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1. INVESTIGACOES PRELIMINARES

Depois da descoberta, por James & Tate (1937), das formas exoeritroci-
tarias (*) do Plasmodium gallinaceum, numerosos outros pesquisadores tém
se ocupado do seu estudo. De um modo geral, o resultado désses trabalhos
tem demonstrado que as caracteristicas essenciais do ciclo exo do P. galli-
naceumn sao semelhantes as do ciclo exo das demais espécies de plasmédios
nas quais éste ciclo tem sido bem estudado.

Em dois artigos anteriores (1944, 1945) expus de maneira resumida o
estado dos conhecimentos sdbre a questdo do ciclo exo em geral. Antes de
iniciar a exposicdo dos assuntos que constituem o objeto déste trabalho, deta-
Iharei mais algumas nog¢des sébre o ciclo exo do P. gallinaceum em particular.

O CICLO EXQ DO P. GALLINACEUM

A transmissdo experimental do P. gallinaceumn de uma ave a outra ¢ feita
pela inoculagdo de esporozoitos ou de sangue parasitado.
N\

Inoculagdo de esporozoitos. Pode ser realizada por picada de mosquito
infectado (geralmente usa-se o Aedes aegypti) ou por injecdo de triturado
de glandulas salivares portadoras de esporozoitos.

Nos casos inoculados com esporozoitos, as formas exo desenvolvem-se
na fase inicial da infec¢do (periodo de incubacio), antes do aparecimento

(*) Neste trabalho o adjetivo exoerifrocitario e suas flexdes serdo enunciados na forma
abreviada exo.

* RRecebido pora publicacio a 7 de Fevereiro de 1944,
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dos parasitos nas hemacias. Este é um fato que se acha estabelecido com
absoluta seguranca, baseado no encontro de esquizogonias exo e na auséncia
de parasitos eritrocitarios durante o referido periodo de incubacio. Segundo
o resultado das pesquisas feitas com o P. gallinaceum, a evoluciao dos esporo-
zoitos inoculados realiza-se de acérdo com a sequinte sucessio de fendmenos:

Chegados ao ponto de inoculagdo (tecido subcutineo), os esporozoitos
sao englobados pelas células reticulo-endoteliais existentes no derma, ou
penetram ativamente nas referidas células. Este mecanismo nio esta ainda
elucidado, mas é certo que os esporozoitos, algumas horas depois de ino-
culados, sdo encontrados no interior de elementos reticulo-endoteliais do
tecido dérmico. E possivel que uma parte déles seja arrastada pela corrente
sanguinea para os Orgdos profundos, ou siga mais lentamente pelos trajetos
linfaticos. Atingindo a intimidade de uma viscera, os esporozoitos se aloja-
rao dentro de células do sistema reticulo-endotelial (SRE), onde evoluirio
como se estivessem em células analogas do tecido subcutaneo. Nos elementos
do SRE os esporozoitos se multiplicam, iniciando o ciclo exo. Através de um
processo esquizogdénico diao origem, no ponto de inoculacio, a descendentes
que sdo levados aos 6rgaos internos pela corrente circulatéria, e que  con-
tinuam nas células reticulo-endoteliais déstes 6rgdaos a mesma evolucdo as-
sexuada. E possivel que ai ja se encontrem elementos parasitarios analogos,
derivados da multiplicagdo dos esporozoitos chegados a ésses 6rgdos através
da circulagdo sanguinea ou linfatica. De fato, na sequnda metade do periodo
de incubagio tém sido encontradas formas exo, geralmente em pequena quan-
tidade, no interior de células reticulo-endoteliais, principalmente do sistema
nervoso central.

Os parasitos exo multiplicam-se dentro das células do SRE, nos dife-
rentes 6rgdos possuidores de elementos déste sistema celular. Podem ser
vistos no figado, bago, rim, pulmio, medula éssea, etc., e de maneira muito
conspicua no sistema nervoso central, onde ocupam as células endoteliais que
revestem os capilares sanguineos. Depois de certo ntimero de geracdes dessa
natureza, os merozoitos exo acham-se aptos a infectar as hemacias. Este fato
determina o fim do periodo de incubacdo, durante o qual nio existem para-
sitos nos glébulos vermelhos. Chegados a éste ponto de sua evolucdo, os
merozoitos tomam um entre dois destinos: grande parte cai na circulacio
sanguinea, invadindo os glébulos vermelhos para realizar o conhecido ciclo
eritrocitario, enquanto uma parte continua a parasitar o SRE.

Nas relagées entre os dois ciclos tem grande importancia o fato de que,
nos casos infectados com esporozoitos, o ciclo exo precede o eritrocitario.
Como veremos em seguida, ndo acontece o mesmo nos casos infectados com
sangue malarico.
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Inoculagdo de sangue. Nos casos de malaria provocada pela inoculacio
de sangue parasitado, as formas exo aparecem secundariamente, isto é, depois
de ficar instalada a infeccao dos glébulos vermelhos. E’ compreensivel que
tal aconteca. E’ fato indiscutivel que os plasméodios, evoluindo nas hemacias,
realizam um ciclo esquizogénico no fim do qual os merozoitos assim origi-
nados libertam-se na corrente circulatéria, reiniciando o mesmo ciclo. Em
consequeéncia, se introduzirmos sangue malarico nas veias de um individuo
receptivo, os parasitos continuarao o seu desenvolvimento como germes repi-
cados de um meio de cultura a outro meio idéntico. Tanto que é possivel
suprimir o periodo de incubacdo injetando-se um ntimero muito elevado de
- parasitos sanguineos por via intravenosa, o que ndao acontece quando se inje-
tam esporozoitos mesmo em doses macicas. Isto porque, enquanto os esporo-
zoitos tém de realizar preéviamente o ciclo exo preparatério a infeccio san-

guinea (periodo de incubacao), na inoculacao de sanque malarico a modali-
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Fig. 1 — P. gallinaceum . Formas exo no endotélio de um ecapilar cerebral. A

estrutura do vaso esti bem conservada, como acontece habitualmente em esfre-

gacos do sistema nervoso central. Observa-se a disposicio reticular conseqiiente
4 anastomose reciproca dos ramos vasculares. x 3200. — TToto J . Fontes,

dade evolutiva dos parasitos injetados ndo é interrompida, instalando-se ime-
diatamente o ciclo eritrocitario no novo individuo. O ciclo exo, ao contrario,
comparecera depois, porque para o seu estabelecimento é necessario um praso
de readaptacao dos parasitos ao SRE.

REFERENCIAS A ACAO PATOGENICA DAS FORMAS EXO

Desde os primeiros trabalhos de James & Tate sébre o P. gallinacium, ja
citados, sabe-se que as formas exo déste plasmédio possuem acentuado tro-
pismo para os endotélios dos capilares encefalicos. Nas infec¢des por éste pa-
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rasito, as formas exo podem ser encontradas em tédas as visceras possuidoras
de células do SRE, em niamero proporcional 4 abundancia das referidas cé-
lulas. No encéfalo, entretanto, a concentragcido parasitaria atinge a sua ma-

xima intensidade, e isto constitui a principal caracteristica do ciclo exo do P.
gallinaceum.

A observacado désses aspectos, principalmente nas infec¢des intensas, como
se vé nas figuras 1 a 3, sugere a idéia de que tao grande afluéncia de para-
sitos deve provocar modifica¢des funcionais no ambiente em relacio com o

qual éles se encontram, modificacdes estas que se traduziriam em uma verda-
deira agdo patogénica.

!

Alias, na bibliografia existente sébre o ciclo exo dos plasmédios em geral,
sao encontradas referéncias a tal agdo patogénica. Trata-se, porém, quase
sempre, de simples consideracdes de natureza secundaria, no texto de escritos
dedicados a outros assuntos. Como sera visto a propésito das citacdes feitas

no decurso déste trabalho, poucos sdo os autores cuja atencdo foi dirigida a
questao que nos i:ieressa agora.

Nas suas observac¢des sdbre o P. efongatum, verificou Raffaele (1936)
que muitas vézes as aves inoculadas morriam quando o parasitismo sanguineo
era ainda muito escasso, isto &, logo no inicio da invasio do sangue pelos
primeiros trofozoitos. A caracteristica dominante do quadro mérbido era
intensa anemia, cuja gravidade nao guardava relacdo com a destruicao glo-
bular provocada pelo parasito. Nestes casos o exame das visceras mostrava
abundantes esquizogonias exo, promovendo acentuado bloqueio do SRE.

Na comunicagdo inicial sdbre o ciclo exo do P. gallinaceum, referem-se
James & Tate a aves temporariamente curadas da inliecgé'io sanguinea pela
administragdo de algumas doses de quinina, e que morreram depois, em con-
seqiiéncia do desenvolvimento de grandes esquizontes no interior das células
endoteliais dos capilares cerebrais. Em nota ulterior (1938) referem-se ainda
a casos em que a presenca de formas exo em grande quantidade no encéfalo
de algumas aves coincidia com manifestagées de paralisia generalizada. Em
outro trabalho (1939), James assinala casos cujo éxito letal relaciona a4 abun-
dancia e vasta distribuicio da esquizogonia exo.

Kikuth & Mudrow (1937) dizem que a multiplicagdo esquizogdnica nos
endotélios dos capilares cerebrais, nas infecc¢des pelo P. cathemerium, pode
provocar a oclusdo da luz dos vasos e conseqiientes efusdes sanguineas. Jul-
gam muito provavel que essas formas, aparecendo em grande quantidade no
cérebro, possam agir como causa de morte.

Também Rodhain (1939), apoiando-se nas verificacdées que fez em pin-
giiins (Spheniscus demersus e S. humboldti) naturalmente infectados com o
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P. praecox, diz que a invasao parasitaria do SRE faz pensar na existéncia
de uma acao patogénica local cerebral, além de representar um papel de ordem

geral na gravidade da infeccao palustre nos esteniscideos.

Num estudo sobre a patologia da infeccao pelo P. gallinaceurmn, chegou
Jacobi (1939) a conclusao de que a multiplicacao das formas exo é tao peri-

g, 2 -— P, gallinacewm., IForma exo no endotélio de um
capilar cerebral, x 700, — Foto L. F. Salazar.

gosa para o animal como o ataque eritrocitario agudo. Diz mais que a infec-
cao por formas exo nao é perceptivel exteriormente, nao confirmando a sinto-
matologia paralitica descrita por James & Tate.

Wolfson (1940) verificou, em canarios inoculados com o P. catheme-
rium, que a incidéncia de esplenomegalia, infarto esplénico e hemorragias das
meninges cerebrais é muito mais acentuada nas aves que apresentam esquizo-

-

gonia exo do que naquelas em que tal esquizogonia nao ¢ encontrada.

Numa publicacao em que estudam a acao de diversas sulfonamidas sobre
o P. gallinaceum, Freire & Paraense (1944) referem-se a aves que morreram
na vigéncia do tratamento pela quinina e pela atebrina. Nestes animais foram
encontradas esquizogonias exo, as vézes em grande abundancia, ao passo que
a freqiiéncia dos parasitos no sangue achava-se grandemente diminuida pela
acao do medicamento. Constatacdes idénticas fizeram Coggeshall, Porter &
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[Laird (1944), em trabalho sébre o mesmo assunto, publicado poucos meses

depois.

Fig. o2 — P. gallinacewm. Forma exo no endotélio de am
capilar cerebral. Caso tratado com quinina. X 1.200. —
Foto J. Fonies.

PRIMEIRAS OBSERVACOES

A idéia de investigar a acdo patogénica das formas exo do P. gallinaceum

foi-me sugerida por observacdes feitas durante uma pesquisa sObre a ativi-
dade medicamentosa da quinina contra as formas eritrocitarias. Tendo ino-

culado um lote de 20 pintos jovens, observei que tddas as aves testemunhas
morreram em conseqiiéncia da infeccao sanguinea aguda, ao passo que 0s ani-
mais tratados nao chegaram a apresentar grande numero de parasitos nas
hemacias. E' assim que, no 8.° dia da infeccao, s6 restava o grupo de animais
tratados. No 10.° dia observei que duas aves déste grupo distinguiam-se das
demais pelo seu diverso comportamento. Enquanto as outras movimenta-
vam-se vivamente e nao demonstravam qualquer anormalidade, as duas aves

referidas ficavam paradas a um canto da gaiola, com aspecto sonolento, cer-
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radas as palpebras, s6 despertando désse marasmo quando se fazia ruido
perto das gaiolas. Entado elas tornavam-se tdo vivazes quanto as demais,
porém dai a instantes voltavam ao mesmo estado sonolento. O sangue dessas
aves apresentava cérca de 5 9% de hemacias parasitadas, exclusivamente por
mindasculos trofozoitos. Estes dois pintos foram sacrificados, sendo encontra-

‘"das abundantissimas ftormas exo nos endotélios da maioria dos capilares ence-

falicos e medulares examinados.

As aves Ilrestahtes continuaram em tratamento pela quinina, morrendo
tddas entre o 14.° e 0 17.° dias sequintes a inoculagdo. Apresentaram sempre,
antes de morrer, a sintomatologia acima descrita, a qual se acentuava gradual-
mente até que o animal entrava em estado francamente comatoso. Algumas
vézes essa fase terminal de torpor durava dois ou trés dias. Outras vézes era
mais rapida, e os animais morriam no mesmo dia em que ela se manifestava.

Em todos éles foram vistas abundantissimas esquizogonias exo, nos endo-

télios dos capilares do encéfalo e da medula espinal.

Estes achados pareciam, pois, indicar que se tratava de um fato freqiiente

e digno de ser estudado.

HEMATIMETRIA E HEMOGLOBINOMETRIA
EM PINTOS NORMAIS

Os dados que encontrei na bibliografia a respeito do namero de eritré-
citos e do conteiido de hemoglobina no sangue do Gallus gallus referem-se
exclusivamente a animais adultos. O fato de serem utilizados nos meus tra-
balhos animais de baixa idade levou-me a fazer um ligeiro estudo prévio sébre

a questdo, afim de tornar possivel a comparagdo dos resultados conseguidos

nas minhas verifica¢des.

As determinacdes dos valores referidos foram feitas em 80 pintos nor-
mais (racas Leghorn branca, Rhode Island vermelha e Light Sussex), cuja
idade variava entre 5 e 10 dias. Ocupei-me apenas dos glébulos vermelhos
e da hemoglobina. Nao foi possivel determinar também o hematdcrito, o que
permitiria estabelecer de uma vez os indices de volume e de saturacdo. Com
as duas mensuragdes de que disponho, s6 foi possivel calcular o indice de
hemoglobina.
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Os dados obtidos acham-se agrupados na tabela 1. Esses dados foram
submetidos a analise estatistica, encontrando-se os resultados na tabela 1-a.

TABELA 1

NUMERO DE HEMA CIAS, CONTEUDO DE HEMOGLOBINA B INDICE DE HEMOGLOBINA ENC ONTRADOS NO SANGUR DE 80 PINTOS
NORMAIS COM 5—-10 DIAS DE IDADE

HEMOGLOBINA INDICE DE HEMOGLOBINA
HEMA CIAS FRE- (/100 em®) )
(10/mm?) QUENCIA | _
6.0-6.9 7.0—7.9|8.0—8.9|9.0~9.9 10.0-10.9)11.0-11.9|26-28]29-31(32-34(35-37|38—40(41-43
1.70-1.79. .. 1 1 — — — — —_ — —— — 1 — ~
1.80-1.89. .. 6 6 — — - — —— — — 2 4 — —
1.90-1.99... 9 7 1 1 — — — — 3 4 1 — |
2.00-2.09... 10 2 6 2 —- — — — 1 1 4 4 -
2.10-2.19. .. 5 2 1 2 — — — 1 1 1 1 1 —
2.20~2.29. .. 13 2 5 5 1 — — | 1] 3| 2| 4| 2 1
2.30-2.39... 15 3 4 6 2 — — 3 2 2 6 2 ~—
2.40-2.49. .. 4 1 1 1 1 — — | 1| 1| | - 1| —
2.50-2.59. . 8 ~ 4 1 2 1 — | 1| 4| 1| 1| 1| --
2.60-2.69. .. 5 — 1 1 2 — 1| — 2| 1| 1| — 1
2.70 2.79... 2 — 1 1 — - — | —| =] 1] =] -
2.80-2.89. .. 0 — — = = — — | = = = =] = -
2.90-2.99. .. 1 — — - - 1 — — =] — 1| — | — -
3.00-3.10. .. 1 —_ — — 1 — — | = 1 = =] =] =
TOTAIS........ 80 24 24 20 10 1 1 8 18 16 24 11 3
TABELA 1-A.

Intervalos totais, médias, desvios padrdes e coeficientes de variacéo, com o8 respectivos erros padroes, segundo
03 dados obtidos pela hematimetria e hemoglobinometria, em 80-pintos normais, com 5-1C dias de idade.

/#——__

INTERVALOS
ATRIBUTOS TOTAIS MEDIAS +E. P. D.P. + E.P. c.v. ¥ E.P
i
Hema4cias (milhées/mm3)...... .. ... ... 1.76—3.08 2.24 + .035 315 = .024 14.06 + 1.132
Hemoglobina (g/100.em?)... ... ... .. 6.0—11.2 '7.68 + .126 1.13 £ .089 14.71 + 1.186
Indice de hemoglobina (YY)...... ... .. 26—43 34 + .461 4.12 = .326 12.13 + 0.97 3

Os animais examinados, assim como todos os outros utilizados nos meus
trabalhos, sdo adquiridos com 1 dia de idade, em uma das casas vendedoras
de aves nesta cidade. Chegados ao laboratério, sio mantidos em observagao
durante 5 a 10 dias, em criadeiras aquecidas a eletricidade. Se morrem aves
neste periodo, sdo elas examinadas, e no caso de ser constatada moléstia con-

tagiosa todo o lote é abandonado. Sio tomadas as devidas precaug¢des para
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evitar a utilizacado de animais portadores de doencas. A alimentacdo dos
pintos consta da mistura, em propor¢des racionais, das sequintes substdncias:
fuba de milho, triguilho moido, aveia moida, farinha de carne, sal de cozinha,
carbonato de calcio, leite integral em pd, germe de trigo, alpiste e 6leo de
figado de cacdo, além de verduras picadas.

A determinacdo do nimero de glébulos vermelhos é feita no hematimetro
de Neubauer. O sangue, obtido por puncao de uma veia da asa ou da perna,
é aspirado na pipefa de Thoma e diluido a 1 % em solucdo de cloreto de
sodio a 0.85 %. O sangue diluido é agitado durante 5 minutos no interior
da pipeta e depois é colocada uma gota na camara de contagem. Achando-se
os glébulos uniformemente distribuidos na célula, aguarda-se a sedimentacao
dos mesmos durante 10 minutos, e inicia-se entdo a contagem. Verifica-se
o numero de hemacias encontradas em 5 grupos de 20 quadriculas das me-
nores, multiplica-se o resultado obtido por 4.000, e o produto representa o

numero de hemacias existente em Imm?® de sangue.

As determinacdes de hemoglobina foram feitas na Secdo de Hemato-
logia (chefiada pelo Dr. Walter O. Cruz), por gentileza do meu colega
Dr. R. Pimenta de Mello. Foi usada a técnica da dosagem sob a forma de
oxihemoglobina no colorimetro fotoelétrico de Klett-Summerson. S3o aspi-
rados, em pipeta especialmente calibrada, 20mm?® de sangue obtido por puncio
de uma veia da asa ou da perna. O sangque é colocado em tubo de hemélise,
contendo 5 cm?® de solucdo de carbonato de sédio a 0.1 % em agua destilada.
Em seguida é feita a leitura no colorimetro, que indica a quantidade de hemo-

globina existente na amostra examinada, expressa em gramas por 100 cm?
de sangue.

O indice de hemoglobina, que representa a quantidade média desta subs-
tancia contida em um glébulo vermelho, é obtido pela relagio hemoglobina/
hemacias, sendo o resultado expresso em micromicrogeamas (yy).

Os resultados médios obtidos ficaram um pouco abaixo dos menores va-

lores encontrados pelos autores, e sdo os sequintes, com os respectivos erros

padroes:
Hemacias. . .......... 2.240.000 = 35.000 por mm?® de sangue ;
Hemoglobina. . ...... 7.68 = 0.126 g por 100 cm?® de sangue ;

Indice de hemoglobina. 34 +- 0.461 vy por hemacia.
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Para comparacio déstes dados com os de outros autores, recomendo a
tabela existente no trabalho de Forkner (1929).

Estes resultados fazem supor a existéncia de valores mais baixos nas

P 4

aves muito jovens, como é o caso nesta série por mim examinada.

TOLERANCIA DO ORGANISMO DAS AVES A QUININA

Das experiéncias planejadas para o presente trabalho constava o trata-
mento de grande parte dos animais com o cloridrato de quinina. EBste medica-
mento seria aplicado por via oral, em doses diarias correspondentes a 150 mg
por quilo do corpo de cada animal. Porisso achei indicado fazer observacdes
prévias sdbre a tolerancia a essa dose do medicamento, aplicada durante 20
dias sequidos. Foram assim tratados 10 pintos com 5 dias de idade contados
no primeiro dia do tratamento. A quinina foi administrada por via oral, em
solucdo aquosa injetada através de cateter diretamente no eséfago. Outro
grupo de 10 pintos da mesma idade ficou para contrdle, sem tomar medi-
camento. |

S

-

Os resultados estdo representados na tabela 2. As aves submetidas a
acao da quinina, assim como as testemunhas, foram examinadas no 1.° e no

TABELA 2

Ndamero de hemsdeias e conteGdo de hemoglobina encontrados no sangue de pintos tratados eom o clori-
dratc de quinina, durante 20 dias, e ndo tratados. Valores obtidos no inicio e no fim da experiéncia.

TRATADOS NAO TRATADOS
HEMACIAS HEMOGLOBINA HEMACIAS HEMOGLORINA
(milhdes/mm-; (2/100 cm3) (milhdes/mm3) (/100 cem?)
N.s N.s
1o. dia | 20° dia | t.o din | 20. dia 1.0 dia | 20.0 dia | 1.0 dia | 20.0 dia
Q1 2.17 2.04 6.8 7.8 T 1 2.42 2.38 9.6 7.4
Q2............. 1.90 2 .04 8.2 6.6 T 2 2.40 |, 2.32 7.0 8.2
Q3. ......... 2 .30 2 .38 6.0 6.8 T 3 1.98 1.60 7.2 6.4
Q4............. 1.83 1.90 6.8 6.6 T 4 2.10 2.33 8.2 8.8
Q5............. 2.36 2.29 7.4 7.6 T 5 2 .00 2.11 7.8 7.0
Q6... 2.21 2.20 7.8 7.0 T 6 2. 58 2 .40 0.0 8.0
Q7... 2.00 2 .04 7.0 8.2 T 7 2.23 2.97 8.4 7 .-
Q 8... 2.22 2.04 8.2 6.6 T 8 2.60 2 .58 9.2 8.0
Q9. .. 2 .37 2.56 7.6 7.6 T O 1.95 2.20 6.0 8 4
Q 10.. 1.82 1.76 6.8 6.4 T 10 1.82 1.96 6.8 6.6
MEDIAS, .. ... .... 2.118 2.125 7.26 7.12 — 29208 | 2.245 | 7.92 7.60
] h

20.° dias da experiéncia, tendo-se em vista o niimero de glébulos vermelhos e
os valores de hemoglobina. Em seguida foram sacrificadas 5 das aves tra-
tadas, para exame necroscépico e histoléogico das visceras. As 5 restantes
déste grupo continuaram vivas, em observacgao.
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Em nenhum dos pintos que tomaram quinina observou-se qualquer sinal
que sugerisse a idéia de uma acgao téxica do medicamento. Também depois
da experiéncia, as aves que nao foram sacrificadas continuaram desenvol-

vendo-se normalmente.

Pelos resultados contidos na tabela 2, parece que as doses de quinina
empregadas nesta série de animais nao sido capazes de provocar alteracdes
do nimero de eritrécitos e da quantidade de hemoglobina. As médias encon-
tradas no inicio e no fim da experiéncia, tanto nos animais tratados como nos
testemunhos, estido contidas nos limites da normalidade, ndo havendo necessi-
dade de submeter esses resultados a um teste de significacao.

A observacdo necroscopica das 5 aves sacrificadas no fim do tratamento
nao revelou qualquer anormalidade, o mesmo acontecendo quanto ao aspecto
histolégico das visceras examinadas (encéfalo, figado e rins).

Em um trabalho de Kohlschiitter, Zipf & Triller (1943) foram feitas ob-

servagbes sdbre a toxicologia do cloridrato de quinina, durante estudos tera-
péuticos com o P. gallinaceum. Estes autores estabeleceram que a dose tunica
mortal, por via oral, para frangos de 2 a 6 meses de idade, ¢ de uns 860 mg
por quilo do corpo. A dose diaria capaz de matar o animal quando adminis-
trada durante 5 dias é de 570 mg por quilo. As doses moderadas, repetidas
durante certo nimero de dias, provocam alguma perda de péso, mas nao a
morte. NAao foram encontradas lesdes no encéfalo das aves que apresenta-
ram sintomas nervosos devidos as doses mortais.

A dose minima mortal de cloridrato de quinina, sequndo Freire & Pa-
raense (1944), é de 100 mg para pintos de 30 g (cérca de 2 dias de idade).
Isto parece indicar que as aves mais jovens toleram doses muito maiores do
medicamento.

E' possivel afirmar, portanto, que o cloridrato de quinina, na dose utili-
zada nas experiéncias descritas a seguir (150 mg diarios por quilo do corpo),

nio é capaz de provocar no organismo das aves outras modificagdes além
daquelas causadas pela sua agado antiparasitaria.

EVOLUCAO DA INFECCAO TRATADA COM QUININA
E DA INFECCAO NAO TRATADA

A primeira experiéncia a ser descrita tornarad possivel comparar a infec-
cdo tratada com quinina e a infeccdo ndo tratada, quanto a evolugdo de
ambas de um modo geral.
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Nesta experiéncia, assim como nas outras que serdo descritas a segquir,

o dia da inoculacdo dos parasitos por via intravenosa é considerado como o
primeiro dia da infeccao sanguinea.

A intensidade do parasitismo sanguineo é avaliada pela contagem do
nimero de plasmédios existentes em 1.000 hemacias. Se levarmos em conta
que, nos casos de forte infeccdo sanguinea, sao freqiientes os glébulos infec-
tados por varios plasmédios (as vézes até mais de 5), veremos que em tais
casos sdao encontrados mais de 1.000 parasitos em 1.000 hemacias.

Entretanto, quando sdo vistos por ésse processo menos de 10 elementos
parasitarios (infec¢des iniciais ou latentes), a contagem é prolongada a 10.000
eritrocitos. Se até éste niimero nio sido encontrados parasitos, o preparado

F 4

de sangue é considerado negativo.

O numero de plasmédios obtido é dividido por 10 ou 100, conforme
tenham sido examinadas 1.000 ou 10.000 hemacias, obtendo-se assim a fre-
giiéncia de parasitos em 100 hemacias. Onde se 1&é que o nimero de parasitos
é 10 %, isto significa terem sido encontrados 10 plasmédios em 100 hemacias.

A intensidade da infeccdo pelas formas exo nos preparados de encéfalo
é avaliada pela contagem ao acaso de 100 segmentos de capilares sucessiva-~
mente encontrados, anotando-se o niimero daqueles cujos endotélios se apre-
sentam parasitados. Nao sendo encontradas formas exo, a verificacao é pro-
longada a mais 100, e assim por diante, de modo que o resultado negativo
é baseado no exame exaustivo do preparado.

Esta determinacdo numérica da infeccido dos capilares pelas formas exo
niao pode deixar de ser muito arbitraria, se levarmos em conta a estrutura
dos referidos endotélios e dos esquizontes exo. Sabendo-se que os endotélios
sdo formagdes sinciciais, compreende-se a impossibilidade de serem isoladas
unidades celulares para contagem de elementos parasitados. Por outro lado,
as formas exo parecem ter um poder quase ilimitado de multiplicacdo esquizo-
gonica, dando origem a grandes parasitos que invadem uma série de enér-

‘gides limitrofes. Em muitos casos ndo se pode saber se um déstes grandes

parasitos deriva da multiplicacdo de um sé elemento inicial ou se é formado
pela fusdo de dois ou mais esquizontes vizinhos. Nestas condicdes, o melhor

processo pareceu-me ser o da contagem de segmentos de capilares. Isto sé
é aplicavel, entretanto, aos preparados do sistema nervoso central, nos quais
sdo encontrados trechos de capilares as vézes muito longos, maiores ainda
que aquéle reproduzido na fig. 1, gracas & estrutura peculiar da sua adven-
ticia. Sabe-se que os capilares do sistema nervoso central sio isolados da
substancia nervosa ambiente por meio dos espacos linfaticos perivasculares
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de Virchow-Robin. Estes espacos sdo atravessados radialmente por finas
fibrilas, que ligam a adventicia dos capilares a substancia nervosa. Durante
a manipulacido dos preparados estas delicadas fibrilas rompem-se com grande
facilidade, deixando os capilares isolados. Eles aderem a lamina e se apre-
sentam perfeitamente nitidos ao exame, com os seus contornos bem delimi-
tados. Este aspecto pode ser observado em qualquer das figuras de capilares
que ilustram &ste trabalho. O mesmo nao acontece nos preparados dos outros:
6érgaos, nos quais a adventicia dos capilares constitui uma formagao bem
desenvolvida que se continua intimamente com os tecidos circunjacentes, nao
permitindo que o vaso se desprenda com a sua estrutura intacta.

Para esta pesquisa foram inoculados 80 pintos Leghorn brancos, com
5 dias de idade. Cada animal recebeu, por via intravenosa, /1o cm? de sangue
de um frango cujas hemacias achavam-se parasitadas na razdo de 40 % (in-
feccao aguda). A contagem das hemacias da ave doadora deu como resultado
1.625.000 por mm?, tendo sido inoculados, portanto, 65.000.000 parasitos
em cada animal. '

As aves inoculadas foram separadas em dois grupos iguais de 40 ani-
mais. Um lote foi tratado com quinina a partir do dia seguinte a inoculacac.
O outro ficou sem tratamento, servindo para contréle.

Os dados principais desta experiéncia estio reunidos na tabela 3. Foram
obtidos resultados interessantes, que forneceram sugestdes para o desenvol-
vimento ulterior dos trabalhos.

Nas aves nao tratadas a infeccao sanguinea incrementou, como acontece
usualmente, atin§indo grande intensidade e provocando a morte de tddas
elas, entre o 4.° e 6.° dias da infeccdo. Em nenhuma foi possivel encontrar
formas exo nos preparados do sistema nervoso central.

Nos animais tratados a infec¢do comportou-se de maneira completamente
diversa. Apesar de ter sido o tratamento iniciado no dia seguinte a inocula-
cido, eram sempre encontrados glébulos infectados. Inicialmente o nimero de
parasitos era muito pequeno, raramente ultrapassando 0.1%. Este baixo nivel
manteve-se até o 7.° dia. A grande maioria dos parasitos era entdo consti-
tuida de trofozoitos. Quando eram encontrados elementos mais evoluidos,
tratava-se quase sempre de esquizontes jovens, em fase de divisdo inicial.
Era excepcional o encontro de formas em divisdo adiantada. Nos trotozoitos
mais desenvolvidos e nos esquizontes mais ou menos crescidos constatavam-se
nitidas alteracdes, apreciaveis a partir do 2.° dia do tratamento. Tais altera-
cbes consistiam principalmente em vacuolizagdo do citoplasma e fendmenos
de cariélise e cariorrexe. O pigmento nestes casos aparecia reunido em grumos
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TABELA 3

Pintos inocilados com 2. gallinaceum, tratados com quinina e nfio tratados. Sobrevivéncia em dias apds a ino-

culacio, intensidade da infeceio sangulnea e endotelial no dia da morte,

TRATADOS NAO TRATADOS
SOBREVI- PARASITOS ~ SOBREVI- PARASITOS
PARASITOS PARASITOS
N o VENCIA EM ’100 c 100 N o VENCIA BEM ’100 ' et 100
(DIAS APOS HEMACIAS (DIAS APOS IHHEMACIAS |
- , CAPILARES - CAPILARES
INOCTLACAO) (T') INOCULACAO) (TE)

l

s s
102 10 30 02 129 4 i 129 0
104 10 16 02 131 4 ; 140 O
122 10 22 03 140 4 140 O
89 11 23 69 141 4 109 O
01 11 29 87 144 4 08 0
05 11 19 04 153 4 113 O
109 11 30 92 156 4 102 0
113 11 14 87 162 4 109 0
118 11 15 8o 127 S 132 0
&7 12 33 92 130 3 182 | 0
88 12 79 08 132 5 5 101 | 0
08 12 21 77 133 5 | 94 0
115 12 19 89 134 O | 137 0
117 12 14 95 135 5 118 0
123 12 15 86 137 3 133 0
85 13 22 01 138 5 120 0
92 13 21 96 139 5 144 O
93 13 21 92 143 o 137 ¢
96 13 30 92 146 d 110 0
99 O 12 93 147 5 123 ()
101 13 9 86 149 ) 14 ¢ g
105 13 18 02 154 5 ' 137 0
106 13 13 96 150 5 128 0
112 13 16 88 157 3 149 0
121 13 295 89 108 O 108 O
124 13 26 07 160 D 162 0
00 14 19 75 161 d 145 0
107 14 11 60 163 5 129 0
108 14 O 93 164 D 168 ¢
110 14 11 86 125 6 148 0
114 14 22 96 126 6 165 O
116 14 12 01 128 § 167 0
119 14 18 89 136 6 184 0
120 11 20 61 142 6 121 0
86 15 23 07 145 § 172 0
04 15 19 35 148 6 118 0
07 15 16 99 150 § 104 0
100 15 18 91 151 § 117 0
103 15 18 96 152 § 164 0
111 15 28 08 159 6 122 0

T = trofozoitos. Nestes casos s6 excepcionalmente foram encontradas outras formas evolutivas.

TE = trofozoitos ¢ outras formas evolutivas (esquizontes e gametbeitos).
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mais grosseiros do que nas lormas normais. A partir do 7.° dia, na maioria
das aves tratadas, e pouco depois nas restantes, o nimero de parasitos come-
¢ou a incrementar paulatinamente, apesar da terapéutica. Neste periodo os
plasmédios eram representados exclusivamente por trofozoitos, sendo excep-
cional o encontro de formas mais evoluidas. Ao fim de poucos dias eram
encontrados, em muitos casos, mais de 20 % de trofozoitos, sobrevindo a
morte de todos os animais entre o 10.° e o 15.° dias da infeccao. A contagem
de parasitos, feita no dia da morte, revelou nimeros as vézes elevados, até

cérca de 30 % (fig. 4).

Pelo exame da tabela 3, vé-se que os animais nao tratados morreram
todos na época em que a infeccao sanguinea atingiu grave intensidade. O
mesmo nao ocorreu com as aves tratadas porque a acao medicamentosa im-
pediu a multiplicacdo dos parasitos nas hemacias.

Sabendo-se que as formas eritrocitarias sao vulneraveis quando atacadas
pela quinina, fica assim explicado o fato de quase ndao serem encontrados
parasitos pigmentados nas hemacias dos animais submetidos ao tratamento.

Mig, 4 — P, gallinaceum. Trofozoltos nas hemacias, em uln
ciso Lratado pela quinina. Sao vistos 9 parasitos em 18
globulos., x 1.200. — Foto J. TFonles.

Para se formar o pigmento é necessario que o parasito metabolize a hemo-
globina, e esta acao so ¢ exercida pelas formas em crescimento (estadios pos-
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teriores a trofozoitos), que mal chegavam a aparecer porque a isso se opunha
a atividade medicamentosa.

Mas se a quinina ataca as formas eritrocitarias, como explicar a presenga
de trofozoitos nas hemacias em numero sempre crescente? Os trofozoitos
derivam de duas fontes: dos merozoitos originados pela esquizogonia dos
parasitos eritrocitarios e dos merozoitos resultantes da esquizogonia das
formas exo. Esta visto que o medicamento impediu a formagao dos mero-
zoitos eritrocitarios. Portanto, os trofozoitos encontrados nas hemaéacias sé
poderiam resultar das formas exo.

Realmente, o exame dos preparados do sistema nervoso central das aves
tratadas revelou a existéncia de formas exo em tal abundancia, que poucos
trechos de capilares escapavam ao parasitismo. Por outro lado, nos animais
de contrdole as formas exo ndao foram encontradas. Lembrando aquilo que
ficou dito a respeito do aparecimento tardio do ciclo exo nos casos inoculados
com sangue, veremos que nesta experiéncia os animais testemunhos nio de-
senvolveram o ciclo exo porque morreram vitimas da infecgao sanguinea
aguda. Ao passo que os animais tratados viveram o tempo necessario para
que o referido ciclo pudesse aparecer e atingir o apogeu da sua curva de
crescimento.

Esta afirmativa é plenamente confirmada em outra experiéncia, descrita
a sequir. Aqui foi utilizada para inoculacdo uma dose muito pequena de
parasitos. E’ oportuno historiar sumariamente a infec¢do da ave doadora.
Esta havia sido inoculada por via intravenosa aos 20 dias de idade, 5 meses
antes, com sangue de outra ave portadora de poucos parasitos nas hemaécias
(infeccdo latente). No dia sequinte & inoculacdo foi iniciado o tratamento
pela quinina, o qual foi prolongado durante 26 dias. No decurso do trata-
mento foram feitos exames de sangue em dias alternados, e somente trés
vézes foram encontrados rartssimos trofozoitos nas hemacias, respectivamente
no 7.°6, 21.° e 24.° dias apds a inoculagido (0.1, 0.1 e 0.05 %) . Suspenso o
tratamento, a infeccido sanguinea aumentou um pouco e depois tornou-se
cronica. Decorridos 5 meses apds a inoculagdao, a pesquisa de parasitos no
sanque (1.000 campos, cérca de 100.000 hemaéacias) deu resultado negativo.
Nesse momento foi feita a contagem do niumero de gl6bulos vermelhos
(2.780.000 por mm?). Com éste sangue foram entdo inoculados, por via
intravenosa, 30 pintos Light Sussex de 5 dias, cada animal recebendo !/,, cm?® de
material infectante. Supondo que existisse 1 parasito em cada 100.000 hema-
cias da ave doadora, teriam sido inoculados em cada pinto apenas 2.730
parasitos.

Os animais foram separados em dois grupos de 15 aves (tratadas com
quinina e ndo tratadas). Trés dias ap6s a inoculagdo foram sacrificados 3
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TRATADOS N A O TRATADOS
PARASITOS BM 100 BEMACIAS PARASITOS EM 100 HEMACIAS
PARASITOS PARASITOS
_ EM 100 ey 100
N.s Dias apos inoculagdo CAPILARES | N, Dias apos inoculagdo CAPILARR3
NO NO
DIA DA MORTE l '| DIA DA MORTR
4 | 6 | 8 )10 12| 14|17 | 1819 |20 | 21 24 4 6 | 8 | 10 ‘ 12 | 14 | 17| 19 I al | 22 | 231 24
| o |
; | i \ t f i
' T : | : |
497 |0.02 |0.01 [0.01 [0.05 (0.01 |0.03 | 2| 8+ ; 5 302 (0.0 (0.46 | 27 (794 ] 0
T ’
408 (0.02 (0.02| 0 |0.06 |0.12 0.%2 1 90 504 (0.01 (0.28 | 17 |70+ 0
491 | 0 [0.02 [0.16 |0.13 |0.23 [0.13 |0 44 0 01 511 |0.01 [o.75 | 16| 61| 72| to2 | 103 | 74| + 94
| T
492 | 0 |0.01 |1.40 |0.03 |0.12 |0.10 [0.15 71 + 89 5120 |0.02| 2| 87| 38| 76| 54| 82| + 9
T |
493 | 0 [0.03 [0.10 |0.06 |0.19 o.%z 0.22 6| + 93 514 (0.01 |0.32 | 13| 112 30| 50| 27| 12 |32+ 08
: T
494 (0.01 (0.03 (0.02 |0.01 |0.21 |0.03 |0.30 9| + 04 523 10.01 [0.14 | 2t | 97| 21| 12| 11 o| 5 95
_ T T
495 | 0 |0.32 |2.15 {0.32 [0.20 |1.30 |0.40 0| + 92 55| 0 10.01(0.53| 58| 48| 25| 21| 18| 30| =+ 32
' | T
498 | 0 [0.43/0.30| 0 ]0.15/0.08 |0.05 3| + 91 53710 |oo0t| 4| 8| 30| 12 9| 5| 7| + 37
| T i T
500 (0.06 | 0 | 0 [0.02(0.06 |0.02 [0.30 11 99 579 10 |0.02|0.20| 20| 79| 19 8| 4| 18| + 90
T
501 | 0 |0.31 |0.06 [0.01 [0.17 (0.50 [1.30 15 95 513 (0.01 |0.23 | 21| 112 | 28| ¢e1 | 84| 51| 58| -+ 95
T !
489 (0.01 (0.03 | 0 [0.01 0',195 0 [0.12 0.50 154 94 515 (0.01 [0.30 | S| 57| 111| 8 | 95| 39| 2 + 08
. T
487 |0.02 |0.04 {0.01 [0.01 [0.04 |0.01 |0.0 0 0.04 |0.06 —§ 5160 (013 20| 52| 11| 54| 20| 18| 30| + 04
T | T
490 ( 0 [(0.38/0.28| 0 [0.19 |0.15 |0.10 0.60 0.07 | 0 —§ 5100 [0.15] 26| 8 | 50| 24| 12| 10| 4| — 78
| T
I o 508 |0 j0.27| 2| 35| 6| 2| 2| 2| 1 59
: : i ! I ; '
E

T indica a data a partir da qual foram .encontrados exclusivamente trofozoitos nas heméciss.
§ a infeceio tornou-se cronica.
-+ indica a data da morte
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pintos que apresentavam certa sonoléncia, suspeitos de moléstia intercorrente,
mas o exame necroscOpico ndo revelou anormalidade. Restaram entao 27
animais, distribuidos como se vé na tabela 4, onde se encontram os resul-
tados desta experiéncia.

No 3.° dia apés a inoculacdo foi examinado o sanque de tddas as aves,
com resultado negativo. No 4.° dia apareceram os primeiros plasmédios nas
hemacias de 13 animais, e no 6.° dia todos os outros estavam positivos.

As aves do lote tratado comecaram a receber quinina justamente no dia
em que foram identificados os primeiros parasitos no sangue. Déste Ilote
sobreviveram dois exemplares (ns. 487 e 490), que ainda se acham vivos,
com malaria crénica, até esta data, transcorridos 66 dias apds a inoculagao.
Néles a infec¢do sanguinea foi sempre muito discreta. As aves restantes do
lote tratado morreram tdédas entre o 18.° e o 21.° dias da infeccido, com os en-
dotélios dos capilares encefalicos bloqueados pelas formas exo, provocando
a ja descrita invasio do sangue por trofozoitos. Vé-se, portanto, que a in-
feccdo nos animais déste lote comportou-se de modo semelhante a dos ani-
mais tratados da experiéncia anterior. Os dois exemplares que escaparam a
morte constituem uma excecao que raramente ocorre, quando se trata de aves

muito jovens.

Por outro lado, a infeccdo dos animais ndo tratados divergiu profunda-
mente daquilo que se observou no lote testemunho da experiéncia antes des-
crita. Com excecdo de dois (ns. 502 e 504), que morreram na fase aguda,
todos os demais sobreviveram a esta fase para morrerem varios dias depois,
quando a infec¢do se achava em franco declinio ou (o que foi mais comum)
quando ja tinha sido vencido ésse periodo de declinio que sucede a fase aguda.

Nas duas aves que morreram no 10.° dia, ndo foram encontradas formas
ex0 nos endotélios cerebrais. Nas restantes estas formas estavam sempre
presentes, em tdo grande abundancia quanto nos animais tratados. Este fato
é digno de nota, porque confirma o que foi dito anteriormente: as formas
exo pouco aparecem nas infeccdes agudas porque os animais morrem antes
que essas formas possam desenvolver-se plenamente. Nesta experiéncia, a
resisténcia oferecida pelas aves a infeccdo aguda permitiu que elas vivessem
o temno necessario ao desenvolvimento do ciclo exo, como acontece quando
é feito o tratamento pela quinina.

Resta ainda examinar outro fato observado nos animais déste grupo que
ultrapassaram o periodo agudo da infecgio. |

O DP. gallinaceum, evoluindo nas hemaéacias, provoca a morte do orga-
nismo hospedeiro com tanto maior freqiiéncia quanto menor é a idade do
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animal. O incremento do parasitismo sanguineo é rapido. e em poucos dias
a infeccdo das hemacias atinge niveis elevados, ocasionando a morte nas aves

muito jovens. Além déste periodo agudo, é excepcional a sobrevivéncia de
pintos inoculados dentro dos primeiros 10 dias de vida.

Nas aves mais velhas, entretanto, é comum observar-se, no apice desta
fase aguda. uma queda brusca da curva parasitaria, correspondendo a deno-
minada crise. Este fendmeno é acompanhado pelo derrame em circulagao de
eritroblastos em quantidade fregiientemente elevada. Decaido o nimero de
parasitos nos glébulos vermelhos, a infeccdo sanguinea entra na fase crdnica.
Esta se prolonga pelo resto da vida do animal, e durante ela sdo encontrados
plasmédios no sangue em quantidade muito reduzida. Mesmo quando ao
exame direto ndo aparecem hemaécias parasitadas, a inoculagdo de sangue em

ave suscetivel provoca a malaria, comprovando a existéncia de infeccdo
latente.

Durante téda a infeccdo, e principalmente a partir do periodo de crise,
observam-se fenémenos que permitem acreditar no desenvolvimento de pro-
cessos imunitarios. Um déstes fendmenos é a fagocitose precoce e cada vez
mais intensiva de parasitos, exercida tanto pelos leucécitos como pelas células
do SRE. Outro é o aparecimento de plasmédios degenerados, fazendo crer
na formacdo de anticorpos parasiticidas. Além disso observa-se retardacao
do crescimento dos parasitos, alteracdo do sincronismo, etc.

Analisando o comportamento dos animais ndo tratados desta experiéncia,
que resistiram a fase aguda, penso poder explicd-lo da seguinte maneira:
A inoculacdo intravenosa de pequeno niumero de parasitos provocou uma in-
feccio com periodo prepatente relativamente longo, a qual progrediu com
lentiddo para o apice de sua curva. Quando o vértice foi atingido, ja se havia
movimentado com eficiéncia o mecanismo imunitario. Isto ndo acontece quando
se inocula elevado nimero de parasitos, de modo a provocar infec¢des de
rapido incremento. Dada a baixa idade dos animais, que os torna altamente
suscetiveis ao desenvolvimento das formas exo, ndo poude ser mantido ésse
estado de imunidade adquirida que caracteriza as maiores idades. O ciclo
exo evoluiu, lancando a circulacdo os seus elementos maduros e provocando
assim o aparecimento de trofozoitos nas hemacias. nas mesmas condi¢des ob-

servadas nos animais tratados.

E’ interessante notar como, nesta experiéncia, a imunidade adquirida
pelas aves a custa da infeccdo aguda funcionou de modo equivalente & acao
da quinina no grupo tratado. A observacdo do grafico 1 mostra claramente
que, depois de ultrapassada a crise, os parasitos passaram a ser representados
cada vez mais exclusivamente por trofozoitos, e em muitos casos somente
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éstes eram presentes. Isto parece ‘ser uma prova muito nitida da acido de
anticorpos parasiticidas. Por outro lado cabe notar que, apesar desta evidente
acao antiparasitaria, a invasao das hemacias pelos trofozoitos oriundos do
ciclo exo continuou em progressdo crescente. Esta constatacio sugere a idéia
de que os processos imunitarios na malaria sdo estimulados apenas pelos
parasitos das hemacias, ndo cabendo as formas exo qualquer papel neste sen-
tido. Sabe-se que a diferenca essencial entre as infec¢des provocadas pelos
plasmodideos e pelos hemoproteideos é a auséncia, nestes tltimos, da esquizo-
gonia eritrocitaria. E para o Haemoproteus columbae os trabalhos de Sergent
& Béguet (1914) estabeleceram a auséncia de imunidade, inclusive para
amostra homdloga.

ORIGEM DOS TROFOZOITOS DAS HEMACIAS
NAS INFECCOES TRATADAS

Algumas espécies de plasmédios sdo dotadas de acentuado tropismo para
certas visceras, em cuja intimidade realizam o seu desenvolvimento esquizo-
gonico eritrocitario. Isto se verifica no P. falciparum, sendo um fato sobeja-
mente conhecido. O mesmo observou Raffaele (1934) no P. elongatum. Esta
ligeira digressdo é feita a propdsito dos resultados das experiéncias que aca-
bam de ser descritas. De fato, poderia parecer aqueles que nio tiveram opor-
tunidade de lidar com o P. gallinaceum, que nos casos referidos a esquizo-
gonia eritrocitaria se estivesse realizando na profundidade das visceras. Tanto
mais quanto, nas espécies que possuem essa peculiaridade, as formas existen-
tes na circulagdo periférica siao trofozoitos e gametédcitos maduros. No en-
tanto, a esquizogonia eritrocitaria do P. gallinaceum realiza-se indiferente-
mente no sangue periférico ou visceral. A contagem de parasitos nos prepa-
rados de sangue e de 6rgos, feitos na mesma ocasido, da resultados pratica-
mente equivalentes.

Para tentar uma demonstraciao cabal de que os trofozoitos aparecidos em
quantidade crescente nas hemacias sdo derivados das esquizogonias exo,
foram feitas observacgdes especiais em um grupo de aves tratadas pela quinina,
sequndo os moldes das experiéncias anteriores. Nestes animais, em nimero
de 10, foram pesquisadas simultdneamente as formas eritrocitarias e as formas
exo, em intervalos aproximadamente regulares, durante a vida.

A pesquisa das formas exo no animal vivo é feita com facilidade pelo
processo descrito no trabalho de Coggeshall, Porter & Laird (1944), que con-
siste na puncio craniana para retirada de vm pequeno fragmento de substancia
cerebral. Realiza-se assim uma auténtica bidpsia, que pode ser repetida varias
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Grafico 1 — Hvolucao da infeccido sanguinea das aves nio tratadas do tabela 4. com
exclusao de 502 e 504. As linhas cheias indicam as curvas de trofozoitos e as linhas

interrompidas correspondem as curvag de esquizontes.
Médias das curvas individuais das aves ns. 511, 512, 513, 514 e 515:

0 trofozoitos em 100 hemaAacias,

—— — — U ——— = W— s— esquizontes em 100 hemacias.
Meédias das curvas individuais das aves ns. 503, 505, 507, 508, 509, 510 e 516

rofozoitos em 100 hemaAcias,

o e o k. i i Sl iy, i Sl . T - o esquizontes em 100 hemaAcias.
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vézes no mesmo animal, ocasionando poucos contratempos. A técnica é muito
simples. O material consta de seringas de 14 cm?, munidas de agulhas finas
e curtas. A agulha, adaptada a uma seringa contendo 0,02 de solucao
fisioldgica, é introduzida no coértex cerebral e imediatamente comunica-se-lhe
um movimento rotatério de 360°, efetuando-se ao mesmo tempo ligeira succao.
Retira-se a aqulha, cuja luz deve entdo conter pequeno fragmento de tecido

cerebral, com o qual é feito um esfregaco. Este é fixado com alcool metilico

e corado pelo Giemsa.

Em geral, o comportamento da ave ndo se modifica ap6s a puncao. Em
alguns casos esta é seguida imediatamente de fendomenos convulsivos, que
duram alguns segundos apenas. Depois das convulsdes o animal levanta-se

e volta logo a postura normal, podendo entretanto, algumas vézes, perma-

Fig. 5 — P. gallinacewm . Trofozoitos nas hemacias, em um caso
tratado pela guinina. Comparar as formas em anel e ferradura com
os elementos semelhantes encontrados nas figs. 6 e 7. x 1.200. —

Foto J. Fontes,.

necer Varios minutos em estado comatoso, do qual em seguida se refaz. Nos
casos em que a puncdo provoca a morte, esta pode ser imediata, durante o
desencadeamento da crise convulsiva, ou pode sobrevir depois de passar o
animal por um periodo de coma de alguns minutos. Apenas duas vézes em

cérca de 300 puncdes ocorreu tardiamente a morte, algumas horas depois.

Nestes casos 0s animais nao apresentaram transtorno imediatamente apos a

intervencdo e morreram horas depois, no decurso de stibita crise convulsiva,
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em conseqiiéncia de copiosa hemorragia intracraniana. Na experiéncia que
esta sendo descrita, somente uma ave (n. 200) morreu em conseqiiéncia da
puncao.

Os resultados desta experiéncia estdo reunidos na tabela 5. Observa-se
que existe nitida relagdo de paralelismo entre o nimero de trofozoitos pre~
sentes nas hemacias e a intensidade da infec¢do do encéfalo pelas formas exo.

TABELA 5

Evolucdo da infeccio pelo P. gallinaceum, tratada com quinina, observada simultaneamente nas hemécias do
sangue periférico e nos endotélios eerebrais. |

PARASITOS EM 1U0' HEMACYAS PARASITOS EM 100 CAPILARFS
N.s Dias ap6s 1noculacao Dias apbs inoculacio
2 4 7 0 10 11 12 13 7 9 10 11 12 13
* : | | |
[
|
200 0.84 | 3.80 |5.8-} 0§
T |
197 | 0.53 | 0.388 | 0.84 | 0.96 1| 294 0 6 35 | 87+
’I\ - !
199 | 3.57 | 077 | 1.2¢c | 9.50 1 46 | 50+ 0 o| 78|95+ ;
:
195 | 0.53 | 0.38 1| 0.40 | 0.30 5| 24+ 0 3 8| 40| 91+
T
196 | .45 | 0.67 | 1.05 15 69 83 | 88+ 0 5 42 82 | 97+
T
202 | 0.43 | 0.60 1 1| 0.15 18 | 23+ 0 0 g | 70| 734
TI\
198 064 (| 0.27 | 0.156 | 1.80 7 | % 12 | 23+ 0 1 24 63 87 01+
T
201 | 0.49 | 0.20 | 0.64 | 0.70 2 4 18 | 33+ 0 0 4 23 47 | 92+
- |
203 0.63 .42 1.50 | 0.43 C.45 2 4 9+ 0 0 3 25 68 934
T
204 | 0.80 | 0.08 2| 1.75 | 0.50 | 2.40 5 | 18+ 0 0 2 7| 28| 86+
|

4+ Indica a data da morte.

8 Morreu em consequencia da puncac.

T indica a data a partir da qual foram encontrados exclusivamente trofozoitos nas hem4icias.

De fato, no primeiro dia em que os animais foram puncionados, havia

em todos um nimero muito baixo de hemacias parasitadas por trofozoitos, ao
mesmo tempo que as formas exo ndo eram ainda encontradas. Dai em diante
o nimero de trofozoitos aumentou sempre, de maneira bem acentuada, atin-
gindo grande concentracdo & medida que se avizinhava a morte do hospe-
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Grafico 2 — ldvolucao das infeccdoes sanguinea e endotelial das aves da tabela o, com exclusao

de n. 200. As linhas cheias indicam as curvas de parasitos sanguineos e as linhas interrom-

pidas correspondem as curvas de formas exo nos endotélios dos capilares cerebrais.
Médias das curvas individuais das aves ns. 198, 201, 203 e 204:

B e parasitos em 100 hemacias,

S o —— W — o — Y v— parasitos em 100 capilares.

Médias das curvas individuais das aves ns. 195, 197 e 202:

S S——— parasitos em 100 hemacias,
— S S — - = — parasitos em 100 capilares.

Médias das curvas individuais das aves ns. 196 e 199 :

parasitog em 100 hemacias,

parasitos em 100 capilares.
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deiro. O mesmo ocorreu em relacdo as formas exo, de modo que no dia da
morte a infeccao dos endotélios era macica.

o

Este paralelismo é muito bem evidenciado pela representacao grafica.
Com os dados da tabela 5 foi construido o grafico 2, cuja leitura é bastante
sugestiva.

As marchas das infec¢Oes sanguinea e endotelial acham-se expressas em
forma semilogaritmica. As ordenadas logaritmicas foram utilizadas para faci-
litar o registro dos valores muito baixos, inferiores a unidade, encontrados
sucessivamente nos primeiros dias da infeccdao sanguinea. Estes valores apa-
recem quando a procura de glébulos infectados se estende a 10.000 elementos.
Na contagem de capilares parasitados, em material obtido por pungao, ao con-
trario, nunca foram obtidos resultados inferiores a unidade. Isto porque o
numero de segmentos de capilares encontrado nos preparados désse material
¢ sempre menor que 100. Para ter uma idéia do nimero de fragmentos vas-

oy
______

- ¥ “ollfa

Fig. 6 — P. gallinaccuwm. Formas exo no endotélio de um capilar cerebral. Os merozoitos
cstao aptos a Intfetar as hemacias (vér fig. 5). Caso tratado pela quinina. x 1.200, —
FFoto J. Fontes.

culares conseguidos em cada bidpsia, registrei a sua freqiiéncia em 300 pun-
coes, obtendo a média de 53, com valores extremos de 20 e 95.

Da série utilizada nesta pesquisa foi retirada a ave n. 200, que morreu
em conseqiiéncia da pungao craniana. As nove restantes foram reunidas,
para a confec¢cao do diagrama, em trés grupos, tendo em vista a semelhanca
das respectivas curvas de infeccao. O tracado de cada grupo corresponde a
média das curvas individuais.

E' interessante observar que a absoluta auséncia de agao da quinina
sobre as formas exo faz com que a curva de crescimento destas seja regular
e rapidamente ascendente desde o inicio. Ao passo que a eficacia do medica-
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mento sobre as formas eritrocitarias reflete-se na curva inicialmente vacilante
que dai resulta. Pouco depois, entretanto, o crescimento da populagao parasi-
taria no sanque marcha paralelo ao dos elementos exo. Isto nao ¢ devido a
incapacidade terapéutica da quinina sObre as formas eritrocitarias, visto como
estas continuam a ser destruidas na fase adventicia de trofozoito. E’ devido
a descarga irrefreavel, na circulacdo, désses trofozoitos oriundos do reticulo-

s,

endotélio.

Para reforcar a idéia de que as formas encontradas nos glébulos verme-
lhos, nos casos tratados, sZo resultantes dos merozoitos exo, concorre, além

Fig. 7T — P. gallinaceum . Formas exo no endotélio de um capilar cerebral.
Merozoitos maduros encontrados em um caso tratado pela quinina. Comparar
com as formas eritrocitarias jovens da fig. 5. X 1.200. — Foto Miguel Cesar.

dos fatos referidos, a absoluta semelhanca morfolégica existente entre os
merozoitos exo maduros e os trofozoitos das hemacias. Esta semelhanga
acha-se ilustrada nas figs. 5 a 7, e mais sugestivamente na estampa 2.

Nas experiéncias até aqui referidas, como em tddas as outras em que ¢
adotada a terapéutica pela quinina, observa-se que os animais inoculados em
baixas idades (dentro dos cinco primeiros dias de vida) excepcionalmente
escapam a morte. Mesmo assim continuam portadores de malaria cronica
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para o resto da vida. Estes fatos fazem lembrar aquilo que na malaria hu-
mana é denominado “quinino-resisténcia”. Trata-se evidentemente de resis-
téncia a acdo da quinina, mas ndo no sentido que dio os malariologistas a
esta expressido. Os parasitos quinino-resistentes sio as formas exo e nunca
os parasitos das hemacias. A existéncia do ciclo exo nos plasmédios humanos
¢ fato ainda discutido, pois as raras constatacdes até hoje feitas nio lograram
convencer a grande maioria dos interessados. Mas certamente chegara o dia
em que comprovag¢des indiscutiveis serdo feitas, e entdo o problema da qui-
nino-resisténcia devera ser resolvido sequndo os ensinamentos da doutrina
exoeritrocitaria.

Ainda como parte déste capitulo sébre a origem dos trofozoitos das he-
macias na auséncia de multiplicacido das formas eritrocitarias, referirei dois
casos de recrudescéncia parasitaria, nos quais foi observado nitido parale-
lismo entre as duas curvas (trofozoitos e formas exo). Trata-se de duas aves
(ns. 289 e 290) que, com 38 dias de idade, foram inoculadas por via intra-
venosa com sangue de outra ave portadora de malaria crénica. A infeccio
sanguinea atingiu rapidamente o ponto culminante, e logo depois sobreveio
a crise, instalando-se a fase de laténcia. Esta ultima durou cérca de 20 dias
em ambos os animais, e durante ésse praso foram encontrados raros parasitos
nas heméacias. Depois o niimero déstes parasitos comecou a subir, & custa
de trofozoitos, constatando-se pela puncdo craniana a infeccio dos endotélios
cerebrais. Poucos dias ap6s esta constatacdo as aves morreram com grande
numero de trofozoitos nas hemacias e com infeccio endotelial macica.

Estes dois casos ndo foram submetidos a tratamento, mas isto nio im-
pede a sua inclusdo neste capitulo. O seu interesse estad em demonstrar, mais
uma vez, que a invasao do sangue por trofozoitcs reflete a pululacio das
formas exo no SRE. Além disso, éles revelam um aspecto mal estudado da
questdo do ressurgimento dos parasitos no sangue apés um periodo de laténcia

(recrudescéncia, recaidas, rececrréncias).

As recaidas espontaneas na malaria gallinaceum devem ser pouco fre-
quentes, a julgar pelas poucas referéncias dos autores e pelas minhas préprias
observagdes. Porisso ndo é facil tarefa o estudo sistematizado de casos desta
natureza, cujo encontro depende de exames regularmente assiduos em grande

nimero de animais, com pequena probabilidade de éxito.

LS -

Sem pretender generalizar e limitando-me 2 analise dos dois casos obser-
vados, julgo interessante assinalar a auséncia de multiplicacdo das formas
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eritrocitarias na fase de recrudescéncia. Cabem aqui os argumentos feitos a
propésito de fendmeno idéntico assinalado apds o declinio da infec¢do, nos

animais ndo tratados, na segunda -experiéncia do capitulo anterior.

DIFICULDADE DO ESTUDO DA ACAO PATOGENICA
DAS FORMAS EXO

O principal obstaculo ao estudo da acao patogénica das formas exo esta
no fato de que, na vasta maioria dos casos, quando estas formas sdao muito
numerosas existem também parasitos no sangue, em grande abundéancia.
Nestes casos é impossivel discriminar com seguranca, entre os sintomas e as

alteracdes que se apresentam, aquéles devidos a agdo dos parasitos das he-
macias e aquéles porventura causados pelas formas exo.

Desde os trabalhos de James & Tate (1937), Brumpt (1937), Raftaele
(1938), Rodhain (1939), Adler & Tchernomoretz (1941) e varios outros

autores, sabe-se que os medicamentos classicamente empregados contra a
malaria (quinina e atebrina) ndo possuem qualquer agdo contra as formas
exo. Por outro lado, estas mesmas substincias tém absoluta elicacia contra
as formas eritrocitarias assexuadas. Considerando estas nocdes, seria de es-
perar que, utilizando um medicamento ativo contra os parasitos eritrocitarios,
conseguir-se-ia a destruicdo déstes, tornando-se possivel observar os efeito:

decorrentes do parasitismo pelas formas exo.

Nas experiéncias anteriores, entretanto, ficou demonstrado que, apesar
da quininizacdo intensiva, ndo foi possivel erradicar os parasitos sanguineos.
Permaneceu sempre um pequeno nimero de trofozoitos, que aumentava dia
a dia, até atingir cifras muitas vézes bastante elevadas. Também ficou visto
que o numero désses trofozoitos refletia a intensidade da infecc@o endotelial

pelas formas exo.

E’ impossivel, portanto, cultivar o ciclo exo em estado de absoluta pu-
reza no organismo do hospedeiro, isto é, sem que aparegam vestigios de in-
feccdo sanguinea. Resta agora saber se a agao patogeénica desenvolvida pelo
P. gallinaceum nos casos estudados, da qual resulta a morte dos animais,
depende da presenca continuada dos trofozoitos em nimero crescente nas
hemacias, da multiplicacdo incontida das formas exo no SRE ou da asso-
ciacio de ambos os fatores. As investigagdes realizadas em tdérno désse as-
sunto serdao descritas em notas subsequentes.
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2. PROVA TERAPEUTICA DA ACAO PATOGENICA

As observagdes feitas no decurso deste trabalho parecem indicar que
a infecgdo endotelial representa o papel mais importante na marcha da ma-
laria gallinaceum tratada pela quinina. Esta primazia é justiticada, a pri-
meira vista, pelo vulto incomparavelmente maior do parasitismo exoeritro-
citario e pela auséncia de multiplicagio dos plasmédios que invadem as he-
macias.

Nesta segunda parte procurarei qualificar, baseado na acio da sul-

fadiazina sobre as formas exo, o papel que estas formas desempenham na
evolucao da malaria em estudo.

A acdo das sulfonamidas no paludismo tem sido objeto de investiga-
¢Ges nos ultimos anos, mas os resultados referidos pelos diferentes autores
ainda sdo discordantes. Nao me ocuparei desta questio no presente artigo.
Por enquanto direi que sébre o assunto j& existem numerosos escritos. nos

quais sao encaradas as questdes da terapéutica e da profilaxia da malaria
pelas referidas substancias.

A agao profilatica e curativa de certas sulfas, principalmente da sulfa-
diazina, foi experimentalmente demonstrada por Freire & Paraense, em tra-
balho publicado em abril de 1944. Em novembro desse mesmo anc apare-
ceram mais duas contribui¢des ao estudo do assunto, respectivamente de
Coggeshall, Porter & Laird e de Coatney & Cooper. Os trés trabalhos refe-
ridos foram todos realizados com o P, gallinaceum, dando resultados sensi-
velmente homogéneos. Os autores que anteriormente trabalharam no assunto
assinalaram resultados controversos, sem apresentarem substrato morfolo-
gico nos casos em que a medicacdo se mostrava clinicamente eficaz. Apenas
nos dois primeiros trabalhos, dos trés que acabei de citar, ficou esclarecidc
que o poder profilatico das sulfas resulta de sua atividade contra as formas
exo. Esta nocao é utilizada no presente trabalho para demonstrar a agao
patogénica das referidas formas nos casos tratados com quinina.

1.2 EXPERIENCIA

Foram inoculados, por via intravenosa, 10 pintos LLeghorn com 5 dias
de idade (ns. 291 a 300), cada animal recebendo cérca de 500.000 parasitos,
provenientes de uma ave portadora de infeccido crénica. Transcorridos dois
dias .apés a inoculagdo, foi iniciado o tratamento pelo cloridrato de quinina,.
conforme as normas sequidas nos trabalhos anteriores. -
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Na tabela 6 sio encontrados os dados.finais desta experiéncia. A infec-
cio deste lote ndo foi acompanhada com detalhes, porque a finalidade da
pesquisa foi apenas buscar orientagdo para um trabalho mais minucioso.

TABELA O. ..

Tempo de sobrevivéncia em dias apos a.inoculacdo e intensidade da infeccdo sanguinea €
endotelial no dia da morte, em pintos inoculados com P. gallinaceum, tratados com quinina e
com quinina-sulfadiazina. - - - A ’

|
\ o T ANERTO ; DIAS APGS | PARASITOS EM PARASITOS EM
o | e . INOCULACAO | 100 HEMAcCIAS 100 CAPILARES
291 Q 7. .- 9T 94
292 | Q . 16 1T 10T | 96
2903 ) Q 14 -0 o 11T - 85
294 E Q 6 ..., - 14T L 99
295 | Q 17 oot 0 28 T | 97
296 i Q ; 15 - ¢ lo., 13T ;f 06
297 3 Q+S ; 14* 0 ; 86**F
2908 Q+S 34 32 TE | 04
299 ! Q+S 32 ..o A8 TE - 96
300 | Q-+ | 30 . 23 TE 91
| l, ; -, . ! :
Q = Quinina. |
S = Sulfadiazina.
T = Trofozoitos.
E = Esquzontes.
* = Sacrificado.
Xk

Formas exo alteradas.

Lo

Os pintos ns. 291 a 296 foram tratados. exclusivamente com- quinina.
Quanto a evoluciao da infeccdo sanguinea, o comportamento deste grupo nao
diferiu essencialmente daquilo que foi verificado nas experiéncias anteriores.
A freqgiiéncia dos parasitos nos glébulos vermelhos incrementou- nos ultimos
dias. da infecgdo, a custa do aparecimento de trofozoitos provenientes do
reticulo-endotélio. E os capilares do sistema nervoso central, no ultimo dia
de vida, eram portadores de infeccdo exo macica: A morte ocorreu entre o
14° ¢ o 17° dias apés a inoculagdo, durante a vigéncia do tratamento.

Os animais restantes (ns. 297 a 300) tiveram destino diferente. Foram
tratados com quinina como os anteriores, mas a partir do 8> dia da infecgao
foram submetidos a biépsia de tecido cerebral para pesquisa de formas exo.
Quando estas eram encontradas pela primeira vez, iniciava-se o tratamento
pela sulfadiazina, por via oral, na dose de 1 mg por grama do corpo do
animal, aplicada duas vézes ao dia (as 8 e 20 horas).. A quinina continuava
a ser administrada em uma dose diaria (as 14 horas).

~rL R
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‘N. 297. Inoculado a20/9/45. O tratamento com quinina foi iniciado a
22/9, prolongando-se até o dia da morte. Puncdo craniana a 28/9, nega-
tiva para formas exo. Segunda puncdo a 30/9, positiva. Iniciou-se o tra-
tamento com sulfadiazina a 1/10, prolongando-o durante 4 dias, até 4/10,
‘quando foi interrompido. Neste momento o sangue estava negativo do. exame
microscopico.. O animal foi sacrificado no dia‘ sequinte, para observacio do
aspecto das formas exo nos. preparados de encéfalo. Estas :existiam em
grande quantidade, mas achavam-se profundamente alteradas.

- Ns.. 298 e 299. Inoculados a 20/9/45. Inicio do tratamento com quinina
a 22/9. Puncio craniana a 28/9, negativa para formas exo. Segunda puncio
a 2/10, positiva. No dia seguinte foi iniciado o tratamento pela sulfa, que
‘se prolongou por 7 dias, até 9/10, quando cessou a administracio de ambos
os medicamentos. (sulfa e quinina). Néste dia foi feita puncio craniana,
sendo encontradas formas exo alteradas. O sangue achava-se entdo nega-
tivo ao exame microscépico, mantendo-se nestas condicdes até o dia 14/10.
Durante esta fase negativa, foi retirado 14 c¢cm?® de sangue de cada ave,
sendo cada” amostra inoculada em um pinto, para controlar a auséncia de
parasitos sanguineos. Nos animais inoculados desenvolveram-se infeccdes
mortais, com grande abundancia de formas exo. '

‘Uma vez suspenso o tratamento sulfo-quininico destes pintos ns. 298
e 299, o sangue de ambos continuou a ser examinado didriamente. No dia
'15/10 os parasitos reapareceram em quantidade infima, incrementando o seu
naimero no decorrer dos dias seguintes. O animal n. 298 morreu no dia
24/10, com 32% de plasmédios nas hemacias. O outro morreu no dia 22/10,
com 18%: de parasitos sanguineos. Em ambos havia grande quantidade de
formas exo no encéfalo, com estrutura inalterada.

N. 300. Inoculado a 20/9/45. O tratamento pela quinina comecou a
22/9. Pungao craniana a 28/9, negativa. Segunda a 1/10, positiva. A sul-
fadiazina foi ministrada a partir de 2/10, sendo o tratamento prolongado du-
rante 8 dias, até 9/10, quando cessou o uso de ambos os medicamentos.
Néste dia foi feita puncdo craniana, sendo encontradas formas exo altera-
das. O sangue estava negativo ao exame microscépico, mantendo-se assim
até o dia 13/10. Como nos dois casos anteriores, foi feita subinoculacio de
15 cm® de sangue em um pinto, o qual apresentou uma infeccio pouco
intensa que se tornou crénica. No dia 14/10 apareceram raros parasitos no
sangue desta ave n. 300. No dia 20/10 o animal morreu com 23% de para-
sitos. No encéfalo existiam formas exo em grande quantidade, com estru-
tura normal. |

Esta experiéncia tornou possivel a observacio de alguns fatos inte-
ressantes.
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E assim que o periodo de sobrevivéncia apés a inoculacdo, nos animais
tratados com sulfa-quinina, foi duas vézes maior do que naqueles tratados
somente com quinina. Nos meus trabalhos anteriores tem sido observado
que, nas aves muito jovens, de um lote inoculado ao mesmo tempo e sub-
metido & quininizacdo diaria, a mortalidade incide sdbre um periodo limitado
a cérca de 4 dias, durante o qual o lote inteiro sucumbe. Na experiéncia
que estd sendo analizada isto ocorreu nos 6 animais tratados com quinina,
que morreram entre o 14° e o 17° dias da infeccdo. Se o mesmo nao acon-
teceu com as aves restantes, que formavam com as anteriores um lote homo-
géneo e inoculado em condicdes idénticas, foi em conseqiiéncia da acao da
sulfa. Neéste grupo, portanto, o ataque as formas exo por meio da sulfa
- retardou consideravelmente o momento da morte, podendo-se acompanhar
em tracos gerais o mecanismo desta retardacdo. De fato, na primeira pung¢ao
craniana positiva, em cada caso, as formas exo apareceram com aspecto
normal, mas depois do tratamento pela sulfa esta morfologia achava-se com-
prometida a custa de alteracdes regressivas muito acentuadas. A atividade da
quinina sObre o ciclo eritrocitario, por seu lado, impediu o incremento da
infeccao sanguinea. Assim, ao térmo de alguns dias de terapéutica associada,
o nimero de parasitos nas hemacias era tido reduzido que a sua presenca foi
revelada sOmente pela subinoculacdo. Se nao houvesse destruicao das formas
exo os trofozoitos surgiriam nas hemacias em quantidades crescentes, como
nos animais que s6 receberam quinina, justamente ao contrario do que foi
observado néste grupo tratado com a sulfa.

Suprimida téda a terapéutica, a infeccio em cada caso encontrava-se
nestas condicdes: No reticulo-endotélio, certo niitmero de formas exo sobre-
viventes a acdo da sulfa; e no sangque, rarissimos trofozoitos derivados da-
quele residuo exoeritrocitario. Cada animal achava-se, pois, na situagao que
ocorre ao fim da incubacdo da malaria provocada por esporozoitos, quando
sdo lancadas ao sangue as primeiras formas eritrocitarias. A partir déste
ponto, a infeccdo progrediu como aconteceria no caso figurado. As formas
exo residuais multiplicaram-se intensamente, devendo ser atribuida a éste
fato a morte dos animais, visto como a infec¢do sanguinea nao atingiu niveis
elevados. |

Vé-se ainda que, nos casos tratados com a sulfa, mesmo insistindo-se na
terapéutica durante um periodo de 8 dias, ndo foi possivel esterilizar a in-
feccao. Isto parece, até certo ponto, contradizer resultados publicados ante-
riormente por Freire & Paraense (1944), Coggeshall, Porter & Laird (1944)
e Coatney & Cooper (1944). Mas é preciso notar que, nos cascs cons-
tantes desta experiéncia, o tratamento pela sulfa sé foi iniciado quando ja se
achava bem instalada a infeccdo do reticulo-endotélio. Parece que a acao
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da sulfa é tanto mais eficaz quanto mais precoce for o seu emprégo, expli-
cando-se assim o fato de ser o seu poder profilatico mais acentuado que a
sua capacidade curativa.

2.2 EXPERIENCIA

Esta experiéncia é uma repeticio da anterior, em maior nimero de ani-
mais. Foi inoculado um lote de 50 pintos Light Sussex (10 dias de idade),
com alta carga parasitaria proveniente de duas aves que apresentavam in-
tensa infeccao aguda. Os animais, inoculados por via intravenosa, passaram
a constituir trés grupos, nas segquintes condic¢des:

Grupo A (10 animais). Cada ave recebeu cérca de 20.000.000 de

parasitos.

Grupo B (25 animais). Cada ave recebeu cérca de 20.000.000 de

parasitos.

Grupo C (15 animais). Cada ave recebeu cérca de 40.000.000 de

parasitos.

Grupo A. -

As aves déste grupo, em niumero de 10, foram deixadas sem tratamento.
Nelas a infeccdao sanguinga evoluiu de maneira tipica, incrementando rapi-
damente até provocar a morte de tOdas, entre o 3° e o 5° dias seguintes a
inoculacdo. Como acontece nas aves inoculadas com sangue parasitado que
morrem depois de rapida infeccdo aguda, ndo foram encontradas formas
exo em nenhum déstes casos.

A inoculacdo dos animais déste grupo foi feita apenas com finalidade

de controle.

Grupo B.

As 25 aves déste grupo foram tratadas com quinina. A administracio
do medicamento foi iniciada no dia sequinte & inoculacdo e mantida até o
dia da morte de cada animal. Nos trabalhos anteriores tem sido verificado
que, nos 10 primeiros dias do tratamento, o nimero de plasmédios nas he-
macias mantem-se abaixo de 1% . Porisso a procura de parasitos no sangue
destas aves s6 foi iniciada no 12° dia da infeccao. Nesta data o nimero de
hemacias parasitadas era ainda muito pequeno, sendo poucos os casos em que
atingia 1% . No 15° dia foram feitas novas contagens, e dai em diante a
verificacdo do nimero de parasitos em cada caso s6 foi feita no préoprio dia
da morte. Os exames nio foram repetidos com maior freqiiéncia, para o tra-
cado de uma curva parasitaria mais detalhada, por ja ter sido éste aspecto
estudado no trabalho anterior.
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A infeccdo eritrocitaria evoluiu neste grupo de maneira semelhante ao
que tenho constatado em experiéncias anteriores realizadas, nas mesmas
condicdes, em animais tratados com quinina. Tédas as aves morreram entre

o 15° e o 18° dias da infeccdo, com grande abundancia de formas exo no
sistema nervoso central. Como sempre tem acontecido nas outras experién-

cias déste tipo, o sinal de morte préxima foi dado pelo aumento do namero
de trofozoitos eritrocitarios. | T - -
Os dados correspondentes a éste grupo constam da tabela 7. A curva
da infeccdo sanguinea estad representada no gratico 3. ' -
TAGELA 7

Grupo B. Pintos inoculados com P. gallinaceum e tratados com (uinina.

PARASITOS EM 100 HEMACIAS
FORMAS EXO

—_ e, ———— e w1 T R

. EM 100 ca-
N.° DIAS APOS INOCULAGAO PILARES NO
' DIA DA
' - | | MORTE
192 g 15 16 | 17 18
_ _ I | | - | )
i | iy r ';

580 0.1 5 % 95
566 0.01 | 0.7 7 * 08
567 0.1 | 0.8 14 * 97
570 0.1 0.7 18 * 93
571 0.5 1 11 * 83
379 0.7 1 S * 96
583 0.4 1 12 * 08
586 0.1 1 Q * ‘ 7
588 0.04 1 6 * 85
568 0.02 1 £l | 21 * 50
569 0.01 0.1 i 8 * 96
573 | 0.02 0.4 16 * 08
574 i 0 0.1 16 * 05
575 ; 0.07 0.5 13 * 99
577 ; 0.2 0.5 3 32 * 97
581 | 0.2 0.8 40 * 08
585 i 0.1 1 7 * ; 97
587 0.1 0.1 | 10 * | 94
589 0.5 0.5 g * | 70
590 0.2 | 0.2 8 * ' 96
572 0 | 0.3 10 * 1 85
576 : 0.08 0.05 | 9 * ]8
578 , 0.1 0.2 18 * | 99
H82 ? 0.2 ' 0.3 | 14 * | 04
584 0.7 0.1 | S 12 * | 99

*  Dia da morte.
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- 'Grupo C. R o

Este grupo constava inicialmente de 15 animais (ns. 591 a 605).
Transcorridos 18 dias apés ‘o inicio dos trabalhos, foi retirada a ave n, 602,
que vinha apresentando intensa anemia fortemente regeneratlva mas nao
relacionada a4 malaria.- |

- Tédas as aves déste grupo como as do grupo B, foram.submetidas ao
tratamento quininico, 1n1c1ado no dia seguinte & inoculacio. A primeira veri-
ficagdo dos- parasitos no sangue foi feita, aqui também, no 12° dia -da .in-
fecc@do. O numero de plasmédios achava-se entio acima de 1%, na. grande‘
maioria dos casos. Isto, alids, era de esperar, por ter SIdO éste grupo. ino-
cuilado com namero duplo de parasitos. Néste mesmo d1a foi iniciado, em

¢ "y

tcﬂidasﬂas aves, o tratamento pela sulfadiazina, aplicada em cada animal na
dose de.1 mg por “grama do corpo. A primeira dose foi ministrada no
12° dia, as 21 horas, seguindo-se as restantes de 12 em 12 horas, até o
17° dia da infeccdo, quando foram completadas 10 doses para cada individuo.
Foi entido suspensa a admlnlstragao da sulfa, para ser reiniciada quatro dias
depms Desta segunda vez foram aplicadas apenas quatro doses (21° e
22° dlas) Durante todo ésse tempo foi mantida a dose diaria de quinina.
Esta, por sua vez, foi suprimida no 30° dia da 1nfec<;ao quando julguei que
0S animais déste grupo ja tinham sobrevivido aos grupos anteriores por um
prazo bastante S1gn1f1cat1vo

Depois de terminado o segundo tratamento pela sulfa, a curva da 1n-
‘.fecgao eritrocitaria revelou acentuada tendéncia ascendente. No 32° dia as
aves.ns..5391 e 593 morreram com 28 e 10% de parasitos nas hemacias, res-
pectivamente, sendo éstes Valores constituidos quase exclusivamente por tro-
fozmtqs .Os capilares encefalicos destas aves estavam intensamente parasi-
iados por esquizontes exo. Este fato indicava, portanto que a supressao.da
terapeutica permitira as formas exo retomarem a sua atividade proliferativa.

A partir déste momento, os animais foram separados em dois grupos
menores, assim constituidos:

Grupo” C1: Aves ns. 591-599 (incluindo.as duas acima referidas, que
morreram’ no 32° dia) .- _ "
~ Grupo C2: Aves ns. 600. 601, 603, 604 e 605.

Os animais do grupo Cl foram postos em observacdo, a fim de ser
acompanhada_a marcha ultenor da 1nfecgao

O grupo C2 foi submetldo a um terceiro tratamento pela sulfadiazina.
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As ocorréncias assinaladas para os dois grupos de animais foram as se-
guintes:

Grupo C1. Suprimida a quinina no 30° dia, a infeccdo sanguinea incre-
mentou rapidamente nas aves ns. 591-594 e 597-599, que morreram entre
o 32° e o 38° dias, com abundantes esquizogonias exo. Nestas aves o ni-
mero de parasitos sanguineos nao atingiu a grandeza observada nas infec¢des
agudas comuns, mantendo-se em térno de 50% . Entre as formas eritrocitarias
predominavam de modo absoluto os trofozoitos, de tal modo que as formas
evolutivas mais adiantadas representavam apenas cérca de 2% dos para-
sitos encontrados.

Nas aves ns. 595 e 596 a infeccdo eritrocitaria, depois de suspensa a
terapéutica, manteve-se durante muitos dias em nivel muito baixo, nao sendo
encontrados mais de 3% de parasitos. Aqui também o nimero de trofozoitos
sobrepujou de maneira absoluta as formas de crescimento, acentuando-se éste
predominio em funcdo do tempo da infecgao.

No 47° dia o preparado de sangue da ave n. 596 apresentava 1% das
hemacias parasitadas por trofozoitos, sendo encontrado também um volu-
moso esquizonte exo com 8 niticleos, no mesmo preparado. No 49° dia o nu-
mero de hemacias parasitadas subiu a 14% (exclusivamente trofozoitos),
morrendo a ave néste dia, com infeccao exo maciga.

O dltimo animal déste grupo (n. 595) morreu no 61° dia da infecgao.
Aqui também o nimero de parasitos nas hemaéacias, que se vinha mantendo
durante muitos dias em 1% (trofozoitos), incrementou sensivelmente nos
altimos dias atingindo a cifra de 16% por ocasido da morte do animal. Nesta
ave foram acompanhadas simultdneamente as marchas das infec¢des sangui-
nea e endotelial, nos ultimos dias de vida.

Os dados referentes as grupo Cl1 estdo representados na tabela 8 e no
grafico 4. O grafico 6 mostra as curvas das infec¢des sanguinea e endotelial
da ave n. 595, nos dias que precederam a morte.

Grupo C2. Ja foi dito que os animais déste grupo foram submetidos
a um terceiro tratamento pela sulfa. Tendo sido verificada a existéncia de
forte infeccido endotelial nas aves 591 e 593, que morreram no 32° dia, era
de esperar um incremento das formas exo em todo o lote C. Esta previsao,
alias, foi plenamente confirmada para o grupo Cl, como acabamos de ve-
rificar.

Sendo, pois, esperado o incremento da infeccao endotelial, a aplicagao
desta terceira série de sulfadiazina foi feita para permitir acompanhar a
marcha das alteracdes provocadas nas formas exo pelo medicamento.
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TABELA ¥

GRUPO C. PINTOS INOCULADOS COM P. CALLINACEUM E TRATADOS COM QUININA-SULFADIAZINA

PARASITOS EM 100 HEMACIAS E TRATAMENTO COM SULFADIAZINA

FORMAS
| ,, 100 ca.
NE G.;U;;O DIAS APOS A INOCULACAO ;%Agas
DA
12 13 14 15 16 17 18 21 22 26 30 32 33 34 35 36 37 38 39 41 46 47 49 50 51 53 51 55 56 57 58 60 61 MORTE
591 | C1 23 88 0.6 ss| ss 88 8 0.04 S8 0.1 ss| 0.05 | 0.8 28 87
993 E 0.5s 88 0.2 ss 98 88 S 0.01 83 0.06ss| 0.01 1 10 73
597 < 28 88 0.2 ss 88 ss 8 0.1 0 ss| 0.04 0.02 2 49+ 30
594 . 0.5 s 88 0.01ss| ss 88 8 0 SS 0 sg 0 0.02 1 43 2% 96
598 « 28 88 0.2 ss sS ss 8 0.02 ss 0.04ss| 0.01 0 0.5 6 D* 90
592 < 1s 8s 0.8 ss 88 8S 8 0.2 83 0.0588| 0.01 0 0.3 3 7 4] * 08
599 < 4 s 88 1 ss 8S 88 8 0.2 0.05ss| 0.1 3 1 2 32 47 * 95
596 < 2 8 sS 1 ss 8s 8s S ¢ ss 0 0.03 0 0.8 3 2 2 2 1 14 * 03
595 < 6 s 88 2 ss S8 SS 8 0.1 SS 0.02ss| 0.01 0.03 0.1 1 2 3 9 1 1 1 1 1 1 16% 39
!
604 | C 2 1 ¢ S8 0.2 ss sS 88 8 0.05 sS 0 0 0.02 0.5 s S8 3 * 55
601 « 6 s 88 0.6 ss ss Ss s 0.01 88 0.3 ss| 0.1 0.3 3 8 sS 0.4 ss| 0.05 %= 59
603 ¢ 3 s 88 0.3 ss 8S SS 8 0.3 88 0.02 ss 0 0.1 0.6 s SS 5 ss| 88 0.02 #* 99
605 . 28 88 0.02 ss S8 ss S 0.03 83 0.05ss | 0.01 0 0.2 s SS 1 ss S8 88 0.01%* -Q
600 ¢ 4 8 89 0.4 ss 88 S8 8 0.1 S8 0.1 ss 0 0.01 0.6 s sS 0.6 ss| ss 8s 0.03 0.02 0.2 20 30 21 20 21 11 36 * 97

8 = 1 dose de sulfadiazina.
* = Morte devida 3 infeccio.

o = Sacrificado.
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Grafico 3. Infeccao eritrocitaria das aves do grupo B, tratadas com gquinina até o dia da morte. —
Grafico 4. Infeccao eritrocitaria das aves do gruvo Cl. tratadas com quinina e sulfadlazina. — Grafico 5.

Infeccao eritrocitaria das aves

do grupo C2,

tratadas com quinina e sulfadiazina; excluindo a

ave n.v 600,

todas as demais foram sacrificades durante a 3.4 série

de sulfa.

O valor zero, encontrado em alguns animais, nao significa rigorosamente gue o0 sangue esta isento de
pavrasitos, e sim que nenhum déstes fol encontrado em 10.000 hemacias examinadas. Por ésse motivo, e
para simplificar a representacao grafica, os zeros da tabela 8 foram assinalados nos eixos das abscissas,

supondo-se assim a existéncia do numero minimo de parasitos (0.019).
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Grafico 6. Infecgdes sanguinea e endotelial da ave n. 595 (grupo Cl), nos tltimos dias de vida.
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No 32" dia foi aplicada a primeira dose, as 21 horas, seguindo-se as
demais com intervalos de 12 horas. Transcorridas 12 horas apos a aplica-
cao da terceira dose, foi sacrificada uma das aves (n. 604), sendo feitos
preparados do sistema nervoso central. As aves restantes foram sendo sa-
crificadas 12 horas depois de ingerirem as segquintes doses respectivas: 5.

(n. 601), 7* (n. 603) e 9* (n. 605).

Sobrou a ave n. 600, que nao foi sacrificada porque o material obtido,
junto com preparados provenientes de trabalhos anteriores, era suficiente
para o tim em vista. Esta ultima ave tomou 9 doses de sulfa, sendo depois
submetida a punc¢ao craniana. Foram encontradas raras formas exo quase
completamente destruidas, sendo entao suprimida a terapéutica, no 37° dia.
No sangue havia raros parasitos (0.039 ), mas o numero destes aumentou
gradualmente até atingir 309 no 47° dia. Ainda neste caso observou-se
predominio absoluto de trofozoitos. No preparado de sangue do 55° dia
foram encontrados 11¢ de parasitos nas hemacias e também um volumoso
esquizonte exo. No 56 dia morreu esta ave, apresentando 36% de formas
eritrocitarias, das quais 329% eram trofozoitos. Nos endotélios a infeccao
era macica.

Os dados referentes ao grupo C2 sao encontrados na tabela 8 e no

rd

graltico 5.

Fsta experiéncia confirmou tédas as observac¢des feitas na pesquisa an-

terior .

Uma prova decisiva para a demonstracao da acao patogénica das formas
exo €, sem duvida, a sobrevivéncia dos animais tratados com quinina + sulfa
por um periodo duas vézes maior do que aquele vencido pelos tratados so-
mente com quinina. Esta maior sobrevivéncia é tanto mais significativa quanto
as aves do grupo C foram intencionalmente inoculadas com uma carga para-
sitaria duas vézes maior que aquela recebida pelo grupo B.

Quando se inoculam animais em condi¢des idénticas, variando apenas
as doses de parasitos, a velocidade ascensional da curva parasitaria variara
em funcdo da dose injetada. Mesmo nos casos tratados com quinina, o au-
mento do nimero de trofozoitos, que anuncia a proximidade da morte, ocorre
com maior antecedéncia nos animais que recebem maior carga de parasitos.
[sto foi observado no grupo C, como se vé comparando os graficos 3, 4 e 5.
Observa-se que, no 12° dia da infeccao, correspondente ao 11° dia do trata-
mento, o teor de parasitos no grupo B estava muito abaixo de 1%, enguantoe
no grupo C éste namero ja havia side ultrapassado.
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[—

I,evando em consideracao a experiéncia acumulada em trabalhos ante-
riores e o comportamento da infeccido nos animais de contréle (grupos A e
B), ¢é licito afirmar que a morte das aves do grupo C ocorreria dentro de
poucos dias, se nao fésse interrompido o desenvolvimento das formas exo,
cuja pululacao ja se refletia no nimero de trofozoitos presentes no sangue.
Atacadas as formas exo pela sulfa, diminuiu a fregiiéncia dos trofozoitos no
sangue, devido ao estancamento da fonte produtora destes parasitos. Uma
segunda série de sulfa, constante de 4 aplicacdes, manteve por mais alguns
dias a infec¢do sanguinea em baixas latitudes. Depois de suspenso o tra-
tamento, reiniciou-se a multiplicacido das formas exo, verificando-se em con-
seqiiéencia disto nova, descarga de trofozoitos e a morte de 7 aves do
grupo CI1.

A verificacdo da maior sobrevivéncia dos animais tratados com a sulfa
permite concluir que esta substdncia age remcvendo a causa da morte. Por
outro lado, a constatacdo das alteragdes provocadas sébre as formas exo pelo
mesmo medicamento indica a existéncia de uma relacio de identidade entre
as referidas formas e a causa de morte.

Désse modo, parece-me provado que os animais tratados com quinina
morrem em conseqiiéncia da multiplicacdo dos esquizontes exo nos endoté-

lios vasculares.

Restam a considerar alguns outros fatos observados durante as expe-~

riéncias que ficaram descritas.

REATIVACAO DO CICLO EXO DEPOIS DO TRATAMENTO
PELA SULFA '

Na primeira parte déste traba]ho foi visto que existe uma relagao de pa-
ralelismo entre as curvas das infec¢cdes sanguinea e endotelial, nos casos
tratados pela quinina. As numerosas verificagbes que tenho feito nesse par-
ticular permitem considerar aquéle paralelismo como um fendmeno cons-
tante, de tal modo que, através das ondulacdes significativas da curva de
trofozoitos eritrocitarios, podem-~se avaliar as flutuacbes da producao de es-

quizontes exo.

Por outro lado, foi visto nesta segunda parte que, quando se tratam
as aves com quinina. + sulfa, a freqiiéncia dos trofozoitos nas hemacias di-
minui como reflexo da destruicdo das formas exo. Esta destruicio, nos casos



W. L. Paraense : Acdo patogénica do P. gallinaceum 183

”

estudados, ndo chega entretanto a ser total, de modo que algumas formas
escapam a acdo do medicamento e depois entram a proliferar mais ou menos
rapidamente. Nesses casos ocorre, portanto, uma reativacdo do ciclo exo,

que repercute sdbre o sangue por meio do incremento dos trofozoitos.

Se interviermos com a sulfa cada vez que a curva dos trofozoitos atinge
um nivel ndo muito alto, obteremos uma linha ondulante cujas flutuacgdes
guardam propor¢do com ondulacdes correspondentes na linha dos esquizon-
tes exo. Abandonando, porém, a terapéutica, veremos o nimero de trofozoitos
incrementar livremente, em conseqiiéncia da proliferacdo das formas exo, até
que o animal morre com os endotélios bloqueados. Em outras palavras,
ocorrerd entdo a reativacao do ciclo exo.

Este fato acha-se, em parte, exemplificado no grafico 6. Trata-se da
ave n. 595 (grupo Cl), cuja infeccao foi descrita no capitulo referente a
sequnda experiéncia. Nesta ave, depois do segundo tratamento pela sulfa,
houve aumento do ntmero de trofozoitos, mas a infeccdo sanguinea man-
teve-se em baixo nivel, apesar da auséncia de qualquer terapéutica. O com-
portamento déste caso era semelhante ao daqueles que tendem a cronicidade,
nos qliais a imunidade adquirida contrapde-se ao incremento da infecgao san-
guinea. Nestes casos, entretanto, o niimero de plasmoédios nas hemacias de-
cresce a valores tao baixos que o parasitismo se torna subpatente. Isto nao
ocorreu na ave n. 595; e porque nela a infeccao se estabilizou em 1%, quase
s6 trofozoitos, foi suspeitada a persisténcia da esquizogonia exoeritrocitaria.
Do 50° ao 60° dias foram feitas puncdes cranianas, podendo-se assim acom-
panhar a reativacdo do ciclo exo e o incremento paralelo da infeccao san-

guinea por trofozoitos (grafico 6).

O mesmo deve ter ocorrido no caso n. 596, cuja infeccdao teve um de-

curso semelhante ao da anterior.

A reativacdao do ciclo exo nos casos em que a parasitacao das hemacias
sofre a influéncia de fatores antagdnicos de natureza imunoldgica, tem como
conseqiiéncia o derramamento de trofozoitos no sangue. Nestes casos a in-
feccdo comporta-se como naqueles outros tratados pela quinina. A conside-
ragdo destes fatos leva a crer que a infecgdo endotelial, pelo menos nos ani-
mais muito jovens, niao mobiliza o mecanismo imunitario. Pode-se pensar
também que a imunidade estimulada pelas formas eritrocitarias nao funciona
contra os parasitos do ciclo exo. Isto, alids, ja foi objeto de cogitacdo na
primeira parte déste ‘trabatho.
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-7 -ALTERACGES DAS FORMAS EXO- PROVOCADAS
... .. . PELASULFA _ - . - .. .

—_—

— il b -\

As alteracoes provocadas nas forrnas exo pela sulfa que serao descntas
a seguir, foram observadas a partir de 12 horas apés a aplicacdo da 3.* dose,
até 12 horas apos a 9.* dose. Acham-se em andamento pesquisas dedicadas
especialmente a uma verlflcagao mais . detalhada ,dessas alteracdes, desde o
inicio do tratamento até a completa desapangao dos parasitos.. . .-,

N
5

No material colhido apés a 3. dose, predominam. as formas semelhantes
aquela reproduzida na fig. 1 da estampa 3. -Os parasitos -encontrados sio

elementos imaturos, dotados de abundante citoplasma: baséfilo e ‘nticleos - re-
latxvamente Volumosos

VR L -

-Sao. multo raras' as formas maduras, constituidas de pequenas unidades
quase excluswamente reduzidas & cromatina com aspecto de-anel ou ferra-
dura, como aquelas figuradas na estampa 2. As que foram encontradas
mostram ev1dentes sinais de desorganizacéo, parecendo que nesta fase .os
parasxtos sd0 mais sen51ve13 ao ‘medicamento. Entretanto, como o. material
examinado dep01s das primeiras doses é ainda insuficiente, ndo me deterei
na con51deragao destas formas. Possivelmente os elementos maduros sio ata-
cados logo de inicio,. ficando poupados aqueles menos evoluidos, os quais sé

comegam a apresentar sinais de alteracdo depois de sofrerem uma acio me-
dicamentosa mais pro]ongada | |

y 4

E assim que, .12- horas apos a aplicacao da 3.2 dose, alguns nitcleos dos
parasitos mostram-se mais intensamente corados que os demais. Isto parece
indicar que os nicleos mais corados sio a sede de um processo inicial de
picnose. Ao lado disto, alguns niicleos apresentam um ponto corado mais
intensamente que o resto da sua substancia. Em consequencia, certos esqui-
zontes aparecem pontilhados de granulos que o Giemsa tinge de vermelho
muito escuro. Trata-se de regides nucleares ja em estado de franca .picriose.

A medida que aumenta o nimero ou o tamanho destes granulos .ebser-
va-se, nos nicleos néo atacados pela -picnose, uma diminuicio progressiva da.
sua colorabilidade e da nitidez dos seus-contornos. Este aspecto, que" predo-
mina nos preparados feitos em seguida .4 5* dose, acha-se reproduzido na

-

fig. 2 da estampa 3 e na fig. 1 da estampa. 4 (forma a esquerda).

Dai em diante as alteracdes regressivas definem-se com téda a clareza na
direcdo-dos processos de cariorrexe e caridlise. Observam-se entio as etapas
representadas ‘nas figs. 3-7 da estampa 3 e nas figs. 1 (forma a direita);
2-4 e 6 da estampa 4. |
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Finalmente, no material obtido apds a 9.* dose, a estrutura dos parasitos
acha-se quase totalmente apagada. Nesta -iltima fase do processo 'catabié-
tico as formas exo estdo reduzidas a fina poeira cromatinica dispersa sébre
o vestigio azulado-'do citoplasma, como se vé na fig. 8 da estampa 3 e nas
figs. 5 e 7-da:estampa 4. Certamente estas formas estio destinadas a fago-
citose pelas células endoteliais que as abrigam. -

Na terceira parte déste trabalho, a ser publicada oportunamente, estu-
darei o comportamento dos glébulos vermelhos e dos valores hemato]oglcos
réferentes aos mesmos nas infeccdes tratadas com qumma |

— -~

TI—IE PATI—IOGENIC ROLE OF EXOERYTHROCYTIC SCHIZONTSv
- OF P. GALLINACEUM =~

l. PRELIMINARY EXPERIMENTS.

This is a report of the studies which were carried out preliminary to the
investigation of the pathogenic role of the exoerythrocytic stages of P. galli-
naceum. Further studies will be presented in subsequent papers.

I. Initially a brief account of the exoerythrocytic development of P. gal-
linaceum is given. It is emphasized that in infections produced by sporozoites
the exo schizonts appear before the erythrocytic forms, since the former are

a product of sporozoite division. When parasitized blood is 1n]ected the
first forms to appear are erythrocytic schizonts. -

2. A review of the literature on the pathogenic action of exo forms is
presented. The majority of these references have no sure experimental basis.
Their brevity is out of keeping with the importance of the subject.

3. A report of the author's former observatlons which suggested the
study of the pathogenic action of eXo forms is given briefly. These obser-
vations were made in chicks which were 1nocu1ated with P. gallinaceum and
given quinine treatment shortly afterwards. Al of the control birds _died
before the 8th day following inoculation. While the treated chicks showed'
no acute rise of parasites they died between the’ 14th and 17th days followmg |
inoculation. The endothelial cells 11n1ng the capillaries of the central nervous
system were found to be teeming with exo schizonts. The blood infection of
these birds could not be suppressed by the treatment as a number of young

trophozoites was always present in the red blood cells.

4. It was found advisable to determine some hematological valh'es (num-
ber .of erythrocytes ‘and quantity of. hemoglobin) in normal chicks. ‘in view
of the fact that the references in literature dealt with adult - fowls:: Erghty?.;
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chiks 5-10 days of age were examined (tables I and 1-a) with the following
results (averages =+ standard errors):

Erythrocytes (millions per cmm.)...... 2.24 + .035
Hemoglobin (gm. per 100 cc.)......... 7.68 + .126
Mean corpuscular hemoglobin (yvy)...... 34 + .461

These values are lower than those given for adult birds.

5. Observations were made to determine the tolerance of chicks to
quinine hydrochloride given daily by mouth (150 mgm. per kilo. body
weight). The birds were treated during 20 days. Throughout the whole
course of the experiment no toxic symptoms were observed. At the end of
the treatment the number of erythrocytes, the quantity of hemoglobin (table
2) and the visceral macro and microscopical pictures did not differ from
those of normal birds.

6. In order to compare quinine treated infections with untreated ones,
eighty 5-day old chicks were inoculated by intravenous route with parasitized
blood (65,000,000 parasites to each bird) and separated into two batches (40
treated, 40 controls). Results are given in table 3. The length of life after
inoculation ranged from 4 to 6 days in the controls and 10 to 15 days in
the treated birds. The controls died with massive blood infection and showed
no exo forms in the endothelial cells.

Treatment was commenced one day after injection. In treated birds
blood parasites were always present in very few numbers up to the 7th day
after inoculation. These were almost solely trophozoites or young schizcnts
showing signs of degeneration. From the 7th day onward the numbers of
parasites began to increase slowly. Only trophozoites were seen and later
stages were a very rare finding. At death, in nearly every case, there were
about 20 trophozoites per 100 erythrocytes. It is assumed that the tropho-
zoites which appeared in daily increasing numbers were derived from the exo
forms developed in the RES cells as the endothelial cells of the central ner-
vous system were blocked by exo schizonts and as quinine arrested the deve-
lopment of erythrocytic parasites.

7. In the following experiment (table 4) 30 chicks 5 days of age were
inoculated intravenously with less than 2,800 parasites to each bird. These
were divided into two equal lots — untreated controls and those adminis-
tered quinine. All but two of the treated birds died between the 18th and
21st days after inoculation. The chicks showed a very mild blood infection

-



W. L. Paraense : Acdo patogénica do P. gallinaceum 187

followed by an increase in trofozoites as referred to in (6). At death the
exo infection was found to be very heavy.

Two of the control birds died at the peak of the blood infection, showing
no exo forms in the central nervous system capillaries. The remaining 12
survived this period but died between the 21st and 24th days after inocula-
tion, showing massive blockage of endothelial cells by exo schizonts. In this
experiment the exo forms appeared in the control birds because these over-
came the acute stage of the blood infection, thus giving time for the deve-
lopment of the exo cyle. From this point of view the resistance to acute
infection in untreated birds was equivalent to quinine action in treated ones.

After the parasite decline the only erythrocytic forms found in various
of the control birds were trophozoites which increased in number up to death.
In these birds the lack of schizogonic development of the trophozoites which
originated in the RES is assumed to reveal the action of parasiticidal anti~
bodies acting like quinine in treated cases.

8. The next experiment was carried out to prove that the increasing
erythrocytic trophozoites are derived from the exo schizogonies. A batch
of chicks was inoculated intravenously and given quinine from the next day
onward. Searches for parasites were made at intervals simultaneously in
peripheral blood and in brain tissues (exoerythrocytic biopsies by cerebral
puncture) . The results are shown in table 5 and graph 2.

A striking parallelism was found to exist between the two curves (ery-
throcytic trophozoites and cerebral exo forms). In plate 2, moreover, the
absolute morphological resemblance between erythrocytic trophozoites and
mature exo forms is shown.

9. All of the treated cases referred to in this paper behave as the so-
called “quinine-resistant” forms of human malaria. These observations suggest
that “quinine-resistance” is a real phenomenon, but depends on the presence
of exo forms. In other words, quinine-resistance is inherent to exo forms and
never to erythrocytic ones.

10. Two cases of parasitic recrudescence in untreated birds are presented
in which only trophozoites reappeared and increased in number up to death.
These recrudescences occurred 20 days after the beginning of latency. In
these birds the same parallelism as referred to in (8) between the curves of
erythrocytic trophozoites and exo forms was observed during recrudescence.

- The lack of schizogonic development of the trophozoites newly arrived
in the blood, as observed in these cases, beyond suggesting the presence of
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parasiticidal antibodies, seems to indicate that the malaria immunity processes |
are stimulated by erythrocytic parasites aloneé; as the exo forms continue fully
their \__rlormaI‘ development. - __ | o |

‘g -
A

C11+ In the qumme treated cases- reported in thrs paper it was attempted
to suppress the blood infection or at least to make It of no 31gn1f1cance for
the purpose of observing the possxble pathogemc action of the exo schizonts.
As may be seen it was not possible to eradicate the blood para51tes as a small
but daily increasing number of trophozmtes remamed in every case R

- It was also shown that the number of blood trOphozmtes reflects the
1nten31ty of the endothelial infection by the exo forms

It seems 1mp0351ble therefore, to obtaln a pure culture of the exo cycle
m the host i e., W1thout any vestige of blood. mfectmn

It remains to be proved whether the pathogenic action of P. gallinaceum
in treated cases, causing the death of the birds, depends on the continuous
presence of trophozoites in increasing numbers in the blood, or on the uncon-
trollable development of exo forms in RES cells, or on the association of both
factors. The investigations carried out on this subject will be published in

b -y

subsequent papers. .- ...

2. . THERAPEUTIC PROOF OF THE PATHOGENIC ROLE

This part of the work was carried out in order to give a therapeutic de-
monstration .of the pathogenic action of exo schizonts.

Two experiments were made, with similar results. -

- Ten 5-day-old chicks™ (ns. 291-300) were inoculated intravenously
‘and given quining from the 3rd day onward. On the 8th day after inocula-
‘tion these birds “were ' separated “into two batches (6 to continue treatment
‘with® quininie alone and 4 to be given sulfadiazine also) .-

All of the quinine treated birds (ns. 291-296) died between the 14th
and 17th days after inoculation. The blood trophozoites increased in number
at the end of the mfectmn and the brain caplllarles showed massive blockage
by exo forms at death

Brain punctures were made in the other four birds (ns. 297-300) and
when exo schizonts were first seen sulfa treatment was started, 1.0 mgm

per gram of body weight twice daily. Quinine treatment was continued once
- a day until the sulfa administration was stopped. |
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One bird (n. 297) was sacrified on the 15th day of infection (4th of
sulfa treatment) .. Its.brain capillaries were heavily parasitized with- nume-
rous damaged. exo forms and: the. blood was. negative upon -microsc¢opical
examination. The remaining.birds (ns. 298-300) were -given sulfa during
7, 7 and 8 days respectively.. When treatment was suppressed brain punctu-
res revealed:'damaged exo forms and blood smears were negative. Never-
‘theless a. subpatent erythrocytic -infection was present in each bird as it could
be detected by subinoculation. After stopping treatment the blood para51tes
flr_rgr_eawsed_,:a'ga_m_. to a moderate level and. all birds' died with heavy endo-
thelial -infection..

"The birds ‘treated with qumme-sulfa survived twice as long after mocula-—
tion as ‘did those treated only with quinine (see table 6). o

8. In a second experiment 50 chicks, 10 days old, were inoculated by
intravenous route and divided into three groups (A; B and C).

" The -10 birds of group A remained untreated ‘and developed heavy ‘blood
infection which led to death between the 3rd and 5th days after,. inoculation.

Group B (25 birds) was treated with quinine alone, begmnm_gj the -day
after inoculation. All birds died between the 15th  and 18th-days of the in-
fection, with "abundant endcthelial - schizonts.. ‘As has -always ‘happened in
similar experiments, death was preceded by increasing  blood trophozoites
(table 7, gr'aph 3_2 : A B o |

Grdﬁp C (15 IBirdS) was treated W1th qumme from the first day after
inoculation to the 30th day. Sulfa was. glven in two courses as is shown in
graphs 4 and 5. After treatment the behav1or of the infection was similar to |

that seep in the experlment referred to under item 1. Five animals of this group "

were given a third course of sulfa (graph 5.) “during .which. all . but one of
them were sacrified at given intervals in order to observe the alterations of. °
the exo parasites which. were produced. by the drug.

In this experiment the greater survival of the birds treated with sulfa-
quinine was observed again. The finding of exo schlzonts alterated by sulfa .
in the surviving birds indicates that the exo forms play a 51gn1f1cant role in
the death mechanism and that survival is a definite proof of the pathogenic
action of exo .forms.

3. In graph 6 the erythro and exoerythrocytic infections of bird 595
(group C) during the period preceding death are described. Thereby, it is
possible to trace the revival of the exo cycle after treatment is stopped.
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The revival of the exo:cycle when the erythrocytic parasitism is coun-
teracted by immunity is followed by the pouring of trophozoites into the blood.
In this case the infection behaves like those treated by quinine. This suggests
that the endothelial infection, as far as young chicks are concerned, does not
bring the immunity mechanism into play. One can suppose also that the
immunity stimulated by the erythro forms does not act against the exo para-
sites. This subject has been taken in consideration in the first part of this
paper (item 10).. |

4. In plates 3 and 4 some aspects of the exo schizonts are reproduced
as they appear after sulfa treatment. The alterations consist mainly of
pyknosis, karyorrhexis and karyolysis. The most advanced stage ol parasitic
destruction seen in the examined material is that shown in fig. 8 of plate 3.
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ESTAMPA 1.

‘‘‘‘

par331to é intracelular, mas aparecem formas livres nos esfregaqos, ém conseqiiéncia da
rotura das células continentes. Foram desenhadas formas livres porque a sua textura é
‘mais nitida, visto como ndo se acham recobertas pela membrana da célula parasitada.

L__J {

esporozoito da glandula salivar do mosquito.

trofozoito exo muito jovem.

. frofozoito com niicleo volumoso, prestes a dividir-se.

formas de divisio com ntimero crescente de niicleos.

formas de divisGo muito avancada e dotadas de citoplasma fortemente baséfilo.

.

esquizonte quase maduro, a caminho da rotura.

_r

esquizonte maduro, libertando grande nimcro de merozoitos. Estes merozoitos reini-

ciardo o ciclo exo em células do SRE, ndo sendo ainda infetantes para as hemicias.
Depois de varios ciclos desta natureza, surgirdo merozoitos menores (ver estampa 2),
que dardo as formas eritrocitarias. |

esquizonte exo em adiantada fase evolutiva, no endotélio de um capilar cerebral.
esqulzonte €x0 no interior de um mondcito do sangue.
dois ]ovens esquizontes exo encontrados livres em um preparado de sangue.

capilar cerebral normal.
Preparados por distensdo, fixados com alcool metilico e corados pelo G1emsa
Desenhos em camara clara, microscdpio Zeiss, oc. 10, obj. HI 100.

! > ¥

~
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ESTAMPA 2.

A, capilar cerebral (o mesmo da fig. 6), cuja rotura durante a confeccdo do preparado li-
bertou intimeros merozoitos exo. Observar a absoluta semelhanca existente entre esses
merozoitos e os trofozoitos das hemacias. |

1-5, hemécias parasitadas por trofozoitos muito jovens, no mesmo preparado em que foi en-
contrado o capilar A.

Preparado por distensdo, fixado com alcool metilico e corado pelo Giemsa.

Desenhos em camara clara, microscépio Zeiss, oc. 10, obj. HI 100.
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ESTAMPA 3.

1 — 8, aspectos sucessivos da destruicio das formas exo do P. gallinaceum nos animais
tratados com sulfadiazina.

1, esquizonte com nicleos em inicio de picnose. 3.® dose de sulfa.

2, esquizonte com figuras de picnose muito nitidas; inicio de cariorrexe e caridlise nos
niicleos restantes; vacuolizacio do citoplasma. 5.* dose.

3-7, diversas etapas dos processos de cariorrexe e caridlise. 7* dose.

8, vestigio de uma forma exo, com aspecto de poeira cromatinica espalhada sébre fundo
azulado constituido pelo residuo do citoplasma; caridlise quase completa. 9.* dose.

Desenhos em camara clara. Microscépio Zeiss, obj. HI 100, oc. 10.
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ESTAMPA 4.

1 — 7, diversos aspectos da destruicio das formas exo do P. gallinaceum nos animais
tratados com sulfadiazina.

lado esquerdo, esquizonte representado na fig. 2 da est. 3. x 700.

lado direito, esquizonte em adiantada cariorrexe. x 700.

esquizonte em cariorrexe. x 700.

forma representada na fig. 6 da est. 3. x 700.

, forma representada na fig. 7 da est. 3. x 700.

U‘l-b-i.»l\)b-»r—t

, forma representada na fig. 8 da est. 3. x 700.

6, forma representada na fig. 5 da est. 3. x 1.400.
7/, estadio semelhante ao da fig. 5. x 1.400.

Fotos de ]._Fontes.
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