2. Augusto CORRADETTI e Gabriele GRAMICCIA — Azione dei medica-
menti sulle forme del ciclo schizogonico del Plasmodium elon-
gatum in relazione con il tipo di cellula ospite.

LLe numerose ricerche sull’azione dei medicamenti antischizon-
tici nei plasmodi possono suddividersi in tre gruppi: 1° ricerche
relative all’azione sui diversi stadi del ciclo endoeritrocitico; 2° ri-
- cerche sul meccanismo con cui quest’azione si esplica; 3° ricerche
relative all’azione dei medicamenti sulle forme schizogoniche che
in alcune specie di plasmodi si sviluppano nel citoplasma di cellule
diverse dai globuli rossi.

Le ricerche del przmo gruppo sono state iniziate da GOLGI (1).
th in base alle proprie ricerche sperimentali giungeva alla con-
clusione che il P. malariae viene colpito dalla chinina specialmente
al momento in cui i merozoiti liberandosi dalla rosetta arrivano a
diretto contatto con il plasma sanguigno, mentre le forme parassi-
tarie situate nel globulo rosso restano da questo tanto piu protet-
fe quanto piu spesso e lo strato di globulo rosso che separa 1l paras-
sita dal plasma Secondo GoLGI nel 2. vivar si osserva invece una
azione piu rapida, piu sicura e piu radicale anche sulle forme intra-
clobulari del parassita per ’esistenza di particolari fattori quqll 1l
1dp1do consumo dell’emoglobina da parte del parassita, il rigon-
fiamento e la rarefazione della sostanza globulare.

- MarcHIAFAVA e BigNnawmr (2) studiarono lo stesso problema sul
P. immaculatum giungendo alla conclusione che anche in questo
plasmodio la massima e piu rapida azione del rimedio si esplica su
quella fase di vita extraglobulare del parassita che segue alla spo-
rulazione compiuta; sulle altre fasi di vita del parassita la chinina
agisce impedendone la nutrizione e lo sviluppo ma il rimedio &
inefhicace ad arrestare 11 processo di scissione appena questo sia ini- -
z1ato.

Risultati diversi sono stati riferiti da SANT’ANA QUEIROZ (3) 1l
auale ha osservato nel P. krowlesi che 1’atebrina agisce in modo
crescente col progredire dello sviluppo dei parassiti nei globuh
rossi, che le forme pit sensibili al medicamento sono quelle in cui si
imizia e si svolge la scissione della cromatina, e che compiuta la
suddivisione della cromatina e cominciate le trasformazioni che ca-



ratterizzano il processo di sporulazione, il medicamento spiega una
scarsa efficacia. : Sy

. ArcHETTI (4), somministrando italchina, ha confermato sul 7.
fnowlesi le conclusioni di GoLal relative al £. malariae per quanto
riguarda la mancata azione parassiticida sulle forme prossime alla
schizogonia, ma afferma di non aver constatato alcuna azione sui
merozoiti allo stato nascente, liberi nel plasma. Secondo ARCHETTI
I’azione dell’italchina sarebbe meno marcata all’inizio, piu intensa
durante I’accrescimento del parassita e diminuirebbe con 'ulteriore
sviluppo fino a cessare quando il globulo rosso & in gran parte di-

strutto. ;

Le ricerche del secorndo gruppo hanno avuto inizio nel secolo
sorso. GoLal (1) riferisce che BINz in ricerche sperimentali giun-
geva alla conclusione che la chinina toglie al protoplasma dei pa-
rassiti ’attitudine ad assorbire e ad elaborare 1’ossigeno. Riferisce
inoltre che RossBACH riteneva che per azione della chinina 1’ossi-
oeno dell’emoglobina si combini pit saldamente con essa e per
questo motivo non possa prestarsi bene ai processi di ossidazione,
cid che implicherebbe un’influenza indiretta sul parassita, Tanto
I’interpretazione di BiNz che quella di RossBAcH sono basate sul
presupposto che la chinina esplichi la propria azione sui parassiti
situati nellinterno del globulo rosso.

Invece GoLcl, in base alle sopra esposte ricerche, giungeva,
come si & detto, a concludere che la massima azione della chinina
s1 esplica sui merozoiti liberi, per cui la sua interpretazione appare
basata sul presupposto che la chinina attiva sia contenuta nel
plasma.

Le ricerche di GagLrio (5) dimostravano che la massima parte
della chinina somministrata si fissa nella porzione corpuscolare del
sangue e solo una minima parte ¢ reperibile nella porzione sierosa.
GacLio concludeva che la proprieta della chinina di fissarsi elet-
tivamente nei globuli rossi, che nella malaria sono parassitiferi,
deve entrare in gran conto nella spiegazione della sua efficacia te-
rapeutica.

Recentemente FuLToN e CHRISTOPHERS (6), studiando il me-
tabolismo respiratorio del P. knowlesi, hanno determinato che i me-
dicamenti. presentano un effetto inibitorio sull’assunzione di ossi-
geno da parte dei globuli rossi parassitati, effetto che risulta paral-



lelo all’efficacia del medicamento usato. I loro reperti vanno per-
tznto riallacciati alle ricerche farmacologiche di Binz, RossBacH
e GAGLIO. ‘ '

ARCHETTI (4), nelle sopra citate ricerche, ¢ giunto alla conclu-
sione che si dovrebbe dedurre che i medicamenti antimalarici non
agiscono sui parassiti negli stadi extraglobulari e in quegli stadi
i quali, per aver raggiunto lo sviluppo completo e per aver ormai
distrutto il globulo rosso, non richiedono ulteriori quantita di ossi-
geno; e che i medicamenti antimalarici agirebbero quindi in pre-
senza di emoglobina attiva.

Le ricerche del Zerzo gruppo hanno avuto inizio del tutto recen-
temente con la comunicazione di James e TATE (7) relativa alla
inefficacia dei medicamenti sulle forme endoistiocitarie del P. gal-
linacewm. Tale inefficacia sul ciclo endoistiocitario di questo e di
altri plasmodi & stata confermata da vari autori e constatata da
no. stesst.

Il presente, lavoro costituisce un contributo alle ricerche del
terzo cruppo, in quanto intendiamo determinare 1’azione dei medi-
menti sulle forme del ciclo schizogonico del P. elongatum in rela-
zione col tipo di cellula ospite, senza ritenerci per ora guustificati
@ trarre deduzioni circa [’essenza del meccanismo d’azione dle
medicamenti antischizontici sui plasmodi in generale.

Come & noto dalle ricerche di Hurr (8) Hurr e BrooM (9),
CorrADETTI (10), CorraDETTI € GRAMICCIA (11), risulta che il
P. elongatum presenta un ciclo schizogonico nelle cellule ematiche
ed ematopoietiche (ciclo endoemoblastico), che si svolge parallela-
mente al ciclo schizogonico endoeritrocitico e che deve essere con-
siderato come espressione parziale del ciclo normale della specie.
In altre parole il P. elongatum, a differenza di tutti gl altri emo-
sporidi finora conosciuti, ha la proprieta di svilupparsi, in qualsiasi
momento del decorso dell’infezione parassitaria, tanto nei globuli
rossi che in tutti i tipi di cellule ematiche ed ematopoietiche. Per-
tanto, come abbiamo dimostrato nel nostro precedente lavoro (11),

il ciclo endoemoblastico si differenzia nettamente dal ciclo endoi-
stiocitario presente in altre specie di plasmodi aviari, per la sede

istologica, per i caratteri del decorso e per il significato biologico.
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Le presenti ricerche sono rivolte a due obbiettivi fondamen-
tali -
1) Determinare un’eventuale azione dei medicamenti sul de-
corso dell’infezione da 7. elongatum in rapporto con il momento
della somministrazione e col variare della dose.

2) Determinare 1’azione comparatlva dei medicamenti sui pa-
rassiti situati rispettivamente nei globuli rossi maturi, e nei diversi
tipt di cellule ematiche.

MATERIALE E TECNICA

Come animali da esperimento sono stati usati i canarini., Tutti
I canarini di ciascun gruppo di esperimenti sono stati contempo-
raneamente infettati mediante inoculazione di sangue prelevato da
un unico canarino infetto. Il sangue veniva mescolato a uguale
quantita di citrato di sodio e la mescolanza veniva inoculata nei
muscoli pettorali nella dose di 1/10 di cc. per ciascun canarino.

Il ceppo di P. elongatum usato & stato il ceppo americano in-
viato dal dott. CocGEsHALL dell’ Istituto Rockefeller di New York,
che & servito anche per le precedenti ricerche (10, 11).

Dal giorno seguente all’inoculazione di sangue infetto si esa-
minava quotidianamente il sangue periferico di ciascun canarino in
esperimento. Al momento della morte spontanea o provocata si al-
lestivano preparati di midollo osseo per lo studio delle cellule ema-
topoietiche.

I medicamenti usati sono stati il bisolfato di chinina in solu-
zione acquosa e l’italchina in sospensione acquosa da agitare al
momento dell’uso. I liquidi medicamentosi venivano somministrati
direttamente neilo stomaco dei canarini mediante una sondina di
gomma lunga circa 5 cm. innestata al beccuccio di una comune

siringa graduata,
SPIEGAZIONE DEI SEGNI DELLE TABELLE

S Forme del ciclo schlzogomco.
G Gametociti.
— Negativo.
+ Meno di un parassita per Campo MICroscopico.
+ + Pit di un parassita per campo microscopico.
@ Morto spontaneamente.
B Ucciso.
w= Presenza di parassiti nelle cellule ematopoietiche del midollo osseo.
O Assenza di parassiti nelle cellule ematopoietiche del midollo osseo,
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DECORSO GENERALE DELL'INFEZIONE NEGLI ANIMALI TRATTATI
E NEI CONTROLLI

[ serie di esperienze. — 1 canarini usati in questa serie di espe-
rienze sono stati 7, di cui 6 sono stati trattati con bisolfato di chi-
nina e 1 € stato lasciato come controllo senza trattamento. La som-
ministrazione del medicamento in singole dosi giornaliere da
2 mg. (dose dimostratasi sufficiente a troncare nettamente le infe-
zioni da P. praecox) € stata 1niziata in tutti 1 canarini tratta-
ti a partire dal terzo giorno di positivita del sangue periferico. Al
canarino n, 65 fu somministrata un’unica dose, al n. 67 due dosi,
al n. 62 tre dosi, al n. 64 quattro dosi, ai nn. 63 e 66 cinque dosi:
le varie dosi furono date sempre in giorni consecutivi alla prima.

Tutti 1 canarini, tranne il n. 66, furono sacrificati, quando
ron coincise una morte spontanea, il giorno seguente a quello
it cui fu somministrata I’ultima dose di medicamento, al fine di
osservare l’effetto del medicamento sui parassiti in via di sviluppo
ne: tessut1 ematopozietici.

[ risultati degli esperimenti sono espressi nella tabella I.

Dalla tabella I si rileva che la somministrazione per 1-5 giorni
consecutivi di bisolfato di chinina in dosi quotidiane di 2 mg. non
esplica alcun effetto apprezzabile sulla moltiplicazione dei paras-
siti nelle cellule ematopoietiche del midollo osseo e sulla presenza
de1 parassiti (forme schizogoniche o gametociti) nella circolazione
periferica.

[] serie di esperienze. — Dati i risultati ottenuti nella I serie
di esperienze si & voluto osservare quale fosse 1’azione di singole
cosi piu intense somministrate una sola volta o ripetute a inter-
valli. Si sono quindi inoculati 4 canarini, di cui 2 furono lasciati
come controllo senza trattamento. Al canarino 80 fu somministrata
una dose di 5 mg. di bisolfato di chinina al terzo giorno di positi-
vita del sangue periferico e al canarino 76 furono date tre dosi di
5 mg. ciascuna rispettivamente al 3°, 6° e 8" giorno di positivita.

I risultati sono esposti nella tabella II.

Dalla tabella II si deduce che anche la somministrazione di
dosi di 5 mg. di bisolfato di chinina, eventualmente ripetuta a bre-
vi intervalli, non influenza il decorso dell’infezione da P. eloxn-
gatum e non impedisce 1’esito mortale.
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111 serie di esperienze. — In questa serie di esperienze & stata
saggiata l’azione terapeutica di un preparato acridinico, 1’italchi-
na. Di 10 canarini simultaneamente inoculati con sangue infetto,
5 sono stati tenuti come controllo e gli altri 5 trattati come segue :
aopo due giorni dalla comparsa di parassiti in circolo 2 canarini
(n. 81 e 82) sono stati trattati con una dose di 2 mg. : e altri 2 (n. 83
¢o0) hanno ricevuto due dosi da 2 mg. ciascuna per due giorni
consecutivi: al IV giorno di positivita si & iniziato il trattamento
del n. 93 a cui sono state somministrate tre dosi da 2 mg. in tre
gorni consecutivi.

I risultati sono esposti nella tabella IIT.

La tabella III dimostra che la mortalitd & stata piu alta nei ca-
narini trattati (4 su 5) che in quelli non trattati (2 su 3); il decorso
dell’infezione non & stato per nulla modificato dal trattamento
poiche le temporanee assenze di forme schizogoniche in circolo ve-
rificatesi dopo la somministrazione del medicamento nei canarini
81, 82 e 83, trovano riscontro in analoghi comportamenti dei con-
trolli e rientrano nel quadro del decorso normale dell’infezione da
P. elongatum, nel quale, come avemmo occasione di osservare nel
precedente nostro lavoro (11), si verificano normalmente disconti-
nuita nella positivitd del sangue periferico.

[V serie di esperienze. — Nelle esperienze di questa serie si &
voluto saggiare 1’azione di una dose di 2 mg. di italchina sommi-
mistrata 1l giorno stesso dell’inoculazione di sangue infetto per de-
lerminare una eventuale azione preventiva dell’infezione. Sono
stati inoculati 10 canarini di cui 5 furono trattati e 5 restarono come
controlli.

I risultati sono esposti nella tabella IV dalla quale si deduce
che non si & avuta apprezzabile diversita di comportamento tra 1

canarini trattati e 1 controlli.

Complessivamente dalle quattro serie di ricerche effettuate in
questa prima parte del lavoro si puo dedurre :

1) La somministrazione di medicamenti (chinina e italchina)
alle dosi e nei momenti sopra indicati non esplica alcuna azione
sul decorso dell’infezione da 2. elongatum e non impedisce 1’esito
mortale.
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2) 1 medicamenti non dimostrano alcuna azione sulle forme
del ciclo endoemoblastico svolgentesi nel midollo osseo.

3) I medicamenti non dimostrano alcuna azione sulla pre-
senza di gametociti nel sangue periferico.

ANALISI DELL’AZIONE COMPARATIVA DEI MEDICAMENTI SUI PARAS-
SITI PRESENTI IN DIVERSI TIPI DI CELLULE EMATICHE NEL
SANGUE PERIFERICO

In questa seconda parte del lavoro si e studiato in dettaglio il
comportamento delle forme schizogoniche nel sangue periferico in
rapporto alla somministrazione dei medicamenti. Piu precisamente
s’ & voluto stabilire se 1 medicamenti, pur non essendo in grado di
interrompere 1’infezione, potessero tuttavia distruggere i parassiti
presenti in un dato tipo di cellula ematica, lasciando 1nalterati
quelli presenti 1n altri tip1.

La ricerca ¢ pertanto stata eseguita determinando nel sangue
periferico la presenza di forme del ciclo schizogonico negli eritro-
citi maturi, negli eritroblasti policromatofili, negli eritroblasti ba-
sofili e negli altri tipi di cellule ematiche, prima e dopo la som-
ministrazione del medicamento.

Per questa indagine sono stati prescelti i canarini trattati n. 63,
66, 76, 80, 81 e 9o, che avevano presentato tipi di decorso diffe-
renti tra loro, come risulta dalle tabelle I, IT e III. I risultati
della ricerca sono esposti nella tabella V.

Per ben valutare 1 dati della tabella V & necessario ricordare
che nelle infezioni da 7. elongatum essendo il reperto nel sangue
periferico semplicemente un’espressione parziale dell’intero pro-
cesso che si svolge contemporaneamente nei tessuti ematopoietici,
la distribuzione dei parassiti del ciclo schizogonico nei diversi tipi
di cellule & variabile nei vari canarini e nello stesso canarino in
tempi diversi. E’ quindi necessario tener presente la distribuzione
dei parassiti nelle diverse cellule del sangue periferico al momento
della somministrazione del farmaco per poter rettamente apprez-
zare il valore delle modificazioni successivamente osservate.

Esaminando la tabella V in base a questo criterio, si osserva
che in seguito alla somministrazione di medicamento, 1 parassiti del
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ciclo schizogonico presenti nei globuli rossi maturi sono scom
parsi nei canarini 63,480, 81. Nel canarino 76 si & avuta una scom-
parsa transitoria delle stesse forme per un solo giorno (dopo la
somministrazione del medicamento compiuta al 14° giorno). Nel
canarino 66 non si sono riscontrate forme schizogoniche nei globuli
rossi per tutta la durata del trattamento, ma esse sono poi com-
parse il giorno successivo alla somministrazione dell’ultima dose.
Nel canarino 9o le forme schizogoniche endoeritrocitiche sono state
presenti prima, durante e dopo il trattamento.

Le forme schizogoniche situate in eritroblasti policromatofili
sono risultate sempre assenti nel canarino 80. Esse sono scom-
parse In seguito a somministrazione di medicamenti nei canarini
63 e 81. Nel canarino 66 esse sono state assenti durante i primi
quattro giorni di trattamento, sono comparse all’ultimo giorno di
trattamento e sono perdurate nei giorni successivi. Nei canarini
76, 81 € 9o esse sono state presenti prima, durante, e dopo il trat-
tamento.

Le forme schizogoniche situate in eritroblasti basofili sono
state del tutto assenti prima, durante, e dopo 1l trattamento, nei
canarini 63 e 80. Nel canarino 66 esse sono state assenti durante
1 primi quattro giorni di tattamento, sono comparse all’ultimo
giorno di trattamento e sono perdurate nei giorni successivi. Nei
canarini 76, 81 € 9o esse sono state presenti prima, durante e dopo
il trattamento.

Le forme schizogoniche situate in altre cellule si sono presen-
tate troppo saltuariamente per permettere osservazioni sufficienti.
Nel canarino go esse sono state tuttavia presenti prima, durante e
dopo il trattamento.

Dai dati osservati si deduce:
1) Quando le forme schizogoniche erano esclusivamente

endoeritrocitiche, come nel canarino 80, esse sono scomparse per
’azione dei medicamenti.

2) Quando le forme schizogoniche erano soltanto endoeritro-
citiche o situate in eritroblasti policromatofili, come nel canarino
63, esse sono scomparse per azione dei medicamenti.

3) Quando le forme schizogoniche erano situate contempora-
rieamente in eritrociti, in eritroblasti policromatofili e in eritroblasti



basofili, le forme endoeritrocitiche sono o scomparse (canarino 81),
0 scomparse transitoriamente (canarino 76), o non scomparse affatto
(canarini 66 e 9o).

I1 fatto pit importante che emerge da questi dati ¢ I’esistenza
di un’azione dei medicamenti sulle forme schizogoniche endoeri-
trocitiche, documentata dalla loro scomparsa in seguito a sommi-
nistrazione dei medicamenti nei canarini 8o, 63, 81, 76. Il com-
portamento dei canarini 63 e 81 suggerisce un’analoga azione dei
medicamenti sui parassiti del ciclo schizogonico contenuti negli
eritroblasti policromatofili. Al contrario non sono rilevabili dati di
fatto che permettano di accertare un’azione dei medicamenti sulle
forme schizogoniche contenute in eritroblasti basofili e in altre
cellule. |

La possibilita di persistenza di forme schizogoniche endoeritro-
citiche, dopo somministrazione di medicamenti, appare diretta-
mente legata alla concomitante presenza di parassiti del ciclo schi-
zogonico situati in eritroblasti basofili. Per renderci conto del
ruolo di questo fattore nella determinazione della variabilita di
comportamento delle forme endoeritrocitiche di fronte all’azione
dei medicamenti, occorre tener presente che nel sangue periferico
dei canarini si va continuamente svolgendo il processo fisiologico
di trasformazione degli eritroblasti basofili in eritroblasti policro-
matofili, e di questi in eritrociti maturi. Questo processo di evo-
luzione si verifica anche per gli elementti parassitati e si svolge in
meno di 24 ore, come & dimostrato dalle infezioni di P. catheme-
rium, 1 cuil merozoiti penetrano esclusivamente in eritroblasti baso-
fili e danno origine, dopo 24 ore, a rosette che risultano situate
in eritrociti divenuti nel frattempo maturi. .

Di conseguenza la persistenza di forme del ciclo schizogonico
endoeritrocitico dopo la somministrazione dei medicamenti nel
canarino 9o, e la loro comparsa nel giorno successivo alla cessa-
zione del trattamento nel canarino 66, sono fenomeni che non indi-
cano necessariamente un’assenza di azione dei medicamenti sulle
forme endoeritrocitiche, in quanto possono trovare spiegazione in
una trasformazione di eritroblasti basofili parassitati in eritrociti
matur1 parassitati, avvenuta dopo la cessazione dell’azione del me-
dicamento.
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Le ricerche sopra esposte dimostrano che la chinina e I’ital-
china sono in grado di esplicare un’azione parassiticida sulle forme
schizogoniche del P. elongatum esclusivamente quando queste
siepo situate in globuli rossi maluri o in eritroblasti policroma-.
" lofili. Le stesse sostanze non esercitano al contrario alcuna azione
sulle forme schizogoniche present1 negli eritroblasti basofili e in
altre cellule ematiche.

CONCLUSIONI

1) La somministrazione di dosi quotidiane di 2 mg, di bisol-
fato di chinina per 1-5 giorni consecutivi, la sommnistrazione di
5 mg. di bisolfato di chinina eventualmente ripetuta a brevi inter-
valli, e la somministrazione di 1-3 dosi di 2 mg, di italchina, ese-
guite nei primi giorni di positivita dell’infezione da P. elongatum,
non hanno influenzato il decorso dell’infezione stessa e non hanno
impedito 1’esito mortale.

2) La somministrazione di 2 mg. di italchina, eseguita con-
temporaneamente alla inoculazione di sangue infetto, non ha impe-
dito I’attecchimento dell’infezione e non ha esplicato alcuna azione
sul decerso successivo.

3) I medicamenti non hanno dimostrato alcuna azione sul
ciclo endoemoblastico che si svolge nel midollo osseo.

4) I medicamenti non hanno dimostrato alcuna azione sui
gametociti presenti nel sangue periferico.

5) I medicamenti hanno prodotto la scomparsa dalla circo-
lazione periferica delle forme schizogoniche situate in eritrociti
maturi e in eritroblasti policromatofili, quando queste forme erano
le uniche presenti in circolo all’at‘o della somministrazione del
medicamento. Nei casi in cui all’atto della somministrazione del
medicamento erano presenti anche forme schizogoniche situate in
eritroblasti basofili, la scomparsa delle forme endoeritrocitiche
non era ottenibile, probabilmente a causa della continua matura-
zione fisiologica delle cellule ospiti.

6) I medicamenti non hanno dimostrato alcuna azione sulle
forme schizogoniche in via di sviluppo negli eritroblasti basofili e
in altre cellule del sangue periferico.
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RIASSUNTO

S1 determina 1’azione dei medicamenti sulle forme del ciclo
schizogonico del Plasmodium elongatum in relazione con il tipo
di cellula ospite.

RESUME

Les auteurs ont determiné 1’action des médicaments sur les

formes du cycle schizogonique du 7. elongatum en relation au
type de cellule hote.

SUMMARY

The action of drugs on the forms of the schizogonic cycle of
P. elongatum, with regard to the type of the host cell, is determined.

ZUSAMMENFASSUNG

Die Verfasser bestimmen den Einfluss der Medikamente auf
die Formen des schizogonen Zyklus des P. elongatum mit Bezug
auf den Gastzellentypus.
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