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RESUMO 

 

A malária, uma infecção causada por protozoário do gênero Plasmodium, 

continua sendo de grande importância no contexto social, pois é responsável por milhões 

de casos clínicos, levando à morte grande número de pessoas. Sua patologia está associada 

a vários fatores, dentre eles as diferentes formas do parasito durante seu ciclo evolutivo. 

Devido sua grande relevância, diversos modelos foram desenvolvidos com finalidades de 

entender a fisiopatologia da doença, os mecanismos de interação parasito-hospedeiro, sua 

quimioterapia, bem como suas implicações nos diferentes modelos estudados. Neste 

trabalho, desenvolvemos um modelo experimental de malária cerebral em galinhas 

domésticas infectadas com Plasmodium gallinaceum. É um modelo interessante, pois 

apresenta alterações neurais, como seqüestro de eritrócitos na microvasculatura e presença 

de pigmento malárico no tecido cerebral, que caracteriza encefalite malárica. Durante a 

carecterização do modelo experimental podemos observar  a participação do óxido nítrico, 

que é um mensageiro químico  implicado em fenômenos relacionados a neurotoxicidade e 

parece regular a neurofisiopatologia  de malária cerebral. 
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ABSTRACT 

 

Malaria, an infection caused by a protozoa of Plasmodium genus, continues to 

have a great importance in the social context, because it is responsible for many clinics 

cases that takes a large number of people in the world and  can leading  death. Its 

pathology is associated with various factors, among them the different forms of the 

parasites during the evolutive cycle. Because of its great relevance, various  models have 

been developed to studies, like to understand the mechanisms of parasite-host interaction, 

chemotherapy and its pathologic implications. In this work, we developed an experimental 

model of cerebral malaria in Plasmodium gallinaceum-infected domestic chickens. It is an 

interesting model because it shows neural alterations, as erythrocytes sequestration in the 

microvasculature and malaric pigment presence in the cerebral tissue. Other factor to be 

showed  in this work is the participation of nitric oxide, an intracellular messenger 

implicated in differents conditions  of cerebral malaria, which seems to regulate involved 

neuroxicity in the cerebral malaria. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 MALÁRIA 

1.1.1 Considerações gerais 

Malária é uma das mais importantes doenças infecciosas do mundo, com uma 

incidência em cerca de 90 países, e causa 250-500 milhões de casos clínicos e 2-3 milhões 

de mortes ao ano (Snow et al, 2005). Causada por protozoários do gênero Plasmodium e 

transmitida ao homem pela picada de mosquitos do gênero Anopheles, é caracterizada pela 

tríade: febre, calafrio e cefaléia (Clark et al., 1997; Taylor-Robinson, 2000; de Souza & 

Riley, 2002). 

A palavra malária, significando mau ar (mal’aria), surgiu no século XVII, na 

Itália, devido os casos de febre romana serem atribuídos ao mau ar vindo dos pântanos. O 

parasito da malária convive há vários séculos na humanidade, uma vez que Hipócrates foi 

o primeiro a descrever as manifestações da doença, relacionando com época do ano e local 

de moradia das pessoas (Bruce-Chwatt, 1980).  No entanto, somente em 1880, após 

observações de Laveran a cerca de episódios intermitentes de febre e com a identificação 

do protozoário responsável pela doença, a malária foi conceituada, e em 1897 demonstrado 

como vetor, um mosquito do gênero Anopheles (Bruce-Chwatt, 1980; Slater, 2005). 

Os agentes causadores da malária são protozoários pertencentes à família 

Plasmodiidae, gênero Plasmodium. Mais de 200 espécies de Plasmodium já foram 

identificadas, dentre elas, parasitos de primatas, répteis, mamíferos não primatas e aves 

(Schall, 1990; Slater, 2005). Para a doença em humanos, foram reconhecidas apenas quatro 

espécies: Plasmodium (Plasmodium) vivax (Grassi & Feletti, 1890), Plasmodium 

(Laverania) falciparum (Welch, 1897), Plasmodium (Plasmodium) malariae (Laveran, 



 16

1881; Grassi & Feletti, 1890) e Plasmodium (Plasmodium) ovale (Stephens, 1922) (Bruce-

Chwatt, 1980). As quatro espécies possuem como característica comum episódios febris 

bem como outros possíveis sintomas, dependendo da espécie. O Plasmodium ovale foi o 

último a ser caracterizado, no entanto as outras três espécies possuem um longo histórico 

médico definido por suas sintomatologias. Conhecida por febre intermitente, a malária foi 

caracterizada pela severidade e periodicidade de seus acessos febris (Okoko et al., 2003). 

Apesar de existir apenas quatro espécies que parasitam o homem, elas possuem uma 

grande variabilidade genética, reconhecida pela variação na resposta imune e/ou resistência 

a diferentes drogas, o que dificulta o entendimento da doença e sua erradicação (Pirrit et 

al., 2000). No Brasil encontramos apenas as três primeiras espécies, sendo o Plasmodium 

vivax o mais predominante, com cerca de 70 % a 90 % dos casos. Apesar de ser não ser o 

mais predominante, vindo em seguida ao P. vivax (Ministério da Saúde/ FUNASA, 2003), 

o Plasmodium falciparum figura como a principal causa de morte dentre as infecções 

maláricas, e está amplamente distribuído em vários países (figura 1) (Snow et al, 2005). 

Entre as demais espécies, destacamos o Plasmodium simium e o Plasmodium 

brasilianum como parasitos de primatas não humanos, morfologicamente semelhantes aos 

Plasmodium vivax e Plasmodium malariae, respectivamente. Em outros modelos de 

malária, encontramos os Plasmodium vinckei, Plasmodium chabaudi e Plasmodium 

berghei, causadores de malária em roedores. As duas primeiras espécies causam malária 

fatal e não fatal, respectivamente, enquanto cepas específicas de Plasmodium berghei são 

amplamente utilizadas para estudos de malária cerebral (De Souza & Riley, 2002). 
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Figura 1: Distribuição do Plasmodium falciparum em áreas de risco. Áreas endêmicas: 

verde claro, hipoendêmica (áreas onde a prevalência é <10%); verde médio, mesoendêmica 

(áreas onde a prevalência está entre 11% e 50%); verde escuro, hiperendêmica e 

holoendêmica (áreas onde a prevalência é >50%). Áreas não classificadas: amarelo, 6% da 

população global dentro de áreas de risco; cinza, áreas fora dos limites de transmissão, 

onde a densidade populacional é bem menor. Fonte: adaptado de Snow et al., 2005. 
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Todas as espécies de Plasmodium são transmitidas para seus hospedeiros 

intermediários por mosquitos de um único gênero, denominado Anopheles. Há cerca de 

400 espécies de anofelinos, destas, 60 espécies podem transmitir a malária ao homem 

(Xavier & Rebelo, 1999; Póvoa et al., 2000). No Brasil, as principais espécies de vetores 

são: Anopheles darlingi, Anopheles aquasalis e Anopheles albitarsis, sendo o de maior 

importância o Anopheles darlingi, responsável pelos casos no interior do país e o 

Anopheles aquasalis, responsável pela transmissão no litoral (Póvoa et al., 2000; 

Ministério da Saúde/ FUNASA, 2003). Além de transmitida ao hospedeiro humano através 

da picada do mosquito fêmea infectado (hematófaga), caracterizando a transmissão de 

pessoa a pessoa, a malária pode ser transmitida por transfusão sanguínea, agulhas 

contaminadas e  via neonatal (Clark et al., 1997; Okoko et al., 2003). 

 

 

1.2 MALÁRIA EM HUMANOS 

1.2.1 Ciclo de vida do gênero Plasmodium em seres humanos 

Para se reproduzir, o parasito da malária necessita de dois hospedeiros – um 

artrópode (hospedeiro definitivo) e um vertebrado (hospedeiro intermediário) – 

caracterizando um ciclo do tipo heteroexênico:  o ciclo assexuado  ou esquizogônico, 

ocorre no hospedeiro vertebrado (homem, roedores, aves) e o ciclo sexuado, ou 

esporogônico, ocorre no hospedeiro invertebrado (mosquito). Os plasmódios possuem um 

complexo ciclo de vida, com inicio logo após a picada do mosquito, que injeta na corrente 

sanguínea formas conhecidas como esporozoítos (que é a forma infectante para o 

hospedeiro vertebrado) e encontram-se acumulados nas glândulas salivares. Estas formas, 

pequenas e móveis, permanecem na corrente sanguínea por 15-45 minutos, após os quais, 

desaparecem do sangue e são encaminhadas até o fígado onde invadem as células do 
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fígado (hepatócitos). No interior dos hepatócitos, o parasito reproduz assexuadamente, 

formando os esquizontes hepáticos. Após 4 a 12 dias, dependendo da espécie, as células 

parasitadas se rompem e liberam os merozoítos nos capilares intra-hepáticos (Moore et al., 

2002; Jaramillo et al., 2004; Slater, 2005). 

Nas infecções por Plasmodium falciparum e Plasmodium malariae, os 

esquizontes teciduais são liberados ao mesmo tempo, enquanto que nas infecções por 

Plasmodium vivax e Plasmodium ovale, formas denominadas hipnozoítos, persistem no 

interior dos hepatócitos, ficando latentes no fígado por vários meses. As recaídas 

observadas em infecções por estas duas espécies são atribuídas a estas formas latentes 

(Moore et al., 2002).  

Cada merozoíto é capaz de invadir uma hemácia e se reproduzir 

assexuadamente, originando milhares de merozoítos, que por sua vez, transformam-se em 

trofozoítos jovens, que crescem, dividem-se e originam os esquizontes hemáticos, que são 

liberados após rompimento das hemácias, sob a forma de merozoítos, os quais invadem 

novas hemácias e o ciclo, denominado esquizogonia eritrocítica, é renovado (Moore et al., 

2002). A ruptura das hemácias é a causa da febre malárica, sendo nesta etapa do ciclo que 

os parasitos metabolizam a hemoglobina da hemácia e origim à hemozoína ou pigmento 

malárico, que é depositado em diversos órgãos durante o quadro clínico da doença. Após 

vários ciclos de reprodução, múltiplos novos merozoítos crescem e transformam-se em 

gametócitos (formas sexuadas), que se diferenciam em gametócitos masculinos e 

femininos, micro e macrogametócitos. Esses gametócitos circulantes são as formas 

infectantes para o mosquito (Moore et al., 2002).  

O ciclo no mosquito inicia-se quando o mesmo faz o repasto sangüíneo em um 

indivíduo portador das formas sexuadas do parasito. No estômago do mosquito o 

macrogametócito dá origem ao macrogameta e o microgametócito sofre mitoses 
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sucessivas, resultando em oito núcleos que formam microgametas, por um processo 

denominado exflagelação. Após união dos gametas, há a formação de uma célula ovo ou 

zigoto. Algumas horas depois, o zigoto, agora chamado oocineto, migra para o epitélio 

intestinal do mosquito alojando-se no próprio epitélio ou entre este e a membrana basal. 

Nesse local, adquire  um envoltório protetor, transformando-se em oocisto, dando início a 

uma multiplicação esporogônica gerando milhares de esporozoítos, que após ruptura do 

oocisto maduro, são liberados na hemolinfa do inseto de onde migram para a glândula 

salivar e serão passados a um novo hospedeiro, reiniciando o ciclo (Moore et al., 2002; 

Póvoa et al., 2000) (Figura 2). 
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Figura 2. Ciclo de vida do gênero Plasmodium envolvendo o hospedeiro definitivo 

(invertebrado/mosquito) e o hospedeiro intermediário (vertebrado/homem). Fonte: 

www.uni-tuebingen.de/modeling/images/malaria_LifeCycle.gif  
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1.2.2 Manifestações clínicas 

Com o início do ciclo eritrocítico, surgem às manifestações clínicas da malária. 

Os achados clínicos e patológicos são conseqüências de processos resultantes da invasão e 

ruptura da hemácia ou da obstrução de vasos capilares profundos. Hoje a patogenia da 

malária pode ser considerada como resultado da participação da resposta imune, 

principalmente com a  produção   de citocinas pró-inflamatórias (fator de necrose tumoral - 

TNF, interleucinas - IL, linfotoxinas - LT e  interferon - INF). Existem diversos estudos 

que mostram  a participação de citocinas  ativadas pelo parasito ou por toxinas parasitárias 

liberadas com a ruptura dos esquizontes, que causam o quadro característico da doença 

(Clark et al, 1997; Daniel-Ribeiro & Ferreira-da-Cruz, 2000; Wassmer et al., 2003). 

O quadro clínico inicial da malária é comum às quatro espécies de Plasmodium 

que parasitam o homem. Nos primeiros 15 dias da infecção, temos o período pré-patente e 

o indivíduo é assintomático. Após este período, a maioria das pessoas começa a manifestar 

febre alta acompanhada de calafrios, sudorese e cefaléia. Na fase inicial, estes sintomas 

apresentam-se irregulares ou contínuos e passa a ocorrer de forma cíclica (dependendo da 

espécie do parasito infectante) ao final da primeira semana. Estes sintomas são 

relacionados com a ruptura dos esquizontes. Além dessas, outras manifestações são 

características da infecção, tais como astenia, náuseas, vômitos, diarréia, dor abdominal, 

artralgia, mialgia, lombalgia, dispnéia, tosse e tontura. A doença vai progredindo com 

anemia, icterícia e hepatoesplenomegalia (Wroczynska et al., 2005). Na malária causada 

por Plasmodium falciparum, também conhecida como malária grave ou severa, pode 

ocorrer alterações da consciência, crises convulsivas, coma e insuficiência renal, 

complicações estas responsáveis por elevada mortalidade (White, 1998; Shingadia & 

Shulman, 2000). 
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A febre, característica mais freqüente da doença está relacionada com a 

produção de interleucinas, principalmente IL-1 e IL-6, que parecem ter um papel 

importante como citocinas pirogênicas (Clark & Schofield, 2000; Hunt & Grau, 2003). 

Normalmente a febre é do tipo intermitente, com intervalos de 36 a 48 horas na infecção 

por Plasmodium falciparum, 48 horas para Plasmodium vivax e Plasmodium ovale ou de 

72 horas para Plasmodium malariae (Souza et al., 1997). A capacidade de gerar febre 

também é atribuída ao TNF-α produzido por macrófagos (Karunaweera et al., 2003). 

 A anemia é observada em conseqüência da destruição das hemácias durante a 

esquizogonia sanguínea, e pode apresentar-se em graus variáveis, já que grande quantidade 

de eritrócitos é mecanicamente destruída através do parasitismo intraeritrocítico. No 

entanto, na maioria dos casos a anemia não está correlacionada com a parasitemia, 

indicando que sua patogênese é multifatorial. Diversos fatores podem estar relacionados 

com o grau de hemólise, entre eles temos a destruição de eritrócitos parasitados e não 

parasitados através do sistema imune ou por alterações físico-químicas na membrana 

citoplasmática, que aumenta a atividade dos macrófagos e reduz a deformidade das células, 

levando ao bloqueio de vasos. Outro fator que pode influenciar no grau de hemólise é a 

disfunção na medula óssea, que pode ser observado na malária grave causada pelo 

Plasmodium falciparum, esta disfunção ocorre por uma redução da eritropoese devido à 

ação de citocinas, como o TNF-α (Daniel-Ribeiro & Ferreira-da-Cruz, 2000; Keller et al., 

2004; Jaramillo et al., 2004). 

A interação entre hospedeiro e parasito é fundamental para os sintomas da 

doença. Indivíduos que residem em áreas endêmicas, considerados como semi-imunes, ou 

pessoas com boa resposta do sistema imune, tendem a apresentar um quadro clinico leve 

ou ausente e baixa parasitemia (White, 1998; Shingadia & Shulman, 2000). 
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As manifestações mais graves da malária estão relacionadas com infecções 

causadas por Plasmodium falciparum, embora ocasionalmente em circunstâncias ainda não 

esclarecidas, ocorra relato de malária severa e fatal ocasionada por Plasmodium vivax 

(Mendis et al., 2001). A evolução do quadro clínico da malária é observada 

frequentemente com maior gravidade em crianças na faixa de seis meses a cinco anos de 

idade, mulheres grávidas  e adultos procedentes de áreas não endêmicas (Shingadia & 

Shulman, 2000; Richie & Sault, 2002; Okoko et al., 2003). 

 

1.2.3 Imunologia da malária 

A infecção pelo plasmódio provoca uma intensa estimulação do sistema imune, 

e desencadeia respostas humoral e celular, que podem ser protetora ou levar a um quadro 

de malária grave, dependendo da intensidade. Essa resposta na malária é complexa, devido 

ser espécie-específica e estágio-específica. Assim, a defesa na malária atua contra os 

esporozoítos, as formas hepáticas e as formas eritrocíticas assexuada e sexuada. A 

intensidade, duração e qualidade da resposta imune são reguladas por citocinas, que 

determinam a produção de anticorpos e a ativação de células do sistema fagocitário 

(Weidanz et al., 1990; Hunt & Grau, 2003). 

A resposta imune  não oferece proteção total; vários fatores contribuem para 

esta diminuição da proteção, entre eles, a estrutura complexa do parasito nos diferentes 

estágios do hospedeiro vertebrado, estimulação de mediadores desfavoráveis à ação de 

anticorpos, além da localização intracelular do parasito na maior parte do tempo quando no 

hospedeiro vertebrado (Ferreira-da-Cruz & Daniel-Ribeiro, 1996; Sinnis & Sim, 1997; 

Gaur et al., 2004). Se a resposta imune fosse efetiva, a imunidade anti-esporozoíto 

impediria a infecção malárica pela inativação do plasmódio na porta de entrada, enquanto a 
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imunidade contra as formas eritrocitárias assexuadas impediria o estabelecimento da 

doença (Ekala et al., 2002). 

Citocinas pró-inflamatórias tais como TNF-α, INF-γ IL-1 e IL-6 têm 

envolvimento significativo na malária. Estudos demonstraram uma elevação no nível de 

TNF-α em pacientes com malária em associação com esquizogonia do parasito. Também 

foi relatado que crianças com malária grave têm níveis de TNF-α mais elevados que 

aquelas com malária não complicada (sem afetar o cérebro) (Malaguarnera & Musumeci, 

2002). TNF-α e INF-γ promovem a redistribuição e autoregulação da expressão de 

moléculas de adesão. Autópsias feitas em cérebro de indivíduos que morreram por malária 

cerebral mostraram que tiveram um aumento da expressão de ICAM-1 em capilares 

cerebrais (Kampfl et al., 1997). 

Outros estudos ligaram a anemia severa com respostas insuficientes de IL-10 

às concentrações elevadas de TNF-α (apud Heddini, 2002). Foi relatado que células 

apresentadoras de antígenos (APCs) induzem linfócitos Th1 a secretarem substâncias 

imunorreguladoras (como por exemplo, INF-γ e IL-2), responsáveis pela ativação de 

macrófagos (estímulo principal para a produção de TNF-α e outros mediadores, como 

óxido nítrico) e diferenciação de células B. Assim, as células T participam da imunidade 

protetora e agem como células efetoras ou auxiliares (Green et al., 1994; Heddini, 2002; 

Hunt & Grau, 2003). Algumas citocinas produzidas por linfócito Th1 - TNF-α, INF-γ e 

linfotoxinas - estão envolvidas no processo imunopatológico da malária cerebral, enquanto 

que citocinas produzidas por linfócito Th2 - IL-10, TGF-β – possuem funções 

imunorreguladoras na resposta imune da malária cerebral (Green et al., 1994; Hunt & 

Grau, 2003). 

Dessa forma, a imunidade celular contra P. falciparum é mediada por 

macrófagos e neutrófilos, com ou sem anticorpos específicos; e por citocinas, como TNF-α 
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e INF-γ, e reativos intermediários de oxigênio e nitrogênio (Clark et al., 1991). Os 

linfócitos T citotóxicos também estão envolvidos por atuarem contra as formas hepáticas 

do plasmódio, direta ou indiretamente, através da produção de INF-γ e ativação de 

macrófagos (Taylor-Robinson, 1998; Wassmer et al., 2003). 

Os estudos envolvendo células T na imunidade aos parasitos da malária 

humana são muitos complexos e resultam freqüentemente em evidências controversas. 

Durante a infecção aguda por P. falciparum, ocorre um estado de imunodepressão com 

aumento a susceptibilidade às infecções concomitantes (Troye-Blomberg et al., 1999; 

Medana et al, 2001; Stevenson et al., 2004). 

Apesar de bastante estudada, a participação dos anticorpos na imunidade à 

malária cerebral ainda não está bem esclarecida e permanece obscuro o mecanismo como 

eles exercem seu efeito protetor.  É descrito que eles inibem a invasão dos eritrócitos, 

promovem opsonização dos merozoítos e eritrócitos infectados, com facilitação da 

fagocitose pelos macrófagos (Ahvasi et al., 1995). 

Inicialmente foi proposto que o papel dos anticorpos seria neutralizar o 

parasito, impedindo a penetração de merozoítos no eritrócito. Na última década, foi 

evidenciado, através de estudos in vitro, que anticorpos protetores humanos de indivíduos 

clinicamente imunes à malária são imunoglobulinas das subclasses IgG1 e IgG3. Também 

foi demonstrado que estes anticorpos podem inibir a multiplicação do parasito não 

diretamente, mas com envolvimento e a participação de monócitos através do fenômeno 

denominado ADCI (Antibody-Dependent Cellular Inhibition) (Bouharoun-Tayon et al., 

1990). Estes anticorpos agem ativando monócitos a secretarem mediadores, dentre os quais 

o TNF-α em modelos in vitro. Dessa forma, estes fatores agem impedindo a multiplicação 

das formas trofozoítos do P. falciparum dentro dos eritrócitos (Bouharoun-Tayon et al., 

1995). 
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1.2.4 Fisiopatologia da malária 

Diversos mecanismos parecem envolvidos na fisiopatologia da malária e 

dependem basicamente, da interação de três fatores: espécie do parasito envolvido, 

intensidade da parasitemia e imunidade do hospedeiro. As infecções por Plasmodium 

vivax, Plasmodium ovale e Plasmodium malariae apresentam parasitemia limitada e a 

fisiopatologia deve-se à hemólise induzida pelo parasito. Na malária por Plasmodium 

falciparum estão também envolvidos fatores como citoaderência, envolvimento de 

citocinas e elevada parasitemia (White, 1998; Berendt et al., 1994). 

A patogênese da malária é multifatorial e pode estar relacionada com fatores 

envolvidos entre o hospedeiro e o parasito. Dentre estes fatores, destacamos como 

desencadeadores dos processos fisiopatológicos a destruição de eritrócitos, causada por 

esquizogonia, com conseqüente liberação de parasito e restos celulares de eritrócitos na 

circulação. Ocorre também um aumento na expressão antigênica nos eritrócitos. Estes 

eventos produzem uma resposta imunológica exacerbada do hospedeiro (Heddini, 2002; 

Shingadia & Shulman, 2000; Clark & Cowden, 2003). A febre é devido à ruptura do 

esquizonte hemático e liberação do pigmento malárico e outros antígenos do parasito, em 

especial o GPI (glycosyl-phosphatidyl-inositol) (Ramasamy, 1998).  Este mediador 

estimula a liberação de citocinas pró-inflamatórias como IL-1 e IL-6, INF-γ e TNF-α pelos 

macrófagos do hospedeiro (Bate et al., 1988; Kwiatkowski et al., 1990; Jaramillo et al, 

2004). 

O TNF-α figura como um fator importante dentro da patogênese da malária, 

uma vez que está relacionado com a adesão de eritrócitos nas células endoteliais, que reduz 

o fluxo de sangue nos vasos (Hunt & Grau, 2003; Hearn et al., 2000), além de alterar a 

permeabilidade da barreira hemato-encefálica (Treeratanapiboon, 2005). Além do 
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envolvimento na patogênese da malária, o TNF-α pode ser um fator importante na 

modulação do parasito, pois esta citocina e febre contribuem para a defesa do hospedeiro, 

concorrendo para a morte do parasito, reduzindo assim a carga parasitária (Kwiatkowski et 

al., 1997; Clark et al., 1997; Daniel-Ribeiro & Ferreira-da-Cruz, 2000; Clark & Cowden, 

2003). Outras citocinas pró-inflamatórias (como por exemplo, INF-γ) induzem a produção 

de óxido nítrico, o qual pode interferir na neurotransmissão, além de estar envolvido em 

vários outros aspectos dentro da infecção malárica (Clark et al., 1993; Green et al., 1994; 

Bogdan, 2001; Sobolewiski et al., 2005a). Há ainda, evidência de que citocinas podem 

influenciar vias bioquímicas no cérebro, potencializando a malária cerebral (De Souza & 

Riley, 2000; Dietrich, 2002; Clark & Cowden, 2003). 

As hemácias infectadas pelo Plasmodium falciparum possuem a capacidade de 

aderir às células do endotélio da microcirculação (hipótese conhecida como “seqüestro de 

eritrócitos”). Esse seqüestro de eritrócitos é causado pela expressão de antígenos do 

parasito na superfície de eritrócitos infectados e expressão de moléculas de adesão 

(Berendt et al., 1994; Hearn et al., 2000; Dietrich, 2002). A superfície do eritrócito 

parasitado é recoberta por protusões denominadas “knobs” (proteínas secretadas pelo 

parasito e expressas na superfície dos eritrócitos) (Wahlgren et al, 1992; Haldar et al., 

2005). Estes “knobs” modificam o metabolismo normal da célula hospedeira, favorecendo 

a sobrevivência do parasito e sendo crucial para o desenvolvimento da patologia da malária 

grave, uma vez que aderem às células endoteliais através de moléculas produzidas por elas 

mesmas, as quais servem de ligantes entre os eritrócitos parasitados e o endotélio (Daniel-

Ribeiro & Ferreira-da-Cruz, 2000; Clark & Cowden, 2003; Haldar et al., 2005). 

Dentre as principais moléculas de adesão, encontramos as CD36, CD54, 

molécula de adesão intercelular 1 (intercelular adhesion molecule 1 – ICAM-1), molécula 

de adesão endotelial (endothelial adhesion molecule 1 – ELAM-1) e molécula de adesão 
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vascular 1 (vascular adhesion molecule 1 – VCAM-1) (Dietrich, 2002; Wassmer et al., 

2003; Cortés et al., 2005). Dessa forma, a adesão dos eritrócitos ao endotélio ou 

citoaderência, tem importante função na patogenia da doença, comprometendo o fluxo 

sanguíneo contribuindo para a obstrução de pequenos vasos, desencadeando no bloqueio 

da condução de oxigênio, podendo gerar um quadro de hipoxia do tecido e acidose lática. 

Este é um fenômeno importante, uma vez que a obstrução da microcirculação gera 

alterações cerebrais (malária cerebral), pulmonares e renais, causam hipoxia e distúrbios 

metabólicos no hospedeiro (Berendt et al., 1994; Shingadia & Shulman, 2000; Dietrich, 

2002; Kirchgatter & Portillo, 2005). Citoaderência designa também a adesão de eritrócitos 

infectados a eritrócitos não infectados, fenômeno amplamente conhecido como "rosetting" 

(figura 3), que parece ser o fator potencializador do desenvolvimento patológico da malária 

(Wahlgren et al, 1994; Dietrich, 2002; Kirchgatter & Portillo, 2005). Esse fenômeno 

ocorre em conseqüência da expressão de ligantes parasitários na superfície de eritrócitos 

infectados bem como receptores do hospedeiro, expressos na superfície dos eritrócitos não 

infectados (Siebert & Bruck, 2003; Haldar et al., 2005). 

 

 

 

 

 

 



 31

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Representação esquemática da citoaderência e do fenômeno “rosetting” que 

produzem obstrução de vasos. A seta mostra eritrócitos parasitados envolvidos na 

citoaderência e processo “rosetting”. Fonte: adaptado de Wahlgren et al., 1992. 
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Na malária grave, a proteína de membrana do eritrócito 1 de Plasmodium 

falciparum (Plasmodium falciparum-erythrocyte membrane protein 1 –PfEMP1) parece ser 

o principal ligante adesivo dos eritrócitos infectados. Apesar de vários trabalhos 

demonstrarem estas interações, uma melhor compreensão da função dos receptores do 

hospedeiro e dos ligantes do parasito no desenvolvimento da patologia da malária ainda é 

necessária para um maior esclarecimento de tais processos (Kirchgatter & Portillo, 2005). 

Embora o fenômeno da citoaderência esteja envolvido na patogênese da malária 

grave, essa hipótese sozinha não explica as características da malária cerebral, daí a 

necessidade de uma outra hipótese, que poderia explicar a resposta exacerbada do sistema 

imune, onde células T, monócitos, moléculas de adesão e citocinas estão envolvidos nas 

complicações da malária cerebral (Clark et al., 1991; Medana et al., 2001; Derouich-

Guergour, 2001). 

Além da ligação entre malária cerebral e os níveis elevados de citocinas 

(particularmente TNF-α e IL-1α e β) demonstrada por Bate et al. (1988) e posteriormente 

confirmada por Kwiatkowski et al. (1990), observaram também que macrófagos são 

estimulados a produzir estas citocinas após ruptura do esquizonte.  Clark et al. (1991) 

evidenciaram a participação do óxido nítrico e radicais livres de oxigênio, também 

produzidos por macrófagos e neutrófilos em resposta a essas citocinas. A conjunção desses  

fenômenos ocasionava lesão celular. 

Com base em diversos achados, propôs-se que o NO exerce efeitos tóxicos, por 

estresse oxidativo (Postma et al., 1996; Thomas et al, 2003). Estudos realizados em Papua 

e  Nova Guiné relataram uma falta de associação entre produção de óxido nítrico e níveis 

de parasitemia (Boutlis et al., 2003; Boutlis et al., 2004). Em outro estudo com crianças na 
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Tanzânia mostrou que os níveis de nitrito/nitrato no plasma eram mais elevados nas 

crianças com infecção assintomática e níveis baixos ainda  em crianças com malária 

cerebral (Hobbs et al., 2002). Outros estudos sugeriram um papel protetor para o NO na 

infecção (Rockett et al., 1991; Brunet, 2001; apud Heddini, 2002). 

No entanto, com base em todos estes estudos envolvendo citocinas e radicais 

livres e nos resultados obtidos, ainda não foi possível descobrir a chave da patogênese da 

malária cerebral (Clark & Cowden, 2003). 

1.3 ÓXIDO NÍTRICO 

Acreditava-se que óxidos nitrogenados fossem sintetizados exclusivamente por 

microorganismos em processos de nitrificação e desnitrificação. No entanto, por volta de 

1916, foi mostrado que, nos animais, havia mais nitratos em suas excretas urinárias do que 

presente em sua dieta, sugerindo uma produção endógena de compostos nitrogenados. 

Muito tempo depois foi demonstrado um aumento de metabólitos desses compostos em 

períodos de infecção em humanos e em cobaias de laboratório (Dawson & Snyder, 1994). 

Furchgott e Zawadzki (1980) demonstraram que o relaxamento vascular 

induzido por agonistas requeria a presença de um endotélio intacto. Até então, sabia-se a 

resposta vasodilatadora produzida por vários agentes farmacológicos é mediada por uma 

substância produzida nas células endoteliais. Isto levou estes pesquisadores a inferir sobre 

a existência de um fator de relaxamento derivado do endotélio (EDRF – Endothelial 

Derived Relaxing Factor). Este fator endógeno parecia agir de forma similar aos 

nitrovasodilatadores, contribuindo para o aumento da Guanosina Monofosfato Cíclica 

(GMPc) na musculatura vascular. No final dos anos 80, foi sugerido que o EDRF era o 

NO, um gás de potente ação vasodilatadora (Ignarro et al., 1987; Ignarro et al., 1988). Em 

outro estudo  foi comprovado que a  vasodilatação do endotélio foi estimulada pela 

produção de NO a partir da L-arginina (Palmer et al., 1987). 
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1.3.1 Óxido Nítrico Sintase (NOS) 

A NOS é a enzima que, na presença de NADPH (cofator) catalisa a conversão 

do aminoácido L-arginina em L-citrulina e NO, proporção equimolar (Förstermann et al., 

1991; Bredt & Snyder, 1994). Existem três isoformas (ou isoenzimas) de NOS: duas 

constitutivas, neuronal (nNOS ou NOS I) e endotelial (eNOS ou NOS III), que produzem 

NO sem a necessidade de novas sínteses protéicas,  e sua atividade é regulada pelo 

complexo cálcio-calmodulina (figura 4A) (Moncada et al., 1991); e a isoforma induzida 

(iNOS ou NOS II), independente do íon Ca2+ e  está relacionada a resposta imunológicas. É 

expressa em macrófagos e ativada após estimulação por citocinas (IL-1, INF-γ e TNF-α) e 

lipopolissacarídeos (figura 4B) (Förstermann et al., 1994; Green et al., 1994). 

A inibição da atividade das isoformas é feita pela ação de inibidores 

competitivos, que se assemelham ao substrato da enzima, e se ligam ao seu sítio 

favorecendo o bloqueio da atividade. Os inibidores clássicos da nNOS são a L-

nitroarginina (L-NARG) e L-arginil-metil-éster (L-NAME) e são caracterizados como 

inibidores irreversíveis da atividade da NOS constitutiva (Dwyer et al., 1991). A 

aminoguanidina (AG) atua como inibidora da forma induzida (Lamber et al., 1992). 
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 Figura 4. Isoformas da enzima NOS e seus mecanismos de ativação. A – isoforma 

neuronal da NOS. Fonte: www.sigmaaldrich.com/img/assets/6460/nnos.gif. B – isoforma 

induzida na NOS. Fonte: www.sigmaaldrich.com/img/assets/6460/inos.gif. 

1.3.2 Fisiologia do NO 

O NO é um mediador químico produzido pela maioria dos tipos celulares, 

atuando de maneira específica, desempenhando diversas funções vitais, dentre ela 

A 

B 



 36

neurotransmissão (Förstermann et al., 1995). Muitos efeitos biológicos foram relacionados 

com a produção do NO. Nos vasos sanguíneos o NO previne a excessiva ativação de 

plaquetas em resposta a um estímulo agregatório (Moncada et al., 1991). No sistema imune 

o NO é um componente da resposta imune inata e, quando produzido pela ação da iNOS, é 

um importante mecanismo de defesa do hospedeiro por sua ação microbicida devido 

inibição de enzimas contendo ferro (Clark et al., 1997; Bogdan, 2001), mas também pode 

apresentar efeitos tóxicos sobre células neoplásicas (Moncada et al., 1991). Em adição, NO 

derivado da eNOS tem um importante papel na manutenção da homeostasia, por inibir a 

ativação de células endoteliais e modular a expressão de moléculas de adesão celular 

(CAMs) (Laroux et al., 2000). 

Finalmente, NO possui importante papel tanto no sistema nervoso periférico 

quanto no sistema nervoso central. No SNP, o NO produzido pelos neurônios funciona 

como neurotransmissor, e tem como alvo a musculatura lisa e causa relaxamento. No SNC, 

ainda não está totalmente esclarecido, embora ele esteja implicado na excitabilidade 

neuronal, plasticidade sináptica e liberação de neurotransmissores (Prast et al., 2001). 

Mesmo a nNOS sendo a principal isoforma da produção de NO no SNC, eNOS e  iNOS 

parecem mais envolvidas com as  células gliais (Sobolewski et al., 2005a). 

A produção bioquímica do NO, pela isoforma nNOS, ocorre após liberação do 

neurotransmissor glutamato e sua ligação aos receptores NMDA (N-metil-D-aspartato) na 

membrana pós-sináptica. Esta interação neurotransmissor-receptor provoca a abertura de 

canais de Ca2+, causando o influxo desse íon (Garthwaite & Boulton, 1995; McCann, 

1997). Esse aumento intracelular de Ca2+ ativa a nNOS. No sistema imune o NO é 

produzido após ativação da enzima por um quadro de infecção/inflamação onde células do 

sistema imune são ativadas por citocinas (Van der Heyde, 2000). 
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1.3.3 Implicações do NO na malária cerebral 

Como relatado anteriormente, várias hipóteses têm sido propostas para o 

envolvimento do NO durante a patogênese da malária (Clark et al, 1997).  NO funciona 

como um importante mensageiro no SNC, em níveis elevados pode causar neurotoxicidade 

(Clark & Cowden, 2003). O glutamato liberado em excesso, ativa os receptores NMDA, e 

pode mediar neurotoxicidade na isquemia, também pode ser ocasionada pela infecção 

malárica (Dawson et al., 1993; Shinyashiki et al., 1998).  NO mostra-se como agente de 

diferentes ações, as quais são dependentes do local de síntese, da quantidade produzida, do 

tipo de isoenzima envolvida na sua produção e no microambiente da sua liberação/atuação 

(Crow & Beckmam, 1995; Sobolewski et al., 2005a). Por exemplo, quando pequenas 

quantidades são liberadas nos terminais nervosos, NO atua como neurotransmissor, e 

regula desde o relaxamento de esfíncteres no sistema gastrointestinal até a transmissão de 

estímulos no SNC. NO liberado pelas células endoteliais, regulam o relaxamento da 

musculatura lisa adjacente e leva a uma a vasodilatação. As quantidades maiores 

produzidas em conseqüência a uma cadeia de estímulos, envolvendo iNOS, pode ocasionar 

ou ampliar processos inflamatórios em vários órgãos (Heddini, 2002). 

Taylor-Robinson & Smith (1998) demonstraram que o NO produzido por 

macrófagos possui um papel dicotômico na imunidade, variando entre regulação imune e 

função efetora imune, e que durante o estágio eritrocítico da malária pode suprimir a 

resposta linfoproliferativa e matar os parasitos, respectivamente. 

Apesar de várias hipóteses correlacionarem o NO com malária cerebral, uma 

vez que as alterações neurais associam-se a elevados níveis de citocinas levando a geração 

de NO, na parede celular, pela iNOS (Clark et al., 1991, Ghigo et al., 1995), seu papel 

dentro desse contexto ainda permanece obscuro. Estudos demonstraram que o 

desenvolvimento da malária cerebral murina não produz NO, quando Rudin et al., (1997) 
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observaram que camundongos deficientes de iNOS desenvolviam malária cerebral, 

sugerindo não ser o NO um fator essencial para o desenvolvimento da malária cerebral. 

Essa hipótese foi suportada por Favre et al. (1999), que obtiveram resultados semelhantes. 

Por outro lado, outros estudos demonstraram a participação desta molécula moduladora no 

quadro de malária cerebral (Ghigo et al., 1995; Hobbs et al., 2002). 

Uma hipótese seria uma super produção de NO pela isoforma nNOS após 

liberação de cálcio estimulada por receptores NMDA ativados por aumento de glutamato, 

cujo transporte está alterado pelo quadro de hipoxia causada por obstrução dos vasos 

(Clark et al., 1997). Essa super produção desregula o papel do NO no cérebro, levando a 

alterações na consciência (coma), freqüente no quadro de malária cerebral (Clark & 

Cowden, 2003). 

Outra hipótese para o envolvimento do NO na patogênese da doença, seria uma 

resposta exacerbada do sistema imune, com produção de NO pela isoforma induzida da 

enzima. Esse NO inibe proliferação de células B e T e modula a produção de citocinas, que 

por sua vez, ativam a iNOS (Kremsner et al., 1993). Estudo feito por Anstey et al. (1996), 

corroborado por Perkins et al. (1999) e Chiwakata et al. (2000), demonstraram que níveis 

de NO produzido pela iNOS está inversamente correlacionado com a severidade da 

doença. Eles observaram que não existia um aumento na produção e, ainda, que o NO 

derivado da iNOS possui papel bastante controverso. 

Por outro lado,  existem diversos estudos em modelos animais que favorecem a 

hipótese de um aumento na  produção de NO e esse poderia  mediar a patogênese da 

malária e ainda ter um efeito antiparasitário (Favre et al, 1999). 

Considerando o envolvimento do NO em processos cruciais para o 

desenvolvimento da patogênese da malária (por exemplo, ativação endotelial, expressão de 
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CAMs, reposta imune) (figura 5), a necessidade de elucidação dos mecanismos funcionais 

do NO na malária cerebral torna-se uma importante linha de pesquisa. 
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Figura 5. Esquema que demonstra funções fisiológicas do NO que são relevantes dentro da patogênese da malária. De maior importância, vias 

anti-inflamatória e homeostática (          ), que podem ser alteradas pela inibição de NO durante a malária. (         ) indicam, setas (          ) 

indicam depressão e setas (           ) indicam modulação. Fonte: adaptado de Sobolewski et al., 2005a. 
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1.3 MALÁRIA EM AVES 

1.3.1 Considerações gerais 

Modelos de malária cerebral têm sido desenvolvidos em macacos, ratos, 

camundongos, aves, para auxiliar nos estudos acerca da malária humana. Embora nenhum 

deles seja exatamente igual à malária humana, eles reproduzem alguns aspectos relacionados 

à patologia e imunologia (De Souza & Riley, 2002; Slater, 2005). 

A malária aviária tornou-se conhecida após a descoberta do Plasmodium 

gallinaceum, por Brumpt, em 1935, ao observar esfregaços sanguíneos de galinha. O modelo 

de malária aviária é bastante interessante pelo fato do Plasmodium gallinaceum estar 

filogeneticamente próximo ao Plasmodium falciparum, e desencadear um quadro de malária 

clínica também semelhante, apresentando sinais e sintomas de malária cerebral. Também em 

relação aos antígenos e proteínas de superfície, como por exemplo: proteína 

circumesporozoíta (CS), uma proteína do parasito, que favorece a infecção, apresenta uma 

grande similaridade entre as duas espécies (Krettli, 1994). 

A proteína CS recobre a superfície de esporozoítos que invadem hepatócitos em 

mamíferos e macrófagos em aves. O gene CS do Plasmodium gallinaceum foi caracterizado e 

comparado aos domínios funcionais de outros plasmódios e observou-se as mesmas 

características, incluindo seqüência sinal secretora e regiões centrais repetidas com os 

aminoácidos. A comparação das seqüências sinais da proteína CS revelou quatro diferentes 

grupos, tendo o Plasmodium gallinaceum proximidade maior ao Plasmodium falciparum que 

causa malária cerebral humana (McCutchan et al., 1996). No entanto, existem diferenças 

entre as duas espécies, principalmente relacionadas à complexidade do ciclo, como o 

desenvolvimento inicial do esporozoíto que em mamíferos ocorre nos hepatócitos, e em aves 

esta fase do ciclo ocorre nos macrófagos e células endoteliais. Na malária aviária ocorre uma 

fase exoeritrocítica secundária, em conseqüência da liberação dos merozoítos do primeiro 
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ciclo exoeritrocítico. Essas formas que invadem novas células teciduais dão continuação ao 

ciclo (Krettli, 1994; Staines et al., 2002). Existem evidências que sugerem que o P. 

falciparum utilize macrófagos teciduais para seu transporte até os hepatócitos. O ciclo 

eritrocítico nas duas espécies está relacionado às manifestações clínicas da doença (Staines et 

al., 2002). 

Outro aspecto importante que ocorre na malária por Plasmodium falciparum e que 

também pode ser observada em modelo experimental murino é o seqüestro de eritrócitos 

parasitados na microcirculação, diminuindo o transporte de oxigênio, o que desencadeia 

diversos outros mecanismos envolvidos na infecção (Taylor-Robinson, 2000; Thomas et al., 

2001). Até o momento ainda não existem relatos a cerca deste aspecto na malária aviária. 

Portanto, considerando que a biologia do P. gallinaceum apresenta-se semelhante 

à do P. falciparum, o modelo de malária aviária pode ser um excelente modelo experimental 

para o entendimento dos mecanismos envolvidos na malária cerebral. 

 

1.3.2 O ciclo de vida do Plasmodium em aves 

O ciclo completo do parasito é obtido com a infecção de mosquitos, tendo como 

vetor experimental o mosquito Aedes fluviatilis (Krettli, 1994). O ciclo exoeritrocítico da 

malária aviária, apesar de mais rápido, não difere das espécies que infectam o homem, 

produzindo um número de merozoítos comparável ao do homem, porém em tempo mais 

curto.  

Ramirez et al. (1991) em experimentos in vitro, culturas com as formas 

exoeritrocíticas (esporozoítos) de Plasmodium gallinaceum, como hospedeiro macrófagos 

precursores da medula óssea de galinhas, demonstraram um completo desenvolvimento do 

parasito no período de 70 h, após o qual, as células sofreram rupturas e os merozoítos livres 

foram observados. Assim, os dados indicam que macrófagos suportam o desenvolvimento de 
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esporozoítos de Plasmodium gallinaceum e que a circumesporozoíta está presente até o fim 

do ciclo exoeritrocítico esquizogônico (Ramirez et al., 1991). O ciclo eritrocítico obedece ao 

mesmo padrão de infecção observado em Plasmodium falciparum (Ladda et al., 2001; Staines 

et al., 2002; Slater, 2005). 

 

1.4 O SISTEMA IMUNE NAS AVES 

Os macrófagos são células do sistema fagocitário mononuclear. O 

desenvolvimento desses fagócitos em aves é semelhante ao observado em mamíferos, onde 

células troncos da medula óssea produzem monoblastos, Essas células  se diferenciam em 

promócitos e monócitos. Dessa forma, os monócitos migram da circulação periférica para os 

tecidos, e diferenciam em macrófagos (Lam, 1999). Em modelos de cultura de macrófagos 

também se observa esta diferenciação (DaMatta, 1998). 

Os macrófagos possuem diversas funções, além de sua alta capacidade fagocítica, 

dentre elas: citotoxicidade celular funcionam como células apresentadoras de antígenos e 

secretoras de substâncias e como agentes quimiotáticos (Lam, 1999; Urban & Roberts, 2002). 

Em aves, os macrófagos residentes apresentam baixa taxa de fagocitose e baixa 

resposta a citocinas. No entanto, Dil & Qureshi (2003) demonstraram que estes macrófagos 

podem se tornar ativados (com suas capacidades aumentadas) quando expostos a produtos 

bacterianos (como LPS) e interferons, mostrando que o INF-γ aumenta a atividade fagocítica 

e produtora de óxido nítrico. 

A resposta imune, que envolve cooperação celular entre célula apresentadora de 

antígenos (APC), linfócitos B e linfócitos T, é iniciada por uma estimulação antigênica. As 

APCs processam e apresentam o antígeno para linfócitos. O linfócito B, principal célula da 

imunidade humoral, produz anticorpos. Os linfócitos T, importantes na imunidade celular, 

diferenciam-se funcionalmente em diversas sub-populações, que têm sido fenotipadas com 
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reagentes monoclonais e são similares aos linfócitos T de mamífero (Sharma, 1991; Vainio & 

Imhof, 1995). 

Mesmo funcionando com os mesmos mecanismos do sistema imune de 

mamíferos, pouco tem sido descrito sobre as alterações funcionais de macrófagos de aves. 

Estudos para avaliar fagocitose demonstraram que macrófagos de galinha fagocitam hemácias 

opsonizadas e não-opsonizadas de forma mais potente quando estão ativados (Qureshi & 

Miller, 1991).  

Considerando os mecanismos efetores da resposta imune relacionado aos 

macrófagos de aves, foi demonstrado que estas células expressam receptores de superfície 

para Fc e para C3b, os quais aumentam sua capacidade de fagocitar partículas opsonizadas 

por imunoglobulinas e componentes do sistema complemento, respectivamente. Assim, como 

macrófagos de mamíferos, os macrófagos de aves também são capazes de produzir reativos 

intermediários de oxigênio e nitrogênio (Dil & Qureshi, 2003).  

Este mecanismo é importante, uma vez que, para uma partícula ser fagocitada, ela 

deve ligar-se à superfície do macrófago. Porém, nem todas as partículas que se ligam são 

fagocitadas, pois necessitam de receptores que funcionam como ligantes e devem ser ativados 

para que ocorra fagocitose. Os ativadores mais bem caracterizados são os anticorpos, que se 

ligam à superfície dos antígenos de forma que a região Fc do anticorpo fique exposta ao 

exterior, deixando a partícula opsonizada, sendo então, reconhecida por receptores específicos 

para Fc, nas superfícies dos macrófagos. A ligação de uma partícula à superfície celular não 

ativa, necessariamente, a internalização da mesma. Assim, macrófagos, e outros fagócitos 

profissionais, usualmente podem ter muito mais partículas ligadas do que interiorizadas (Bos 

& De Souza, 2000).  

Apesar de todos os conhecimentos a cerca da malária, ainda há uma grande 

necessidade de melhor compreender os mecanismos celulares e moleculares que participam 



45 

 

da malária cerebral. Para isso, foram estabelecidos alguns modelos experimentais afim de 

uma melhor compreensão dos mecanismos envolvidos na patogênese da doença e na resposta 

imune. O modelo de malária murina causada por Plasmodium berghei que causa um quadro 

de malária cerebral é muito utilizado para a compreensão dos mecanismos da imunopatologia 

da malária. A busca de novos modelos experimentais é uma alternativa para o entendimento 

da fisiopatologia desta doença em sua forma mais grave. Assim, o estabelecimento do modelo 

aviário pode ser de grande interesse para a compreensão destas alterações, aliado ao fato da 

biologia do Plasmodium gallinaceum ser semelhante a do Plasmodium falciparum, que em 

humanos causa malária cerebral. É interessante também que esses diferentes modelos 

experimentais de malaria podem ser comparados  e fornecerem pistas importantes para a 

conhecimento biológico dessa  patologia.  
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2 OBJETIVOS 

2.1 GERAL 

 

Estabelecer um modelo experimental de malária cerebral aviária e verificar um 

possível envolvimento do óxido nítrico na neuropatologia da doença. 

 

2.2 ESPECÍFICOS 

 

 Pesquisar fatores envolvidos no quadro clínico da malária (parasitemia, 

anemia, temperatura) correlacionando com o grupo controle; 

 Descrever alterações macroscópicas dos órgãos de aves dos grupos controle e 

infectado; 

 Descrever o padrão histopatológico no cérebro das aves infectadas e 

correlacionar com parasitemia e quadro clínico 

 Medir a atividade da óxido nítrico sintase (NOS) em cérebros de animais 

infectados e controles. 

 Medir os níveis de nitrito em macrófagos de animais infectados e controles. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 CEPA DO PARASITO 

Para o modelo experimental, foi utilizado o protozoário Plasmodium gallinaceum 

Brumpt, 1935 (cepa 8A), proveniente do Laboratório de Malária do Centro de Pesquisa Renè 

Rachou (Fundação Oswaldo Cruz/MG). 

A manutenção da cepa para este trabalho foi realizada por sucessivas passagens 

sanguíneas em aves não parasitadas e em seu vetor experimental (Anopheles darlingi), de 

modo a preservar a infectividade do Plasmodium gallinaceum. 

 

3.2 AVES 

Foram utilizadas aves Leghorn brancas, adquiridas em uma granja local. As aves 

foram mantidas em gaiolas teladas à temperatura ambiente, com água e ração balanceada ad 

libitum, no biotério da Universidade Federal do Pará. 

Utilizamos grupos de aves com 10 dias de idade (estabelecimento do centro 

termorregulador). Estas foram inoculadas com Plasmodium gallinaceum e monitoradas 

diariamente a partir do 3º dia pós-infecção (período inicial de desenvolvimento do parasito). 

As aves foram sacrificadas quando seus eritrócitos apresentavam-se parasitados 

em diferentes níveis. Como controles foram utilizadas aves não parasitadas. Devido à 

dificuldade de se obter a mesma parasitemia para repetição de cada experimento, os valores 

foram aproximados para cada grupo de animais. Assim, para a atividade bioquímica da NOS, 

utilizamos os seguintes grupos: não infectados, P16%, P30%, P45%, P65% (níveis de 

parasitemia) e aves na fase crônica da doença; para avaliação da produção de óxido nítrico por 

macrófagos, foram utilizados os seguintes grupos: não infectados, P0,5%, P25%, P40%, 

P68% e ainda um grupo de aves com infecção crônica. 

3.3 INFECÇÃO EXPERIMENTAL 
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Aos 10 dias de idade, as aves foram distribuídas em dois grupos, controle e 

infectado. Os eritrócitos parasitados para a infecção experimental foram obtidos de uma ave 

infectada com parasitemia elevada e densidade total de eritrócitos conhecida, como descrito 

por Permin & Juhl (2002). O sangue foi diluído com solução fisiológica normal (NaCl 0,9 %) 

a fim de alcançar a concentração desejada de eritrócitos infectados (106 eritrócitos 

parasitados). Cada ave recebeu um inóculo de 0,1 ml por via endovenosa. 

 

3.4 DETERMINAÇÃO DA PARASITEMIA 

A partir do 3º dia  pós infecção, a parasitemia foi acompanhada diariamente, a fim 

de se observar os animais doentes, as características clínicas, monitoramento dos níveis de 

parasitemia. 

As gotas sanguíneas para confecção dos esfregaços foram obtidas das veias das 

pregas interdigitais, asas ou pernas dos animais. Assim, para controle de parasitemia, as 

lâminas foram confeccionadas e coradas pelo método de Giemsa. Os esfregaços sanguíneos 

foram fixados em metanol por aproximadamente 30 segundos, lavados com água destilada e 

cobertos com o corante diluído (1:20) durante 20 minutos. O excesso de corante foi lavado 

com água destilada. Após secagem, a lâmina foi observada ao microscópio, e a parasitemia 

analisada e calculada. O resultado foi expresso em percentagem de hemácias parasitadas em 

relação ao controle. 

 

3.5 AVES COM INFECÇÃO CRÔNICA 

As aves que conseguiram sobreviver espontaneamente após a fase aguda da 

infecção, mesmo depois de desenvolver algumas características clínicas foram consideradas 

como aves em fase crônica, pois apesar de não mostrarem  o quadro clinico  da doença, essas 

aves permaneceram com parasitos na circulação, porém em número reduzido. 
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3.6 OBSERVAÇÕES CLÍNICAS 

Todos os animais foram monitorados diariamente a partir do 3º dia pós-infecção, 

para a observação das características clínicas. Após sacrifício das aves infectadas e não-

infectadas usadas no trabalho, foram observadas macroscopicamente as condições de diversos 

órgãos (fígado, pulmão, baço, rins, coração e intestino). 

 

3.7 DETERMINAÇÃO DOS VALORES DO HEMATÓCRITO 

Os valores de hematócrito foram determinados das amostras de sangue obtidas da 

veia da asa do animal. As amostras foram colocadas em capilares de vidro e centrifugadas em 

microcentrífuga para hematócrito, procedimento realizado no Núcleo de Medicina Tropical da 

Universidade Federal do Pará. O procedimento padrão para obtenção dos valores foi descrito 

por Williams (1986a). 

 

3.8 OBTENÇÃO DA TEMPERATURA CORPORAL 

A temperatura foi avaliada diariamente entre 15:00 e 16:00h, de acordo com o 

método padronizado por Williams (1986b), no qual consiste na inserção de um termômetro na 

cloaca da ave e a temperatura estabilizada foi considerada como temperatura do animal. 

 

3.9 AVALIAÇÃO HISTOPATOLÓGICA DO CÉREBRO 

Após sacrifício dos animais, os cérebros foram obtidos por craniotomia e fixados 

em formalina neutra tamponada a 4% para posterior exame histopatológico. As amostras 

foram processadas segundo técnica de rotina de um laboratório de anatomia patológica, que 

consiste na passagem do tecido em diversas diluições de álcool, iniciando com álcool 70%, 

progredindo até o etanol absoluto 100%, duas passagens em xilol à temperatura ambiente 
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seguida da imersão em banhos de parafina a 60 ºC e, finalmente, inclusão e formação de 

blocos, que após resfriados foram seccionados utilizando micrótono rotativo. Os cortes de 

5µm de espessura foram corados pela técnica de Hematoxilina-Eosina.  

 

3.10 ATIVIDADE BIOQUÍMICA DA ENZIMA ÓXIDO NÍTRICO SINTASE 

(NOS) 

A atividade da NOS foi avaliada de acordo com o protocolo estabelecido por 

Bredt & Snyder (1990) com algumas modificações. O princípio da técnica baseia-se na 

capacidade da NOS em converter o aminoácido L-arginina em L-citrulina e óxido nítrico 

(NO), em proporção equimolar, processo este dependente de NADPH. 

Foram utilizados cérebros obtidos por craniotomia. As amostras dos animais 

controles, parasitados e crônicos foram homogeneizadas, separadamente, em 2 ml de tampão 

NOS (constituído por valina 100 mM em tampão HEPES 20 mM; cloreto de cálcio 45 mM; 

ditiotreitol (DTT) e tampão HEPES 100 mM). 

O ensaio foi iniciado com a adição de 45 µl de tampão NOS, 25 µl de L-[3H]-

Arginina, 50 µl do homogeneizado das amostras, acrescentando 20 µl de calmodulina 200 

U/ml e 10 µl de NADPH (co-fatores da reação). As amostras foram feitas em duplicatas, com 

um volume final de 150 µl em cada tubo. Partindo-se das amostras de animais controles, 

parasitados e crônicos, também foi utilizado um controle negativo, onde foram adicionados 15 

µl de L-nitro-arginina (L-NARG) 45 mM, descrito como inibidor irreversível da atividade 

enzimática da NOS (Mayer et al., 1993). Dessa forma podemos inferir o real valor da 

atividade da enzima. 

Os tubos foram submetidos a banho-maria a 37ºC por 30 minutos. A reação foi 

finalizada com a adição de 2 ml de tampão gelado (HEPES 20mM; EDTA 2 mM). Devido o 



51 

 

NO ser volátil, a atividade enzimática da NOS pode ser determinada pela quantidade de L-

citrulina formada na reação, a qual foi obtida por cromatografia de troca iônica. 

 

3.11 CROMATOGRAFIA DE TROCA IÔNICA 

Em colunas cilíndricas de vidro com 15 cm de comprimento, foram adicionados 2 

ml de resina de troca catiônica Dowes-50 (Sigma), pelas quais as amostras foram eluídas. 

Sucessivas eluições com água destilada foram feitas com a finalidade de lavar 

previamente as colunas para retirar o excesso de resina presente. A seguir, as mesmas foram 

ativadas após eluição de 2 ml de NaOH 1N, seguido de 2 ml de tampão gelado (HEPES 20 

mM; EDTA 2 mM), a fim de obter a separação dos íons Na+ e OH-, que promoveram a 

retenção da L-[3H]-arginina não convertida na reação. Dessa forma, a L-[3H]-citrulina 

formada foi coletada em tubos separados, após eluição, para análise por cintilação líquida. 

 

3.12 ANÁLISE POR CINTILAÇÃO LÍQUIDA 

Baseada na captação de partículas β emitidas pelo isótopo trício (3H) presente na 

estrutura da L-[3H]-citrulina formada pela ação da NOS. 

Do produto coletado após eluição nas colunas, foi retirada uma alíquota de 200 µl 

de cada amostra e colocada em papel filtro de cintilação (retenção >1,5 µM, Sigma). Após 

secagem em estufa a 100ºC durante 30 minutos, os papéis filtro foram mergulhados em 4 ml 

de solução de cintilação (0,4% PPO e 0,01% de POPOP em tolueno) que atua como veículo 

para as partículas β serem captadas pelo cintilador líquido, e levados para análise. Foi feita 

uma leitura prévia dos tubos contendo líquido de cintilação com finalidade de obter a radiação 

inicial presente (background). 

As partículas radioativas emitidas por cada amostra foram expressas em CPM 

(contagem por minuto), que está diretamente relacionada com a quantidade de L-[3H]-
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citrulina em cada amostra. Os valores obtidos foram diminuídos dos valores observados no 

background, obtendo assim a CPM real da quantidade de L-[3H]-citrulina formada em cada 

amostra. Após correção com a quantidade de proteína presente nas amostras, os resultados 

foram expressos em fmoles de citrulina/ mg de proteína/ minuto. 

 

3.13 DOSAGEM DE PROTEÍNAS TOTAIS 

A dosagem de proteína total de cada amostra foi realizada com a finalidade de 

correlacionar os níveis de proteínas presentes na amostra com a atividade da enzima Óxido 

Nítrico Sintase (NOS). O método utilizado foi o descrito por Lowry (1951).  

3.14 CULTURA DE MACRÓFAGOS DERIVADOS DE MONÓCITOS DO 

SANGUE PERIFÉRICO DE AVES 

Para obtenção da cultura de macrófagos derivados de monócitos do sangue 

periférico das aves dos grupos controle e infectado, em diferentes parasitemias, utilizamos o 

protocolo descrito por DaMatta et al. (1998). Foram coletadas, por punção cardíaca, amostras 

de 3 ml de sangue das aves. As amostras foram diluídas, na proporção 1:1, em meio DMEM 

sem soro (Dulbecco’s Modified Eagles Medium – Sigma). 

Para obtenção dos diferentes tipos celulares, as amostras foram passadas em um 

gradiente de concentração com densidade conhecida (Histopaque - Sigma), onde foram 

centrifugadas a 600 g, 25 ºC por 20 minutos. Após centrifugação, o plasma foi descartado e os 

leucócitos, identificados através de um anel formado devido o gradiente de concentração, 

foram transferidos para outro tubo. As células foram então lavadas duas vezes com solução de 

Hank gelado (500 g, 4 ºC, 10 minutos – baixa temperatura para garantir a não-aderência das 

células à parede do tubo) e ressuspendidas em DMEM sem soro gelado. Após contagem em 

câmara de Newbauer e a concentração para plaqueamento ajustada para 2x107 células/ml, as 

células (150 µl) foram semeadas em placas de 24 poços. Após 1h em estufa a 37 ºC e 
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atmosfera 5 % de CO2 as células foram lavadas com DMEM sem soro para remoção dos 

linfócitos (células não-aderentes) e adicionado DMEM suplementado com 10% FBS (Soro 

Fetal Bovino) para o cultivo dos monócitos. As culturas são lavadas após 24h e 72h com 

solução de Hank. 

 

3.15 OBTENÇÃO DE INTERFERON-γ DE GALINHA 

O INF-γ foi obtido através da cultura de células do baço, linfócitos, com 

concanavalina A. Após o sacrifício do animal o baço foi retirado e macerado em meio DMEM 

sem soro contendo antibiótico. O processo foi feito em gelo. Após uma centrifugação a 500g 

4ºC por 10 minutos, o sobrenadante foi retirado e as células foram submetidas a um tampão 

de lise com a finalidade de eliminar as hemácias. As células foram lavadas duas vezes e 

cultivadas em garrafas com meio DMEM suplementado com 10% FBS, e concanavalina A na 

concentração de 15µg/ml. Após 48h a 37ºC e atmosfera 5% de CO2, as células foram 

centrifugadas (500g, 4ºC, 10 minutos) e o sobrenadante estocado a -20ºC para posterior 

ativação dos macrófagos. 

 

3.16 CULTIVO E ATIVAÇÃO DE MACRÓFAGOS 

Os monócitos das aves dos grupos controle e infectado foram serão cultivados 

durante quatro dias em DMEM 10% FBS, em estufa de CO2 para obtenção dos macrófagos 

(DaMatta et al., 1998). A ativação dos macrófagos foi feita no quarto dia de cultivo, com 

1mg/ml de LPS e meio condicionado de culturas de baço de aves sadias nas concentrações de 

25% e 50 %, nos intervalos de tempo de 24 h e 48 h, após os quais, o meio foi retirado das 

placas de cultura, centrifugado e o sobrenadante foi separado para análise da produção de 

óxido nítrico, inferida através da medição dos níveis de seu metabólito nitrito.  
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3.17 AVALIAÇÃO DA PRODUÇÃO DE ÓXIDO NÍTRICO POR 

MACRÓFAGOS 

A produção de óxido nítrico foi avaliada através da quantificação de seu 

metabólito nitrito, utilizando-se o método do Reagente de Griess (Green et al., 1982). A 

quantificação de óxido nítrico foi feita após leitura do sobrenadante das placas de culturas de 

macrófagos de aves dos grupos controle e infectado, ativados e não ativados após 24h e 48 h 

de cultivo. Após centrifugação a 13000 rpm por 1 minuto, 100 µl da amostra foi colocada em 

uma placa de 96 poços, onde foi acrescentado 100 µl do reagente de Griess (descrito 

anteriormente). Após 10 minutos de reação, as amostras foram submetidas ao leitor de ELISA 

com comprimento de onda de 540 nm. As concentrações de nitrito nas amostras foram 

determinadas através do fator obtido da curva padrão com diluições seriadas de nitrito de 

sódio a concentrações conhecidas.  

 

3.18 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Para a realização dos testes estatísticos foi utilizado o BioEstat, um programa 

estatístico com aplicações nas áreas das Ciências Biológicas e Médicas (Ayres et al.,) e foi 

considerado significativo um valor de p<0,05 em todos os testes aplicados (teste t e ANOVA). 
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4 RESULTADOS 

4.1 OBSERVAÇÕES CLÍNICAS 

As observações feitas mostram que nos primeiros 4 dias após administração do 

inóculo contendo Plasmodium gallinaceum,  os animais comportaram-se como o grupo 

controle . As observações dos animais controles e infectados foram feitas no período de 10 

dias pós-infecção.  A partir do 4º dia pós-infecção, os animais começaram a apresentar 

algumas formas parasitárias na corrente sanguínea. O nível de parasitemia, expresso em 

percentagens de eritrócitos parasitados em relação ao controle, foi monitorado diariamente. 

Entre os dias 5 e 7 pós-infecção, os animais apresentaram as primeiras manifestações clínicas 

da doença, as quais se tornaram mais intensas e freqüentes conforme o aumento da 

parasitemia. Durante esse período em decorrência do avanço das manifestações clínicas a 

maioria dos animais infectados morreu, enquanto que apenas alguns sobreviveram. Ao final 

desta etapa, todos os animais foram sacrificados para realização dos experimentos.  

As manifestações clínicas encontradas com maior freqüência dentre os animais 

infectados foram falta de apetite, anemia, febre (aumento da temperatura), manifestações estas 

observadas em todos os animais infectados, com maior intensidade nos animais com níveis 

mais elevados de parasitemia. Além das manifestações clínicas mais comuns, algumas aves 

apresentaram alteração no sistema locomotor, provavelmente devido a uma  protuberância na 

região dorsal do animal e faziam com que essas ficassem assentadas no fundo da gaiola. Essas 

manifestações foram encontradas em aves com níveis de parasitemia ≥30%. Pela inspeção 

visual foi também  observado um quadro de paralisia superficial de membros, presente nas 

aves com parasitemia ≥50%, com penas e penugens eriçadas  e olhos cerrados, com as 

cabeças prostradas para baixo. Dentre as manifestações clínicas mais freqüentes observadas 

em todas as aves que apresentavam o plasmodium no sangue, destaca-se palidez nas cristas e 
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pernas, com maior intensidade nas aves com níveis mais altos de parasitemia. As aves que 

desenvolveram parasitemia ≥60% apresentaram ataques convulsivos e logo depois morriam. 

As aves com infecção crônica começaram a recuperar seu comportamento normal 

entre os dias 8-9 pós-infecção, fato relacionado à regressão da parasitemia. Apesar desta 

diminuição, foi observado que as cristas e os pés permaneceram muito pálidos. Entre os dias 

10 e 11  pós-infecção, os animais recobraram o comportamento normal (comparado ao grupo 

controle) e a cor normal das cristas e pés foi recuperada na grande maioria a partir do 12º dia 

pós-infecção. 

Durante a infecção com P. gallinaceum, os animais apresentavam as fezes de 

aspecto esverdeadas. Esta característica foi observada a partir do 5º dia pós-infecção. As  

fezes com características anormais  foi dividida em duas fases, fase I, por uma diarréia com 

aspecto verde e brilhante, que durou aproximadamente 2 dias. Os animais com as 

características clínicas da doença morreram durante o período da fase I ou, mais raramente, 

logo após o início da fase II. A fase II foi observada somente nos animais que sobreviveram; 

as fezes mostravam-se mais consistentes e com coloração de aspecto esverdeada. As fezes 

voltaram ao normal quando os níveis de parasitemia estavam muito baixos (0,5 a 1%) ou não 

detectáveis, e o valor do hematócrito estava normal ou perto do normal (comparado com o 

grupo controle). 
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4.2 MORTALIDADE 

A taxa de mortalidade resultante da injeção intra-venosa de 106 eritrócitos 

parasitados com Plasmodium gallinaceum foi avaliada em pequenos grupos de animais, 

totalizando n=70, em um período de 12 dias pós-infecção. Nossos resultados apontam uma 

variação entre 75% e 93% nos diferentes experimentos, com uma média de 80% (n=56) de 

mortalidade do total de animais infectados (figura 6A). Grupos de animais não infectados 

(n=30) foram monitorados e observamos 100% de sobrevida. Na figura 6B, demonstramos a 

percentagem de mortalidade entre os dias 5-10 pós infecção; o maior número de mortes foi 

observado a partir do 7º dia e após o 10º dia pós-infecção não observamos mais morte devido 

à uma regressão na parasitemia e patologia da doença. 



58 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Taxa de mortalidade em animais infectados com Plasmodium gallinaceum. Em A 

está representado o percentual de sobrevivência dos animais infectados em relação ao grupo 

controle. Em B está representado o padrão de mortalidade em função dos dias de 

acompanhamento pós-infecção. 

A 

B 
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4.3 PARASITEMIA 

O período de desenvolvimento do parasito na ave é entre 3-4 dias pós-infecção, 

após esse periodo encontramos algumas formas parasitárias no sangue. Simultâneo ao 

aparecimento dessas formas surgem as primeiras manifestações da doença. Com o 

desenvolvimento do parasito, as formas tornam-se mais frequentes no sangue. Nossos 

resultados demonstram uma relação direta entre níveis elevados de parasitemia e morte do 

animal. Nos animais que sobreviveram, o pico de parasitemia ocorreu entre os dias 5-7 pós-

infecção. A média do pico de parasitemia entre os animais que desenvolveram a infecção 

crônica foi de 15,2% ± 4,7 e variou entre 8,4 e 21%. Nesses animais, a parasitemia foi 

reduzida para aproximadamente 0,5% ao final de 14 dias pós-infecção. 

Em todos os animais que desenvolveram a doença, o nível máximo de parasitemia 

ocorreu no dia da morte. A média da parasitemia que produzia  morte nesses animais foi de 

57,04%±15,72 e variou entre 27 e 83%, com maior número de mortes com parasitemias 

>55%. 

Conforme a parasitemia aumentava, se observava um certo “enfraquecimento” do 

animal, com consequente aparecimento das manifestações clínicas. Alguns animais com 

parasitemia positiva de aproximadamente 21% e com sintomas mais brandos da doença 

tiveram uma regressão da parasitemia, o que sugere uma resposta imunológica satisfatória 

contra o parasito. 
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4.4 VALORES DE HEMATÓCRITO 

Para análise comparativa dos valores de hematócrito, foram utilizados 5 animais 

não infectados e 30 animais infectados, mantidos em condições semelhantes. Baseado nos 

resultados obtidos dos controles não infectados e de acordo com Williams (1986b), o valor 

normal do hematócrito foi estabelecido entre os valores 27% e 32%.  A figura 7 mostra a 

correlação entre os valores do hematócrito e os níveis de parasitemia obtidos no dia da morte 

do animal. Nos animais que desenvolveram parasitemia alta e manifestações da doença 

observamos uma diminuição progressiva dos valores de hematócrito, demonstrando assim um 

alto grau de anemia em decorrência do grande número de hemácias parasitadas. Nos animais 

que desenvolveram a doença a média dos valores de hematócritos observados no dia da morte 

foi de 20,3%±2,62 (com mínimo de 14% e máximo de 24% nos animais cuja parasitemia de 

morte foi inferior a 50%). Maiores níveis de parasitemia mostraram menores valores de 

hematócrito. Os animais não infectados apresentaram uma média de 31,6% e os animais com 

infecção crônica, 28,2%±1,16, valores obtidos no 12º dia pós-infecção. 
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Figura 7. Correlação entre os valores de hematócrito e os níveis de parasitemia dos animais 

analisados. Como comparação, valores obtidos de animais não infectados e animais com 

infecção crônica,  12 dias após infecção.  

 

R2= 0,8271 
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4.5 TEMPERATURA 

A figura 8 mostra a temperatura de 22 animais infectados, obtida no dia da morte, 

ou seja, do maior nível de parasitemia alcançado pelo animal. Para comparação, 10 animais 

controles foram analisados para estabelecer a temperatura normal sob as mesmas condições 

de vida. Baseado nestes achados, a temperatura foi definida variando entre 41.1ºC e 42ºC , 

dependendo da temperatura ambiente (William, 1986b). 

Em todas as aves infectadas e que desenvolveram a doença, observamos uma  

resposta febril, caracterizada por temperatura ≥42ºC. Na maioria dos animais que morreram 

(cerca de 60%) a variação da temperatura foi observada a partir do 3º dia pós-infecção, e seus 

valores mais altos ocorreram em animais cuja parasitemia estava elevada. A média dentro 

desses animais foi 42,6ºC ± 0,38, com mínimo de 41.9ºC e valor máximo encontrado de 

43.3ºC. 

Nos animais com infecção crônica (n=6) observamos uma diminuição da 

temperatura de acordo com o desaparecimento das formas parasitárias no sangue. Esses 

animais desenvolveram temperaturas de até 42,3ºC, com média final, adquirida ao final de 14 

dias pós-infecção, de 41,4ºC±0,32 (intervalo entre 41,1ºC e 41,8ºC). 

 

4.6 OBSERVAÇÕES MACROSCÓPICAS DOS ÓRGÃOS 

O resultado da análise macroscópica dos órgãos está apresentada na Figura 9. 

Uma tendência geral para a cor dos órgãos tornar-se mais escura foi observada com o 

aumento da parasitemia e o desenvolvimento da doença. 
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Figura 8. Correlação entre os valores da temperatura dos animais e os níveis de parasitemia 

dos animais analisados. Como comparação, valores obtidos de animais não infectados e 

animais com infecção crônica,  12 dias após infecção.  

 

 

 

 

 

 

R2= 0,8888 
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ANIMAIS ACHADOS 
MACROSCÓPICOS ANIMAIS ACHADOS 

MACROSCÓPICOS 

Não 
infectado 
(controle) 

 
Fígado: vermelho profundo 
Pulmão: rosa brilhante 
Baço: marrom avermelhado 
Rins: marrom escuro e liso 
Coração: vermelho profundo 
Intestino: conteúdo pálido ou 
marrom amarelado 
 

Infectado 
(0,5%) Igual ao controle 

Infectado 
(5%) 

 
Fígado: ligeiramente inchado, 
pálido 
Pulmão: normal 
Baço: vermelho inchado 
Rins: ligeiramente inchado 
Coração: vermelho profundo 
Intestino: conteúdo verde 
 

Infectado 
(15%) 

Fígado: bastante inchado, 
marrom pálido 
Pulmão: marrom pálido 
Baço: inchado, cinza 
Rins: ligeiramente inchado 
Coração: presença de exsudato 
Intestino: conteúdo verde 

Infectado 
(35%) 

 
Fígado: bastante inchado, 
marrom chocolate 
Pulmão: marrom pálido 
Baço: inchado, cinza 
Rins: bastante inchado 
Coração: presença de exsudato 
Intestino: conteúdo verde 
 

Infectado 
(50%) 

Fígado: bastante inchado, 
marrom chocolate 
Pulmão: marrom escuro 
Baço: bastante inchado, cinza 
Rins: bastante inchado 
Coração: presença de exsudato 
Intestino: conteúdo verde 

Infectado 
(65%) 

 
Fígado: extremamente inchado, 
marrom escuro 
Pulmão: marrom escuro 
Baço: bastante inchado, cinza 
Rins: bastante inchado 
Coração: presença de exsudato 
Intestino: conteúdo verde 
 

Infectado 
(80%) 

Fígado: extremamente inchado, 
marrom escuro 
Pulmão: marrom escuro 
Baço: bastante inchado, cinza 
Rins: bastante inchado 
Coração: presença de exsudato 
Intestino: conteúdo verde 

 

 

Figura 9. Condições macroscópicas dos órgãos de aves controles e infectadas com 

Plasmodium gallinaceum (n=3 para cada grupo estudado). 
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4.7 ALTERAÇÕES HISTOPATOLÓGICAS DOS CÉREBROS DE AVES 

INFECTADAS COM Plasmodium gallinaceum 

Os resultados observados nas secções histológicas de tecido nervoso demonstram 

edema que por vezes confere um aspecto espongiforme ao parênquima cerebral, em meio a 

múltiplos vasos congestos, freqüentemente ocluídos por hemácias que, aparentemente, estão 

aderidas a parede vascular. O parênquima cerebral em áreas bem circunscritas apresenta 

gliose e por vezes hemorragia focal. Há presença de vacuolização perineuronal, associada a 

neurônios que, ora mostram aspecto reativo, ora apresentam retração e eosinofilia com 

núcleos picnóticos (aspecto apoptótico). As membranas meníngeas encontram-se espessadas a 

custa de congestão e infiltrado inflamatório linfomononuclear e os vasos meníngeos 

freqüentemente mostram luz ocluída pelo acúmulo de eritrócitos sanguíneos que 

aparentemente se aderem à parede vascular. Em algumas secções encontramos pigmento 

sugestivo de pigmento malárico (figura 12D), característica peculiar de encefalite malárica.  
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Figura 10. Secções de tecido cerebral de aves infectadas pelo P. gallinaceum coradas pelo 

método de Hematoxilina-Eosina. A figura A representa um tecido cerebral normal (200x). Em 

B observa-se secção de tecido cerebral com leve aspecto espongiótico associado a infiltrado 

discreto de linfomononucleares e congestão vascular característica (200x). Em C, tecido 

cerebral mostrando intenso aspecto espongiótico com infiltrado inflamatório de 

linfomononucleares associado (200x). Em D, há presença de infiltrado de linfomononucleares 

moderado, associado a aspecto espongiótico do tecido cerebral (400x). 

 

 



67 

 

 

 

 

 
 

 

 

Figura 11. Secções de tecido cerebral de aves infectadas pelo P. gallinaceum coradas pelo 

método de Hematoxilina-Eosina. A figura A mostra um tecido cerebral normal (200x). Em B, 

presença de infiltrado inflamatório moderado permeando tecido neural com aspecto 

espongiótico (400x). Em C observa-se congestão vascular com marginação de hemácias e 

aspecto espongiótico do tecido neural (200x). Em D, congestão vascular característica 

associada a moderado edema de parênquima cerebral (400x). 
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Figura 12. Secções de tecido cerebral de aves infectadas pelo P. gallinaceum coradas pelo 

método de Hematoxilina-Eosina. Na figura A, tecido cerebral normal (200x). Em B, presença 

de infiltrado de linfomononucleares moderado associado a edema, e moderado aspecto 

espongiótico do parênquima cerebral (400x). Em C, observa-se meninges mostrando 

congestão vascular característica (200x). Em D, secção de parênquima cerebral mostrando 

área focal com depósito de material acastanhado, sugestivo de pigmento malárico, em meio a 

moderada gliose e vacuolização do parênquima neural (400x). 
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4.8 ATIVIDADE DA ÓXIDO NÍTRICO SINTASE EM CÉREBROS DE 

ANIMAIS INFECTADOS COM Plasmodium gallinaceum 

Em nossos experimentos para avaliar a atividade bioquímica da Óxido Nítrico 

Sintase, utilizamos grupos de aves não-infectadas e infectadas. As aves infectadas foram 

divididas em grupos com parasitemias semelhantes e ainda um grupo com infecção crônica. 

O padrão bioquímico da atividade da NOS foi comparado entre os animais 

infectados, não infectados e com infecção crônica. A atividade da enzima está diminuída em 

todos os grupos de animais infectados, independente do nível de parasitemia, quando 

comparado a atividade do controle não infectado. A atividade da NOS no grupo controle foi 

de 10,8 fmoles de citrulina/mg proteína/min. Os animais infectados foram divididos em 

grupos conforme a parasitemia. Dessa forma, obtivemos grupos com parasitemias de P16%, 

no qual a atividade da NOS foi 1,5 fmoles de citrulina/mg proteína/min, P30% com 3,1 

fmoles de citrulina/mg proteína/min, P45% 4,3 fmoles de citrulina/mg proteína/min e P65% 

10,3 fmoles de citrulina/mg proteína/min. Apesar dos animais infectados mostrarem uma 

diminuição significativa na atividade enzimática, verificamos que conforme ocorre aumento 

da parasitemia, a atividade enzimática da NOS se mostra mais elevada nestes animais (figura 

13A). No grupo P65%, encontramos atividade semelhante ao encontrado nos animais do 

grupo controle, o que pode implicar no envolvimento do neurotransmissor óxido nítrico no 

desenvolvimento da malária cerebral. 

A atividade da enzima nos animais com parasitemia 16%, está diminuída cêrca de 

86% quando comparada aos animais do grupo controle. Também observamos diferença na 

atividade da enzima quando comparamos os animais P16%, P30% e P45% com os animais 

P65%, onde estes animais apresentam um aumento de cêrca de 85%, 69% e 58%, 

respectivamente, em relação aos grupos de animais com parasitemias menores. 
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Nossos resultados demonstram um aumento de cêrca de 27% na atividade da NOS 

entre os animais com P30% e P45%, no entanto não há diferença significativa entre eles, 

mostrando que não houve aumento da atividade da enzima nestes grupos. 

Os animais na fase crônica da doença mostraram uma diminuição de 

aproximadamente 65% em relação ao grupo controle, com atividade de 4,3 fmoles de 

citrulina/mgptn/min (figura 13B). 
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Figura 13: Atividade da NOS em cérebro de animais não infectados e infectados com 

Plasmodium gallinaceum. Em A está expresso a atividade da enzima em animais não 

infectados e infectados em diferentes níveis de parasitemia. *p<0,05 em relação ao controle; 

#p<0,05 em relação ao grupo P16%, P30% e P45%; ¤p<0,05 em relação ao grupo P16%. O 

gráfico B mostra a atividade da enzima em animais não infectados e animais com infecção 

crônica. *p<0,05 (ANOVA, teste t). Os cérebros foram obtidos no período de 5 a 14 dias após 

infecção. 

* 

A 

* 

* 

* 

¤ 

# 

B 

* 



72 

 

4.9 AVALIAÇÃO DA PRODUÇÃO DE ÓXIDO NÍTRICO POR 

MACRÓFAGOS DERIVADOS DE MONÓCITOS DO SANGUE PERIFÉRICO 

Após investigar a atividade da NOS em cérebros, analisamos a produção de nitrito 

em macrófagos como um sub produto da ativação peça isoforma induzida da NOS. 

Macrófagos quando  estimulados por LPS e meio condicionado de células de baço (INF-γ) 

têm a produção de NO aumentada. Dessa forma, analisamos a produção por macrófagos 

tratados e não-tratados de cada grupo estudado (não infectado e infectados na fase aguda com 

diferentes parasitemias). Avaliamos ainda um grupo de animais com infecção crônica. 

Os valores de nitrito obtidos no grupo controle foram 3,4 e 7,4 µM nos 

macrófagos tratados com LPS e INF-γ (meio condicionado), respectivamente, com um 

aumento de 120% (figura 14A). Quando analisamos os macrófagos tratados dos demais 

grupos com parasitemias de 0,5%, 25%, 40% e 68%, encontramos aumentos de 12,8%, 

17,8%, 19,2% e 15,2%, respectivamente, em relação aos macrófagos sem tratamento com 

LPS. A produção de nitrito foi diretamente proporcional ao aumento da parasitemia, o que 

sugere um aumento na atividade da enzima iNOS em consequencia ao quadro de infecção. 

Dessa forma, os valores encontrados foram 3,4 µM, 3,6 µM, 10,7 µM, 14,6 µM e 19,7 µM, 

nos grupos não infectado e 0,5%, 25%, 40% e 68% de parasitemia, mostrando aumento, 

comparado ao controle, de 6,5%, 217%, 335% e 485%, respectivamente (figura 14A). 

A figura 14B mostra a produção de nitrito entre as parasitemias 0,5% (infecção 

crônica) e os animais não infectados. Observamos a produção de 7,9 µM  de nitrito com 

aumento de 133% comparado ao grupo não infectado (3,4 µM de nitrito). A atividade da 

enzima está aumentada em todos os grupos de animais infectados, independente do nível de 

parasitemia, quando comparados a atividade do controle não infectado, sugerindo fortemente 

a participação do NO produzido pela iNOS, no processo imunológico resultante da infecção 

malárica. 
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Figura 14. Produção de óxido nítrico por macrófagos derivados de monócitos de animais com 

infecção por Plasmodium gallinaceum. Em A está expresso a produção de óxido nítrico em 

animais não infectados e infectados em diferentes níveis de parasitemia. *p<0,05 em relação 

ao controle sem LPS. O gráfico B mostra a produção por macrófagos de animais não 

infectados e animais com infecção crônica. *p<0,05 em relação ao controle sem LPS 

(ANOVA, teste t). Culturas obtidas no período de 5 a 14 dias após infecção. 
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5 DISCUSSÃO 

A fisiopatologia da malária é bastante complexa apesar de vários estudos 

realizados e acúmulos de dados, muitos aspectos envolvidos no desenvolvimento da doença 

ainda necessitam de esclarecimentos. Nesse contexto, diversos modelos de estudos em 

malária vêm sendo desenvolvidos. Por esse motivo, modelos de malária experimental têm 

sido desenvolvidos em macacos, ratos e camundongos, e embora nenhum deles reproduza 

exatamente a malária humana, diferentes modelos mostram certos aspectos comuns da 

malária cerebral humana (Langhorne, 1994). 

Dentre esses modelos experimentais podemos destacar alguns utilizados no estudo 

de malária com ou sem envolvimento cerebral. Por exemplo, P. knowlesi e P. coatneyi em 

macacos cynomolgus são modelos de estudos em malária, porém em macacos rhesus induzem 

malária cerebral, e ainda a infecção por P. coatneyi nesses macacos reproduzem 

características comumente associadas com a patologia cerebral humana. Um outro modelo 

experimental bastante utilizado e crucial para o entendimento de eventos moleculares que 

levam a patologia cerebral é o modelo murino produzido pelo P. berghei (descoberto em 

1948). Um grande número de espécies murinas é utilizado para estudos, mas somente o P. 

berghei (cepas ANKA e K173) é responsável pelo seqüestro da microvasculatura, e causa 

malária cerebral (De Souza & Riley, 2002). 

Modelos aviários foram os primeiros modelos para a doença em humanos, e no 

período entre 1890 e 1940 tornaram-se bases dominantes de pesquisas envolvendo biologia do 

parasito, imunologia da malária e pesquisas quimioterápicas. De todos os parasitos de aves, 

quatro espécies descobertas entre 1930 e 1940, destacam-se com maior relevância em estudos 

de malária: P. relictum, P. cathemerium, P. gallinaceum e P. lophurae (Slater, 2005). 

Nas pesquisas atuais envolvendo malária, o desenvolvimento de novos modelos 

de estudos torna-se importante para melhor elucidação de mecanismos envolvidos na 
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patogênese da doença. O fato do P. gallinaceum possuir biologia semelhante ao P. 

falciparum, sua infecção torna-se um interessante objeto de pesquisa dentro da malária. Após 

sua descoberta em 1935, foi considerado junto com outros plasmódios aviários, importante no 

estudo do tratamento terapêutico da malária humana. Este trabalho demonstra a infecção por 

P. gallinaceum como um modelo experimental importante para estudos em Malaria e pode 

servir como base científica para posteriores esclarecimentos a cerca da patogênese da malária 

cerebral. É interessante ressaltar que em vários momentos durante a evolução da doença 

encontramos  aspectos que são semelhantes aos encontrados em outros modelos experimentais 

, inclusive com os da  malária humana. 

 

5.1 DIAGNÓSTICO DE MALÁRIA CEREBRAL 

Vários fatores estão envolvidos na sua causa, como espécie de plasmódio 

envolvida e ainda resposta do hospedeiro frente a essa infecção. Em geral, a malária cerebral é 

causa do seqüestro de parasitos na microvasculatura cerebral desencadeando diversas 

mudanças bioquímicas e imunológicas (Clark & Cowden, 2003; Sherman et al., 2003).  Dessa 

forma, a malária cerebral era diagnosticada geralmente quando um paciente com malária 

entrava em coma profundo, no entanto esta definição pode ser muito ampla e não reveladora 

desta doença cerebral  . Burton (2004) realizou autópsia em crianças com malária cerebral 

clínica definida, e apenas 23% mostrou todos os sinais do seqüestro parasítico cerebral. 

Apesar de parasitêmicos e entrarem em coma, 77% das crianças investigadas morreram por 

uma variedade de outras razões, incluindo hematomas subdural, síndrome de Reye e sepse. 

Vale ressaltar que em todos os pacientes que tiveram o seqüestro parasítico cerebral, não se 

identificou uma causa alternativa da morte. O estudo sugere ainda um exame fundoscópico 

ocular, o que pode ajudar com mais precisão a identificar pacientes com malária cerebral 

antes da morte. Exames realizados em 20 indivíduos com seqüestro cerebral, 19 mostraram 
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hemorragias e edemas retinianos, não encontrado em outros casos de coma. Estes achados 

corroboram trabalhos de Chan-Ling et al. (1992) e Medana et al. (2001) que obtiveram 

resultados semelhantes utilizando P. berghei. 

 

5.2 MODELO EXPERIMENTAL DE MALÁRIA CEREBRAL 

5.2.1 Taxa de mortalidade  

No nosso modelo de estudo, observou-se uma taxa elevada de mortalidade em 

aves infectadas com P. gallinaceum, que desenvolveram malária em reposta ao número de 

eritrócitos parasitados.  O período de desenvolvimento da doença, com aparecimento das 

manifestações clínicas, agravamento do quadro e morte, foi de 12 dias pós-infecção, com pico 

de morte entre os dias 7 – 9. A partir do 10° dia não se observou morte no grupo de amimais 

infectados, no entanto, 20% desses animais apresentaram uma redução no nível de 

parasitemia a partir do 7° dia pós-infecção, o que demonstra o envolvimento do sistema 

imunológico desses animais com resposta efetiva durante a infecção. Corroborando com 

nossos resultados Ferris et al. (1973) demonstraram uma elevada mortalidade na infecção por 

P. gallinaceum, sem observação de resposta satisfatória no sistema imune das aves. Estes 

achados estão de acordo com Rank & Weidanz (1979), que obtiveram resultados semelhantes. 

Quando comparamos nosso modelo com o modelo de estudo em camundongos, 

diferenças foram encontradas quanto ao período para aparecimento da parasitemia e 

conseqüente desenvolvimento da doença. O modelo estabelecido mostra uma ação mais 

rápida do parasito em relação à infecção por P. berghei (Carvalho et al., 2000; Wassmer et 

al., 2003). Carvalho et al. (2000) observaram o desenvolvimento da doença em camundongos 

CBA/j infectados com P. berghei ANKA a partir do 8° dia de infecção, portanto um pouco 

mais tarde comparado com nossos resultados. Outros estudos demonstram que cerca de 80% 

dos camundongos infectados com P. berghei desenvolvem a malária cerebral entre o 9° e o 
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14° dia de infecção (Belnoue et al., 2003). Nossos resultados demonstram que  80% dos 

animais infectados morrem durante o período crítico da doença, enquanto  em animais não 

infectados (controles) , o índice de sobrevivência foi de 100%. 

 

5.2.2 Manifestações clínicas 

As características clínicas da infecção malárica dependem de vários fatores, sendo 

de maior importância fatores do hospedeiro e do parasito que  podem transformar uma 

infecção assintomática em  doença grave e mesmo morte. 

De acordo com Clark & Cowden (2003), os sintomas típicos da infecção malárica 

são febre, náuseas e dores de cabeça, por vezes acompanhada por diarréia e vômito. Em 

condições de não tratamento, evolui para diversas manifestações, e em geral, malária cerebral. 

A partir dessas manifestações, surgem várias complicações, e como consequência a malária 

cerebral. Wroczywska et al. (2005), evidenciaram as manifestações características da doença 

e o envolvimento de citocinas no decorrer da doença. Dentre as manifestações clínicas 

encontradas, destaca-se anemia severa, problemas renais, edema pulmonar, hipoglicemia, 

colapso circulatório, convulsões, acidose metabólica e hemoglobinúria, fatores esses que 

levam ao coma. 

Nosso estudo demonstrou algumas características clínicas e bioquímicas 

envolvidas na patogênese da doença, além da correlação direta com os níveis de parasitemia; 

características não encontradas nos animais do grupo controle. Dentre os sintomas mais 

frequentes e comuns encontramos em nosso modelo falta de apetite (anorexia), anemia 

(evidenciada pelos valores de hematócrito), febre; alteração no sistema locomotor e paralisia 

superficial de membros foram observados em animais com maior número de eritrócitos 

parasitados, como mostrado em trabalhos anteriores (Permin e Juhl, 2002) que evidenciaram 

maior gravidade em animais com maior número de parasitos no sangue. Como descrito na 
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literatura alguns animais apresentaram ataques convulsivos com posterior morte 

(Wroczywska et al., 2005). 

A resposta febril encontrada (entre 42°C e 43.3°C) com variação de até 2°C em 

relação ao valor normal (William, 1986b), fortalece o quadro clínico de infecção malárica, 

provavelmente pelo envolvimento de diversas citocinas, principalmente IL-1, IL-6 e TNF-α, 

produzido por macrófagos após indução pelo plasmódio (Bate et al., 1988; Karunaweera et 

al., 2003). Hunt & Grau (2003) atribuíram papel pirogênico a estas citocinas. Nossos 

resultados demonstraram variação na temperatura logo após surgimento de formas 

eritrocitárias do plasmódio, sugerindo fortemente a participação destas citocinas. 

A imunidade celular mediada por citocinas, dentre elas TNF-α e INF-γ, possuem 

papéis ambíguos dentro da patogênese da malária, uma vez que estão envolvidas na resposta 

imunológica do hospedeiro e no quadro de manifestações clínicas causados pelo parasito. Isso 

pode explicar a redução encontrada na temperatura de animais com regressão nos níveis de 

parasitemia, mostrando que a resposta imunológica foi efetiva contra o parasito (Clark et al., 

1991; Wassmer et al., 2003). 

Os valores de hematócrito observados em nosso estudo demonstram uma 

diminuição no número de eritrócitos, provavelmente devido a um quadro de hemólise, 

provocado pelo próprio parasito. Resultados de acordo com estudos feitos por Soni & Cox 

(1975a, 1975b). A hemólise observada é diretamente proporcional ao aumento da parasitemia, 

evidenciando o parasitismo intraeritrocítico, fato observado por Williams (2005), que utilizou 

o P. gallinaceum como modelo de estudo para resistência a drogas antimaláricas. 

Keller et al. (2004) descreveram a anemia com patogênese multifatorial e não 

unicamente pelo parasito, principalmente devido destruição de eritrócitos não parasitados pelo 

sistema imune e alterações na membrana da célula parasitada, o que provoca congestão de 

vasos. No nosso modelo, encontramos diminuição de até 44% nos valores de hematócrito 
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comparados ao grupo sem infecção, e esses valores mostraram-se dependentes do nível de 

parasitemia, fato observado com o aumento no valor do hematócrito e regressão da 

parasitemia nos animais que mantiveram infecção crônica. Nossos resultados estão de acordo 

com Permin & Juhl (2002) que observaram uma diminuição no número de hemácias sadias e 

aumento no número de hemácias parasitadas (células/µl de sangue). Fato atribuído à redução 

da eritropoese por ação de citocinas, como TNF-α, produzido durante a infecção como 

resposta do sistema imune (Clark & Cowden, 2003; Jaramillo et al., 2004). 

Durante o desenvolvimento da doença, na fase aguda, foi observado a produção 

de fezes com aspecto esverdeado, relacionada com os níveis de parasitemia e valores de 

hematócrito, de acordo com os trabalhos de Permin & Juhl (2002) e Williams (2005). Nos 

animais que evoluíram para a infecção crônica, não foi observado essa característica. 

A malária cerebral não é conseqüência da infecção por si só, mas sim resulta de 

uma forte reação imunológica do hospedeiro frente ao parasito (Clark & Cowden, 2003).  

 

5.2.3 Achados histopatológicos do cérebro 

Diversos estudos têm demonstrado alterações neurológicas durante a malária 

cerebral, com envolvimento de fatores que agravam o quadro de manifestações, em humanos 

e em modelos murinos (Hearn et al., 2000; Sherman et al., 2003; Idro et al., 2005). Nossos 

resultados encontrados nas secções de tecido cerebral de aves infectadas com P. gallinaceum, 

demonstram claramente o sequestro de eritrócitos parasitados na  microvasculatura cerebral. 

Mesmo em modelos diferentes, os resultados encontrados nesse trabalho são 

semelhantes aos observados por Hearn et al. (2000) e Grau et al. (2003), que demonstraram 

sequestro de parasitos e leucócitos na microvasculatura cerebral de camundongos infectados 

com P. berghei e em crianças com malária falciparum, respectivamente. Nossos resultados 

demonstraram ainda várias alterações no tecido cerebral decorrente da ação indireta do 
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parasito ou de suas toxinas. Além do aspecto espongiforme demonstrado, áreas com pequenas 

hemorragias focais foram descritas, semelhantes aos achados de Silamut et al. (1999). 

Concordando com os resultados de Wassmer et al. (2006), que demonstraram alterações  no 

endotélio cerebral em malária falciparum e Hearn et al. (2000), em modelo de malária 

cerebral murina por P. berghei, foi demonstrado também nesse trabalho  alterações vasculares 

com presença de vacuolização perineuronal.  

Todos esses achados, de acordo com a literatura, são característicos de malária 

cerebral, fato que confirma a importância do modelo estabelecido. Apesar de todas as 

alterações descritas no quadro de malária cerebral, o depósito de pigmento malárico na 

microvasculatura cerebral é crucial para o diagnóstico de encefalite malárica (Sullivan et al., 

1996). Nossos resultados demonstram em algumas secções pigmento sugestivo de pigmento 

malárico (figura 9D), confirmando a morte do animal por malária cerebral. 

 

5.2.4 Efeito da infecção por P. gallinaceum na atividade da nos em cérebros 

O papel do NO na imunidade à malária já foi evidenciado, e tem atividade 

antimicrobiana sobre o estágio eritrocítico assexuado do parasito da malária (Taylor-Robinson 

& Smith, 1999). Taylor-Robinson (1997) observou que a ativação da via metabólica L-

arginina-NO exerce um efeito antimicrobiano sobre o P. falciparum, P. berghei e P. 

chabaudi, visto que as concentrações aumentadas de NO, possuem um efeito inibidor e, 

depois, matam o parasito em seu estágio assexuado. Além disso, Clark et al. (1993) 

observaram que o NO possui um papel de controlar a parasitemia primária, pois com seu 

efeito vasodilatador, leva a um seqüestro menos eficiente nos microcapilares, o que facilita a 

remoção por macrófagos. 

Segundo Clark et al. (1992), alterações durante a malária cerebral estão associadas 

com altas concentrações de citocinas que podem levar a geração de NO na parede vascular, o 
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qual cruza a barreira hemato-encefálica causando alterações funcionais que incluem aumento 

da entrada de cálcio induzido por glutamato, elevada atividade da nNOS com elevada 

produção de NO neuronal em células pós-sináptica, aumento este que leva ao coma. Além 

disso, alterações na microcirculação causam hipoxia, podendo ocorrer um acúmulo de cálcio, 

que pode ativar a nNOS e eNOS (Brunet, 2001). 

Nossos resultados demonstram uma atividade diminuída da enzima NOS em 

animais com baixa parasitemia comparados ao controle. Notamos ainda que, conforme 

aumento da parasitemia, a atividade enzimática foi aumentada. Estes achados estão de acordo 

com os trabalhos de Clark et al. (1992) e Brunet (2001), e demonstram a participação do NO 

no desenvolvimento da doença, conforme aumento da parasitemia. 

No entanto, Levesque et al. (1999) demonstraram uma relação inversa entre 

produção de NO e severidade da doença após observarem que níveis de nitrato no soro e na 

urina e níveis de antígenos iNOS em células mononucelares de sangue periférico em crianças 

com malária cerebral mostraram-se significativamente reduzidos em relação ao observado em 

crianças saudáveis. Boutlis et al. (2004) demonstraram em um estudo feito em Papua Nova 

Guiné, que produção de NO e atividade da NOS em crianças e adultos não tem associação 

com níveis de parasitemia. Observaram ainda que níveis basais da produção de NO e 

atividade da NOS não possuem efeito protetor contra o parasito, o que contrasta estudos 

anteriores que demonstraram efeito antiparasítico para o NO. Fato corroborado por 

Sobolewski et al. (2005b), que evidenciaram uma resistência à morte do P. berghei por 

espécies reativas de oxigênio, entre elas, o NO. 

Dessa forma, estudos sobre a participação do NO na malária cerebral apresentam 

resultados controversos. Favre et al. (1999) sugeriram que a produção de NO não é essencial 

para o desenvolvimento da doença, onde camundongos C57BL deficientes de iNOS, 

infectados com P. berghei ANKA, não apresentaram alterações na sobrevida e no 
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desenvolvimento da malária cerebral. Em nossos resultados, obtivemos mortes com 

parasitemia inferior a 40%, com baixa produção de NO, o que sugere envolvimento de 

diversos fatores na patogênese da doença. 

Clark & Cowden (2003) demonstraram que a neurotoxicidade do glutamato pode 

ser prevenida por inibidores da NOS e que a nNOS fornece o NO que pode induzir  a 

neurotoxicidade pelo glutamato. Logo, supõe-se que a liberação do NO pela nNOS e a 

produção de citocinas inflamatórias aumentada na malária, que por sua vez estimulam a 

liberação do NO pela iNOS devem ter contribuído para o comprometimento neurológico 

observado nos animais com parasitemias mais baixas, baseando-se nos estudo de Taylor-

Robinson & Smith (1999), onde o NO apresentou um efeito dicotômico, ao mesmo tempo que 

controlou a parasitemia, aumentou a susceptibilidade à malária cerebral. 

 

5.2.5 Produção de NO por macrófagos derivados de monócitos do sangue 

periférico 

Macrófagos secretam uma grande quantidade e variedade de citocinas e outras 

biomoléculas imunologicamente importantes, tais como reativos intermediários de oxigênio e 

nitrogênio, geralmente produtos da indução por estas citocinas (MacMicking et al., 1997; Dil 

& Qureshi, 2002; Crippen et al., 2003). Em macrófagos o NO é produzido pela iNOS ativada 

geralmente pela resposta do sistema imune, durante um quadro de infecção (Brunet, 2001) e é 

considerado importante mediador da função efetora de macrófagos. 

Estudos que envolvem NO e malária demonstram resultados ambíguos, devido 

produção de NO por diferentes isorformas da enzima e local de produção. Nos nossos 

resultados sobre atividade da NOS em cérebro de aves infectadas com P. gallinaceum, 

observamos um nível basal elevado de NO no controle comparado aos animais infectados 

com diferentes níveis de parasitemia; no entanto, observou-se uma relação direta entre 
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aumento da produção e níveis de parasitemia com progresso da malária cerebral. Nesse 

contexto, investigamos a participação do NO produzido por macrófagos desses animais. 

Macrófagos de animais controles demonstraram uma produção basal de nitrito 

quando comparado com macrófagos de animais controles ativados com LPS. Nossos dados 

demonstram ainda um aumento gradativo na produção de NO em animais infectados 

conforme aumento da parasitemia. Esses resultados contrastam com resultados obtidos por 

Boutlis et al. (2003), que observaram baixa atividade da iNOS em células monocucleares de 

indivíduos adultos em Papua Nova Guiné.  

No entanto, os  resultados encontrados estão de acordo com Clark et al. (1997), 

que sugerem um aumento da produção de NO pela ação da iNOS, após exacerbada resposta 

do sistema imune frente à infecção pelo parasito. Assim, o aumento da produção de NO 

observado em cérebros de animais infectados em elevadas parasitemias, pode ser devido a 

uma resposta imune desencadeada pelo P. gallinaceum. Outros achados que relacionam um 

aumento na atividade e expressão de  iNOS  com o desenvolvimento da malária cerebral 

humana e morte foram mostrados por Weiss et al. (1998). Estes resultados estão de acordo 

aos encontrados em nosso trabalho. 

A diferença encontrada entre os macrófagos derivados de monócitos ativados com 

LPS e aqueles infectados sem estimulo com LPS não foi significativa. Resultado diferente foi 

obtido em macrófagos de animais não-infectados, com cerca de 120% de aumento em 

macrófagos ativados quando comparado a macrófagos não-ativados com LPS. Isso sugere 

uma inibição da estimulação com LPS causada pela infecção malárica, visto que Chi et al. 

(2003) também demonstraram uma resposta aumentada em macrófagos de camundongos para 

produção de NO quando estimulados com LPS. No entanto, novos estudos necessitam ser 

realizados para entender o mecanismo pelo qual isso ocorre. 
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Os resultados obtidos no presente estudo sugerem o modelo de malária cerebral 

aviária como uma ferramenta alternativa nos estudos a cerca da fisiopatologia da malária 

cerebral, por apresentar características comuns tanto à malária humana, quanto ao modelo 

experimental já estabelecido com Plasmodium berghei. Dessa forma, torna-se possível 

investigar diversos aspectos da patogênese da doença com finalidade de compreender os 

mecanismos envolvidos. Além disso, o modelo de malária cerebral aviária vai permitir testar 

novos produtos quimioterápicos obtidos de plantas medicinais. 
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6 CONCLUSÕES 

 

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho foi possível: 

 

  Caracterizar um modelo experimental de malária cerebral em galinhas 

domésticas infectadas por Plasmodium gallinaceum.  

 

 O mediador químico NO está envolvido na neurofisiopatologia da malária da 

malaria cerebral. 

 

 Este modelo será de grande utilidade para estudos de malária cerebral em 

humanos pela semelhança das manifestações clínicas descritas em infecções causadas por 

Plasmodium falciparum. 
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