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SUMARIO: Quatro frangos e trés pombos (12 e 22 experiéncias) niao se infectaram com o
“T. (S.) cruzit” (amostra Y), injetados na pele com doses de 9,8 x 105 a2 3,8 x 106 para-
sitos (mistura de formas de cultivo e tripomastigotos sangiiineos). Em outros 2 frangos
(6% experiéncia), a refratariedade nao foi rompida com, respectivamente, 5 injecdes pe-
ritoneals em dias alternados, de 2,8 x 106 a 6,1 x 106 parasitos, e 5 injecdes peritoneais
diarias do conteudo de um tubo de cultivo suspenso em salina, adicionado de tripomas-
tigotos sangiiineos, obtidos de 3 camundongos jovens infectados. E, ainda em outros 2
Irangos (7% experiéncia), a refratariedade ndo foi rompida associando-se a doses peritoneais
de 8,1 x 106 e 3,5 x 107 parasitos, respectivamente, a ministracao de dexametasona, seja
com o inicio da droga no mesmo dia da inoculacio (04 mg/8 doses/10 dias), seja
com o inicio da droga 3 dias antes do dia da inoculacdo (0,4 mg/10 doses/12 dias). Nessas
11 aves a refratariedade foi comprovada pela inoculacao do sangue em camundongos albi-
nos recem-nascidos (total de 54 inoculacdes negativas em 301 camundongos) ; e por 52
xenodiagnosticos negativos (total de 175 larvas e adultos de Triatoma infestans e Pans-
trongylus megistus). As inoculacoes e os xenodiagndsticos foram feitos entre 1 hora (h)
e 96 h e aos 10, 20 e 30 dias depois da inoculag¢do das aves. (Quadro 1). Portanto, além da
refratariedade, ficou demonstrado que os parasitos ndo passam para o sangue circulante
das aves.

Em 10 frangos (3.2, 4.2 e 5.2 experiéncias) inoculados na pele com, 1,9 x 106 a 3,7 x 106
parasitos, verificou-se a duracao da viabilidade dos parasitos nas areas injetadas. Estas
foram puncionadas de 1/2 em 1/2 hora, e o material obtido microscopado e inoculado
em camundongos recém-nascidos. De 17 inoculacbes feitas até as 8:30 h, doze foram posi-
tivas. inclusive a ultima; e de 13 inoculag¢des feitas entre 9 e 90 h (as 4 primeiras ainda
ce 172 em 1/2 h), todas foram negativas. Por outro lado, de 10 xenodiagnodsticos feitos
nas areas injetadas, entre 1/2 h e 9 h apds a inoculacio das aves, apenas 2 foram posi-
tivos; e de 10 xenodiagnosticos feitos entre 9 e 90 h, todos foram negativos. (Quadro 2).
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Em 4 frangos (82 experiéncia), 10 xenodiagnoésticos foram feitos entre 1 e 10 h, sendo 2
positivos (7h e 8h). Apesar de dificuldades operacionais na execucao dos xenodiagnos-
ticos, nas condicoes experimentais deste trabalho, eles se mostraram inferiores as inocula-
coes em camundongos recém-nascidos, como prova diagndstica laboratorial. Portanto, ve-
rificou-se que ainda sdo encontrados parasitos viaveis nas areas injetadas, pelo menos ate
3s 8:30 h depois da inoculacao.

Todavia, a partir de 2h apos a inoculacido os parasitos diminuem de numero progressi-
vamente nas areas injetadas, ao mesmo tempo que mostram sensiveis alteracoes morfolo-
gicas, encontrando-se também muitos deles mortos. Ao exame direto, nao mais foram
vistos depois das 5:30 h.

As inoculacées provocam na pele dos frangos um quadro inflamatério que envolve o te-
cido adiposo e os musculos, indo até & formacio de abscessos.Um processo de fagocitose é
patente entre 6 e 20h depois da inoculacao; e essa fagocitose € exerclda principalmente
pelos heterofilos. As custas dos residuos celulares e parasitarios, o processo inflamatorio
se prolonga pelo menos até as 44 h. As 76 h ainda foram vistos focos de células redondas
peri-vasculares; mas, as 90 h s6 foram vistas reacoes cicatricials fibro-colagenas.

Como nas primeiras horas nao foi observada fagocitose, € como foram vistos parasitos
livres alterados e mortos, e cada vez em menor numero, € provavel que a destruicao
na pele decorra inicialmente da acao de fatores liticos oriundos do sangue. E pro-
vavel também, que a maioria dos parasitos incluidos pelos heterofilos ja estejam mortos.
Se parasitos viaveis sao fagocitados, eles sao sistematicamente destruidos. Isto é, o oposto
do que acontece nos animais suscetiveis, nos quais oS parasitos englobados. principalmente

pelos histiocitos, passam a se dividir ativamente até a formacao de pseudocistos.

A refratariedade das aves ao “T. (§.)

cruzi” fol um fato que se impoOs
naturalmente, ¢ logo se passou a €x-
plorar o seu lado pratico, isto e, ga-
rantir a “limpeza” das criacoes de
triatomineos para o xenodiagnostico,
alimentando-os em aves (Brumpt,
1914). Em 1944, Dias comprovou €ssa
refratariedade e refere que “Nas es-
cassas referéncias que se encontram
na literatura... o controle dos resul-
tados negativos € quase sempre pre-
cario, ndo permitindo excluir a possi-
bilidade de uma infeccao inaparente”.
N6s nada mais encontramos nos le-
vantamentos bibliograficos scbre do-
enca de Chagas do IBBD (1938 e
1959) e nem nas publicacoes de rete-
réncia de 1960 a 1970.

Este trabalhc apresenta os primei-
ros resultados de estudos sobre a re-
fratariedade das aves ao “T. (S.) cruzi”,
os quais tiveram os seguintes objetl-

vos: verificar se os parasitos passa-
vam para o sangue circulante das
aves: tentar romper a refratariedade
pela injecdo de doses macicas repeti-
das e pela associacao destas com a
administracao de corticosteroide; de-
terminar o tempo de viabilidade dos
parasitos nas areas cutaneas injeta-
das; e, finalmente, pesquisar 0S Pro-
cessos que atuam na eliminac¢ao dos
parasitos.

MATERIAL E METODOS

Aves. Foram usados nas experiéncias
(exp.) frangos Leghorn de 20 a 60 dias e
pombos adultos (Columba livia). Estes sO
foram utilizados uma vez por causa da
infeccao natural por “Haemoproteus”.

Inoculos: 0,5 ml de uma mistura de
formas de cultivo e de tripomastigotos me-
tabodlicos de “T. (S.) cruzi” (amostra Y).
As culturas em meio de NNN (repiques de
8-10 dias) foram lavadas por centrifugacao
(3.000 rpm-10') e suspensas em salina; e
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os tripomastigotos foram obtidos de ca-
mundongos albinos infectados (sangue he-
parinado de puncao cardiaca, lavado com
salina 3 vezes a 500 rpm2’). Com hemo-
citometro foi calculado o numero aproxi-
mado de parasitos.

Inoculacdo das aves. Foram feitas si-
multaneamente 3 injecoes de 0,5 ml em
cada ave na pele sobre os musculos pei-
torais (duas de um lado, distantes entre si
5cm, e uma do outro lado). Os pontos de
inoculacao foram imediatamente circun-
dados por tracos de corantes; e as aves
foram identificadas como A, B, C, etc,,
precedidos do numero da exp. (1A, 1B, 1C,
etc.; 2A, 2B, etc.; 3A, 3B, etc.). Nas 6.2
e 7.2 exp. a inoculacao foi peritoneal e os
inoculos variaram de 1 a 4 ml.

O término da 3.2, 48, 52 ¢ 8.2 exp. foi
aos 10 dias depois da inoculacao; e o da
12 22 62 e 72 exp. aos 30 dias, quando
as aves foram sacrificadas e conservados
em formalina a 10% pedacos de coracao,
flgado e baco. (Total de 31 blocos).

As Dbidpsias das areas injetadas (trin-
ta), depois de feitas as impressoes em
laminas, foram estiradas em rodelas de
cortica, e também fixadas em formalina a
10%. As inclusoes foram feitas em para-
fina, sendo obtidos cortes de 6 micra, co-
rados pelos métodos de hematoxilina-eosi-
na(H-E) e Giemsa. O exame a fresco
do material das puncoes (obtido com serin-
ga tipo “tuberculina’) foi feito com obje-
tiva 40x. Os preparados de material das

puncoes (sessenta) e das impressdoes (ses-

senta), foram corados pelos métodos de
Giemsa e Brachet.

O sangue das aves para inoculacao em
camundongos foi obtido da veia da asa ou
do pescoco. Os camundongos usados nas
inoculacdoes (periténeo), tanto de sangue
como de material das puncoes das areas
injetadas (em grupos de 5-6), eram albi-
nos e recem-nacidos, e tiveram o seu san-
gue examinado 6-8 vezes, entre o 5° e 0
25.0 dia depois da inoculacao. As inocula-
coes de sangue foram em numero de 54,
totalizando 301 camundongos (dos quais 21
morreram de intercorréncia). As inocula-
coes de material obtido pelas puncoes fo-
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ram em numero de 30, totalizando 170
camundongos (dos quais 8 morreram de
intercorréncia). Nos grupos de camun-
dongos referidos como positivos na 3.2, 4.2
e 5.2 exp, foram vistos tripanosomas no
sangue de um. de mais de um ou de todos.
Os xenodiagnosticos (xenos) foram feitos
com larvas (4° e 59 estadios) e adultos
de Triatoma infestans e Panstrongylus me-
gistus (2 a 4 exemplares em cada Xeno).
Os xenos realizados longe das areas inje-
tadas (coxas) foram em numero de 52,
totalizando 175 triatomineos: e 0s xenos
feitos diretamente nas areas injetadas, fo-
ram em numero de 30, totalizando 105 tria-
tomineos. Desses 280 insetos, 24 morreram
antes da leitura (30-40 dias).

RESULTADOS

(As experiéncias foram realizadas
de janeiro a agosto de 1971).

A — Refratariedade e tentativas de
demonstracao de tripomastigotos no
sangue circulante das aves.

1.% exp. (4 frangos). 9,9 x 10° pa-
rasitos. 2.2 exp. (3 pombos). 3,3 x 106
parasitos.

Apos a inoculacao das aves, na 1.
exp., nos periodos de 1 2 e 4 horas
(h) (ave 1A), 6, 8 e 10 h (ave 1B),
14, 22 ¢ 31 h (ave 1C), 45, 72 e 96 h
(ave 1D), e aos 10, 20 e 30 dias (todas
as aves); € na 2.2 exp., nos periodos
de 1, 3 e 7 h (ave 2A), 12, 18 ¢ 25 h
(ave 2B), 33, 44 e 51 h (ave 2C) e aos
10, 20 e 30. dias (todas as aves), fo-
ram feitos: 1) Inoculacao GO sangue
das aves em camundongos; 2) Xenos
longe das areas injetadas. Reswultados:
Negativos. Tambem foi negativo o
exame dos cortes das visceras das aves
sacrificadas, quanto a2 pesquisa de
amastigotos tissulares.

! o ":"45 Ve
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B — Tentativas para romper a
refratariedade.

n. Doses macigas repetidas.

Na 6.2 exp., um frango fol injeta-
do 5 vezes no peritoneo, em dias al-
ternados, com respectivamente, 3,4
w 108, 5,77 x 108, 2,8 x 106, 9.4 x 10°
e 2,9 X 106 parasitos. Outro frango
recebeu no peritoneo, em 5 dias con-
secutivos, doses representadas pelos
parasitos de um tubo de cultivo, sus-
pensos em salina (3 ml), adicionados
de suspensdo de tripomastigotos reti-
rados de 3 camundongos Jovens
(1 ml). Inoculacoes de sangue dessas
aves em camundongos e Xenos, foram
feitos aos 10, 20 e 30 dias depois da
inoculacao das aves. Resultados. Nega-
tivos. Também foi negativa a pesquisa
de amastigotos tissulares nas visceras

das aves.

b. Doses macicas associadas a corti-
costeroide.

Na 7.2 exp. foram usados frangos
de 100-180 g. Dois foram injetados no
peritbneo com 8,1 x 108 e 3,5 x 10°
parasitos, respectivamente, e a partir
do mesmo dia da inoculacao, passa-
ram a receber dexametasona * (0,4
mg,/8 doses/10 dias). Um dos frangos
morreu apos a 3.2 dose da droga, € O
outro recebeu as 8 doses, morrendo

». aos 15 dias da inoculacao. Neste ulti-

mo, foi feito xeno e inoculag¢ao do seu
sangue em camundongo aos 10 dias.
Um terceiro frango recebeu a dexa-
metasona (0,4 mg/10 doses/12 dias)
com inicio 2 dias antes do dia da 1no-
culacdo (peritoneo) de 3,5 X 107 pa-
rasitos. Xenos e inoculacoes do san-

gue da ave em camundongos foram
feitos aos 10, 20 e 30 dias depois da
inoculacao do T. cruzi. Resultados. Ne-
gativos. O exame dos cortes das vis-
ceras também foi negativo.

C — Duracao da permaneéencia de
parasitos viaveis nas areas injetadas.

3.2 exp. (4 frangos), 1,8 X 106 pa-
rasitos. 4.2 exp. (3 frangos), 2,4 x 10¢
parasitos. 5.2 exp. (3 frangos), 3,6 X
106 parasitos.

Apés a inoculacao das aves, na 3.2
exp., hos periodos de 1/2, 1 e11/2 h
(ave 3A),2,21/2e3h (ave3B), 3 1/2,
4 e 41/2 h (ave 3C), 12, 16 e 20 h
(ave 3D); na 4.2 exp., nos periodos
de 5,51/2 e 6 h (ave 4A), 61/2, T e
7 1/2 h (ave 4B), 24, 28 ¢ 32 h (ave
4C); e na 5.2 exp., nos periodos de 8,
81/2 e 9 h (ave b5A), 91/2, 10 e
101/2 h (ave 5B) e 44, 76 € 90 h (ave
5C), foram feitos: 1) Puncoes das areas
injetadas para: a) Exame direto a iresco
e apoOs coloracao; b) Inoculacoes €m ca-
mundongos. 2) Xenos nas areas Inje-
tadas (Ver adiante). 3) Bidpsias das
areas injetadas, para preparados por
impressao e cortes.

Resultados: Pelo exame direto ve-
rificou-se que até as 41/2 h ainda fo-
ram encontrados parasitos moveis, ao
lado de muitos alterados e mortos; €
as inoculacoes em camundongos foram
positivas apés um periodo pre-paten-
te (PPP) de 10-12 dias. As5e 51/2h
ainda, foram vistos raros parasitos
alterados e mortos; e dai por diante
eles nao foram mais visualizados.
Entretanto, ainda havia parasitos vi-
vos, uma Vez que as inoculacoes entre

* ‘“Decadron” (R) (9-alfa-fluor-16-alfa-
metil-prednisolona). Sharpe & Dohme.
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5 e 8 1/2 h foram positivas, embora
com um PPP muito prolongado (16-
22 dias). Das 17 inoculacoes feitas
entre 1/2 h e 8 1/2 h, cinco foram
negativas (3, 4 1/2, 5 1/2, 6 ¢ 8 h).
Todas as inoculacoes feitas depois de
8 1/2 h (treze) foram negativas; do
mesmo modo que todos os xenos fei-
tcs depois de 9 h (dez).

Os xenos foram realizados, apro-
ximadamente, de 50 em 50 minutos.
Entre 1/2 h e 9 h foram feitos 10 xe-
nos, dos quais apenas 2 foram positi-
vos (2 h e 3 h e 40’). Essa baixa posi-
tividade foi atribuida a possibilidade
dos insetos sugarem fora das areas
injetadas. (Os tubos de inseto tém um
diametro de 3 cm e calculou-se o dia-
metro das areas injetadas em, apro-
ximadamente, 1,5 cm).

Realizou-se, entao, a 8.2 exp., eX-
ciusivamente para a observacao dos
xenos. Foram usados 4 frangos, ino-
culados com 6,9 x 108 parasitos. En-
tre 1 h e 10 h apdés a inoculacao das
aves, foram feitos 10 xenos (empre-
gando tubos de hemdlise, os insetos
tendo sido postos para sugar, um de
cada vez). Resultados. apenas 2 Xenos
foram positivos (7 h e 8 h). Embora
se tivesse confirmado a baixa positivi-
dade dos xenos (20%) em relacao as
inoculacoes em camundongos (70%),
assim como a viabilidade dos parasi-
tcs até as 8 h, esta experiéncia suge-
riu que deve ser dificil a retirada dos
parasitos pela probodscida dos insetos.

D — Provavel natureza dos processos que

atuam na eliminacao dos parasitos.

O exame dos cortes e impressoes
mostrou um quadro inflamatorio que,
em suas linhas gerais, nao se afasta
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dos padroes classicos, sendo todavia
um tanto rapido. Pode ser acompa-
nhada a diapedese, primeiramente
dos granulocitos heterofilos, que nas
aves sao pseudo-eosinofilos (Taliaferro
& Bloom, 1945). Eles sao cada vez em
maior nimero, ocorrendo a formacao
de microabscessos. O processo necroti-
co se estende no tecido subcutaneo,
envolvendo o tecido adiposo e 0os mus-
culos, que se mostram degenerados.
S6 depois de 3-4 h é que se torna
conspicua a presenca de agranuloci-
tos (linfocitos, plasmoceitos, histioci-
tos). Dai por diante, os mononucleres
aumentam de numero. Nas Impres-
soes coradas pelo Brachet, verifica-se
que o citoplasma de alguns desses
agranuldcitos fixa intensamente a pi-
ronina. Depois das 6 h é reconhecivel
o processo fagocitario, o qual se In-
tensifica progressivamente, sendo no-
tavel a participagdo dos heterofilos,
que englobam parasitos, residuos ce-
lulares e até células inteiras (linfoci-
tos). O papel dos histiocitos na fago-
citose dos parasitos, é secundario.
Ocasionalmente, sao vistos pequenos
acumulos de hemécias nucleadas,
provenientes do indculo, os quals Sa0
fagocitados pelos histiocitos. Depois
das 20 h o processo inflamatorio pros-
segue a sua marcha pelo menos ate
3s 44 h, a custa dos residuos celula-
res e parasitarios. Nesse periodo ain-
da sao encontrados pequenos 1ocos
necréticos. Porém, as 76 h so restam
focos residuais, representados “por
acumulos de células redondas peri-
vasculares, sendo notavel a presenca
de fibroblastos, resultantes da trans-
formacao dos histidcitos. As 90 h so
foram vistas reacoes cicatriciais fibro-
colagenas.
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O estudo do material das puncoes
mostrou que a destruicdo dos parasi-
tcs ccorre nas préprias areas inocula-
das. Na primeira hora eles sio muito
numerosos, extremamente moveis e
livres, com oObvia predominancia de
epimastigotos. Mas, a partir de 2 h,
nota-se que o numero de parasitos di-
minui acentuadamente, ao mesmo
tempo que mostram sinais de altera-
coes, e estando muitos mortos. A colo-
racao pelo verde de metila-pironina
mostra muitos parasitos livres, ja al-
terados, com o citoplasma réseo pa-
lido e vacuolar, sem flagelo, estando o
nucleo e principalmente o cinetoplas-
to, aparentemente integros. Depois
das 6 h, aproximadamente, comecam
a ser vistos parasitos incluidos prin-
cipalmente em heterodfilos, sendo os
seus contornos mal definidos. O acme
da fagocitose parece ocorrer entre 10
e 20 h, porém, desde as 14-16 h, pra-
ticamente todos os parasitos incluidos
ja estao alterados, sendo apenas reco-
nheciveis pelo nucleo picnético, e pelo
cinetoplasto, que é a estrutura mais
resistente.

Discussao

A refratariedade das aves ao “T.
(§) cruzi”, nas condicoes experimentais
aqui relatadas, nao foi rompida, nem
pelas doses macicas repetidas e nem
por estas associadas a corticosteroide
(dexametasona). Quadro 1. Por outro
lado, ficou plenamente demonstrado
que os parasitos nao passam para o
sangue circulante das aves. Calculan-
do-se em 50 ml, em meédia, o total de
sangue das aves, e considerando que
0 grupo de triatomineos de cada xe-
no, retire, em meédia, 1 ml de sangue
(ou seja 1/50), isto corresponderia a

xenos humanos com 150 triatomineos,
cifra que devera ser multiplicada por
6, que foi o numero de xenos em cada
ave. E, do mesmo modo, calculando-
se em 0,9 ml a quantidade de sangue
das aves em cada inoculacao ( ou se-
Ja 1/100 do total, multiplicado por 6,)
isto no caso de um homem adulto,
corresponderia a 6 inoculacoes de 50
ml de sangue, ou seja uma sangria
de 300 ml.

Ainda sao -encontrados parasitos
viaveis nas areas injetadas até as
8 1/2 h depois da inoculacao. Qua-
dro 2. Para a demonstracao dos para-
sitcs nas areas injetadas, a positivida-
de dos xenos (209 ) fol muito menor
que a das inoculacoes (70% ). Alem
de dificuldades operacionals nha exe-
cucao dos xenos, parece que € dificil
a retirada dos parasitos pela probos-
cida dos insetos, a julgar pelo nume-
ro de provas negativas (16 em 20).
Dos 4 xenos positivos, dois correspon-
dem as primeiras horas (2 h e 3 h e
40 minutos) e 2 correspondem prati-
camente ao tempo limite de viabilida-
de dos parasitos (7 h e 8 h). Este fa-
to, afasta a hipotese de que, no orga-
nismo das aves, o0s parasitos sofram
alteracoes que interfiram com a sua
evolugdo nos triatomineos. Por outro
lado, o PPP nos camundongos ino-
culados com material das puncoes de
1/2ha41/2 h (10-12 dias), foi mui-
to menor que o PPP nos camundon-
g0s inoculados com material de 5 a
8 1/2 h (16-22 dias). Isto fol devido,
provavelmente, ao fato de que as ino-
culacoes feitas depois das 5 h, conti-
nham menor numero de parasitos.
Com efeito, Romaiia & Terracini (1949)
verificaram que a duracao do PPP es-
taria diretamente relacionada com o
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numero de parasitos injetados. Entre-
tanto, é possivel que estes tenham
sofrido alteracoes, por mais tempo no
crganismo das galinhas.

Foi encontrado, em linhas gerais,
um quadro inflamatorio com forma-
cao de abscessos, espraiando-se no te-
cido subcutineo e envolvendo mus-
culos e tecido adiposo. Um processo
de fagocitose de células e parasitos
intensificou-se depois das 6 h apos a
inoculacdo das aves, prolongando-se
até as 24 h. O processo inflamatorio
se prolonga até as 76 h, a custa dos
residuos celulares e parasitarios; e as
00 h s6 foram vistas reacoces fibro-
colagenas. Este processo inflamatorio
foi relativamente rapido, o que esta-
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ria de acordo com as observacoes de
Taliaferro & Bloom (1949), 0s quais
concluem que a inflamacao em aves,
por exemplo, € mais rapida que em
roedcres.

Verifica-se a diminuicao progres-
siva dos parasitos, ja desde as 2 h
apos a inoculacdo, sendo visualizados
muitos alterados e muitos mortos.
Ccmo nas primeiras horas nao fol ob-
servada fagocitose, € provavel que a
destruicdo dos parasitos decorra pre-
liminarmente da acéo de fatores liti-
cos oriundos da corrente circulatoria,
juntamente com as células da Infla-
macdo. O papel dos agranulocitos na
fagocitose é secundario. E provavel
também que muitos parasitos inclui-

QUADRO 1

Negatividade da inoculac¢do do “T. (S.) cruzi” em frangos e pombos com doses

elevadas de formas de cultivo 4 tripomastigotos metabdlicos, inclusive em

associacao com corticosterdide. Provas realizadas entre 1h e 90h e aos 10,
20 e 30 dias depois da inoculacao.

Provas negativas 1.2

4
frangos

Inoculacoes do sangue das aves

—_—

Experiéncias Totals
e
N. de
2.4 6.2 7.2 provas
/
3 2 | 2 | /
pombos frangos frangos N.* de
' | ' animalis
e ———— e
em camundongos . 24/138 18/98 6/32 6/33 54/301%
‘ f |
N.© de provas/N.° de camundongos : |
|
z-enodiagnosticos longe das areas |
de inoculacao - 23/ 17/56 6/20 6/22 52/1'75*

|

IN.0 de provas /N 0 de insetos

(*) Vinte camundongos e 18 triatomineos morreram antes de examinados.
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QUADRO 2

Viapilidade do “T. (S.) cruzi” na pele de frangos inoculados com formas de cultivo L tripomastigotos metabolicos.
Provas realizadas entre 1/2 h e 90 h depois da inoculacao das aves

Pos = positivo. Neg = negativo. (*) Oito camundongos e 10 triatomineos morreram antes de examinados.
( **) Positivos somente 2 vezes no periodo (2 h e 3 h e 40°).
(***) Positivos somente 2 vezes no periodo (7T h e 8 h).

|
| Resultados das experiéncias | Totais
]
' N.° de
32 4.2 | b2 V 8.2 provas
Provas nas areas | /
: l' = |
N | ' | | /
Injetadas 1/2 a 12-16- 5 a4 24-28 -~ 8 a 44-76- 1/2 a N.° de
4 1/2 h 20 h 71/2 h | 32 h 10 1/2 h 90 h - 9 h animais
3A-3B- | | 8A-8B- c%
o 3C 3D | 4A-4B 4C HbA-5B 5C ' 8C-8D S
Puncoes e inoculacoes do material | ?
em camundongos 9/49 3/18 6/34 - 3/16 6/35 3/18 —_ 30/170* =
y [ 1
N.° de provas /N.° de camundongos Pos Neg | .Pos | Neg Pos* i Neg g
r ? [ ' r &
1 Jl , _'—_‘-———____—.J . g.‘
Xenodiagnosticos 5/11 - 3/12 | 3/12 3/11 3/12 3/11 | 10/28 30/105% o
| [ | | F <
N.© de provas/N.° de insetos Pos** . Neg . Neg | Neg Neg Neg [l Pos*** X
~J
-
—
P
\O
~J
N>
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dos pelos heterodfilos, ja estejam mor-
tos. Porém, se parasitos vidveis sao
englobados pelos heterofilos e sofrem
transformacao para amastigotos, do
mesmo modo como acontece dentro
dos histiocitos nos animais sensiveis,
enquanto nestes, os parasitos passam
a sofrer divisoes binarias sucessivas
até a formacao de pseudocistos, nos
hetero6filos eles sao sistematicamente
destruidos.

Portanto, a eliminacao dos parasi-
tos ocorre na propria pele. E, para a
sua eliminacao concorre, provavel-
mente, a acao de substancias liticas
transudadas dos vasos sanguineos, se-
cundada pela fagocitose, cujo maior
papel cabe aos heterofilos.

RESUME

Résistance des oiseaux 2a I’infection
par le “Trypanosoma (Schizotrypa-
num) cruzi” 1. Absence de passage
des parasites pour le sang; durée de
la viabilité et destruction des parasites
dans les points d’inoculation.

Quatre poulets et 3 pigeons (1¢re
et 2éme expériences) ne se sont pas in-
fectés avec le “T. (S) cruzi” (souche Y)
injectés sous la peau avec des doses
d’environ 9,8 x 105 a 3,8 x 10° pa-
rasites (formes de cultures et formes
sanguines). Deux autres poulets (6°me
exp.) se sont montres refrataires res-
pectivement & 5 injections dans le
péritoine, en jours alternés, de 2,8 X
106 & 6,1 x 10% parasites et 5 injec-
tions dans le péritoine, quotidiennes,
du contenu d’un tube de culture, en
suspension saline, additionées de for-
mes sanguines obtenues de 3 jeunes
souris infectés. Deux autres poulets
(‘7éme exp.) se sont encore montres
réfractaires en associant, aux doses
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dans le péritoine, de 8,1 x 10° et 3,5
% 107, respectivement, l’administra-
tion de déxamethasone: soit que l'on
commence la drogue le méme jour
de l’inoculation (0,4 mg/8 doses/10
jours), soit que 'on commence 3 jours
avant celui de 1’ inoculation 0,4 mg/
10 doses/12 jours).

On a constaté que ces 11 oiseaux
étaient réfractaires par l’inoculation
de sang chez les souris albinos nou-
velles-nées (un total de 54 Inocula-
tions négatives chez 301 souris) et
par 52 xenodiagnostiques négatifs (un
total de 175 larves et adultes de Tria-
toma infestans €t Panstrongylus megistus).
Les inoculations et les xenodiagnos-
tiques ont été réalisés entre 1 h et 96
heures et aux 10, 20 e 30 jours apres
’inoculation des oiseaux. Tableau 1.
Donc on a démontré que non seule-
ment les oiseaux sont réfractaires,
mais aussi que les parasites ne pas-
saient pas dans le sang circulant des
oiseaux.

Chez 10 poulets (3¢me, 4eme ef Heme
exp.) inoculés sous la peau avec envi-
ron 1,9 x 106 & 3,7 x 108 parasites,
on a observé la durée de la viabilite
des parasites dans les points injectes.
On a fait la ponction de ceux-ci tou-
tes les demi-heures et le matériel ob-
tenu a été inoculé chez des souris
nouvelles-nées. Sur 17 1inoculations
réalisées jusqu’a 8% heures, 12 ont
été positives, la derniere inclus; et sur
13 inoculations reéalisées entre 9 et
90 heures (les quatre premieres de
1/2 en 1/2 heure) toutes ont éte neé-
gatives. Par contre sur 10 xenodiag-
nostiques réalisés dans les points injec-
tés, entre une demi-heure et 9 heures
aprés l'inoculation des oiseaux, 2 seu-
lement ont été positifs et sur 10 xe-
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nodiagnostiques réalisés entre 9 et 90
heures, tous ont été négatifs. Tableau
2. Par la repetition de 10 xenodiag-
nostiques (8¢me exp.) sur 4 noveaux
poulets, entre 1 et 10 heures, seule-
ment 2 ont éte positifs (7 et 8 heures).

Malgré les difficultés opérationel-
les dans l’éxecution des xXenodiagnos-
tiques, dans les conditions expérimen-
tales de ce travail, ils ont été inferieurs
aux inoculations chez les souris nou-
velles-nées, comme preuve diagnosti-
que de laboratoire.

On a cependant, observe qu’il y
avait encore des parasites viables dans
les points injectés, tout au moins
jusq’a 812 heures aprés l’inoculation.
Néanmoins, a partir de 2 heures le
nombre de parasites diminue progres-
sivement dans les points injectes,
ceux-ci presentent simultanement des
altérations morphologiques sensibles;
et 11 y en a aussi beaucoup de morits.

A la suite d’un examen direct, on
a observé que les parasites avaeint
disparus aprés 5 heures et demie.

Les inoculations provoquent dans
la peau des poulets un proces inflam-
matoire qui entoure le tissus adipeux
et les muscles allant jusqu’a la for-
mation d’abcés. Un procés de phago-
cytose est évident entre 6 h et 10
heures aprés l'inoculation et -cette
phagocytose est exercée principale-
ment par les heéeterophiles. Aux dé-
pends du résidus célulaire et parasi-
taire, le procés inflammatoire se pro-
longe jusqu’a 44 heures. On a encore
observé des foyers de cellules rondes
périvasculaires aprés 76 heures; mais
vers les 90 heures on a observé seule-
ment des réactions de cicatrisation
fibro-colagenes.

Comme la phagocytose n’a pas été
constaté aux premieres heures, et
ccmme on a constaté la présence de
parasites alterés ainsi que d’autres
morts, et chaque fols en plus petit
ncembre, il est probable que leur des-
truction dans la peau provient d’abord
de l’'action des facteurs litiques pro-
venent du sang. De plus, il est pro-
pable que beauccup de parasites in-
clus par les héterophiles soient déja

morts. Si les parasites viables sont

inclus par les phagocytes, ils sont
systhématiquement détruits. C’est le
contraire de ce qul se passe avec les
anlmaux susceptibles, chez qui les
parasites englobés principalement par
les histiocytes, se divisent activement
jusqu’a la formation de pseudocystes.

SUMMARY

The Refractory State of Birds Toward

the “Trypanosoma (Schizotrypanum )

Cruzi”. 1. Lack of transfer of para-

sites to the blood. Duration of via-

bility and destruction of the parasites
in the skin.

In experiments number one and
two, four chickens and three pigeons
were not infected when subjected to
skin Inoculations containing parasites
doses of 9.9 x 10% and 3.8 X 106 both
from culture plus blood borne forms.
In experiment number 6 the refrac-
tory state was not broken when two
cther chickens received every other day
o intraperitoneal injections of 2.8 X
10° to 6.1 x 106 parasites or 5 intra-
peritoneal injections daily of the pa-
rasites from a culture tube suspended
in saline plus blood borne forms from
3 Infected young mice. The refractory
state was not broken also in two
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chickens from experiment number 7,
where dexamethasone was associated
to the intraperitoneal parasites doses
of 8.1 x 106 and 3.5 x 107, respecti-
vely. This drug was administered ei-
ther on the {first day (0.4 mg/8
doses/10 days) or three days prior to
the inoculation (0.4 mg/10 doses/12
days).

In these 11 birds the refractory
state was proven following blood ino-
culation to newborn albino mice (54
negative inoculations in 301 mice),
52 negative xenodiagnosis tests (175
larvae and adults from Triatoma infes-
tans and Panstrongylus megistus). The
inoculations and the Xxenodiagnosis
were performed between 1 and 96
hours and on the 10th, 20th gnd 30th
days after the bird were inoculated.
Therefore, besides the refractory con-
dition it was also shown that the pa-
rasites do not enter the peripheral
blood. Table 1.

In the experiments number 3, 4
and 5, a total of 10 chickens were 1no-
culated in the skin with 1.8 x 10° to
3.6 x 108 parasites and viable forms
were found in the site. In these areas
punctions were made every half-an-
hour and the harvested material ino-
culated into newborn mice. From 17
inoculations performed within 8%
hours, 12 were positive, including the
last one; and from 13 performed bet-
ween 9 and 90 hours (the first four
still made every half-and-hour), all
were negative. On the other hand,
from 10 xenodiagnosis made in the
sites of inoculation between half-an-
hour and 9 hours after inoculation,
two were positive; and all xenodiag-
nosis performed between 9 and 90
hours were negative. When 10 xeno-

diagnosis were repeated in 4 new chic-
kens (experiment number 8) between
half-an-hour and 10 hours only 2 were
positive (7 and 8 hours). Table 2.

The xenodiagnosis under the expe-
rimental conditions of this work, as a
laboratory diagnostic test, was infe-
rior to the newborn mice inoculation.

Then viable parasites were still
present in the inoculated areas at
least 8% hours after inoculation.
However, the number of parasites de-
creased progressively in the inoculated
areas, 2 hours after inoculation, sho-
wing at the same time clear morpho-
logical alterations as well as many
dead forms. Under direct examination
none was seen after 5% hours of
inoculation.

The inoculation cause an inflam-
matory picture of chicken skin that
envolves both the adipose tissue and
muscles leading to abscesses forma-
tion. Phagocytosis which is .chiefly
produced by heterophil leucocytes ta-
kes place between 6 and 20 hours
after inoculation. This inflammatory
picture last at least 44 hours after

. inoculation due to cellular and para-

sites debris. Seventy-six hours after
inoculation foci of rounded peri-vas-
cular cells were still seen, but after 90
hours only residual fiber-collagenous
reaction was present.

As phagocytosis was not observed
during the first hours, and since al-
tered and dead parasites and in de-
creasing numbers were seen, it is pro-
bable that their destruction iIn the
skin be due to the action of lytic fac-
tors coming from the blood. It 1s also
probable that the parasites engulfed
by the heterophil leucocytes might be
dead. If viable parasites are engul-
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phed they are systhematically des-

troyed. This is opposite to what hap-
pens in the susceptible animals In
which the parasites when engulfed
chiefly by the histiocytes multiply ac-
tively up to the development of pseu-
docysts.
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