D B D B D B D B D
| |
—— ’ 1 I | | _
O I 20| 1.5 25 23| 6.0| 4.9 125 | 144 30 31 24 21 25 16th
3y 0 N R | 2.6 2.4 290 27| 7.4| 5.7| 116 | 112 30 24 25 21 11 16—~
6T B S e’ 9:5.1 2.1 30 24 | 6.6| 5.1 | 120 114 26 24 22 21 9 17-
13 S 2.1 | 929 27 27 | 6.0| 4.6 | 128 | 123 298 | 21 929 17 14 16~
BT 983 1 1.7 28 21 | 6.3 I 48| 122 | 123 27 28 22 23 12 18-
g e S 2:.31 1.6 30 92 e e A linb 24 "130; | - 187 32 32 25 24 16 17-
s S YOI s Ul 28 25| 6.3| 5.2 | 127 | 147 29 30 29 21 298 1~ 18&
[ (R SRS S 21| 1.6 25 22BN IRE 0N | 119815137 30| 31 25 23 16 -
43 1, ol 22| 2.6 26 30| 7.2| 6.6 | 118 | 115 33 25 28 29 10 17-
i R | 2.8| 1.6 33 2001 T 8.8 | 1181 /195 27 24 923 19 13 16—
Y LA i, o 3.0 22! 30 26 | 8.3 | 6.0 100| 118 28 27 27 23 16 18-
1 e 20| 2.0 23 24 | 6.3| 6.3 | 115 | 120 31 31 27 26 15 17-
BROIN L e, 2.2 | 2.9 24 23| 6.0 6.0 | 109 | 104 27 97 25 26 12 16~
DR 2.6 | 2.1 20 25 | 7.1 | 48| 111 | 119 27 23 24 19 0 7-
4L e e T ARy ) 1.0| 14 24 17| 6.0 | 3.4 | 126 | 121 31 24 25 20 14 16~
e e 2.5 | 2.1 30 26 | 7.3 1 5.7 120 ( 119 20 97 24 23 13 17-
—mm v

M. C. V., mean corpuscular volume.
- M. C. H., mean corpuscular hemoglobin.
M. C. H. C., mean corpuscular hemoglobin concentration.

B
D. at death.

. before 1noculation,
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a significant decrease of those numbers was observed, values so low as to be
incompatible with life were never attained.

These results lead to the conclusion that the erythrocytic infection by
trophozoites, as described in the preceding paper (1946), is not sufficient to
explain the death of quinine treated animals. The explanation is to be founa
in the massive exoerythrocytic infection, as will be described in a further paper
on the histological changes which occur in the central nervous system.
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