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Resumo 

A anemia grave é sem dúvida uma das complicações mais comuns 
durante a infecção malárica e é uma das principais responsáveis pela elevada 
taxa de mortalidade de crianças e mulheres grávidas em regiões 
hiperendêmicas africanas. Embora os mecanismos que desencadeiam a 
anemia grave da malária ainda não tenham sido completamente elucidados, 
sabe-se que o aumento da destruição dos eritrócitos não parasitados tem 
importante contribuição na gênese dessa manifestação clínica. Frente a esse 
fato e tendo em vista a já descrita susceptibilidade dos eritrócitos ao processo 
de apoptose, que inclusive parece estar relacionado com a anemia de diversas 
patologias e pode ser induzida por diferentes tipos de drogas, decidimos 
estudar a apoptose eritrocitária e sua participação na anemia no decurso da 
infecção malárica. Primeiramente, avaliamos in vitro a capacidade da 
cloroquina, mefloquina, artemisinina e quinina em induzir apoptose em 
eritrócitos humanos. Nesta primeira investigação, observamos que os 
antimaláricos não tiveram efeito proapoptótico nestas células e, portanto, 
parecem não participar da anemia da malária através da indução de apoptose 
eritrocitária. Em seguida, estudando a infecção experimental de camundongos 
Balb/c pelo Plasmodium yoelii 17XL, constatamos um aumento nos níveis 
basais de apoptose de eritrócitos não parasitadas e sugerimos que este 
aumento poderia estar contribuindo com a anemia neste modelo experimental 
de malária. Porém, quando posteriormente examinamos em paralelo os níveis 
de apoptose e o grau de anemia, não foi possível observar relação entre estes 
dois eventos, mas sim entre a carga parasitária e os níveis de apoptose 
detectados na fase tardia da infecção. A possível influência da parasitemia nos 
níveis de apoptose eritrocitária parece ter encontrado suporte quando 
estudamos pacientes infectados pelo P. vivax. De fato, nessa infecção, que 
cursa com baixa parasitemia, não detectamos alteração nos níveis de apoptose 
eritrocitária. Como a apoptose além de ter propriedades patogênicas, também 
está envolvida com a limitação da propagação de parasitas intracelulares, 
avaliamos então in vitro a capacidade do P. falciparum de infectar eritrócitos 
apoptóticos. Neste último estudo, verificamos que estas células apoptóticas são 
refratárias à infecção plasmodial e, portanto, poderiam participar no controle da 
parasitemia na malária.             
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Abstract 

Severe anaemia is a common complication associated to malaria and 
plays an important role on mortality, particularly in children and pregnant 
woman living in malaria hyperendemic African regions. It is well known that 
together to other mechanisms leading to severe malaria anaemia, premature 
elimination of non-parasitized red blood cells (nRBC) contributes to the genesis 
of this malarial complication. Thus, considering the susceptibility of RBC to 
apoptosis – process that has been related to the anaemia of several 
pathologies and that can be induced by different drugs – we decided to study 
erythrocytic apoptosis and its involvement in malaria-associated anaemia. 
Firstly, we evaluated the in vitro capacity of chloroquine, quinine, artemisinin 
and mefloquine to induce apoptosis in human RBC. In this first study, it was 
observed that antimalarial drugs were not able to induce apoptosis in RBC and, 
therefore, it seems that these drugs do not participate in malaria anameia 
through induction of erythrocytic apoptosis. Next, studying the experimental 
infection of P. yoelii 17XL in Balb/c mice, we noted increased levels of nRBC 
apoptosis that could be related to anaemia in this malaria model. However, 
when we analyzed, in parallel, apoptotic levels and anaemia degree, no 
relationship between these two parameters was observed, although an 
association between parasite load and apoptosis at the later stages of infection 
had been observed. The putative influence of parasitaemia on apoptotic levels 
seems to be supported by our studies with P. vivax malaria patients, since the 
low parasitaemia observed in this infection was not followed by an increase of 
erytrocytic apoptosis. Considering that besides to pathogenic proprieties, 
apoptosis also participates in the innate defense trough restriction of 
intracellular pathogens propagation, we also investigated if P. falciparum 
parasites were able to infect apoptotic RBC. In this last study, it was possible to 
observe that apoptotic RBC were refractory to in vitro plasmodial infection and, 
therefore, it could act protectively by controlling malaria parasite propagation. 
 

 



1. Introdução 

1.1. Situação atual da malária 

Apesar de ser uma enfermidade cujos primeiros relatos datam de 2700 

a.C. e da descoberta de um de seus agentes etiológicos ter ocorrido há mais 

de 130 anos, a malária continua sendo, atualmente, a doença parasitária de 

maior prevalência em todo mundo (Figura 1.1) (Neghina et al., 2010; Garcia, 

2010). Segundo os últimos dados da Organização Mundial de Saúde (WHO, 

2010a), somente no ano de 2009 ocorreram cerca de 225 milhões de casos de 

malária e 780 mil mortes, dos quais, neste último caso, 85% foram de crianças 

com idade inferior a cinco anos de idade. Assim, estima-se que uma em cada 

cinco crianças (20%) que vive em áreas endêmicas africanas morra devido à 

malária (WHO, 2011). 

 

 

Figura 1.1. Distribuição dos casos de malária no mundo segundo a 

Organização Mundial de Saúde. Fonte: http://gamapserver. 

who.int/mapLibrary/Files/Maps/Global_Malaria_2010.png.  

 

http://gamapserver/
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Embora uma redução significativa no número global de casos de malária 

tenha ocorrido nos últimos dez anos, esta doença ainda está presente em 106 

países/territórios das regiões tropicais e subtropicais do mundo, pondo em risco 

de infecção aproximadamente 3,3 bilhões de pessoas, o que equivale a cerca 

da metade da população mundial (Figura 1.1) (WHO, 2010a). Dentre as áreas 

endêmicas distribuídas nas regiões definidas de acordo com a Organização 

Mundial de Saúde (Figura 1.2), somente aquelas da região subsaariana detém 

78% dos casos de malária e 91% dos números de morte, enquanto que o 

restante dos casos está distribuído nas áreas das demais regiões, sendo o 

sudeste asiático a segunda maior região em número de casos e de morte, com 

o percentual respectivo de 15% e 6%, acompanhado pelo leste do 

Mediterrâneo, Pacífico oriental, Américas e Europa (Figura 1.1) (WHO, 2010a). 

      

Figura 1.2. Regiões da Organização Mundial de Saúde. Fonte: 

http://www.who.int/about/regions/en/index.html.  

 

O continente americano, onde 21 países das Américas do Sul e Central 

possuem áreas endêmicas de malária, contribui com menos de 1% do total de 

casos de malária do mundo (WHO, 2010a). Dentre estes países, somente o 
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Brasil concentra cerca de 60% dos casos das Américas (Ferreira & Silva-

Nunes, 2010; WHO, 2010a). Embora grande parte do território brasileiro 

apresente condições de transmissão da malária, a grande maioria dos casos 

(99,8%) está concentrada na Amazônia Legal, que compreende a região norte 

mais os estados do Mato Grosso e Maranhão (Figura 1.3) (Oliveira-Ferreira et 

al., 2010; Secretaria de Vigilância em Saúde/SVS, 2011a). Nos demais estados 

brasileiros os casos registrados são quase que na sua totalidade importados da 

região amazônica ou de outros países. Segundo a SVS (2011b), foram 

registrados na Amazônia legal 334 mil casos no ano de 2010, sendo os 

estados do Pará, Amazonas e Rondônia os principais em números de casos 

com, respectivamente, 135.348, 74.573 e 43.589 registros. 

 

 

Figura 1.3. Áreas malarígenas brasileiras de acordo com a Incidência 

Parasitária Anual (IPA) do ano de 2010. Fonte: SVS, dados não publicados.  
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1.2. Agentes etiológicos da malária  

 Os agentes etiológicos da malária são protozoários pertencentes ao 

gênero Plasmodium – táxon que integra o Filo Apicomplexa, no qual estão 

exclusivamente incluídos parasitas intracelulares obrigatórios caracterizados 

pela presença, em pelo menos um dos estágios do seu ciclo biológico, de um 

singular complexo apical que tem importante função na invasão à célula 

hospedeira (Rich & Ayala, 2003). Atualmente, estão descritas mais de 200 

espécies de plasmódios que parasitam, especificamente, grupos ou espécies 

de répteis, aves ou mamíferos, podendo ou não causar doença nestes 

hospedeiros (Rich & Ayala, 2003).  

Classicamente, quatro espécies são os parasitas da malária humana: P. 

falciparum, P. vivax, P. malariae e P. ovale. Contudo, baseado em casos 

humanos de malária no Sudeste Asiático causadas por um parasita tipicamente 

simiano, o P. knowlesi foi mais recentemente reconhecido como a quinta 

espécie plasmodial responsável pela infecção no homem (Singh et al., 2004; 

(Cox-Singh et al., 2008; Sabbatani et al., 2010). Entre as espécies plasmodiais, 

P. falciparum e P. vivax são os principais agentes da malária humana no 

mundo, com 95% dos casos dessa doença atribuídos a estes dois plasmódios 

(Garcia, 2010).  

 P. falciparum é o mais prevalente, sobre tudo na África, onde se 

concentra a grande maioria dos casos de malária do mundo. Não obstante a 

sua maior prevalência, esta espécie é a principal responsável pelas infecções 

graves e letais em indivíduos não imunes quando a doença não é 

imediatamente diagnosticada e o paciente não é submetido ao tratamento 

apropriado. Já o P. vivax, que é o plasmódio mais amplamente distribuído no 
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mundo, responde por 25-40% dos casos de malária e contribui 

consideravelmente para os casos de malária fora do continente Africano 

(Arévalo-Herrera et al., 2010; Quintero et al., 2011). As infecções causadas 

pelo P. vivax geralmente não são letais embora possam causar significativa 

morbidade, particularmente nos casos dos indivíduos primoinfectados ou 

quando associada à outra patologia.  

No Brasil, são endêmicos o P. vivax, P. falciparum e P. malariae, dos 

quais o P. vivax é o mais prevalente, tendo sido responsável por 83,7% dos 

casos registrados de malária em 2010, seguido do P. falciparum com 16,3% 

(SVS, 2011). Já as infecções pelo P. malariae são de ocorrência mais rara 

(<1% dos casos notificados) e acredita-se que devido ao uso exclusivo do 

exame de gota espessa para o diagnóstico, parte das infecções tem sido 

erroneamente atribuída ao P. vivax. De fato, utilizando-se a técnica de PCR 

(Polymerase chain reaction) para o diagnóstico molecular do P. malariae em 

algumas áreas endêmicas brasileiras, já se pôde constatar uma subestimação 

da prevalência desse plasmódio quando o diagnóstico foi realizado pela gota 

espessa (Cavasini et al., 2000; Scopel et al., 2004). 

   

1.3. Ciclo biológico do Plasmodium  

A manutenção da transmissão dos parasitas da malária ao homem em 

áreas endêmicas é garantida primordialmente pela presença de espécies de 

mosquitos do gênero Anopheles (Figura 1.4). Isso se deve ao fato dos 

plasmódios, parasitas heteroxenos, desenvolverem seu ciclo evolutivo 

alternando uma fase de vida sexuada nos vetores invertebrados, os anofelinos, 
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com uma fase assexuada nos hospedeiros vertebrados, neste caso, o homem 

(Figura 1.5) (Hafalla et al., 2011; Vaughan et al., 2008).  

 

Figura 1.4. Anopheles darlingi: principal vetor da malária no Brasil. Fonte: Dr. 

Marcelo de Campos Pereira, Universidade de São Paulo, Instituto de Ciências 

Biomédicas, Departamento de Parasitologia. Disponível em: 

http://www.icb.usp.br/~marcelcp/Default.htm. 

 

A infecção plasmodial no homem tem início quando fêmeas de 

anofelinos infectadas, ao fazerem seus repastos sanguíneos, inoculam na 

derme humana formas parasitárias infectantes denominadas esporozoítas, que 

haviam se acumulado em suas glândulas salivares. Após migrarem através do 

tecido subcutâneo, vários esporozoítas ganham a corrente sanguínea e, por 

essa via, alcançam o fígado, quando invadem os hepatócitos e iniciam o 

estágio hepático da infecção. Ao penetrar nos hepatócitos, os esporozoítas se 

multiplicam por esquizogonia, sofrendo várias mitoses e dando origem aos 

esquizontes hepáticos repletos de merozoítas. Ao final desse processo, os 

merozoítas são liberados na luz dos sinusóides hepáticos dentro de estruturas 

vesiculares denominadas merossomos, que são oriundas da membrana celular 

dos hepatócitos infectados. Através da corrente sanguínea, estas estruturas 
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alcançam os pulmões, rompendo-se e, então, liberando nos capilares desse 

órgão os merozoítas capazes de invadir os eritrócitos, originando assim o 

estágio eritrocítico da infecção.  

 

Figura 1.5. Ciclo evolutivo dos plasmódios que infectam o homem. As formas 

hipnozoítas são típicas das infecções pelo P. vivax ou pelo P. ovale. Fonte: 

Mueller et al., 2009.  

 

 No ciclo biológico do P. vivax e P. ovale, no entanto, nem todos os 

esporozoítas que infectam os hepatócitos entram inicialmente em processo de 

esquizogonia. Ao invés disso, se desenvolvem em formas hepáticas latentes 

chamadas hipnozoítas, capazes de permanecer por um longo período de 

tempo no interior dos hepatócitos e ativar, após este período, o processo 

esquizogônico que dará início a um novo estágio eritrocítico.   
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No interior dos eritrócitos, os merozoítas iniciam um novo processo de 

esquizogonia, passando por três estágios sanguíneos sucessivos e 

morfologicamente distintos: o trofozoíta jovem, o trofozoíta maduro e, por fim, o 

esquizonte. Como conseqüência do amadurecimento dos esquizontes, ocorre a 

lise dos eritrócitos e, então, os merozoítas sanguíneos liberados invadem 

novos eritrócitos, mantendo dessa forma o ciclo eritrocítico do parasita, 

responsável pelas manifestações clinicas da infecção.  

 Em um dado momento e por mecanismos desconhecidos, alguns 

merozoítas após a invasão dos eritrócitos ao invés de se desenvolverem em 

esquizontes, se diferenciam em formas eritrocíticas sexuadas – os gametócitos 

femininos (macrogametócitos) e masculinos (microgametócitos) – que 

amadurecem sem sofrer divisão celular. Essas formas sexuadas ao serem 

ingeridas pelo mosquito vetor durante o repasto sanguíneo darão continuidade 

ao ciclo evolutivo do parasita.  

Ao chegarem à luz do estômago do mosquito, e com o rompimento dos 

eritrócitos, os gametócitos se diferenciam em gametas femininos 

(macrogametas) e masculinos (microgametas). Diferentemente do gametócito 

feminino, o masculino sofre enorme transformação, processo denominado 

exflagelação, na qual originam gametas masculinos flagelados. Em seguida, 

com a fertilização do gameta feminino pelo masculino, forma-se um zigoto 

alongado e móvel que constitui o único momento de diploidia do parasita – o 

oocineto. Esta forma migra através do epitélio do estômago do mosquito, 

alojando-se sobre a membrana basal e iniciando um novo processo de 

diferenciação que resulta no oocisto. O oocisto multiplica-se por esporogonia, 

sofrendo uma divisão meiótica reducional, seguida de várias divisões mitóticas 
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que geram milhares de esporozoítas haplóides. Uma vez completada a 

maturação, o oocisto se rompe liberando na hemocele do mosquito os 

esporozoítas, que através da hemolinfa são difundidos por todo o organismo do 

mosquito. Ao atingirem as glândulas salivares, os esporozoítas asseguram a 

transmissão do parasita para o homem e, consequentemente, a manutenção 

do ciclo parasitário. 

 

1.4. Manifestações clínicas da malária  

A duração do estágio hepático no homem corresponde ao período de 

incubação da malária, no qual não se observa manifestações clínicas de 

infecção. Esse período difere segundo a espécie plasmodial, durando em geral 

de 8-11 dias para o P. falciparum, 8-17 dias para o P. vivax, 18-40 dias para o 

P. malariae, 10-17 dias para o P. ovale e 9-12 dias para o P. knowlesi (Bruce-

Chwatt, 1985; Mutis et al., 2005, Cox-Singh et al., 2008; Gracia, 2010). 

Os sintomas e sinais clínicos da infecção, portanto, ocorrem durante o 

estágio eritrocítico, sendo notavelmente influenciados pelo rompimento dos 

eritrócitos parasitados que, por liberarem toxinas autólogas e parasitárias na 

corrente sanguínea, determinam o paroxismo febril da doença, caracterizado 

pela tríade malárica: calafrio, febre e sudorese. Por estar relacionado à lise 

eritrocitária ao final do processo esquizogônico do parasita, este paroxismo 

pode se apresentar com periodicidade que varia de acordo com o 

desenvolvimento intraeritrocítico de cada espécie plasmodial, ocorrendo, 

aproximadamente, a cada 48 horas para o P. falciparum, P. vivax ou P. ovale, 

72 horas para o P. malariae e 24 horas para P.knowlesi (Bruce-Chwatt, 1985; 

Mutis et al., 2005, Cox-Singh et al., 2008; Gracia, 2010).  
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Entretanto, tal periodicidade típica da infecção malárica pode estar 

ausente nos estágios iniciais da doença devido ao assincronismo na maturação 

de uma ou mais gerações de parasitas. Nesta fase, além de febre baixa sem 

periodicidade, os sintomas usualmente predominantes são cefaleia, mal estar, 

fadiga, inquietação, sonolência, recusa alimentar, náuseas, diarreia e dores 

musculares (Bruce-Chwatt, 1985; Mutis et al., 2005, Garcia, 2010).  

Com o avançar da infecção e sem o diagnóstico precoce e tratamento 

adequado, a malária pode evoluir para complicações graves e letais, 

principalmente em indivíduos não imunes infectados pelo P. falciparum, que é 

sem dúvida o principal responsável pelas formas graves da malária (Tripathy et 

al., 2007; Tjitra et al., 2008, WHO, 2010b). Com a capacidade de invadir 

eritrócitos de qualquer idade e produzir as maiores quantidades de merozoítas 

dentre os plasmódios que acometem o homem, o P. falciparum 

constantemente está associado às infecções com hiperparasitemia - um dos 

fatores complicadores da doença (Maguire & Baird, 2010; Garcia, 2010; 

Sowunmi et al., 2011). Ademais, fenômenos como o enrijecimento celular dos 

eritrócitos parasitados e a citoaderência das formas eritrocíticas maduras 

(trofozoítas e esquizontes) na microvasculatura também estão intimamente 

ligados a alta patogenicidade do P. falciparum (Miller et al., 2002).  

As complicações decorrentes da infecção pelo P. falciparum incluem, 

alem de hiperparasitemia, malária cerebral, hipertermia prolongada, anemia 

grave, hipoglicemia, insuficiência renal, disfunção hepática, acidose metabólica, 

edema pulmonar, choque e coagulopatias (Garcia, 2010; WHO, 2010b).  

Similarmente as infecções pelo P. falciparum, aquelas causadas por P. 

knowlesi também podem estar associadas com hiperparasitemias e com o 
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desenvolvimento de formas graves e letais da malária (Cox-Singh et al., 2008; 

Maguire & Baird, 2010; Cox-Singh et al., 2010). A falta de predileção por uma 

ou outra população de eritrócitos e o ciclo esquizogônico que se repete a cada 

24 horas, provavelmente são os principais influenciadores para o agravamento 

dos casos causados pelo P. knowlesi (Garcia, 2010), uma vez que o fenômeno 

de citoaderência de formas eritrocíticas parece não ocorrer com essa espécie 

plasmodial (Daneshvar et al., 2009; Cox-Singh et al., 2010). Embora a 

transmissão do P. knowlesi ao homem esteja atualmente restrita a algumas 

regiões do sudeste asiático onde habitam simianos hospedeiros reservatórios 

(Macaca fascicularis, M. nemestrina, M. inus e Saimiri scirea), as infecções por 

P. knowlesi emergem como uma zoonose relevante para saúde pública 

mundial (Kantele et al., 2008; Sabbatani et al., 2010).  

Já no caso das infecções causadas pelo P. vivax, P. malariae ou P. 

ovale, é tradicionalmente conhecido que estas são benignas e não costumam 

levar a complicações, em parte, devido à preferência dessas espécies de 

infectar eritrócitos imaturos (P. vivax e P. ovale) ou senescentes (P. malariae), 

que, por suas pequenas disponibilidades, limitam o aumento das densidades 

parasitárias (Maguire & Baird, 2010). No entanto, casos de malária complicada 

associados a estas espécies têm sido identificados (Maguire & Baird, 2010), 

sobretudo quando o P. vivax era o plasmódio infectante (Tjitra et al., 2008; 

Sharma & Khanduri, 2009; Parakh et al., 2009; Alexandre et al., 2010; 

Srivastava et al., 2011; Tanwar et al., 2011). Nas infecções por P. vivax, assim 

como por P. ovale, recaídas da doença após um período assintomático de 

semanas, meses ou anos, também podem ocorrer como resultado da 



12 

 

maturação dos hipinozoítas latentes no fígado (Krotoski, 1989; Garcia, 2010; 

Maguire & Baird, 2010).    

 

1.5. Populações susceptíveis à malária grave 

Os casos graves e letais de malária acometem, majoritariamente, 

crianças menores de cinco anos de idade que residem em áreas africanas de 

alta transmissão do P. falciparum (Figura 1.6) (Druilhe & Pérignon, 1999; 

Greenwood 2005; WHO, 2010a). Em que se pesem os fatores genéticos e 

ambientais (López et al., 2010), a maior susceptibilidade dessas crianças se dá 

essencialmente pela ausência de uma imunidade clínica capaz de inibir as 

formas graves da doença. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.6. Esquema clássico da aquisição de imunidade clínica em regiões 

africanas hiperendêmicas de malária. Fonte: Marsh & Kinyanjui, 2006.   

 

É classicamente conhecido que em áreas de elevada transmissão de 

malária a aquisição de uma imunidade protetora (premunição), capaz de 

manter níveis baixos de parasitemia e evitar as manifestações clínicas da 
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doença, ocorre de maneira lenta e dependente da exposição contínua e 

interrupta ao parasita, sendo necessárias múltiplas infecções e, portanto, seria 

um fenômeno intimamente relacionado à idade (Figura 1.6) (Druilhe & 

Pérignon, 1999). Entretanto, alguns trabalhos já evidenciaram que o 

desenvolvimento de uma imunidade clínica em crianças e adultos pode ocorrer 

após algumas poucas infecções (Baird, 1995; Gupta et al., 1999). 

Independente do número de infecções prévias necessárias para se adquirir 

uma imunidade protetora, as crianças mais jovens de áreas hiperendêmicas, 

por não terem experienciado infecções prévias, continuam representando o 

grupo mais vulnerável as complicações da malária. Ademais, estudos 

realizados por Baird (1995) com migrantes não imunes sugerem que a 

maturidade do sistema imunológico presente nos adultos leva ao 

desenvolvimento mais rápido da imunidade antimalárica do que em crianças. 

Já em áreas de menor transmissão, os quadros de malária grave, 

embora menos frequentes, não estão estritamente associados a um 

determinado grupo etário (Reyburn et al., 2005; Dondorp et al., 2008). Nestas 

áreas a exposição limitada à malária determina uma reduzida imunidade 

populacional que se traduz numa susceptibilidade à doença que independe da 

idade do indivíduo infectado.  

Dentre os grupos vulneráveis ao desenvolvimento de malária grave, 

também se incluem: i) migrantes e viajantes não imunes, provenientes de áreas 

não malarígenas ou de baixa endemicidade (Schwartz et al., 2001; Mascarello 

et al., 2008; Seringe et al., 2011) e; ii) indivíduos imunossuprimidos, tais como 

grávidas e pacientes HIV positivos, nos quais se observam uma redução na 

imunidade antimalárica (Schantz-Dunn & Nour, 2009; Flateau et al., 2011). 
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1.6. Anemia da malária 

A anemia é uma das mais comuns desordens clínicas e é uma das 

principais responsáveis pela morte de crianças e mulheres grávidas nos países 

em desenvolvimento (Noor, 2011). Segundo a Organização Mundial de Saúde 

(WHO, 2008), a anemia (definida por uma concentração de hemoglobina 

inferior aos níveis esperados por idade, sexo e condição de gravidez - Tabela 

1.1) afeta globalmente 1,6 bilhões de pessoas, cerca de 25% da população 

mundial, sendo as maiores prevalências observadas entre crianças menores de 

cinco anos de idade (61,7–67,5%) e mulheres grávidas (51,9–59,6%) das 

regiões africanas (Figure 1.7). 

 

Tabela 1.1. Taxas basais de hemoglobina de acordo com o sexo, a faixa 

etária e o estado de gravidez. 

Idade e/ou gênero Hemoglobina basal (g/dL) 

Crianças (0,5-4 anos)  11,0 

Crianças (5-11 anos) 11,5 

Crianças (12-14 anos) 12,0 

Mulheres não grávidas (≥ 15 anos) 12,0 

Mulheres grávidas 11,0 

Homens (≥ 15 anos) 13,0 

Fonte: WHO, 2008 

 
Diversos fatores, que podem ocorrer isoladamente ou em conjunto, são 

responsáveis pelos quadros de anemia. Dentre estes fatores, que incluem 

deficiência de ferro, doenças infecciosas e desordens genéticas da 

hemoglobina, a malária tem sem dúvida significante contribuição para a anemia 

nas áreas malarígenas (WHO, 2008). De fato, em vários inquéritos 
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epidemiológicos envolvendo crianças africanas, o risco de ser acometido por 

uma anemia estava significativamente relacionado com a presença da infecção 

plasmodial (Boele van Hensbroek et al., 2010; Green et al., 2011; Muoneke et 

al., 2011; Magalhães & Clementes, 2011). Inclusive, em um desses estudos 

realizados por Muoneke e colaboradores (2011), observou-se que a malária 

estava implicada em até 64,3% dos casos de anemia grave (hemoglobina ≤ 

5g/dL) admitidos em um hospital de referência na Nigéria.  

 

 

Figura 1.7. Prevalência mundial da anemia em crianças menores de cinco 

anos (A) e em mulheres grávidas (B) segundo a Organização Mundial de 

Saúde. Fonte: WHO, 2008. 

A 
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Devido à maior prevalência e alta patogenicidade, o P. falciparum é a 

espécie plasmodial majoritariamente implicada nos casos de anemia grave. 

Entretanto, as infecções pelo P. vivax também podem estar associadas com 

esta complicação da infecção malárica (Tjitra et al., 2008; Poespoprodjo et al., 

2009; Alexandre et al., 2010; Srivastava et al., 2011). De fato, o envolvimento 

do P. vivax em casos de anemia grave fica bastante evidente nos estudos 

realizados na Indonésia por Tjitra e colaboradores (2008), no qual esta 

complicação foi implicada em 87% dos casos de malária grave causados pelo 

P. vivax 

Porém, convém salientar que diversos outros fatores indutores de 

anemia, tais como a deficiência de ferro, as parasitoses intestinais e a 

desnutrição, também são bastante comuns nas áreas malarígenas e, por 

conseguinte, tornam a gênese da anemia associada a malária um processo 

multifatorial (Menendez et al., 2000; Casals-Pascual & Roberts, 2006). 

Ademais, já foi evidenciado que algumas drogas antimaláricas rotineiramente 

utilizadas, tais como artesunato, artemeter e primaquina, também são capazes 

de alterar os parâmetros eritrocitários normais em ratos, macacos cinomolgos e 

humanos clinicamente sadios, podendo levar a uma anemia moderada 

(hemoglobina entre 5 e 8g/dL) em crianças menores que 12 anos de idade (Xie 

et al., 2005; Clark et al., 2008; Efferth & Kaina, 2010; Shekalaghe et al., 2010; 

Clark, 2011).  

 Frente a estes fatos, os modelos experimentais animais têm sido de 

grande utilidade na elucidação dos mecanismos fisiopatológicos da malária 

envolvidos no desenvolvimento da anemia (Tabela 1.2), uma vez que além de 

possibilitarem análises na ausência de fatores secundários à infecção malária, 



17 

 

permitem abordagens que por questões éticas e técnicas são limitadas nas 

pesquisas envolvendo seres humanos (Lamb et al., 2006; Lamikanra et al., 

2007; Quintero et al., 2011).  

Tabela 1.2. Modelos murinos de anemia da malária.  

Espécie plasmodial/  
cepa ou clone 

Linhagem do 
camundongo 

Características da                   
infecção 

Características da                 
anemia 

P. chabaudi chabaudi    

   AS, CB, AJ, ER C57BL/6 Não letal 

Sequestro de  formas maduras 

Anemia aguda com hemólise 
extravascular acompanhada de 
reticulocitose após pico de 
parasitemia 

 A/J Letal 

Sequestro de formas maduras 

Anemia aguda de rápida progressão 

P. berghei     

   ANKA C57BL/6 e CBA/J Letal 

Síndrome cerebral 

Pouco sequestro de formas maduras 

Anemia aguda 

Resposta inadequada de reticulócitos 

   ANKA BALB/c e DBA/2 Letal, mas também infecção crônica 
induzida por drogas 

Sem síndrome cerebral 

Anemia crônica em animais semi-
imunes 

P. berghei Ratos Letal Anemia em animais 
esplenectomizados 

P. yoelii    

   17X BALB/c  Não letal  

Sequestro de eritrócitos parasitados 
nos vasos cerebrais 

Invade somente reticulócitos 

Eliminação prematura dos eritrócitos 

Aumento na rigidez dos eritrócitos 
parasitados  

   17XL BALB/c Síndrome cerebral letal com sequestro 
de eritrócitos parasitados nos vasos 
cerebrais 

Invade eritrócitos de todas as idades 

Anemia aguda 

P. vinckei BALB/c Letal Inibição da eritropoiese 

       
Fonte: Lamikanra et al., 2007 

 

1.7. Participação dos eritrócitos não parasitados na anemia da malária 

Considerando que a malária é causada por um parasita intracelular 

obrigatório que infecta e destrói eritrócitos, não deveria ser surpreendente que 

uma das complicações mais comuns da malária seja uma anemia. No entanto, 

a destruição mecânica dos eritrócitos pelo parasita e o sequestro dos eritrócitos 

parasitados nos capilares profundos não explicam a gravidade e a extensão da 

anemia na infecção (Zuckerman, 1964). É bem conhecido que pode não haver 
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relação entre o grau de anemia e a intensidade da parasitemia – anemia grave 

pode ser observada em pacientes com baixas parasitemias – e que mesmo 

após tratamento com drogas antimaláricas a anemia pode persistir (Abdalla et 

al., 1980; Phillips et al., 1986; Carvalho et al., 2003). 

 Em vista desses fatos, tem sido proposto que em adição a destruição 

dos eritrócitos parasitados, tanto o aumento da eliminação de eritrócitos não 

parasitados quanto a diminuição da produção dessas células devido à 

disfunção na eritropoiese teriam importantes contribuições para a patogênese 

da anemia na malária (Clark & Cowden, 2003; Chang & Stevenson, 2004; 

Schofield & Grau, 2005).  

O envolvimento dos eritrócitos não parasitados no desenvolvimento da 

anemia já foi constatado em indivíduos infectados por P. falciparum 

manifestando malária grave (Looareesuwan et al., 1991). De fato, eritrócitos 

não parasitados autólogas marcadas com Cr51 e administradas por via 

intravenosa eram eliminadas de forma mais acelerada em pacientes com 

malária grave do que em indivíduos sadios ou com malária não complicada. 

Experimentos com camundongos BALB/c semi-imunes e ratos “Wistar” 

infectados com P. berghei ANKA – modelos nos quais às infecções maláricas 

apresentam baixas parasitemias e grau de anemia similar ao observado em 

humanos com anemia grave – também apontam para o comprometimento dos 

eritrócitos não parasitados (Evans et al., 2006). Nesses modelos murinos, 

eritrócitos biotinilados in vivo eram eliminados em poucos dias da circulação 

dos animais infectados, mesmo quando os eritrócitos eram provenientes de 

animais controles não infectados. Somam-se a esses trabalhos, os de Jakeman 

e colaboradores (1999), que através do uso de modelo matemático e dados 
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obtidos de pacientes com neurosífilis submetidos à terapia com P. falciparum, 

calcularam que para cada eritrócito parasitado cerca de nove eritrócitos não 

parasitados são destruídos. 

Dois mecanismos centrais poderiam atuar na eliminação dos eritrócitos 

não parasitados: a hemólise intravascular e a eritrofagocitose. A hipótese de 

hemólise intravascular parece pouco provável já que sinais típicos como a 

secreção de hemoglobina na urina, não têm sido constatados tanto em modelo 

experimental quanto na infecção humana (Phillips et al., 1986; Goka et al., 

2001; Schofield & Grau, 2005; Evans et al., 2006). Além disso, eritrócitos de 

pacientes com anemia grave possuem uma maior expressão do receptor CD59 

cuja expressão está envolvida com a prevenção de hemólise provocada pela 

ativação do sistema complemento (Waitumbi et al., 2000). Portanto, é pouco 

provável que o processo hemolítico tenha grande importância na anemia da 

malária. 

Em contraste, a hiperativação do sistema fagocítico parece ser o maior 

responsável pela eliminação dos eritrócitos não parasitados na infecção 

malárica. Evidências para essa proposição não se baseiam apenas na 

observação da fagocitose de eritrócitos não parasitados por macrófagos do 

baço, fígado e medula óssea durante a infecção de camundongo ou por 

monócitos e macrófagos na infecção humana (Weidanz & Long, 1988; Abdalla, 

1988; La Raja, 2002). Em estudos realizados por Biemba e colaboradores 

(2000) a anemia grave na malária estava diretamente associada com o 

aumento da concentração plasmática de neopterina – marcador da atividade de 

macrófagos – e inversamente correlacionada com os níveis de IL-4. De fato, 

em um trabalho anterior feito por esse mesmo grupo com crianças infectadas 



20 

 

por P. falciparum com malária cerebral, já havia sido mostrado que a 

persistência de anemia em determinadas crianças após tratamento estava 

associada com a permanência da resposta imune Th1, mensurada pelos níveis 

de neopterina, e com o declínio dos níveis de IL-4 – citocina de perfil Th2 

(Biemba et al., 1998). Considerando que a atividade macrofágica pode 

permanecer após tratamento, isso poderia explicar em parte a persistência da 

anemia após a completa eliminação do parasita.  

De fato, Evans e colaboradores (2006) mostraram a importância dos 

macrófagos na anemia da malária através da administração in vivo de 

lipossomos de clodronato – composto utilizado para depleção desse tipo 

celular. Dessa maneira, a eliminação dos macrófagos em camundongos 

BALB/c semi-imunes infectados com P. berguei ANKA foi capaz de diminuir a 

gravidade da anemia nestes animais quando comparada com o decurso da 

anemia nos animais controles infectados. 

Apesar de ser evidente a importância dos macrófagos e da fagocitose na 

patogênese da anemia malárica e, embora já tenha sido observada uma maior 

susceptibilidade à fagocitose de eritrócitos de crianças maláricas com anemia 

grave quando comparadas com as de crianças com malária não complicada ou 

assintomática (Waitumbi 2000), ainda não estão bem esclarecidas as vias 

pelas quais os eritrócitos não parasitadas são direcionados para a destruição.  

 Uma das hipóteses levantadas é que os eritrócitos não parasitados 

seriam conduzidos à fagocitose através da sensibilização por anticorpos e 

componentes do sistema complemento. Nesse caso a sensibilização ocorreria 

por anticorpos dirigidos contra antígenos do parasita adsorvidos ativa ou 

passivamente na superfície desses eritrócitos não parasitados (Layez et al., 
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2005; Bratting et al., 2008) ou por autoanticorpos dirigidos contra antígenos da 

membrana dos eritrócitos expostos ou alterados físico/quimicamente por 

substâncias derivadas ou induzidas pelo parasita (cripto/neo-antígenos) 

(Daniel-Ribeiro & Zanini, 2000; Ekvall et al., 2001; Pantaleo et al., 2008). Além 

disso, já foi demonstrado que crianças com anemia grave por P. falciparum 

expressam menores níveis dos receptores CR1 e CD55 – ambos localizados 

na superfície dos eritrócitos e relacionados com a proteção dessas células 

contra a deposição de componentes do sistema complemento, tal como 

fragmentos de C3 – do que àquelas com malária não complicada ou com 

malária cerebral (Waitumbi et al., 2000; Stoute, 2005).  

Esses acontecimentos poderiam explicar os resultados relatados por 

diferentes autores concernentes à positividade nos testes de Coombs direto 

apresentada por pacientes com infecção por P. falciparum (Abdalla, 1986; 

Merry et al., 1986; Goka et al., 2001). Entretanto, anticorpos e componentes do 

complemento parecem não serem os únicos componentes envolvidos com a 

eliminação dos eritrócitos, visto que nesses relatos nem sempre a correlação 

entre a gravidade da anemia e os níveis de IgG/componentes-do-complemento 

associados a superfície dos eritrócitos era constatada (Abdalla, 1986; Merry et 

al., 1986). Consequentemente, vias fagocíticas independentes de opsonização, 

como a mediada pela fosfatidilserina na superfície dos eritrócitos parasitados 

(Turrini et al., 1992), poderiam participar na eliminação dos eritrócitos não 

parasitados. 

É bem estabelecido que durante o desenvolvimento intraeritrocítico do P. 

falciparum os eritrócitos parasitados, com o decorrer da maturação parasitária, 

perdem progressivamente sua propriedade de deformação. Isto ocorre, 
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provavelmente, devido à inserção de antígenos plasmodiais na superfície e no 

citoesqueleto dessas células e ao estresse oxidativo gerado pelo parasita que 

seria capaz de diminuir a flexibilidade da membrana celular (Dondorp et al., 

2000).  Por conseguinte, outra possibilidade para o desenvolvimento da anemia 

na malária seria a redução prematura da deformidade dos eritrócitos - que é 

capaz de dificultar o seu fluxo pelos sinusóides do baço, levando-as à 

fagocitose pelos macrófagos esplênicos (Dondorp et al., 1999; Dondorp et al., 

2000; Clark & Cowden, 2003). 

Realmente, estudos realizados por Dondorp e colaboradores (1999), 

mostraram que tanto eritrócitos parasitados quanto não parasitados de 

pacientes infectados por P. falciparum apresentam menor capacidade de se 

deformarem do que os eritrócitos de indivíduos não infectados. Estes autores 

relataram ainda, que o aumento dessa rigidez celular observada no decurso da 

infecção estava fortemente relacionado com a gravidade da anemia. Frente a 

essas observações, foi sugerido que a diminuição da deformidade dos 

eritrócitos não parasitados poderia ser deflagrada pela liberação de fatores 

solúveis produzidos pelo parasita ou por estresse oxidativo gerado por 

substâncias produzidas pelo hospedeiro em resposta à infecção, como as 

espécies reativas de oxigênio e nitrogênio – compostos associados com a 

anemia grave na malária e capazes de causar danos aos eritrócitos (Dondorp 

et al., 2000; Griffiths et al., 2001; Clark & Cowden, 2003; Keller et al., 2004).  

Mais recentemente, o efeito da malária na deformidade dos eritrócitos foi 

reavaliado num estudo conduzido por Handayani e colaboradores (2009), que 

investigaram esse fenômeno celular tanto na infecção pelo P. falciparum 

quanto pelo P. vivax. Neste estudo foi possível demonstrar que diferentemente 
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dos eritrócitos na malária falciparum, que mostram um perfil de rigidez celular, 

aquelas provenientes da infecção pelo P. vivax, parasitadas ou não, foram 

caracterizadas por uma aumentada flexibilidade e fragilidade. Embora não se 

saiba o motivo e as consequências dessa diferença, esse achado suporta a 

concepção de que a distinção biológica entre o P. falciparum e o P. vivax é 

acompanhada de diferentes mecanismos patogênicos que levam à anemia 

malárica (Anstey et al.,2009).  

Em adição aos fatores parasitários e do hospedeiro, os antimaláricos 

também podem estar envolvidos na eliminação dos eritrócitos não parasitados 

durante o tratamento da malária. Essa premissa pode ser suportada pela já 

demonstrada capacidade da artemisinina e seus derivados (dihidroartemisinina, 

artemeter e artesunato) de promoverem, in vitro, a lise e diminuição na 

deformidade de eritrócitos humanos (Gu et al., 1986; Scott et al., 1989). 

Ademais, também tem sido constatado em estudos realizados pelo grupo de 

MacMillan em ratos que o tratamento in vitro de eritrócitos com compostos 

oriundos do metabolismo da primaquina induz in vivo uma acelerada 

eliminação dessas células via fagocitose (Bolchoz et al., 2001; Bowman et al., 

2004 e 2005). 

 

1.8. Apoptose 

A apoptose é um processo fisiológico de morte celular programada que 

representa um dos principais mecanismos para a sobrevivência dos 

organismos multicelulares. Esse processo celular tem participação crucial no 

desenvolvimento embriogênico e na homeostasia tecidual, agindo no controle 

das populações celulares como um mecanismo de deleção celular com função 
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oposta à da mitose (Kerr et al., 1972; Duke et al., 1996).  A apoptose também 

atua como um dos mecanismos de defesa do organismo através da eliminação 

de células envelhecidas, danificadas, cancerígenas ou infectadas (Duke et al., 

1996; Dockrell, 2001).  

O processo apoptótico em células de mamíferos tem sido bem 

caracterizado e compreende várias mudanças morfológicas e eventos 

bioquímicos que ocorrem desde o inicio de sua ativação até a completa 

deflagração do processo e eliminação da célula apoptótica. Dentre as 

mudanças morfológicas podemos destacar a diminuição do volume celular com 

manutenção da integridade das membranas celulares, formação de corpos 

apoptóticos e a condensação da cromatina. Os principais eventos bioquímicos 

incluem fragmentação do DNA, exposição da fosfatidilserina na superfície 

celular, perda do potencial transmembrana mitocondrial, clivagem de diversas 

proteínas citoplasmáticas e nucleares e, sobretudo, a ativação de uma família 

específica de proteases – as caspases, que são os componentes centrais das 

vias bioquímicas que conduzem para a morte apoptótica (Chang & Yang, 2000; 

Fadeel & Orrenius, 2005). A relação entre as caspases e a apoptose é tão 

íntima, que se a atividade dessas proteases é bloqueada, a morte celular e/ou 

a deflagração dos eventos celulares associados à apoptose é inibida (Déas et 

al., 1998; Chautan et al., 1999).  

Duas principais vias levam à ativação das caspases e, 

consequentemente, à apoptose: a via intrínseca mitocondrial e a via extrínseca 

mediada por receptores. Na apoptose induzida por diferentes tipos de agentes 

causadores de danos celulares, coletivamente denominados de “geradores de 

estresse celular”, tais como radiações gama e ultravioleta, drogas citotóxicas, 
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estresse oxidativo e ausência de estímulo por fatores de crescimento ou 

citocinas, a mitocôndria tem função de acionar as vias bioquímicas que levam à 

deflagração da apoptose através da liberação de moléculas capazes de ativar 

caspases (Fumarola & Guidotti, 2004). Já a via extrínseca requer o 

envolvimento de receptores específicos presentes na superfície celular, sendo 

a ativação das caspases decorrente da ligação desses receptores de morte 

com seus ligantes (Chang & Yang, 2000; Wang et al., 2005).  

Uma vez as caspases ativadas, um importante evento para o “sucesso” 

do processo apoptótico - que é a eliminação da célula alvo sem que haja danos 

para o organismo - é a externalização da fosfatidilserina na superfície celular. 

Inicialmente presente na face intracelular da membrana plasmática e 

exteriorizada durante os estágios iniciais da apoptose, a fosfatidilserina 

promove o reconhecimento e a fagocitose das células apoptóticas por 

macrófagos e outras células em um processo mediado por receptores (Fadok & 

Henson, 2003), prevenindo que as células apoptóticas cheguem a um estado 

tardio com perda da integridade de membrana e liberação de componentes 

intracelulares capazes de estimular uma resposta inflamatória.  

Além do seu efeito “opsonizador”, a fosfatidilserina também é capaz de 

estimular resposta anti-inflamatória em macrófagos após a fagocitose das 

células apoptóticas, estimulando a liberação de IL-10, PGE2, TGF-β e outros 

(Fadok & Henson, 2003). 

 

1.9. Apoptose eritrocitária 

Embora a apoptose tenha sido extensamente estudada em células 

nucleadas e seja caracterizada por marcantes eventos nucleares 
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(fragmentação do DNA e condensação da cromatina), tem sido mostrado que 

células anucleadas também podem ser susceptíveis a esse processo de morte 

celular.  

A ideia de que o núcleo e as mudanças nucleares observadas durante a 

apoptose não são necessários para a deflagração desse processo de morte 

celular foi inicialmente proposta em estudos utilizando células originalmente 

nucleadas (Schulze-Osthoff et al., 1994; Castedo et al., 1996). Nestes estudos, 

a retirada experimental da estrutura nuclear não foi capaz de inibir frente a 

estímulos proapoptóticos os eventos citoplasmáticos morfológicos e 

bioquímicos típicos da apoptose.  

Porém, a observação de eventos apoptóticos em células anucleadas não 

se restringiu aos modelos celulares experimentais. Já foi mostrado que as 

plaquetas, células naturalmente anucleadas, frente a diferentes estímulos in 

vitro ou in vivo, tais como TNF, anticorpos antiplaquetas e estradiol ou ainda no 

decurso da infecção malárica, deflagram processos celulares marcados pela 

perda do potencial mitocondrial, liberação de moléculas mitocondriais 

proapoptóticas, ativação de caspases, externalização de fosfatidilserina e 

redução do volume celular (Piquet et al., 2002; Leytin & Freedman, 2003).  

Uma vez que os eritrócitos, além de anucleados, são desprovidos de 

outras organelas citoplasmáticas, como as mitocôndrias – organelas fortemente 

envolvidas com a indução da apoptose – não seria esperado que estas células 

fossem susceptíveis a apoptose. Entretanto, ao contrário do que se poderia 

supor, estas células parecem utilizar processos apoptóticos como mecanismo 

fisiológico de deleção celular (Bratosin et al., 2001; Lang et al., 2005).     
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Durante seu tempo de vida no organismo humano, em torno de 120 dias, 

os eritrócitos são submetidos a um constante estresse oxidativo gerado, em 

grande parte, pelos consecutivos ciclos de oxigenação-desoxigenação. Como 

os eritrócitos não são capazes de restaurar seus componentes celulares 

(enzimas inativadas ou proteínas do citoesqueleto e da membrana celular) 

devido à inabilidade da síntese de novas proteínas, estas células são 

equipadas com uma alta atividade de enzimas antioxidantes capazes de evitar, 

por um limitado período de tempo, o estresse oxidativo (Bratosin et al., 1998; 

Arese et al., 2005). Assim, com a diminuição e exaustão das atividades dessas 

enzimas, o efeito danoso do estresse oxidativo é acumulado, levando os 

eritrócitos ao envelhecimento e, subsequentemente, à eliminação por 

eritrofagocitose promovida por macrófagos. Segundo estimativas cerca de 360 

bilhões de eritrócitos são fagocitados por dia, o que equivale a cinco milhões de 

eritrócitos por segundo (Bratosin et al., 1998). Portanto, através desse 

processo de fagocitose, é evitada a hemólise intravascular que liberaria 

componentes intracelulares (principalmente hemoglobina) capazes de levar à 

complicações renais ou induzir resposta inflamatória (Lang et al., 2005).    

Interessantemente, nos eritrócitos senescentes eventos celulares típicos 

do processo apoptótico, como diminuição do volume com aumento da 

densidade celular, formação de vesículas de membrana e exposição da 

fosfatidilserina na superfície celular podem ser observados (Bratosin et al., 

1998). Inclusive, a participação da fosfatidilserina na eritrofagocitose já foi 

relatada em estudos que mostraram uma maior susceptibilidade à fagocitose 

de eritrócitos envelhecidos, caracterizados pelo aumento da exteriorização 

desse fosfolipídio, do que de eritrócitos jovens (Bratosin et al., 1998). Assim, 
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com base nessas mudanças celulares foi proposto que os eritrócitos são 

susceptíveis a apoptose e que o fenômeno de envelhecimento dessas células é 

decorrente da indução desse processo de morte celular (Bratosin et al., 2001).   

A partir do conhecimento da susceptibilidade dos eritrócitos ao processo 

apoptótico – ou eriptose (eryptosis), tem sido mostrado que diferentes 

estímulos endógenos ou exógenos, incluindo anticorpos, estresse oxidativo, 

antígenos microbianos e fármacos, são capazes de induzir apoptose em 

eritrócitos jovens (Tabela 1.3) (Lang et al., 2008).  

 

Tabela 1.3. Indutores da apoptose eritrocitária (eriptose). 
   

Ácido retinóico Ciglitazona Metildopa 

Alumínio Cisplatina Metilglioxal 

Amantadina Clorpromazina Ouro 

Amiodarona Cobre Paclitaxel 

Anandamida Cordicepina Peptídeos amilóides 

Anticorpos anti-A (IgG) Curcumina Peptidoglicanos 

Arsênio Depleção energética Poluentes do ar 

Azatioprina Estanho Prostaglandina E2 

Cádmio Estresse oxidativo Selênio 

CD95/FasL Fator de ativação plaquetária Trombospondina 1 

Ceramida Glicoforina C Valinomicina 

Choque osmótico Hemolisina  Vanadato 

Chumbo Listeriolisina Vanádio 

Ciclosporina Mercúrio Zínco 

 Fonte: Lang et al., 2008. 

 

Segundo vários trabalhos, esse efeito pró-apoptótico ocorre através de 

um aumento intracelular de cálcio devido à ativação de canais de cátions 

presentes na membrana celular dessas células, como já foi estabelecido para 

células nucleadas (Lang et al., 2004). Contudo, a similaridade com as vias 
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bioquímicas da apoptose de células nucleadas não parece estar relacionada 

apenas com o influxo de cálcio. A observação de uma atividade aumentada de 

caspases em eritrócitos apoptóticos tem implicado estas proteases com a 

deflagração da apoptose eritrocitária (Matarrese et al., 2005). Com efeito, tem 

sido demonstrado que a apoptose eritrocitária pode ser dependente da 

ativação de caspases, visto que o tratamento com inibidores de capases inibe a 

deflagração de eventos apoptóticos neste tipo celular (Matarrese et al., 2005). 

Ademais, as calpaínas - outro grupo de proteases que participa das vias 

apoptóticas das células nucleadas (Storr et al., 2011) - também parecem 

exercer função central na apoptose dos eritrócitos (Bratosin et al., 2001). 

Enquanto certos estímulos têm efeitos proapoptóticos, em contra partida, 

alguns outros como a eritropoetina e o óxido nítrico já foram identificados como 

sendo inibidores da apoptose eritrocitária (Lang et al., 2008).  Apesar dessa 

constatação, as vias pelas quais a apoptose eritrocitária é inibida por estes 

estímulos ainda não estão estabelecidas, embora já tenha sido evidenciado 

que a eritropoetina e o óxido nítrico atuem, respectivamente, através da 

regulação da atividade dos canais de cálcio na membrana celular e da 

nitrosilação de proteínas, possivelmente, caspases e calpaínas (Myssina et al., 

2003; Nicolay et al., 2008).      

 

1.10. Apoptose eritrocitária: patogênese e proteção na malária  

Em células nucleadas, tem sido claramente mostrado que a indução ou 

a supressão inapropriada da apoptose tem relevantes implicações na gênese 

de diferentes manifestações patológicas, tais como o câncer e doenças 

autoimunes, neurodegenerativas e imunodeficientes (Duke et al., 1996; 
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Dockrell, 2001). Realmente, trabalhos realizados por nosso grupo já 

demonstraram um aumento nos níveis de linfócitos T apoptóticos em indivíduos 

com infecção aguda por P. falciparum ou P. vivax que poderia contribuir para o 

estado de leucopenia e de imunossupressão documentados nestas infecções 

(Riccio et al., 2003).  

Assim, em analogia aos nossos estudos prévios em linfócitos (Riccio et 

al., 2003) e aos realizados por Piquet e colaboradores (2002), no qual a 

apoptose plaquetária estava associada com a trombocitopenia, um aumento na 

indução da apoptose em eritrócitos poderia contribuir para o desenvolvimento 

de uma anemia.  

Essa premissa tem sido suportada pela observação de um aumento nos 

níveis de eritrócitos apoptóticos em patologias de diversas etiologias que estão 

associadas com um quadro de anemia, como anemia falciforme, talassemia, 

sepse, insuficiência renal e deficiência de glicose-6-fosfato desidrogenase ou 

ferro (Lang et al., 2008). Neste sentido, também já foi relatado que a indução in 

vivo de apoptose eritrocitária pode estar relacionada com a anemia em 

indivíduos contaminados por arsênio ou submetidos à terapia anticancerígena 

com a droga paclitaxel (Lang et al., 2006; Biswas et al., 2008). 

Na malária, a apoptose eritrocitária tem sido descrita em eritrócitos 

parasitados in vitro por P. falciparum ou in vivo por P. berghei, sendo um 

fenômeno relacionado ao desenvolvimento intraeritrocítico do parasita (Maguire 

et al., 1991; Eda & Sherman, 2002; Alesutan et al., 2010; Bobbala et al., 2010). 

É fato que com o decorrer do processo esquizogônico, os plasmódios causam 

um estresse oxidativo no eritrócito hospedeiro que, consequentemente, ativa 

canais de cátions presentes na superfície dessas células. Uma vez ativados, 
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estes canais são responsáveis por um influxo de sódio (Na+) e cálcio (Ca++) 

necessários ao desenvolvimento do parasita. Porém, ao mesmo tempo em que 

supre as necessidades metabólicas do plasmódio, o cálcio no meio intracelular 

induz a deflagração da apoptose no eritrócito que alberga o parasita (Lang et 

al., 2004; Föller et al., 2009).  

Tendo em vista que as células apoptóticas são eliminadas por 

fagocitose, a apoptose dos eritrócitos parasitados poderia contribuir para o 

controle da parasitemia durante a infecção malárica (Lang et al., 2004; Föller et 

al., 2009). De fato, camundongos infectados pelo P. berghei ANKA e tratados 

com drogas que induzem apoptose nos eritrócitos parasitados mostram 

atenuação nos níveis de parasitemia e aumento na sobrevida, quando 

comparados com aqueles não tratados (Koka et al., 2008; Bobbala et al., 2010; 

Alesutan et al., 2010). Similarmente, a aumentada susceptibilidade dos 

eritrócitos parasitados à apoptose em indivíduos com traço falcêmico também 

parece conferir certo grau de proteção a malária (Lang et al., 2009).  

Por outro lado, a apoptose dos eritrócitos parasitados também tem sido 

implicada na patogênese da malária. Segundo estudos realizados por Eda & 

Sherman (2002), o sequestro das formas maduras do P. falciparum nos 

capilares sanguíneos – que é um evento associado à alta patogenicidade deste 

plasmódio – pode ser mediado pela interação da fosfatidilserina exteriorizada 

na superfície dos eritrócitos parasitados com os receptores CD36 e 

trombospondina expressos nas células endoteliais. Neste contexto, a apoptose 

eritrocitária não só evita a eliminação do parasita através da fagocitose 

esplênica, como também contribui para as manifestações graves da malária 
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que estão associadas ao fenômeno de citoaderência dos eritrócitos parasitados 

(Lang et al., 2004; Föller et al., 2009).  

No que diz respeito aos eritrócitos não parasitados já foi demonstrado 

que estas células são induzidas à apoptose frente ao crescimento in vitro  do P. 

falciparum (Koka et al., 2007; 2008), sugerindo fortemente que antígenos e 

produtos metabólicos do parasita poderiam ser responsáveis pela indução 

desse processo. Porém, diferentemente dos eritrócitos parasitados, a 

eliminação dos eritrócitos apoptóticos não parasitados contribuiria para a 

anemia observada na infecção humana. Ademais, como observado em estudos 

com anemia falciforme e insuficiência renal (Bonomini et al., 2002; Setty et al., 

2002), a apoptose dos eritrócitos não parasitados também poderia ser um dos 

fatores envolvidos nas complicações vasculares da malária. Contudo, a 

participação da apoptose dos eritrócitos não parasitados na patogênese da 

malária ainda necessita ser avaliada.  
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2. Racional e objetivos 

É sabido que a anemia da malária é uma complicação multifatorial e que 

diferentes mecanismos celulares e imunológicos do hospedeiro estão 

implicados na gênese dessa manifestação clínica. Contudo, ainda não existe 

um consenso sobre a efetiva participação de cada um dos mecanismos 

envolvidos e, por conseguinte, outros processos fisiológicos ou fisiopatológicos 

poderiam participar em sinergismo aos já evidenciados. Assim, no sentido de 

elucidar tais mecanismos que participam no desenvolvimento da anemia na 

malária, em adição aos estudos na infecção humana, têm sido rotineiramente 

utilizado como modelo experimental a infecção de camundongos por 

plasmódios que infectam naturalmente roedores, tal como o P. yoelii.    

    Portanto, tendo em vista que a eliminação dos eritrócitos não 

parasitados pode ter significativa contribuição na patogênese da anemia da 

malária e com base no conhecimento da susceptibilidade dos eritrócitos à 

apoptose induzida por diferentes estímulos endógenos e exógenos, os 

objetivos principais do nosso trabalho se constituíram em:  

- Verificar in vitro a capacidade de antimaláricos de induzir apoptose em 

eritrócitos sadios (artigo 1) e; 

- Analisar os percentuais de eritrócito não parasitados em apoptose 

durante a infecção malárica experimental (P. yoelii 17XL) e humana (P. vivax) e 

sua relação com o grau de anemia, a carga parasitária e os níveis plasmáticos 

de óxido nítrico, anticorpos antieritrócitos e citocinas (artigo 2, artigo 3 e 

resultados complementares).   
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 Considerando ainda que a apoptose além de ter propriedades 

patogênicas, também constitui um processo de proteção inata capaz de limitar 

a propagação de parasitas intracelulares, objetivamos também avaliar in vitro a 

capacidade do P. falciparum de infectar e se desenvolver em eritrócitos 

apoptóticos (artigo 4).    
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3. Resultados 

 

 

3.1. Artigo 1: Pro-apoptotic effects of antimalarial drugs do not affect 

mature human erythrocytes. 

 

Publicado na revista Acta Tropica 2009, volume 112: 236-238 

 

 No artigo a seguir descrevemos os resultados da avaliação in vitro do 

efeito proapoptótico dos antimaláricos cloroquina (difosfato de cloroquina), 

mefloquina (cloridrato de mefloquina), quinina (dicloridrato de quinina) e 

artemisinina em eritrócitos humanos obtidas de indivíduos sadios. A indução 

desse processo pelos antimaláricos poderia ajudar a elucidar os mecanismos 

envolvidos na eliminação dos eritrócitos não parasitados durante, ou mesmo 

após, o tratamento com estas drogas. 
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Resultado 3.2. Artigo 2: Apoptosis of non-parasitized red blood cells in 

malaria: a putative mechanism involved in the pathogenesis of anaemia. 

 

Publicado na revista Malaria Journal 2010, volume 9: 350 

 

 Como os ensaios in vitro não mostraram uma influência dos 

antimaláricos na anemia da malária através da indução de apoptose 

eritrocitária, seguimos o nosso estudo avaliando agora a ocorrência desse 

processo de morte celular durante a infecção experimental do P. yoelii 17XL 

em camundongos Balb/c, cujos resultados são apresentados no artigo a seguir.  
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3.3. Artigo 3: Apoptosis of non-parasitized red blood cells in malaria: 

relationship with anaemia, parasitaemia and immune response. 

 

Considerando o aumento nos níveis de eritrócitos não parasitados em 

processo de apoptose durante a infecção experimental, realizamos ensaios 

adicionais para avaliar se a apoptose dessas células poderia estar relacionada 

com a anemia observada no modelo estudado e se componentes endógenos 

do hospedeiro (óxido nítrico, anticorpos antieritrócitos e citocinas) ou a carga 

parasitária poderiam estar envolvidos na indução desse processo celular.  

Como apresentado a seguir, os resultados obtidos foram utilizados para 

produção de um manuscrito que será submetido para publicação à revista 

Parasite Immunology.        
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Abstract  

Recently, through the study of erythrocytic apoptosis during P. yoelii 

17XL infection, we observed a rise in the levels of parasitized red blood cells 

(nRBC) apoptosis that could be associated with the development of severe 

malaria anaemia, as premature elimination of nRBC is a relevant mechanism 

leading to this malaria complication. Thus, in the present study, we attempt to 

investigate the participation of nRBC apoptosis in malaria anaemia as well as 

the influence of parasite load, cytokines, nitric oxide and anti-RBC antibodies on 

this erythrocytic process. Apoptosis of nRBC in Balb/c mice was increased only 

at the late stage of P. yoelii 17XL infection and it was related to parasite load, 

but not with immune response. In spite of increased percents of nRBC 

apoptosis occurred when anaemia degree was accentuated, it was not 

associated to the reduction of peripheral RBC counts. We suggested that nRBC 

apoptosis in malaria can be induced in response to high parasite load and that 

this apoptotic process does not significantly contribute to acute anaemia 

observed in the malaria model studied herein. Further studies on malaria 

models in which acute anaemia develop under low parasite burden could help 

to better define the pathogenic role of nRBC apoptosis.       
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Introduction 

Severe anaemia is a common complication associated to Plasmodium 

falciparum infection and represents an important contributor to malaria mortality, 

particularly of children and pregnant woman living in malaria hyperendemic 

regions of sub-Sahara Africa (Schantz-Dunn and Nour, 2009; Muoneke et al., 

2011). The pathophysiology of severe anaemia in malaria is not yet completely 

understood, but it is known that, together to decreased production of red blood 

cells (RBC) and mechanical destruction of parasitized RBC (pRBC), premature 

elimination of non-parasitized RBC (nRBC) plays a central role in the genesis of 

this malarial complication (Chang & Stevenson, 2004; Lamikanra et al., 2007).  

Recently, studying the susceptibility of RBC to apoptosis in P. yoelii 17XL 

infection, we reported increased levels of nRBC apoptosis that could be 

associated with anaemia development (Totino et al., 2010), since cells 

undergoing apoptosis are driven to degradation by phagocytosis (Fadok and 

Henson, 2003). Erythrophagocytosis is indeed considered a relevant process in 

malaria anaemia and nRBC have been identified as target of phagocytic cells in 

both human and experimental mice infections (Clark and Chaudhri, 1988; 

Abdalla, 1988). Moreover, enhanced RBC apoptosis is not an exclusive 

phenomenon of RBC genetic disorders (Lang et al., 2008), occurring also in 

anaemia-associated infections as sepsis and visceral leishmaniasis, that 

similarly to malaria, microbial factors and host immune response are closely 

linked to the pathogenesis of diseases (Kempe et al., 2007; Chowdhury et al., 

2010). 

A variety of inducers and inhibitors of erythrocytic apoptosis has been 

identified in in vitro studies (Lang et al., 2008). Some of those include 
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endogenous stimuli present in parasite infections, such as anti-RBC antibodies, 

oxidative stress, nitric oxide and microbial antigens, which could contribute to 

anaemia by modulating RBC apoptosis (Mandal et al., 2005; Attanasio et al., 

2007; Nicolay et al., 2008; Kasinathan and Greenberg, 2010). Thus, to evaluate 

the participation of nRBC apoptosis in malaria anaemia as well as the influence 

of parasite load, cytokines, nitric oxide and anti-RBC antibodies in nRBC 

apoptosis, we studied the experimental infection of P. yoelii 17XL in Balb/c mice 

- a murine model of malaria anaemia. 

 

Materials and methods 

Experimental infection 

For infection, female Balb/c mice aged 6-8 weeks, provided by the 

Centre for Laboratory Animals Breeding of the Oswaldo Cruz Foundation 

(Fiocruz - Rio de Janeiro, RJ, Brazil), were intraperitoneally inoculated with 1 × 

106 P. yoelii 17XL-pRBC in 0.2 mL phosphate buffered saline (PBS). At days 

four (early stage) and seven (late stage) post infection (p.i.), blood from each 

animal was collected in heparinized tubes and, than, RBC and plasma were 

separated by centrifugation (350 × g, 10 min) for evaluation of apoptosis and 

plasmatic levels of cytokines, nitric oxide and anti-RBC antibodies. 

Parasitaemia and anaemia were determined using non-heparinized whole blood 

samples. Blood from non-infected, age-matched mice were parallely obtained 

and used as control.   

All animal experimentation was approved by the Ethics Committee on the 

Use of Animals of the Fiocruz. 
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Determination of Parasitaemia  

Parasitaemia was determined by counting the number of pRBC in a total 

count of 1000 RBC in thin blood smears stained by the Romanowski’s method 

(Panótico Rápido, Laborclin®, Pinhais, PR, Brazil). 

 

Determination of anaemia degree  

Anaemia was evaluated by counting the number of RBC/µl of blood. Two 

microliters of whole blood were suspended in 0.5 mL heparinized PBS, diluted 

1:10 in the same buffer and, then, the number of RBC estimated in a 

haemocytometer. 

 

Apoptosis assay 

Apoptotic nRBC were identified ex-vivo through the detection of 

phosphatidylserine exposure (PS) at the cell surface by using Syto 16 and 

annexin V-PE double staining, as previously described (Totino et al., 2010). 

Briefly, RBC isolated from heparinized blood were washed twice with PBS and, 

then, incubated at 37°C for 40 min at a density of 1 × 105 cells/400 μL in PBS 

containing 100 nM Syto 16 (Invitrogen). After incubation, staining buffer was 

discarded and the RBC were stained with 5 μL annexin V (BD Pharmingen) for 

15 min at room temperature in 100 μL annexin-binding buffer (BD Pharmingen) 

containing 100 nM Syto 16. Finally, cells were five times diluted in annexin-

binding buffer containing Syto 16 and analyzed on a FACSCalibur flow 

cytometer (Becton Dickinson).   
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Measurement of nitric oxide  

 Nitric oxide production was evaluated by measuring total nitrite in plasma 

using the Griess method. Briefly, 40 μL of plasma samples were incubated 

overnight at 37º C in a 96-well plate with equal volumes of a cocktail containing 

500 μL of NADPH (Sigma, 5mg/mL), 1000 μL of potassium phosphate buffer 

(0.5 M KH2PO4, pH 7.5), 50 μL of nitrate reductase (Sigma, 20U/mL in 

potassium phosphate buffer) and 950 μL of deionized Milli-Q water. After 

incubation, samples were spun down for 5 min and transferred to a new plate 

and, then, 80 μL of Griess reagent (1:1 mixture of 0.1% N-(1-

naphthyl)ethylenediamine in deionized water and 1% sulfanilamide in 5% 

phosphoric acid) were added. Absorbance was measured using a 

spectrophotometer (Spectra Max, Molecular Devices) at 540 nm and the results 

were expressed as μM concentration of sodium nitrate. 

 

 Measurement of cytokines 

 The plasmatic levels of TNF, IFN-, IL-5, IL-4 and IL-2 were determined 

by the BD Cytometric Bead Array Mouse Th1/Th2 Cytokine Kit (BD Bioscience), 

according to the manufacturer's instructions. Briefly, 25 μL of plasma sample 

were incubated for 2 h at room temperature with 25 μL of cytokine capture 

beads and 25 μL of PE detection reagent. After incubation, samples were 

washed once by centrifugation (200 x g, 5 min) with washer buffer, the 

supernatants were discarded and, then, the pelleted beads were ressuspended 

in 300 μL of wash buffer for analysis on a FACSCalibur flow cytometer (Becton 

Dickinson). The plasmatic concentration in pg/mL of each cytokine was 
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determined based on a standard curve of recombinant cytokines provided in the 

kit.   

 

Detection of anti-RBC antibodies  

The presence of anti-RBC antibodies in the plasma was detected by flow 

cytometry using normal RBC obtained from a non-infected control mouse. 

Briefly, plasma samples were diluted five times in PBS containing 1% BSA and 

0.125% RBC and incubated for 1 h at room temperature. After washing thrice 

with PBS-1% BSA, RBC were incubated for 1 hour at room temperature with 

anti-mouse polyvalent immunoglobulins (G, A, M) conjugated to FITC (Sigma) 

diluted 1:100 in PBS-1% BSA. Finally, RBC were washed thrice with PBS and 

ressuspended in the same buffer and, than, bound antibodies were detected on 

a FACSCalibur flow cytometer (Becton Dickinson). Results are expressed as 

mean fluorescence intensity (MFI) of RBC.  

 

Statistical analysis 

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism 5.0 software 

(San Diego, CA, USA). Variables were checked for normal distribution by 

Kolmogorov-Smirnov test and, then, analyses were performed by parametric or 

non-parametric tests. Differences between groups were determined by 

parametric Student’t test or one-way analysis of variance with Tukey’s post test 

or by non-parametric Kruskal–Wallis test with Dunn’s post test. For correlation 

between apoptosis and the others variables, either parametric Pearson 

correlation test or non-parametric Spearman's rank correlation test were 

applied. Statistical tests were considered significant at p-value < 0.05. 



53 

 

Results 

To study de involvement of RBC apoptosis in malaria anaemia, we 

experimentally infected Balb/c mice with a lethal strain of rodent malaria 

parasites (P. yoelii 17XL) and, than, the levels of apoptotic nRBC and anaemia 

degree were parallely evaluated during the early (4 days p.i.) and late (7 days 

p.i.) stages of infection; using non-infected mice as control. As previously 

reported by our group (Totino et al., 2010), P. yoelii 17XL infection led to a 

significant increase in the levels of nRBC apoptosis that was restricted to late 

stage, as in the early stage no increased levels was observed when compared 

to control mice (Figure 1A). Accomplishing the increase of apoptosis, there was 

a significant decline in the number of peripheral RBC (Figure 1B). However, it 

was not possible to observe a significant correlation between apoptosis and 

anaemia degree during the late stage of infection (Figure 2).  

To get some insight into the participation of parasite and immune 

response in nRBC apoptosis, we also evaluated, parallely to apoptosis assay, 

parasitaemia and plasmatic levels of cytokines (TNF, IFN-, IL-5, IL-4 and IL-2), 

nitric oxide and anti-RBC antibodies during early and late stages of infection. As 

expected, parasitaemia was significantly increased at late stage when 

compared with early stage (Figure 1C), confirming the typical progressive 

replication of P. yoelii 17XL parasites. The proinflammatory cytokines IFN- and 

TNF were also raised during infection (Figure 1D and E), while IL-5, IL-4 and IL-

2 were not significantly detected in plasma of both control and infected mice 

(data not shown). IFN- was raised in both early and late stages, showing no 

statistical difference between these two phases of infection (Figure 1D). 

Inversely, TNF concentrations, as well as the levels of anti-RBC antibodies, 
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were significantly increased only during the late stage (Figure 1E and F). 

Contrasting with the rise in the levels of parasitaemia, proinflammatory 

cytokines and anti-RBC antibodies, no significant statistical change was 

observed in concentrations of nitric oxide during infection (Figure 1G).       

 Considering that parasitaemia, TNF and anti-RBC antibodies were 

increased during the late stage of infection, we attempt to correlate these 

factors with nRBC apoptosis (Figure 3). While antibodies were not correlated 

with apoptosis (Figure 3A), parasitaemia were positively correlated (Figure 3B), 

suggesting a direct participation of parasite in apoptosis induction. Interesting, it 

was also possible to observe that the levels of TNF had a trend for a negative 

correlation with apoptosis (Figure 3C), contrasting with the claimed pathogenic 

proprieties of this cytokine in malaria.         

 

Discussion 

Augmented levels of erythrocytic apoptosis have been reported in 

different clinical disorders which anaemia is a common syndrome, suggesting a 

participation of this phenomenon in the pathogenesis of anaemia (Lang et al., 

2008). Nevertheless, the contribution of this process to anaemia development 

has not been archived. Herein, we extended our previous studies (Totino et al., 

2010) to investigate the involvement of nRBC apoptosis in malaria anaemia as 

well as the influence of parasitaemia, nitric oxide, cytokines and anti-RBC 

antibodies in the apoptotic levels. Our data confirm our previous results 

concerning increase in the levels of apoptotic nRBC during the late stage of P. 

yoelii 17XL infection in Balb/c mice and show that anaemia degree was not 

linked to the extension of apoptosis. It was also observed that nRBC apoptosis 
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was associated to parasite load, but did not to immune response compounds 

studies here.   

It is known that parasite-derived factors participate in the 

physiopathology of many parasite infections, in part, by inducing host cell 

apoptosis (Bienvenu et al., 2010). In malaria, some studies have demonstrated 

that parasite antigens can directly stimulate apoptosis in vitro in brain 

endothelial and neuroglia cells, cardiomyocytes and erythroblast (Wennicke et 

al., 2008; Wilson et al., 2008; Lamikanra et al., 2009). In this sense, our results 

showing increased levels of nRBC apoptosis associated with high parasite 

loads, but not with immune response, suggest that malaria parasite antigens 

could also have direct apoptogenic effects on nRBC. In fact, nRBC in P. 

falciparum in vitro culture undergo erythrocytic apoptosis that, similarly, can be 

induced by in vitro treatment of RBC with bacterial toxins and Schistosoma 

mansoni antigens (Lang et al., 2004; Föller et al., 2007; Kasinathan and 

Greenberg, 2010). The already described identification of nRBC as target cells 

to incorporation of plasmodial molecules reinforce the role of parasite antigens 

in induction of erythrocytic apoptosis in malaria (Omodeo-Sale et al., 2005; 

Layez et al., 2005; Bratting et al., 2008).  

Interestingly, the pro-apoptotic effect of malaria parasite observed at late 

stage of infection was not detected at the early stage, which showed low to 

moderate parasite load, indicating that a major impact of parasite in the 

induction of nRBC apoptosis occurs during hyperparasitaemia. In general, 

malaria infection in mice lead to high parasitaemia that, besides yours own 

pathogenic effect through lysis and cytoadherence of pRBC (Lamikanra et al., 

2007), could contribute to malaria pathology inducing apoptosis in nRBC. In 
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human malaria, therefore, parasitaemia is usually lower than in mice (Garcia, 

2010) and the induction of nRBC apoptosis by parasite itself possibly do not 

reach significant magnitude. Our preliminary studies with P. vivax infected 

patients agree with this possibility, since no alteration in the normal levels of 

apoptotic nRBC was identified (unpublished data). 

The low levels of nitric oxide observed herein in plasma of P. yoelii 17XL-

infected mice can additionally contribute to parasite-induced apoptosis. Nitric 

oxide is a biological mediator endowed with several roles and its reduced 

bioavailability in malaria has been associated to disease severity (Sobolewski et 

al., 2005; Zanini et al., 2011). Study on visceral leishmaniasis has also 

evidenced that depletion of nitric oxide is an important factor promoting RBC 

apoptosis and that administration of nitric oxide donor in infected animals 

prevents this erythrocytic event (Chowdhury et al., 2010). In the same way, it 

was already demonstrated in vitro that nitric oxide is a potent regulator of RBC 

survival and inhibitor of erythrocytic apoptosis (Nicolay et al., 2008). Thus, it is 

possible that besides its pro-apoptotic aptness, malaria parasites could 

potentiate the susceptibility of nRBC to apoptosis by limiting the availability of 

nitric oxide during infection.          

While parasites and nitric oxide can influence RBC apoptotic process, the 

same seems not be true for cytokines. Proinflammatory cytokines have indeed 

been implicated in apoptosis of nucleated cells (Roeske-Nielsen et al., 2010), 

but their pro-apoptotic effects were not found when fresh or parasitized RBC 

were maintained in presence of TNF and/or IL-1 (Pattanapanyasat et al., 2010). 

Our results are also in accordance with the possible refractoriness of RBC to 

cytokine-induced apoptosis (Neote et al., 1994; Daniels, 2007), since IFN- was 
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raised both at stage of infection related (late stage) and non-related (early 

stage) to nRBC apoptosis and that the augmented levels of TNF at late stage 

had a trend for a negative correlation with the percentage of apoptotic RBC.   

Our results also seem to indicate that anti-RBC antibodies, whose levels 

were increased at late stage of infection, do not participate in nRBC apoptosis 

induced by P. yoelii 17XL parasites. The ability of antibodies to stimulate 

erythrocytic apoptosis has been demonstrated by using antibodies against 

some antigens expressed on RBC surface, probably by mimicking the receptor-

ligand interaction of apoptotic induction (Head et al., 2005a and 2005b; 

Attanasio et al., 2007). Indeed, platelet-activating factor and thrombospondin-1 

can induce RBC apoptosis through receptor pathway (Head et al., 2005b, Lang 

et al., 2005). In this light, it is possible that the lack of association between anti-

RBC antibodies and apoptosis is due to the fact that these antibodies recognize 

RBC surface antigens non-related to apoptosis.  

Regarding the putative role of erythrocytic apoptosis in anaemia of 

different clinical disorders, we already hypothesized that apoptosis of nRBC 

could be involved in the pathogenesis of anaemia observed at the late stage of 

P. yoelii 17XL infection (Totino et al., 2010). However, in the present study the 

increased levels of apoptotic nRBC at this stage were not related to extension 

of anaemia, suggesting that nRBC apoptosis could not be significantly 

implicated in the anaemia of this malaria experimental model. In spite of this 

fact, we cannot exclude a possible pathogenic effect of nRBC apoptosis in 

malaria. Firstly, because erythrocytic apoptosis has been observed in 

pathologies not related to erythrocyte infection as well as malarial anaemia 

related to elimination of nRBC can occur at low parasite density (Evans et al., 
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2006; Helegbe et al., 2009). Secondly, because it was already demonstrated 

that PS-exposing RBC have the capacity to adhere on endothelium and, 

consequently, could lead to vascular injury associated to RBC sequester 

(Bonomini et al., 2002; Setty et al., 2002; Wautier et al., 2011). Therefore, 

further studies on this issue will help to better define the relevance of nRBC 

apoptosis in malaria pathogenesis.   
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Figure 1: Profile of nRBC apoptosis, anaemia, parasitaemia, proinflammatory 

cytokines, anti-RBC antibodies and nitric oxide in P. yoelii 17XL infection. Balb/c 

mice (n = 7-12) were infected with P. yoelii 17XL and, then, at days 4 (early) 

and 7 (late) p.i. pertinent evaluations were parallely performed. Non-infected 

mice were used as control (n = 13).  (A) Levels of apoptotic nRBC. (B) Number 

of peripheral RBC/mm3 of blood. (C) Parasitaemia. (D) IFN-, (E) TNF, (F) anti-

RBC antibodies and (G) nitric oxide plasmatic concentrations. Data are results 

from three separate experiments and are presented as mean ± SEM. * p< 0.05; 

** p< 0.01; *** p< 0.001. 
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Figure 2: Relationship analysis between nRBC apoptosis and anemia degree in 

P. yoelii 17XL infection. Balb/c mice (n = 12) were infected with P. yoelii 17XL 

and, then, both the levels of apoptotic nRBC and the number of RBC/mm3 of 

blood were measured during the late stage of infection (day 7 p.i.). Data are 

results from two separate experiments. 
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Figure 3: Relationship analysis of nRBC apoptosis with parasitaemia, anti-RBC 

antibodies and TNF in P. yoelii 17XL infection. Balb/c mice (n = 12) were 

infected with P. yoelii 17XL and, then, at late stage of infection (day 7 p.i.) the 

levels of apoptotic nRBC were correlated with the levels of anti-RBC antibodies 

(A), parasitaemia (B) and TNF (C). Data are results from two separate 

experiments. 
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3.4. Resultados complementares: avaliação da susceptibilidade de 

eritrócitos não parasitados à apoptose durante a infecção malárica 

humana por P. vivax 

 

Motivados pelos resultados observados na infecção experimental pelo P. 

yoelii 17XL, que evidenciaram um aumento nos percentuais de eritrócitos não 

parasitados em apoptose durante a infecção, fomos então investigar se o 

mesmo fenômeno ocorria na malária humana. Como em nosso país os quadros 

de anemia grave são raros e as infecções pelo P. falciparum tem 

significativamente baixas prevalências, nos detemos nesta parte do nosso 

trabalho no estudo da malária vivax, que em geral cursa como uma infecção 

não complicada.  
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Pacientes: 

O estudo da susceptibilidade dos eritrócitos não parasitados à apoptose 

durante a infecção malárica humana foi conduzido na cidade de Manaus-AM, 

em agosto de 2010, onde foram recrutados 20 pacientes com malária vivax 

atendidos na Fundação de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-

HVD) e 10 indivíduos clinicamente sadios, sem história pregressa da doença, 

dos quais incluíam acompanhantes dos pacientes e profissionais da Fundação.   

  

Os pacientes maláricos e os indivíduos sadios convidados a participar do 

nosso trabalho, foram informados sobre os objetivos do estudo e formalizaram 

a participação através da assinatura de Termo de Consentimento Pós-

Informado, conforme preconizado pela resolução para pesquisa clínica em 

seres humanos (resolução número 196, de 10 de outubro de 1996) e aprovado 

pelo Comitê de Ética em Pesquisas da Fundação Oswaldo Cruz (Protocolo 

CEP: 543/09). 

Após o consentimento da participação e da obtenção de dados pessoais 

e epidemiológicos, um volume de 5 ml de sangue de cada participante foi 

obtido por venipunctura em tubos vacutainer contendo EDTA para realização 

das análises laboratoriais. Durante o procedimento de coleta de sangue, todos 

os cuidados apropriados foram tomados, como o uso de seringas, agulhas, 

gazes e luvas descartáveis assim como álcool para assepsia local. 

Foram excluídos de nosso estudo grupos especiais, tais como 

populações indígenas, grupos religiosos, militares, presidiários, doentes 

mentais, parturientes, gestantes e menores de 18 anos de idade.   
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Metodologias: 

Exame parasitológico: O diagnóstico de malária e a carga parasitária 

foram determinados através do exame parasitológico em lâminas de gota 

espessa coradas pelo método de Walker, conforme preconizado pela SVS 

(2009). 

Para confecção da gota espessa, uma gota de sangue obtida da ponta 

do dedo médio dos pacientes, através de uma lanceta estéril, foi espalhada sob 

lâmina de vidro em uma área de aproximadamente 1 cm2. Depois de seco, o 

sangue foi desemoglobinizado com solução hipotônica de azul de metileno e, 

então, corado por 10 minutos com uma solução de Giemsa. Após coloração, a 

lâmina foi examinada com objetiva de imersão (100x) para identificação da 

espécie plasmodial e avaliação da parasitemia (parasitas/mm3).  

Como reflexo da prevalência majoritária dos casos de P. vivax e da 

escassez de casos de malária graves no nosso país, durante o período do 

estudo só foram inclusos pacientes com malária vivax sem complicações da 

doença.  

 

Investigações hematológicas: A análise dos parâmetros 

hematológicos foi realizada nas amostras de sangue total através de um 

contador de células automatizado (Sysmex KX-21N). Os parâmetros avaliados 

foram: número de eritrócitos, leucócitos, linfócitos, neutrófilos, monócitos e 

plaquetas (mm3), concentração de hemoglobina (g/dL), hematócrito (%), 

volume globular médio (VGM - mm3), hemoglobina corpuscular média (HCM – 

pg), concentração de hemoglobina corpuscular média (CHCM - %) e volume 

plaquetário médio (VPM - mm3). 
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Detecção das células em apoptose: Os percentuais de eritrócitos não 

parasitados em apoptose foram avaliados tanto ex-vivo quanto após 24 horas 

de incubação, sendo quantificados por citometria de fluxo através da dupla 

marcação com Syto16 e anexina V-PE, como descrito anteriormente (Totino et 

al., 2010). Assim, 200l de eritrócitos, separados do sangue total por 

centrifugação (300 X g - 10 min), foram lavados duas vezes em solução de 

Ringer (contendo em mM: 125 de NaCl, 1 de MgSO4, 32 de HEPES, 5 de glicose 

e 1 CaCl2 - pH 7,4), ajustados nesta mesma solução para um hematócrito de 

0,5%  e, então, submetidos diretamente a marcação celular ou incubados por 24 

horas a 37º C em placas de 96 poços de fundo chato.   

Para a marcação das células apoptóticas ex vivo ou após incubação, os 

eritrócitos foram ressuspensos em uma densidade de 105 células/400l de PBS 

contendo 100nM de Syto 16 (Invitrogen) e, então, incubados por 40 minutos a 

37º C em banho-maria. Após incubação, o PBS foi substituído por 100l de 

tampão de cálcio (BD Pharmingen) contendo 100nM de Syto 16 e, à suspensão 

celular, foram adicionados 5l de anexina V-PE (BD Pharmingen). Seguiu-se 

nova incubação por 15 minutos a temperatura ambiente e, após adição de 

400l de tampão cálcio contendo Syto 16, as amostras foram analisadas por 

citometria de fluxo (FACScalibur, Becton Dickinson). Para determinação da 

positividade das marcações com Syto 16 e anexina V-PE, foram utilizados, 

respectivamente, eritrócitos parasitados de indivíduos infectados ou induzidos à 

apoptose pelo tratamento com 1M de ionomicina (Sigma).  

 

Teste de indução de apoptose in vitro na presença de plasma: Além 

de examinar os percentuais de eritrócitos apoptóticos ex vivo e após 
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incubação, também realizamos experimentos para avaliar o efeito 

proapoptótico dos plasmas obtidos dos pacientes maláricos e armazenados em 

nitrogênio líquido. Para esse fim, eritrócitos do tipo O, Rh+, obtidos de um 

indivíduo clinicamente sadio, foram lavadas duas vezes em solução de Ringer, 

ressuspensos em um hematócrito de 0,5% e incubados por 24 horas, a 37º C, 

em placas de 96 poços de fundo chato na presença ou ausência de 50% de 

plasma de indivíduos sadios ou maláricos. Após este período de incubação, as 

células foram marcadas com anexina V-PE, e, então, analisadas por citometria 

de fluxo.   

A marcação procedeu da seguinte maneira: após incubação, os 

eritrócitos foram lavados duas vezes em solução de Ringer, ressuspensos para 

uma densidade de 105 células/100l de tampão de cálcio e, então, incubados 

por 15 minutos a temperatura ambiente na presença de 5l de anexina V-PE. 

Ao final da incubação, 400l de tampão de cálcio foram acrescentados à 

suspensão celular para análise por citometria. Como controle positivo da 

marcação, foram utilizados eritrócitos induzidos à apoptose (1lM de 

ionomicina) e marcados com anexina V-PE.  

 

Análise estatística: As análises estatísticas e a produção dos gráficos 

foram realizadas utilizando-se o programa GraphPad Prism 5.0 (São Diego, 

Califórnia). A diferença entre os grupos estudados foi analisada através do 

teste t-student, sendo considerada significativa quando o valor de p foi menor 

que 0.05 (p0.05).      
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Resultados 

Para avaliação da susceptibilidade dos eritrócitos não parasitados à 

apoptose na malária humana, estudamos amostras de sangue de 20 pacientes 

infectados por P. vivax e de 10 indivíduos controles clinicamente sadios.  

A idade dos participantes do estudo variou entre 18 e 73 anos, não 

sendo observada diferença significativa na média desta variável entre o grupo 

dos pacientes (44,9 ± 16,0 anos) e dos indivíduos controles (37,5 ± 17,1 anos). 

 Enquanto no grupo controle a maioria dos indivíduos era do sexo 

feminino (70%), o dos pacientes foi formado por 50% de indivíduos de cada 

sexo, dos quais 75% relataram ter tido pelo menos um episódio prévio de 

malária, seja por P. vivax ou P. falciparum.  

A carga parasitária detectada nos indivíduos infectados mostrou uma 

variação de 10 a 5.000 parasitas/mm3 de sangue, sendo a maioria dos 

pacientes (55%) diagnosticados como tendo parasitemias entre 500 e 5.000 

parasitas/ mm3. 

Como mostra a Tabela 3.1, a análise dos parâmetros hematológicos não 

evidenciou nenhuma alteração significativa concernente a séria vermelha 

quando comparadas as médias dos valores observados nos pacientes e nos 

indivíduos controles. Em contrapartida, foi possível observar que o número de 

leucócitos, linfócitos e plaquetas estava significativamente diminuído nos 

indivíduos maláricos. Uma redução nos valores referentes à soma dos números 

de monócitos, eosinófilos e basófilos também foi notada nos pacientes 

maláricos, porém se mostrou pouco significativa.  
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Tabela 3.1.: Valores dos parâmetros hematológicos avaliados nos pacientes 

maláricos por P. vivax e nos indivíduos controles clinicamente sadios. 

Os dados apresentados representam as médias ± desvios padrão dos valores hematológicos 

observados em cada grupo (pacientes e controles). VCM, Volume Corpuscular Médio; HCM, 

Hemoglobina Corpuscular Média; CHCM, Concentração de Hemoglobina Corpuscular Média e; 

VPM, Volume Plaquetário Médio.     

 

 A análise dos percentuais de eritrócitos não parasitados em apoptose 

ex-vivo ou após incubação de 24 horas não mostrou diferenças significativas 

entre as médias observadas nos indivíduos maláricos ou sadios (p≥0,05) 

(Figura 3.1). A falta de efeito proapoptótico da infecção pelo P. vivax também 

ficou evidente quando eritrócitos de um indivíduo clinicamente sadio foram 

incubados por 24 horas na presença do plasma dos pacientes maláricos 
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(Figura 3.2), uma vez que os resultados foram similares com aqueles 

detectados nos indivíduos controles (p≥0,05).   

 

 

 

Figura 3.1. Percentuais de eritrócitos apoptóticos não parasitados detectados 

ex-vivo ou após 24 horas de incubação em amostras de sangue de pacientes 

com malária vivax ou de indivíduos controles clinicamente sadios. Os dados 

representam a média ± desvio padrão dos valores observados em cada grupo.     
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Figura 3.2. Percentuais de apoptose em eritrócitos de um indivíduo 

clinicamente sadio após incubação por 24 horas na presença do plasma de 

pacientes infectados por P. vivax ou de indivíduos controles não maláricos. Os 

dados representam a média ± desvio padrão dos valores observados em cada 

grupo.     
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3.5. Artigo 4: Refractoriness of eryptotic red blood cells to Plasmodium 

falciparum infection: a putative host defense mechanism limiting 

parasitaemia. 

 

Publicado na revista PLoS ONE 2011, volume 6: e26575 

 

Considerando que a apoptose também está envolvida com a limitação 

da propagação de parasitas intracelulares, avaliamos então neste último estudo 

a capacidade do P. falciparum de infectar eritrócitos apoptóticos, uma vez que 

este processo poderia atuar no controle da parasitemia na infecção malárica. 
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4. Considerações Finais  

Sabe-se que dentre os mecanismos envolvidos na anemia malárica, a 

destruição precoce dos eritrócitos não parasitados exerce importante 

contribuição (Chang & Stevenson, 2004; Lamikanra et al., 2007). Inclusive, 

estudos apontam para a permanência dos processos que levam a eliminação 

dessas células, mesmo após a administração de drogas antimaláricas (Price et 

al., 2001; Carvalho et al., 2003; Obonyo et al., 2007). Esse dado, além de 

sugerir o envolvimento da resposta imune do hospedeiro, também parece 

indicar uma potencial participação dos antimaláricos no desenvolvimento da 

anemia da malária. 

Frente a esses fatos e tendo em vista a já descrita susceptibilidade dos 

eritrócitos ao processo de morte celular por apoptose, que parece estar 

relacionada com a anemia de diversas patologias (Lang et al., 2008), decidimos 

estudar a apoptose eritrocitária na malária e sua participação na anemia 

associada a esta infecção parasitária.   

 

No que concerne aos antimaláricos, alguns trabalhos têm mostrado que 

estas drogas têm propriedades proapoptóticas em diferentes tipos celulares e 

que isso poderia agir tanto de forma benéfica como nos tratamentos de câncer 

e de doenças autoimunes (Li et al., 2007; Park et al., 2008), como maléfica 

através da indução de apoptose em células sadias e levando ao dano celular 

(Mohamed, 2005; Nilkaeo et al., 2006). Assim, em nosso primeiro artigo 

apresentado, avaliamos in vitro a contribuição dos antimaláricos na anemia da 

malária. 
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Contrariamente aos achados em células nucleadas tratadas com 

antimaláricos (Mohamed, 2005; Nilkaeo et al., 2006; Li et al., 2007; Park et al., 

2008) e aos trabalhos que demonstram a capacidade de diferentes fármacos 

em induzir apoptose eritrocitária (Lang et al., 2008), em nosso estudo o 

tratamento de eritrócitos humanos com cloroquina, mefloquina, quinina ou 

artemisinina não foi capaz de induzir apoptose nestas células anucleadas, 

sugerindo que estas drogas não exercem influência no desenvolvimento da 

anemia através da indução de apoptose eritrocitária.  

Provavelmente, o tropismo dos antimaláricos para organelas celulares 

foi o fator responsável pela ausência do efeito proapoptótico destas drogas nos 

eritrócitos, já que essas células são desprovidas de organelas (Fitch, 2004; 

Golenser et al., 2006). Drogas como a cloroquina, mefloquina e quinina 

possuem afinidades para vacúolos ácidos e têm sido utilizadas em estudos 

sobre a apoptose induzida por alterações lisossomais em células neurais (Zaidi 

et al., 2001; Geng et al., 2010). Realmente, é descrito que o efeito parasiticida 

dessas drogas ocorre no vacúolo digestivo plasmodial, no qual elas se 

acumulam e, provavelmente, interferem com as vias de detoxificação da ferro-

protoporfirina IX gerada durante o processo de digestão da hemoglobina pelo 

parasita (Zarchin et al., 1986; Ginsburg 1990; Roepe 2009). Ainda que não haja 

um consenso sobre a susceptibilidade dos plasmódios à apoptose, nossos 

estudos prévios corroboram com a capacidade das quinolinas (cloroquina, 

mefloquina e quinina) de induzir morte celular por vias lisossomais, uma vez 

que as formas eritrocíticas do P. falciparum frente ao tratamento com 

cloroquina deflagraram processos autofágicos, que podem culminar ou não em 

eventos apoptóticos  (Totino et al., 2008 – artigo em anexo). 
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No caso da artemisinina, embora os mecanismos propostos para sua 

ação antimalárica sejam bastante controversos, é fortemente sugerido que as 

organelas celulares sejam alvos primários dessa droga (Li & Zhou, 2010; 

O’Neill et al., 2010). De fato, em estudos realizados por Stocks e colaboradores 

(2007) com eritrócitos parasitados tratados com artemisinina conjugada a um 

composto fluorescente (benzotiazol), observou-se que esta droga se acumula 

no vacúolo digestivo plasmodial, no qual parece interagir com o ferro livre, 

produzindo radicais livres e alterando as atividades desse vacúolo (Pilar 

Crespo et al., 2008). Mais recentemente, foi documentado que a artemisinina 

também pode associar-se com a cadeia transportadora de elétrons mitocondrial 

e interferir com a função da mitocôndria através da produção local de radicais 

livres (Wang et al., 2010), fortalecendo os estudos que descrevem a 

capacidade da artemisinina de ativar as vias apoptóticas mitocondrial em 

células tumorais (Mercer et al., 2011). Considerando esses achados, a 

ausência de um efeito proapoptótico da artemisinina em nosso trabalho com 

eritrócitos humanos também aponta para uma relação entre o efeito citotóxico 

dessa droga e as organelas celulares. 

Como os precursores eritrocitários são nucleados e apresentam 

organelas, possivelmente são susceptíveis ao efeito proapoptótico dos 

antimaláricos e, por conseguinte, poderiam sofrer apoptose e, assim, participar 

na indução da anemia nos pacientes maláricos durante o tratamento da 

doença. Neste sentido, a deficiência na eritropoiese já foi identificada como o 

principal mecanismo responsável pela persistência da anemia em pacientes 

tailandeses infectados pelo P. falciparum, nos quais essa manifestação clínica 

persistiu em mais de 80% dos pacientes sob tratamento (Camacho et al., 
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1998). Soma-se a esse estudo aqueles que evidenciaram uma redução nos 

níveis periféricos de reticulócitos frente ao tratamento com antimaláricos, 

ratificando a participação dessas drogas na inibição da eritropoiese (Phuong et 

al., 1997; Xie et al., 2005; Efferth & Kaina, 2010; Clark, 2012).  

Outro ponto que devemos considerar é que mesmo que nossos 

resultados não tenham mostrado um efeito proapoptotico dos antimaláricos 

cloroquina, mefloquina, quinina e artemisinina em eritrócitos sadios, não 

podemos descartar a participação dos metabólitos dessas drogas na indução 

de apoptose porque nossas observações foram feitas a partir de estudos in 

vitro.  Exemplificando esta possibilidade, resultados diferentes foram obtidos 

quando investigado o efeito hemolítico da primaquina: enquanto que in vitro 

este antimalárico não apresenta efeito hemolítico, in vivo foi demonstrado que 

seus metabólitos foram capazes de induzir uma acelerada eliminação dos 

eritrócitos (Bolchoz et al., 2001; Bowman et al., 2004 e 2005).  

 

Seguindo a nossa linha de investigação mostramos que, embora a 

apoptose não tenha sido induzida in vitro pelos antimaláricos, este evento pode 

ser deflagrado em eritrócitos na infecção malárica experimental (artigo 2). 

Similarmente aos estudos de outras patologias que causam um quadro de 

anemia, observamos um aumento nos níveis basais de eritrócitos em apoptose 

no decurso da infecção do P. yoelii 17XL em camundongos Balb/c. Como 

esperado, quando analisamos a população de eritrócitos parasitados 

observamos que um percentual de células estava em processo de apoptose, 

como já constatado com outras espécies plasmodiais (P. falciparum e P. 

berghei) (Maguire et al., 1991; Eda & Sherman, 2002; Bobbala et al., 2010). 
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Embora em estudos com o P. berghei ANKA a indução de apoptose nos 

eritrócitos parasitados através de drogas possa conferir redução da parasitemia 

(Bobbala et al., 2010, Alesutan et al., 2010), a observação de uma rápida 

progressão da carga parasitária nos camundongos Balb/c infectados pelo P. 

yoelii 17XL não sugere um efeito protetor da apoptose neste modelo de malária 

por nós estudado. Ademais, a citoaderência dos eritrócitos parasitados em 

apoptose via fosfatidilserina poderia ser mais um fator contribuidor para a 

letalidade associada ao P. yoelii 17XL (Eda & Sherman, 2002).  

Além da detecção da apoptose nos eritrócitos parasitados, também 

notamos que a infecção pelo P. yoelii 17XL levou à um aumento significativo 

nos percentuais de eritrócitos não parasitados em apoptose e sugerimos que 

este aumento poderia estar relacionado com a redução acentuada no número 

de eritrócitos periféricos observada neste modelo. Assim, para avaliarmos se a 

apoptose dos eritrócitos não parasitados estava de fato relacionada à anemia 

que acompanha a infecção pelo P. yoelii, realizamos novas experimentações 

com este plasmódio para avaliar o envolvimento da carga parasitária e de 

componentes da resposta imune do hospedeiro (óxido nítrico, anticorpos 

antieritrócitos e citocinas) na indução da apoptose nos eritrócitos não 

parasitados (artigo 3). 

Os dados assim obtidos confirmaram nossos resultados prévios 

referentes à indução de apoptose na infecção experimental pelo P. yoelii 17XL 

e mostraram que a anemia observada na fase tardia dessa infecção parece 

não estar relacionada com a extensão da apoptose dos eritrócitos não 

parasitados. Por outro lado, foi possível observar que essa apoptose 

associava-se com a carga parasitária detectada no estágio final da infecção, 
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embora tal associação não tenha sido evidenciada com os componentes da 

resposta imune avaliados. 

A observação de aumento nos níveis de apoptose eritrocitária apenas 

durante o estágio da infecção que foi marcado por uma alta parasitemia parece 

indicar que a presença do parasita em altas densidades possa ser o principal 

fator de indução da apoptose nos eritrócitos não parasitados. É fato que na 

infecção malárica antígenos parasitários podem ser adsorvidos passiva ou 

ativamente na superfície dos eritrócitos não parasitados e que isso ocorre de 

maneira dependente da concentração e/ou da parasitemia (Layez et al., 2005; 

Bratting et al., 2008). Assim, considerando a já descrita capacidade de toxinas 

microbianas e de antígenos do Schistosoma mansoni de induzir in vitro 

apoptose em eritrócitos sadios (Föller et al., 2007; Kasinathan & Greenberg, 

2010), é possível que o processo apoptótico observado ex-vivo nos eritrócitos 

não parasitados seja reflexo da elevada adsorção de antígenos plasmodiais na 

superfície dessas células. Ainda que não tenhamos avaliado se os eritrócitos 

são alvos de antígenos parasitários na infecção pelo P. yoelii 17XL ou mesmo 

se antígenos dessa espécie plasmodial induzem apoptose eritrocitária in vitro, 

a detecção de eritrócitos não parasitados em apoptose no cultivo in vitro de P. 

falciparum (Koka et al., 2007 e 2008) reforça a hipótese da participação direta 

dos antígenos plasmodiais na indução da apoptose eritrocitária.  

Nosso estudo com pacientes infectados por P. vivax (resultados 

complementares), também parece sugerir um papel da parasitemia na indução 

da apoptose eritrocitária. Assim como em outros trabalhos, observamos nestes 

pacientes uma significativa redução no número de plaquetas, leucócitos e 

linfócitos circulantes que, em parte, pode ser um evento relacionado com a 
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indução de apoptose nestas células (Piguet et al., 2002; Riccio et al., 2003; 

Kapoor et al., 2011). Entretanto, diferentemente dos resultados obtidos na 

infecção experimental pelo P. yoelii 17XL, não notamos alterações nos níveis 

basais de eritrócitos em apoptose nos pacientes maláricos, o que poderia ser 

um reflexo das baixas parasitemias que acompanham as infecções causadas 

pelo P. vivax. Realmente, os resultados observados na infecção pelo P. vivax 

assemelham-se aqueles observados no estágio inicial da infecção pelo P. yoelii 

17XL, cuja moderada parasitemia não foi acompanhada da apoptose de 

eritrócitos não parasitados.  

Contudo, é importante termos em mente que os mecanismos celulares 

que participam da eliminação dos eritrócitos podem variar conforme a espécie 

plasmodial infectante. Enquanto têm sido descrito que os eritrócitos não 

parasitados durante a infecção pelo P. falciparum deflagram um processo de 

enrijecimento celular que pode facilitar sua eliminação por macrófagos 

esplênicos (Dondorp et al., 1999; Dondorp et al., 2000), estudos realizados por 

Handayani e colaboradores (2009) mostraram que estas células apresentam 

uma maior fragilidade na infecção pelo P. vivax e, por conseguinte, são mais 

propensas à lise celular. Portanto, também é possível que a não detecção de 

eritrócitos em apoptose nos pacientes com malária vivax tenha ocorrido devido 

à maior susceptibilidade dessas células à lise celular do que ao processo 

apoptótico.   

Outro fator que pode ter contribuído para a apoptose eritrocitária 

deflagrada na infecção pelo P. yoelii 17XL foi a baixa bioavaliabilidade do óxido 

nítrico que ocorre na malária (Sobolewski et al., 2005), evidenciada em nossos 

estudos pelos níveis plasmáticos de nitrito. Estudos realizados por Nicolay e 



89 

 

colaboradores (2008) mostraram que o óxido nítrico é um potente inibidor da 

apoptose eritrocitária induzida in vitro por diferentes tratamentos e que a 

depleção dessa molécula em camundongos deficientes de oxido nítrico 

sintetase resulta em uma acelerada eliminação dos eritrócitos. A importância 

do óxido nítrico na apoptose eritrocitária in vivo também foi evidenciada durante 

a leishmaniose visceral de hamsters (Chowdhury et al., 2010). Neste modelo 

animal, a depleção de óxido nítrico causada pela infecção foi identificada como 

um promotor da apoptose eritrocitária, uma vez que este processo de morte 

celular foi atenuado através do tratamento com doadores dessa molécula. 

Frente a estes achados, podemos supor que a baixa bioavaliabilidade do óxido 

nítrico durante a infecção malárica poderia potencializar a indução da apoptose 

eritrocitária mediada pelo parasita no modelo experimental por nós estudado. 

Se por um lado nossos resultados implicam o aumento da carga 

parasitária na indução da apoptose eritrocitária, por outro parecem afastar a 

participação das citocinas e dos anticorpos antieritrócitos neste processo. A 

falta de relação entre a apoptose eritrocitária e os níveis de TNF e IFN- em 

nosso estudo não foi surpreendente, visto que o tratamento in vitro de 

eritrócitos sadios com TNF e IL-1 não foi capaz de estimular apoptose neste 

tipo celular (Pattanapanyasat et a., 2010). Ademais, tem sido descrito que os 

eritrócitos além de apresentar receptores de quimiocinas incapazes de traduzir 

sinais intracelulares, são desprovidos de receptores para citocinas, fatos que 

provavelmente os tornam refratários ao estímulo por essas moléculas 

imunológicas (Neote et al., 1994; Daniels, 2007).  

Diferentemente, no caso dos anticorpos antieritrócitos a apoptose 

eritrocitária pode ser induzida in vitro utilizando-se anticorpos direcionados 
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contra a glicoforina C, o aglutinogênio A ou o CD47 presentes na superfície dos 

eritrócitos (Head et al., 2005a; Head et al., 2005b; Attanasio et al., 2007). Ainda 

sim, em nosso trabalho não observamos relação entre os níveis de anticorpos 

antimembrana de eritrócito e a apoptose dos eritrócitos não parasitados. Como 

a especificidade dos anticorpos antieritrócitos que detectamos na infecção pelo 

P. yoelii 17XL não foi avaliada, é possível que estes anticorpos fossem 

direcionados contra antígenos eritrocitários não relacionados com a indução de 

apoptose.  

Além dos nossos resultados apontarem para a não participação das 

citocinas e dos anticorpos antieritrócitos na indução de apoptose nos eritrócitos 

não parasitados, também foi possível notar que este processo de morte celular 

não estava implicado com a anemia do modelo experimental estudado.  Com 

base nos dados da literatura que sugerem um envolvimento da apoptose 

eritrocitária na patogênese da anemia, hipotetizamos inicialmente que a 

apoptose dos eritrócitos não parasitados poderia participar da anemia 

deflagrada no estágio tardio da infecção pelo P. yoelii (artigo 2). Entretanto, a 

falta de relação entre os níveis de apoptose e o grau de anemia não permitiu 

confirmar nossa premissa inicial (artigo 3). Ademais, a indução da apoptose 

não ocorreu antes, mas durante a anemia aguda, quando a atividade fagocítica 

provavelmente já estava saturada como resultado das altas densidades 

parasitária (Schwarzer et al., 1992; Bellows et al., 2011).  

A anemia da infecção malárica murina é de fato um evento que 

normalmente está relacionado com a ruptura dos altos percentuais de 

eritrócitos parasitados (Lamikanra et al., 2007), o que pode ter representado 

um fator limitante para a avaliação da participação dos eritrócitos não 
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parasitados na anemia malárica. Portanto, não podemos descartar a 

possibilidade da apoptose eritrocitária estar envolvida na patogênese da 

malária humana, considerando que este processo é deflagrado em patologias 

em que a anemia ocorre independente da infecção de eritrócitos (Lang et al., 

2008) e tendo em vista que a anemia pode ocorrer durante o episódio malárico 

acompanhado de baixas parasitemias (Carvalho et al., 2003; Evans et al., 

2006; Helegbe et al., 2009). Assim, partimos para estudar a apoptose 

eritrocitária na infecção malárica por ocasião do diagnóstico e não observamos 

aumento nos percentuais de eritrócitos não parasitados apoptóticos nos 

pacientes estudados. Como a nossa casuística compreendeu exclusivamente 

pacientes com malária por P. vivax não complicada que inclusive não 

mostraram alterações significativas nos parâmetros eritrocitários, não foi 

possível uma conclusão definitiva sobre o papel da apoptose eritrocitária na 

anemia da malária humana.  

Por outro lado, é importante termos em mente que além de mediar a 

eliminação dos eritrócitos por fagocitose, a apoptose eritrocitária também 

parece estar relacionada com a adesão destas células nos capilares 

sanguíneos. Apesar deste fenômeno nos eritrócitos não parasitados ainda não 

ter sido descrito na infecção malárica, a aderência de eritrócitos apoptóticos em 

células endoteliais ocorre in vitro (Manodori et al., 2000; Koshkaryev et al., 

2010) e é considerada um dos fatores responsáveis pelas complicações 

vasculares na anemia falciforme e nos quadros de insuficiência renal e de 

oclusão da veia da retina (Bonomini et al., 2002; Setty et al., 2002; Wautier et 

al., 2011). Ademais, em estudos realizados por Franke-Fayard e colaboradores 

(2005) foi demonstrado que os eritrócitos parasitados por P. berghei são 
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notavelmente sequestrados nos pulmões e no tecido adiposo através do CD36, 

um conhecido receptor da fosfatidilserina exposta nas células apoptóticas 

(Fadok & Henson, 2003; Greenberg et al., 2006). Assim, similarmente aos 

eritrócitos parasitados na infecção pelo P. berghei, os não parasitados em 

apoptose poderiam ser alvos do sequestro mediado pelo CD36 e, por 

conseguinte, contribuiriam para as complicações da malária associadas a esse 

fenômeno celular.  

 

Outra aspecto da apoptose eritrocitária que avaliamos foi sua possível 

propriedade protetora na malária, visto que o processo apoptótico em células 

nucleadas também atua como um mecanismo inato de eliminação de parasitas 

intracelulares (Williams, 1994; Luder et al., 2001). Como discutido 

anteriormente, o efeito protetor da apoptose eritrocitária tem sido demonstrado 

na infecção experimental pelo P. berghei, na qual a indução in vivo de 

apoptose em eritrócitos parasitados pelo tratamento com drogas foi associada 

com a eliminação desses células por fagocitose e com a atenuação da 

parasitemia (Bobbala et al., 2010, Alesutan et al., 2010). Em nosso último 

estudo (artigo 4), entretanto, fizemos uma abordagem diferente e avaliamos in 

vitro a capacidade do P. falciparum de infectar e se desenvolver em eritrócitos 

previamente induzidos à apoptose. Assim, foi possível observar que os 

eritrócitos apoptóticos são refratários à infecção plasmodial, que provavelmente 

ocorre devido às mudanças na membrana celular deflagradas durante o 

processo apoptótico (Brown et al., 1997; Wang et al., 1998; Matarrese et al., 

2005).                
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Apesar dessa observação in vitro e considerando  a rápida progressão 

da carga parasitária e a indução de apoptose nos eritrócitos não parasitados 

apenas nos estágios finais da infecção pelo P. yoelii 17XL é difícil 

estabelecermos a real contribuição da apoptose dos eritrócitos não parasitados 

no controle da parasitemia na malária.  No caso das hemoglobinopatias, que 

normalmente conferem algum grau de resistência as altas parasitemias e que 

também estão associadas a níveis aumentados de apoptose eritrocitária (Lang 

et al., 2002; Basu et al., 2008), estudos que avaliem a relação entre estes dois 

eventos ainda são necessários para que conclusões informativas sejam 

obtidas.  

Considerando os nossos experimentos in vitro, duas principais questões 

sobre o papel protetor da apoptose eritrocitária na malária emergem: se o 

percentual de eritrócito não parasitados em apoptose induzido in vivo tem 

significativa contribuição na atenuação da parasitemia e se após uma investida 

de invasão em um eritrócito apoptótico, os merozoítas ainda são capazes de 

invadir eritrócitos não apoptóticos, o que minimizaria o efeito antiparasitário da 

apoptose eritrocitária. 

Frente a essas considerações os nossos dados nos levaram a concluir 

que: 
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5. Conclusões 

 

 Os antimaláricos não parecem contribuir para a anemia observada 

durante o tratamento da malária através da indução de morte celular 

eritrocitária porque não foram capazes de induzir in vitro apoptose em 

eritrócitos sadios; 

 

 Os eritrócitos não parasitados são susceptíveis ao processo de apoptose 

eritrocitária durante a malária experimental de camundongos Balb/c pelo 

P. yoelii 17XL mas, aparentemente, não participam da gênese da 

anemia aguda deflagrada nesse modelo experimental; 

 
 A parasitemia pode ser um fator importante de indução da apoptose 

eritrocitária dado que os níveis de eritrócitos não parasitados apoptóticos 

estavam relacionados com as altas densidades parasitárias; 

 
 A malária vivax não complicada não parece cursar com a indução de 

apoptose eritrocitária, visto que não foram detectadas alterações nos 

níveis basais de eritrócitos apoptóticos e; 

 

 Os eritrócitos em apoptose parecem exercer um papel protetor no 

controle da parasitemia porque essas células se mostraram refratárias à 

infecção in vitro pelo P. falciparum.  

 

 

 

 



95 

 

6. Perspectivas  

 

Frente aos resultados apresentados nesta tese, as futuras abordagens 

que propomos para melhor esclarecer o papel da apoptose eritrocitária na 

patogênese da malária incluem basicamente: 

 

 Analisar a capacidade dos antimaláricos, incluindo a primaquina, em 

induzir apoptose eritrocitária in vivo; 

 

  Investigar a participação da apoptose de eritrócitos não parasitados no 

desenvolvimento da anemia em modelo experimental de malária murina no 

qual a carga parasitária cursa com baixas parasitemias; 

 

 Avaliar os percentuais de apoptose eritrocitária na infecção pelo P. 

falciparum e durante os quadros de malária grave e sua relação com a anemia; 

 

 Verificar a capacidade de eritrócitos apoptóticos em deflagrar fenômenos 

de citoaderência durante a infecção malárica murina e o envolvimento desse 

processo nas complicações associadas ao sequestro eritrocitário e; 

 

 Identificar antígenos plasmodiais e componentes da resposta imune do 

hospedeiro que poderiam participar da indução da apoptose eritrocitária. 
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8. Anexos 

Apresentamos a seguir outros dois trabalhos publicados no decorrer da 

realização dessa tese. 

 

 

 

 


