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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

Caracterização do papel da integrina CD11d/CD18 na injúria pulmonar aguda durante a malária 

experimental murina 

RESUMO 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO 

Isaclaudia Gomes de Azevedo 

A malária é uma doença parasitária causada pelo protozoário do gênero Plasmodium e é um 

grande problema de saúde pública. Por volta de 40% da população mundial está em área de risco 

de malária. A malária cerebral é a principal complicação, mas o edema pulmonar e a injúria 

pulmonar (ARDS) podem ser desencadeadas pela infecção com P. falciparum, P. vivax e P. 

knowlesi, e ocorrem frequentemente durante ou após o início do tratamento antimalárico. Os 

mecanismos moleculares e celulares de indução de injúria pulmonar, como da malária cerebral 

permanecem indefinidos. Previamente, nós encontramos que a deleção genética da integrina 

CD11d/CD18, que é expressa em leucócitos mieloides, desencadeia uma maior sobrevida no 

animais infectados com Plasmodium berghei Anka (PbA), que é uma modelo de malária grave. 

Tal resultado sugere que a molécula CD11d/CD18 tenha um papel determinante na 

imunopatogênese da malária. Perguntamos se CD11d/CD18 determina eventos fisiopatológicos na 

ARDS desencadeadas por infecção PbA. Realizamos análises da expressão da subunidade CD11d 

e de parâmetros inflamatórios, como da permeabilidade da barreira vascular por exclusão do 

corante azul de Evans, e citocinas por ELISA. Proteínas e leucócitos foram mensurados no lavado 

broncoalveolar (LAB). A migração celular foi medida pela contagem de células ao microscópio e 

por citometria de fluxo. Também foi avaliada a expressão do ligante de CD11d, VCAM-1 e a 

função respiratória dos animais. A Análise da expressão do mRNA da subunidade CD11d sugere 

um acúmulo de leucócitos e/ou que a expressão da subunidade CD11d é aumentada em 

macrófagos pulmonares e/ou em outras células mieloides pulmonares após a infecção. Nós 

também observamos um acumulo de leucócitos, hemácias e fluido nos pulmões de CD11d+/+ 

mice. A inflamação e a hemorragia foram menos intensas nos pulmões dos animais CD11d-/-. Em 

paralelo, a integridade da barreira vascular foi prejudicada nos animais CD11d+/+, enquanto os 

animais CD11d-/- tinham menor extravazamento de azul de Evans no tecido pulmonar e níveis 

mais baixos de proteína no LAB em comparação com CD11d+/+, apesar de o número total de 

leucócitos no LBA ter sido semelhante. Observamos níveis mais baixos de citocinas inflamatórias 

que estavam associadas com a malária experimental e clínica, em amostras de animais CD11d-/- 

quando comparados com os animais CD11d+/+. A maior parte dos leucócitos dos camundongos 

CD11d-/- ficavam retidos na medula óssea e também havia menos células CD14+ no sangue 

periférico, quando comparado com os camundongos CD11d+/+. Os nossos resultados demonstram 

que a ausência da subunidade CD11d não interfere na expressão de VCAM-I e acarreta uma 

melhor função respiratória após a infecção. Podemos observar que a integrina CD11d/CD18 

influência nos principais eventos fisiopatológicos na ARDS desencadeada pela malária 

experimental, incluindo ruptura da barreira vascular pulmonar, inflamação e hemorragia.  
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

Characterization of the role of integrin D2 (CD11d/CD18) in acute lung injury during 

murine experimental malaria 

 

ABSTRACT 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO 

Isaclaudia Gomes de Azevedo 

Malaria is a parasitic disease caused by protozoa of the genus Plasmodium and is a major public 

health problem. 40% or more of the global population is at risk for malaria. Cerebral malaria is 

the most feared complication, but pulmonary edema and lung injury (ARDS) are also triggered by 

the infection with Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, and Plasmodium knowlesi, and 

often occur during or after the begin of anti-malarial therapy. The molecular and cellular 

mechanisms of pulmonary injury, like those of CM, remain incompletely defined. Previously, we 

found that genetic deletion of integrin CD11d/CD18, which is expressed on myeloid leukocytes, 

improves survival in mice infected with P. berghei Anka (PbA), a model of severe malarial 

infection. Thus, CD11d/CD18 may be a critical determinant in injurious innate immune responses 

to malarial parasites. We asked if CD11d/CD18 is involved in pathophysiologic events in ARDS 

triggered by PbA infection. We measured CD11d subunit expression, vascular barrier function by 

Evans blue dye (EBD) exclusion, and cytokines by ELISA. Protein and leukocytes were measured 

in bronchoalveolar lavage (BAL) samples. Cell migration was measured by microscope counting 

and flow cytometry. We also analyzed the expression of the ligand to CD11d, VCAM-1, and 

respiratory function of animals. Analysis of CD11d mRNA suggested that CD11d subunit 

expressing leukocytes accumulate and/or that CD11d subunit expression is increased in lung 

macrophages or other pulmonary myeloid cells early after infection. We showed a dramatic 

accumulation of leukocytes, red blood cells, and fluid in the lungs of CD11d+/+ mice. 

Inflammation and hemorrhage were reduced in the lungs of CD11d-/- animals. In parallel, vascular 

barrier integrity was impaired in CD11d+/+ animals; once CD11d-/- animals had less accumulation 

of EBD in extravascular lung tissue and lower levels of BAL protein compared to CD11d+/+, 

although the total number of BAL leukocytes was similar. Compared to CD11d+/+, there were 

lower levels of inflammatory cytokines that are associated with experimental and clinical malaria 

in samples from CD11d-/- mice. Most of the leukocytes in CD11d-/- mice are retained in the bone 

marrow and also there is less CD14+ in the peripheral blood when compared to CD11d+/+ mice. 

Our findings demonstrate that the absence of CD11d integrin does not interfere in VCAM-I 

expression and correlates with a better respiratory function in infected CD11d-/- when compared to 

CD11d+/+ mice. We observed that CD11d/CD18 influences key pathophysiologic events in ARDS 

in experimental malaria, including pulmonary vascular barrier disruption, inflammation, and 

hemorrhage.  
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1. INTRODUÇÃO  

1.1. MALÁRIA: DEFINIÇÃO E BREVE HISTÓRICO  

 

A malária é uma doença infecciosa grave, causada pelo protozoário do gênero 

Plasmodium, sendo transmitido através do repasto sanguíneo de mosquitos fêmeas do gênero 

Anopheles (Baker, 2010). Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS) a malária 

continua sendo um grande problema de saúde pública ocorrendo até 1 milhão de mortes por 

ano (OMS, 2011b). 

A origem da malária é muito controversa, acredita-se que surgiu provavelmente na 

África de onde disseminou para as áreas tropicais e subtropicais do mundo. Escritos chineses 

que datam de 5000 anos e textos hindus de 3500 anos descrevem febre, esplenomegalia e 

outros sintomas que indicam episódios de malária. Os relatos de sintomas que remetem a 

malária continuam a surgir em escritos egípcios e sumerianos, estes últimos são os primeiros 

a relatar febres mortais o que indica o surgimento de infecções por Plasmodium falciparum. 

Em 323 a.C. Alexandre o Grande, faleceu na rota entre a Mesopotâmia e a Índia, 

provavelmente de malária (Carter e cols., 2002). 

Diversos médicos gregos e romanos deixaram várias referências sobre a doença, que 

ocorria em epidemias na Grécia. Hipócrates relata em seu livro sobre febres terçã benigna 

(Plasmodium vivax), terçã maligna (P. falciparum), e quartã (Plasmodium malariae) e suas 

relações com os pântanos. Com o fim do Império Romano, ocorre à epidemia de malária, na 

Itália e em diversas partes da Europa, onde era conhecida como “febre romana” (Cunha e 

cols., 2008). No final do século XVI com a chegada dos europeus e africanos ao Novo 

Mundo, trazem também a malária, para as Américas. Já no século XVII ocorreu a observação 

por padres jesuítas da utilização, por populações indígenas da América do Sul, de cascas de 

uma árvore nativa para o tratamento de alguns tipos de febre. Seu uso se espalhou 

rapidamente pela Europa e passou a ser conhecido como "pó dos jesuítas". Em 1820 os 

químicos franceses Pierre Joseph Pelletier e Joseph Bienaime Caventou identificaram o 

alcalóide quinina como o ingrediente ativo da casca da cinchona (França e cols., 2008). 

No século XVIII a doença recebeu o nome italiano de "mal aire", que significa “mau 

ar” ou ar insalubre, na época ainda acreditava-se que era causada pelas emanações 

provenientes dos pântanos. Em 1880, o cirurgião do exército francês Charles Louis Alfonse 

Laveran foi o primeiro a encontrar o parasito da malária no interior de glóbulos vermelhos 

humanos e em 1897 o médico britânico Ronald Ross observa o parasito da malária no interior 

do mosquito, o qual havia se alimentado com sangue de um doente, descobrindo assim a 

forma de transmissão da doença (Cox, 2010). O quadro completo do ciclo de 
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desenvolvimento do parasito da malária, no homem e na fêmea do mosquito do gênero 

Anopheles, e no domicilio humano foi descoberto posteriormente pelos pesquisadores 

italianos Amico Bignami, Giuseppe Bastianelli, Batista Grassi e pelo brasileiro Carlos Chagas 

em estudos realizados entre 1898 e 1906 (Lacerda e cols., 2011; Majori, 2012). 

As dificuldades no fornecimento do quinina durante a Primeira Guerra Mundial 

estimularam pesquisadores alemães para a obtenção de antimaláricos sintéticos, culminando 

com o desenvolvimento da cloroquina em 1934 (Krafts e cols., 2012). Paralelamente, foram 

desenvolvidos estudos para a síntese de substâncias com ação inseticida, que apresentaram 

seu ápice em 1942, com a obtenção por Paul Muller do composto dicloro-difenil-tricloroetano 

(DDT), que apresentava grande atividade inseticida, grande poder residual e baixo custo 

(D'Amato e cols., 2002).  

Atualmente a cloroquina ainda é utilizada como antimalárico entre outros 

medicamentos, tais como: primaquina (John e cols., 2012), mefloquina e principalmente os 

derivados de artemisinina em combinação com outros antimaláricos (OMS, 2011b; White, 

2008). O uso de inseticidas, em mosquiteiros ou nas paredes internas das casas ainda é 

método mais eficiente de controle do vetor, porém em 1970 o DDT foi banido em vários 

lugares do mundo (D'Amato e cols., 2002). No Brasil, o DDT já não era usado desde a década 

de oitenta sendo abolido em 2009, pelo seu efeito cancerígeno em humanos dentre outros 

efeitos sobre a vida animal. 

 

1.1.1. EPIDEMIOLOGIA E CONTROLE DA MALÁRIA 

 

Segundo o relatório da OMS de 2011, a malária continua sendo a maior doença 

parasitária humana gerando em torno de 300 milhões de casos por ano, desencadeando até 1 

milhão de mortes. O mesmo relatório descreve que a mortalidade mundial por malária teve 

uma redução de mais de 25%, porém muitas crianças continuam morrendo em regiões 

africanas (OMS, 2011b). 

A malária é uma emergência global que afeta principalmente mulheres e crianças 

pobres, perpetuando o ciclo vicioso de pobreza em países em desenvolvimento. Como já 

citado anteriormente, encontra-se relatos de malária desde a antiguidade. A malária já foi 

considerada uma epidemia mundial, tendo diminuído sua área de ocorrência com o passar dos 

anos e com as campanhas de erradicação. Sendo assim observamos na figura 1.1.1.1 que a 

maior incidência de casos de malária, hoje, ocorre na África, Ásia e Américas Central e do 

Sul. Dentre estas áreas tropicais, a maior parte dos casos ocorre na África subsaariana. 
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Segundo dados da OMS, a maior parte da morbidade e da mortalidade continua sendo 

atribuída a infecções pelo P. falciparum (OMS, 2011b). 

Nas Américas a malária ocorre em 21 países, desses 17 tem a malária sobre controle. 

Argentina, El Salvador, México e Paraguai encontram-se em fase de pré-eliminação da 

malária. Entre os anos de 2000 e 2009 o número de casos reportados caiu mais de 43%, sendo 

o principal agente de malária nesta região o P. vivax. O Brasil sozinho é responsável por 50-

60% dos casos de malária na região das Américas (OMS, 2011b). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A malária continua a ser um grave problema no Brasil, principalmente na região da 

Amazônia Legal, que compreende os estados do Acre, Amapá, Amazonas, parte do 

Maranhão, Mato Grosso, Pará, Rondônia, Roraima e Tocantins, e é responsável por volta de 

99,5% dos casos do país (SIVEP, 2011), a alta incidência, dificulta o turismo e os efeitos 

debilitantes da doença reduzem a capacidade produtiva da população e da região como um 

todo. No Brasil, existem três espécies de Plasmodia causadores da malária: P. falciparum, P. 

vivax e P. malariae. No final da década de 80 o número de casos de malária vivax suplantou 

os casos de malária falciparum e desde então tem sido a forma predominante no país (SIVEP, 

2011). 

No ano de 2010, foram 330.000 casos confirmados de malárias, com cinco mil 

hospitalizações e setenta e dois casos de óbitos.  As condições precárias de saneamento básico 

e educação sanitária geram um maior número de casos em áreas rurais, mas também há 

Figura 1.1.1.1: Áreas com ocorrência de Malária no mundo.  Distribuição dos casos de malária 

ao redor do mundo desde a metade do século XIX até 2010. Adaptado da OMS, 2011 
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registros em áreas urbanas, principalmente nos estados que fazem parte da Amazônia Legal 

(SIVEP, 2011). No Brasil, as áreas de transmissão são classificadas de acordo com o seu 

Índice Parasitário Anual (IPA), sendo classificado como de alto risco de transmissão aqueles 

municípios com IPA≥50 casos/1000 habitantes, de médio risco com IPA entre 10 e 50 

casos/1000 habitantes, de baixo risco aqueles que possuem menos de 10 casos/1000 habitante 

e sem risco são as áreas com IPA menor de 1 caso/1000 habitantes. Como observamos na 

figura I.1.1.2, ainda são muitos os municípios no Brasil classificados como de alto e médio 

risco de transmissão.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A luta pela erradicação e/ou controle da malária data de muito tempo. Desde os 

tempos de Hipócrates já se recomendava a drenagem dos pântanos (Cunha e cols., 2008). A 

OMS há muito tem feito campanhas de erradicação mundial visando controlar a epidemia. As 

estratégias de controle têm levado em consideração as características de cada região, mas de 

uma maneira geral são baseadas em três pilares: o diagnóstico precoce, o tratamento imediato 

e o controle do vetor. 

O diagnóstico precoce da malária é muito importante por ajudar a evitar a 

disseminação da doença pela comunidade. O método ideal para uso de rotina deve ser uma 

técnica sensível, fácil de realizar e interpretar, de baixo custo e que se adaptem às condições 

das áreas endêmicas. A gota espessa é amplamente utilizada na detecção de Plasmodium sp. 

em hemácias, uma vez que a grande concentração do sangue por campo microscópico 

favorece o encontro do parasito (Saúde, 2009). O teste microscópico é de extrema eficácia, 

porém requer habilidade técnica, que não é sempre encontrado em lugares endêmicos. Testes 

rápidos de diagnóstico, que utilizam anticorpos monoclonais para proteínas do parasito 

(Check-Pf®, Malar-Check®-específico para P. falciparum e ICT-PfPv®, Optimal®-diferencia P. 

Figura 1.1.1.2: Áreas com 

ocorrência de Malária no Brasil. 

No Brasil os munícipios são 

classificados de acordo com o 

índice parasitário anual em alto 

risco ≥50 casos/1000 habitantes, 

de médio risco entre 10 e 50 

casos/1000 habitantes, de baixo 

risco < 10 casos/1000 habitante 

e sem risco < 1 caso/1000 

habitantes. SIVEP, 2011 
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falciparum de outras espécies) têm sido muito utilizado pela rapidez e facilidade de manuseio.  

Uma terceira forma de análise e diagnóstico que tem sido aplicada consiste na identificação 

do DNA do parasito através da técnica de Reação em Cadeia de Polimerase do tipo nested 

(PCR nested), esta metodologia tem muito valor em estudos epidemiológicos (OMS, 2010; 

Saúde, 2009). 

Em relação ao tratamento da malária, quanto mais imediato, maior a probabilidade de 

redução dos efeitos da doença e prevenção de mortes. O esquema recomendado para o 

tratamento de malária nos casos de infecções por P. falciparum, desde 2006, tem sido os 

combinados de artemisinina (ACT), considerando a grande resistência do parasito a 

cloroquina, sulfadoxina-piremetamina, amidiaquina, mefloquina e quinina.  Porém em casos 

de malária gerados por P. vivax ou Plasmodium ovale é necessário o uso de primaquina, que é 

importante na eliminação das formas hipnozoítas do fígado. Pesquisas têm sido realizadas 

visando novos medicamentos ou combinações (Ravi Chandra e cols., 2004; Whegang 

Youdom e cols., 2012) e vacinas (Hill, 2011). O principal alvo destas pesquisas tem sido 

mutações que geram resistência a infecção como: as hemoglobinopatias (Taylor e cols., 

2012), ou a interação com o fator Duffy (Mercereau-Puijalon e cols., 2010).  

A prevenção da malária tem como chave o controle do vetor para redução da 

transmissão. Para o controle do vetor são utilizados dois métodos principais o uso de 

mosquiteiros impregnados com inseticidas, e a aplicação de inseticidas nas paredes internas 

das residências. O dicloro-difenil-tricloroetane (DDT) foi muito importante na eliminação da 

malária em diversos lugares do mundo inclusive em alguns estados brasileiros, porém o seu 

uso gera um grande problema ambiental. Atualmente os organoclorados também têm sido 

utilizados em algumas regiões, porém os inseticidas sintéticos derivados de piretrinas os 

piretróides são os mais usados. Dependendo do inseticida usado e do tipo de superfície que 

ele é aplicado, sua efetividade pode variar de 3 a 12 meses (OMS, 2011a). 

No Brasil desde 2003, em concordância com os programas da OMS de erradicação da 

malária, foi criado o Programa Nacional de Controle da Malária (PNCM), que se baseia no 

diagnóstico precoce, tratamento imediato e controle do vetor. Desde a implementação do 

programa, diminuiu-se o número de casos de infecções, de mortes e de municípios 

considerados de alto risco de transmissão. O programa preocupa-se também com a vigilância 

em áreas não endêmicas, em estados como Minas Gerais, Rio de Janeiro, São Paulo dentre 

outros, onde têm ocorrido surtos nos últimos anos (Saúde, 2003). 
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1.1.2. CICLO DO PARASITO 

 

 A malária é transmitida para hospedeiros vertebrados, como camundongos, macacos e 

humanos através da picada da fêmea do mosquito do gênero Anopheles, quando infectadas 

pelo protozoário do gênero Plasmodium. O gênero Plasmodium pertence ao filo 

Apicomplexa, da classe Aconoidasida, ordem Haemosporida e família Plasmodiidae 

(Antinori e cols., 2012; Collins, 2012). Os representantes deste filo caracterizam-se pela 

presença do complexo apical, que é um conjunto de estruturas e proteínas importante na 

invasão celular (Gaur e cols., 2011).   

 Todas as espécies da ordem Haemosporidae são parasitos intracelulares obrigatórios e 

possuem dois hospedeiros: um vertebrado, no qual ocorre a reprodução assexuada, e outro 

invertebrado, no qual ocorre a reprodução sexuada por fertilização. No hospedeiro vertebrado 

a simples inoculação dos esporozoítos não causa patologia, a manifestação da doença só 

ocorrerá após o parasito passar pelos hepatócitos (Rey, 2008). 

Os mosquitos injetam os esporozoítos, durante o repasto sanguíneo, no tecido 

subcutâneo (ou na corrente sanguínea de maneira muito menos frequente). Estima-se que os 

esporozoítos podem levar até uma hora para penetrarem nos vasos sanguíneos e/ou vasos 

linfáticos (Amino e cols., 2006; Gueirard e cols., 2010). Tanto os esporozoítas que ficam na 

derme, quanto os que seguem pelos vasos linfáticos e atingem os linfonodos, podem se 

desenvolver em merozoítos infectantes, sendo liberados através de merossomos (estrutura 

vesicular) (Gueirard e cols., 2010). Os esporozoítos que seguem para os linfonodos são 

importantes para geração da resposta imune do hospedeiro, através da apresentação de 

antígenos por células dendríticas, às células T CD8
+
 (Chakravarty e cols., 2007). Os 

esporozoítos que ficam na derme também podem migrar para os folículos pilosos, sítio de 

privilégio imunológico (Meyer e cols., 2008), onde permanecem dormentes ou em 

crescimento lento. Sugerindo que essas formas possam atuar como um reservatório de 

merozoítos infectantes, e/ou atuem como fontes de antígenos para os linfonodos drenantes 

(Gueirard e cols., 2010). 

Na corrente sanguínea os esporozoítos migram passivamente aos sinusoides hepáticos. 

Os esporozoítas ativamente atravessam a barreira sinusóide para ganhar acesso aos 

hepatócitos. Alguns trabalhos, utilizando o modelo murinho, demonstram uma intima relação 

entre as células de Kupffer e a entrada dos esporozoítos no hepatócitos, uma vez que a morte 

das células de Kupffer vão formar uma porta de entrada para o fígado, e evitam a fagocitose 

do esporozoítos (Lindner e cols., 2011; Menard e cols., 2008). 
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O processo de entrada no hepatócitos requer a ação de moléculas de adesão, que 

permitem o processo de endocitose do parasito. Ainda não está claro qual o estímulo 

necessário para que os esporozoítos deixem de migrar e invadam os hepatócitos, acredita-se 

que seja o encontro com os proteoglicanos expressos nos hepatócitos, que inicie o processo. 

Sabe-se que o domínio de trombospondina (TSP) da proteína circunsporozoíta (CS) e as 

proteínas adesivas relacionadas a trombospondina (TRAP), encontradas no esporozoíto, 

ligam-se aos proteoglicanos de heparan  sulfato expresso na superfície dos hepatócitos e nas 

células de Kuppfer  (Miller e cols., 2002; Schofield e cols., 2005). Esta fase do ciclo malária 

desenvolvido nos hepatócitos é conhecida como fase pré-eritrocítica. 

Uma vez os parasitos dentro dos hepatócitos, estes formam um tipo de vacúolo 

parasitóforo. A membrana do vacúolo parasitóro constitui a principal interface entre o parasito 

e o hospedeiro, sendo derivada da membrana citoplasmática do hospedeiro, mas com adições 

de proteína e possivelmente lipídeos de origem parasitária. A membrana do vacúolo 

parasitóro está envolvida, portanto, nas interações entre o parasito e o hospedeiro, como na 

captação de nutrientes ou em outras formas de manipulação da célula do hospedeiro (Lindner 

e cols., 2011). Dentro do vacúolo parasitofo os parasitos ganham um formato arredondado e 

perdem o aparelho apical, sendo denominado de criptozoítas iniciando o ciclo de reprodução 

assexuada, conhecido como ciclo pré-eritrocítico ou esquizogonia pré-eritrocítica. Os 

parasitos neste estágio são chamados de esquizontes, e multiplicam-se excessivamente 

levando ao rompimento da célula parasitada, e à liberação dos novos merozoítas, para 

circulação sanguínea por meio de merossomos, como vemos na figura 1.1.2.1 (Lindner e 

cols., 2012; Rey, 2008). Os merossomos são formados a partir da membrana plasmática da 

célula onde está ocorrendo a multiplicação do parasito, dificultando o reconhecimento pelo 

sistema imunológico do hospedeiro (Sturm e cols., 2006).  

Quando a malária é ocasionada pela infecção do P. vivax ou P. ovale, ainda no fígado, 

alguns esporozoítos, não se multiplicam, permanecenso quiescentes, sendo chamados de 

hipnozoíta. Dessa forma, por mecanismos ainda não esclarecidos, passando algum tempo, 

pode iniciar um novo ciclo sanguíneo sendo responsável, portanto, pelas recaídas da doença 

(Markus, 2010). O ciclo hepático, dependendo do agente, tem a duração média de 14 dias, 

sendo este o tempo de incubação da doença. 

O ciclo intraeritrocítico começa com o rompimento do merossomo, e a invasão de 

hemácias do hospedeiro pelos merozoítos. Os merozoítos se desenvolvem após um período de 

24 horas em trofozoítos maduros, que sofreram divisão celular formando o esquizonte 

sanguíneo. O rompimento do esquizonte sanguíneo pode se dar em ciclos de 48 horas (P. 



8 
 

falciparum, P. vivax e P. ovale) ou de 72 horas (P. malariae), e libera merozoítos que 

infectarão outros eritrócitos, desencadeando o pico febril e a resposta imune (Figura I.1.2.1).  

A entrada nas hemácias pelos merozoítos e nos hepatócitos pelos esporozoítos é 

mediada pelos receptores encontrados nas organelas do complexo apical do parasito (roptrias, 

micronemas e grânulos densos), que definem o filo Apicomplexa e se ligam a células do 

hospedeiro. As proteínas dos hospedeiros já conhecidas por ser alvo de ligação dos parasitos, 

para entrada destes nas hemácias, são: proteínas do sistema sanguíneo Duffy, glicoforina A, B 

e C, banda 3, CD36 (glicoproteína IV de plaqueta, GP-IV),  ICAM-1 (molécula de adesão 

intercelular-1), sulfato de condroentina A (CSA)  dentre vários outros  (Gaur e cols., 2011; 

Miller e cols., 2002). 

Alguns trofozoítas se desenvolvem ainda, em formas que não possuem mais a 

capacidade de divisão celular, os gametócitos. Não se sabe muito bem, qual o mecanismo para 

formação dos gametócitos, porém na malária vivax, eles já estão presentes na circulação 

periférica a partir do segundo dia de manifestação clinica. Já na malária falciparum, em média 

só é possível encontrar os gametócitos após sete dias de infecção. Os gametócitos presentes na 

circulação periférica podem ser ingeridos por outro anofelino que venha alimentar-se do 

sangue do hospedeiro, iniciando assim o ciclo sexuado do parasito no hospedeiro invertebrado 

(figura I.1.2.1 ciclo esporogônico). No estômago do mosquito ocorre o encontro dos gametas 

e a formação do zigoto, que sob a forma oocineto penetra no epitélio, e transforma-se em 

oocisto que se desenvolve em esporozoíto e migra até a glândula salivar, sendo passado para o 

hospedeiro vertebrado, no próximo repasto sanguíneo (Schofield e cols., 2005). 

 

Figura 1.1.2.1: Ciclo do Plasmodium sp. 

Diferenciando fase sexuada (ciclo 

esporogônico que ocorre no hospedeiro 

invertebrado) da fase assexuada (ciclo 

hepático e ciclo sanguíneo que ocorrem no 

hospedeiro vertebrado). Figura adaptada a 

partir de Richie & Saul, 2002 
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Atualmente cinco espécies de parasitos do gênero Plasmodium, são consideradas 

capazes de infectar humanos: P. ovale, P. malariae, P. vivax, P. falciparum e Plasmodium 

Knowlesi (Antinori e cols., 2012).  

 P. ovale foi descoberto em 1922 por Stephens, e é encontrado no Continente Africano. 

Esta espécie causa uma infecção, conhecida como febre terçã benigna que se caracteriza por 

acessos febris a cada 48 horas. Afeta principalmente reticulócitos, que pouco aumentam de 

tamanho e adquirem aspecto ovalado, e apresentam Grânulos Schuffner. Não é conhecido 

casos de malária grave em decorrência da infecção por esta espécie, porém ela pode gerar 

recaída por apresentar a forma hipnozoíta em seu ciclo de desenvolvimento (Antinori e cols., 

2012).     

 P. malarie foi identificado em 1886 por Camillo Golgi, e é também frequentemente 

silencioso, porém pode determinar a formação de complexo imune em decorrência da 

infecção, levando a uma inflamação nos néfrons podendo causar infecção crônica. Esta 

espécie é conhecida por causar febre quartã, que é caracterizada por acessos febris a cada 72 

horas. Apesar de raramente ser fatal, recorrências de malária malarie são comuns e podem ser 

longas, durando em alguns casos até 30 anos após a primeira infecção. A infecção afeta 

principalmente hemácias maduras, que não aumentam de tamanho. Uma característica comum 

desta espécie é o fato do trofozoíta maduro apresentar-se como uma “banda” ou “faixa” 

equatorial sobre a hemácia (Antinori e cols., 2012).  

 O P. vivax também foi identificado 1886 por Camillo Golgi, e é comumente 

caracterizado como febre terçã benigna, por ter um ciclo de acessos febris de 48 horas. A 

infecção por P. vivax desencadeia febre aguda e anemia, especialmente na Ásia, América do 

Sul e Oceania. Tem sido descrito cada vez mais casos de malária grave em decorrência desta 

espécie (Lacerda e cols., 2012b). Afeta principalmente reticulócitos, que aumentam de 

tamanho, e apresentam Grânulos Schuffner. Pode gerar recaída por apresentar a forma 

hipnozoíta em seu ciclo de desenvolvimento (Antinori e cols., 2012).     

 P. falciparum é responsável pela maioria dos casos de infecções graves e mortes, 

descoberto em 1880 por Charles Alphonse Laveran. O P. falciparum é endêmico na África 

subsaariana e em toda região tropical. Esta espécie causa a febre terçã maligna com acessos 

febris a intervalos de 36 a 48 horas, sendo o responsável pela ocorrência de malária cerebral 

que é a principal “causa mortis” entre pessoas acometidas pela malária. Afeta todos os tipos 

de hemácias, de jovens a senescentes, e estas não sofrem alteração de tamanho, mas 

apresentam irregularidades na superfície (Antinori e cols., 2012).  

 P. Knowlesi provavelmente foi descrito pela primeira vez pelo italiano Giuseppe 

Franchini na circulação de Macaca fascicularis, sendo identificada a primeira vez no homem 
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por Knowles e Das Gupta em 1932. O P. Knowlesi foi o mais recentemente descrito como 

causador de malária em humanos (Collins, 2012), e é encontrado principalmente na Malásia.  

A infecção é caracterizada por acessos febris a cada 24 horas. Afeta todos os tipos de 

hemácias, de jovens a senescentes. Casos de malária grave em decorrência da infecção por 

esta espécie já foram documentados (Antinori e cols., 2012; Cox-Singh e cols., 2010; Fatih e 

cols., 2012).   

Quando os agentes maláricos são transmitidos ao hospedeiro vertebrado muitas vezes 

causam infecções silenciosas, devido a capacidade do sistema imune inato de prevenir a 

doença. Entretanto, a resposta imune de alguns indivíduos não consegue deter a proliferação 

do patógeno, o que gera uma infecção crônica, que pode se desenvolver em um único órgão, 

ou em múltiplos órgãos. Em áreas de alta transmissão é comum principalmente em recém-

nascidos e crianças. As manifestações clínicas da doença são acidose metabólica 

(principalmente estresse respiratório), malária cerebral (MC) e anemia grave da malária 

(AGM) (Schofield e cols., 2005). Contudo, nas áreas de baixa transmissão é comum 

ocorrerem distúrbios adicionais como falência renal, edema pulmonar, choque e icterícia. A 

malária placentária também é uma complicação séria, que ocasiona insuficiência placentária 

com baixo ganho de peso e pode levar a perda do feto. 

 

1.1.3. MODELOS EXPERIMENTAIS 

 

Protozoários do gênero Plasmodium podem infectar tanto humanos, quanto símeos, 

galináceos ou roedores. Diante do amplo espectro de hospedeiros vertebrados capazes de 

serem infectados, a utilização de modelos animais para entender a fisiopatologia da malária 

humana é muito disseminado. O uso do modelo animal tem vantagens e desvantagens, porém 

tem sido essencial no esclarecimento dos mecanismos fisiopatogênicos, do desencadeamento 

da resposta imunitária dos hospedeiros e dos mecanismos genéticos de resistência a infecção. 

O modelo murino, é o mais amplamente utilizado na pesquisa, para tanto são 

utilizados: Plasmodium yoleii, Plasmodium chabaudi, Plasmodium vinckei e Plasmodium 

berghei (Tabela 1.1.3.1). O modelo murino é utilizado para estudos de malária cerebral 

experimental (MCE) por estar associado ao sequestro de hemácias parasitadas, em estudos 

para o desenvolvimento de vacinas, e também para compreensão dos mecanismos imunes 

como a imunoregulação por citocinas (Caillard e cols., 1992; LaCrue e cols., 2011; Li e cols., 

2001; Stevenson e cols., 2004).  

A infecção com Plasmodium berghei da cepa Anka (PbA) é um bom modelo para o 

estudo da fisiopatologia gerada pela malária. A infecção com PbA tem sido utilizada 
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principalmente para estudos de: MCE (Engwerda e cols., 2005; Randall e cols., 2008), 

malária placentária (Marinho e cols., 2009) e injúria pulmonar (Lovegrove e cols., 2008; Van 

den Steen e cols., 2010). Em muitos estudos reporta-se que a infecção por PbA gera acúmulo 

de leucócitos e sequestro de plaquetas (Combes e cols., 2006; Martins e cols., 2009), porém 

Franke-Fayard (2010) demonstrou elegantemente que hemácias parasitadas por PbA são 

capazes de aderir ao endotélio capilar dos tecidos pulmonares,  adiposo e esplênico de 

camundongos infectados, sendo o CD36 o principal receptor envolvido nesta resposta adesiva 

(Franke-Fayard e cols., 2010; Franke-Fayard e cols., 2005).   

Contudo, há diferenças entre a malária humana e murina. Dentre as principais 

diferenças podemos ressaltar, que na malária murina o nível de parasitemia é muito maior. O 

sequestro de hemácias parasitadas em órgãos como o fígado, pulmão, tecido adiposo e cérebro 

são pouco reportados na malária murina, porém ocorre intensa adesão de leucócitos, de 

maneira inversa a doença humana (Combes e cols., 2006). Além disso, a infecção do animal é 

realizada, em sua grande maioria, por via intraperitoneal ou intravenosa, não ocorrendo a fase 

exoeritrocítica da infecção. Entretanto, cabe ressaltar que nenhuma manifestação patológica é 

atribuída a essa fase no hospedeiro vertebrado (Garcia, 2010; Li e cols., 2011). 
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Tabela 1.1.3.1: Infecções por plasmódios murinos em diversas linhagens de 

camundongos. 

Parasito Cepa Linhagem do 

Camundongo 

Letalidad

e 

Análise Experimental 

P. chabaudi chabaudi AS CBA 

C57BL/6 

BALB/c 

Não 

Letal 

Mecanismo imune  

Sinais Clínicos  

Sequestro  

129sv 

A/J 

DBA/2 

Letal Patogênese  

Quimioterapia  

Resistência e 

Suscetibilidade  

Mecanismo imune  

CB CBA 

C57BL/6 

Letal Mecanismos Imune 

P. chabaudi adami  BALB/c 

C57BL/6 

Não 

Letal 

Mecanismos Imune 

P. yoelli 17XL CBA 

BALB/c 

C57BL/6 

DBA 

Suiço 

Letal Mecanismo Imune  

Patogênese  

Sequestro  

Malária Cerebral 

Experimental (MCE) 

YM CBA  

BALB/c  

C57BL/6  

DBA  

Letal Vacina  

Patogênese  

Hipoglicemia  

17XNL CBA 

BALB/c 

C57BL/6 

DBA 

Não 

Letal 

Resposta Imune  

Patogenese  

Vacina  

P. vinckei vinckei  BALB/c Letal Quimioterapia  

Mecanismo imune  

Patogênese  

Sinais Clínicos  

Sequestro  

P. vinckei petteri CR C57BL/6 

BALB/c 

Não 

Letal 

Mecanismos Imune 

P. berghei ANKA BALB/c 

C57BL/6 

CBA 

Letal Patogênese  

MCE  

Sequestro  

K173 BALB/c 

CBA 

DBA 

C57BL/6 

Letal Controle para MCE  

Patogênese  

Adaptado de Li e cols., 2001; Combes e col 2005 & Li Jian e cols., 2011 

1.1.4. FISIOPATOLOGIA 

A fisiopatologia da malária é caracterizada pela ação direta do parasito sobre as células 

vermelhas do sangue do hospedeiro vertebrado, através de sua invasão e crescimento, levando 

à destruição das hemácias e consequentemente à anemia. Além disso, a relação do parasito 
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com o sistema imune inicia uma rápida e robusta reposta inflamatória na tentativa de controlar 

a infecção. No entanto, é importante ressaltar que esta rápida e potente resposta do sistema 

imune inato está relacionada ao desenvolvimento da malária grave, tanto de maneira direta ou 

por amplificar os efeitos da resposta imune adaptativa (Schofield, 2007; Stevenson e cols., 

2004).  

Para o início da resposta imune inata é necessário que o patógeno seja reconhecido 

através de seu epítope imunogênico (Padrão Molecular Associado ao Patógeno PAMPs) pelos 

receptores de reconhecimento padrão (RRP) presentes na célula hospedeira. Estudos indicam 

que o principal PAMP dos parasitos do gênero Plasmodium é o Glicosilfosfatidilinositol 

(GPI). Estudos demonstraram que a administração de GPI purificado em camundongos 

CBA/Ca, foi capaz de modular a expressão de citocinas inflamatórias envolvidas na 

patogênese da malária, como fator de necrose tumoral (TNF) e interleucinas (IL-1 e IL-2) 

gerando uma resposta inflamatória muito semelhante a uma infecção por malária na fase 

aguda  (Schofield e cols., 1993). Observou-se em estudos “in vitro” utilizando macrófagos 

peritoneais murinos provenientes de animais pré-estimulados com tioglicolato, macrófagos da 

linhagem J774A.1, macrófagos da linhagem RAW264.7, células dendríticas murinas e células 

endoteliais de veia umbilical humana (HUVEC) estimulados com GPI purificado de P. 

falciparum, a liberação de TNF, IL-12 e a síntese de óxido nítrico (NO) (de Souza e cols., 

2010; Kumar e cols., 2012; Naik e cols., 2000; Schofield e cols., 1993; Tachado e cols., 1996; 

Vijaykumar e cols., 2001). Aumento da expressão moléculas de adesão intercelular 1 (ICAM-

1) e molécula de adesão de célula endotélio vascular 1 (VCAM-1) foi observado em células 

HUVEC estimuladas com GPI purificado de P. falciparum  (Schofield e cols., 1996). Estudos 

clínicos com populações do oeste do Quênia sugerem que a falta de anticorpos anti-GPI, 

esteja relacionado ao agravamento do quadro de malária (Naik e cols., 2000).  

  Outro possível PAMP associado a malária é a hemozoína (Bonifacio e cols., 2008; 

Ropert e cols., 2008), formado pela cristalização da molécula de heme, deixando assim de ser 

tóxico para o parasito. A hemozoína chama atenção por ter bioatividade contraditória, como 

por exemplo, tanto induzir (Coban e cols., 2005) como inibir (Skorokhod e cols., 2004) a 

maturação de células dendríticas, por modular a liberação de citocinas de células do tipo Th1 

e Th2 (Anyona e cols., 2012; Coban e cols., 2005; Sherry e cols., 1995) e também tem efeito 

sobre a resposta de células mononucleares do sangue periférico (PBMC) de humanos, 

diminuindo a sua capacidade fagocítica, a liberação de citocinas e induzindo a peroxidação 

lipídica  (Barrera e cols., 2011; Deshpande e cols., 2004; Schwarzer e cols., 1992). Além 

disso, ao analisar macrófagos peritoneais obtidos de animais BALB/c infectados com P. 

chabaudi chabaudi,  e  macrófagos peritoneais estimulados com hemozoína de P. chabaudi 
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chabaudi e hemozoína sintética, estas células apresentaram deficiências na apresentação de 

antígenos a células T de hibridoma  1E5.11 sugerindo que a fagocitose da hemozoína poderia 

estar afetando ambos o processamento e a apresentação de antígeno (Scorza e cols., 1999). As 

variações na resposta imune gerada pela hemozoína podem ter relação com a metodologia 

escolhida, pois estas preparações de hemozoína sintética são heterogêneas, e contém vários 

bioativos ainda não caracterizados (Schofield, 2007).  

O reconhecimento do parasito pelo hospedeiro ou de seus produtos bioativos se dá por 

vários membros da família de receptores semelhantes ao Toll (TLR) (Esposito e cols., 2012; 

Wiley e cols., 2011; Zhu e cols., 2012). O receptor TLR-4 desempenha um papel importante 

no reconhecimento do P. falciparum por interagir com GPI e heme e assim desencadear a 

expressão de mediadores inflamatórios tanto em PBMCs quanto em macrófagos peritoneais 

provenientes de animais C57BL/6 (Figueiredo e cols., 2007; Krishnegowda e cols., 2005). Em 

um estudo de caso realizado em Uganda, que comparou crianças apresentado malária 

cerebral, e crianças com malária não complicada, demonstrou que polimorfismos no receptor 

TLR-2, estariam levando a uma resposta iinflamatória menos intensa e a uma maior proteção 

(Greene e cols., 2012). Trabalhos demonstram que ao estimular com GPI macrófagos 

derivados de células de medula óssea provenientes de animais C57BL/6 deficientes para 

TLR-2 (TLR2
-/-

) e PBMCs tratadas com anti-TLR-2, uma menor produção de citocinas como 

TNF.  Esses trabalhos demonstram ainda que a proteína intracelular adaptadora codificada 

pelo gene 88 responsável pela primeira diferenciação mielóide (MyD88) (Coban e cols., 

2007; Krishnegowda e cols., 2005; Kumar e cols., 2012; Langhorne e cols., 2008)  é uma 

importante proteína adaptadora de TLR, em processos infecciosos desencadeados pelo 

Plasmodium sp.  

A proteína MyD88 também foi demonstrada ser importante para o reconhecimento da 

hemozoína, pelo TLR-9, e na resposta imune gerada pela infecção por P. yoelli (Fu e cols., 

2012). Estudos “in vivo” com injeção de hemozoína proveniente de P. falciparum e de 

hemozoína sintética em animais TLR2
-/-

 e em animais deficientes para MyD88 (MyD88
-/-

) 

demonstraram menor liberação de citocinas inflamatórias no plasma. Adicionalmente estudos 

“in vitro” utilizando culturas de esplenócitos e células dendríticas murinas, estimuladas com 

hemozoína de P. falciparum demonstraram menor liberação de citocinas inflamatórias, no 

sobrenadante das culturas (Coban e cols., 2005). Animais MyD88
-/-

 demonstraram ainda, uma 

menor produção de citocinas como TNF e IFN-,  tendo os sintomas da doença gerada pela 

infecção com P. chabaudi chabaudi (AS) atenuados (Franklin e cols., 2007), e quando 

infectados com P. berghei NK65 apresentaram uma menor injúria hepática, desencadeada por 

uma menor liberação de IL-12 (Adachi e cols., 2001).  A ausência da proteína MyD88 foi 
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capaz de gerar maior sobrevida em animais infectados com P. berghei Anka, enquanto os 

animais selvagens morreram de malária cerebral experimental (Coban e cols., 2007).    

Após o reconhecimento do parasito pelo sistema imunológico inicia-se uma resposta 

imuno-inflamatória no hospedeiro buscando neutralizar os efeitos gerados pela infecção. O 

parasito da malária por ser um organismo intracelular obrigatório de hemácias, seria destruído 

com a passagem da hemácia parasitada (HP) pelo baço, o que torna o sequestro de HPs em 

sítios distantes um mecanismo importante de sobrevivência (Schofield, 2007).  O sequestro se 

dá através da adesão da HPs nas células endoteliais dos capilares ou nas vênulas pós capilar 

de vários órgãos. O sequestro de HPs pode levar à obstrução mecânica da microvasculatura, 

contribuindo para uma patologia local ou órgão específico (Baruch, 1999; Miller e cols., 

2002; Schofield e cols., 2005). 

A presença do parasito na hemácia leva a formação de protusões em sua membrana, 

que são importantes para a adesividade dessas. Em infecções por P. falciparum, a proteína 

presente na superfície das hemácias recebe o nome de proteína de membrana eritrocítica 1 

(PfEMP-1), que é codificada por uma grande e diversificada família de genes var que esta 

envolvida na variação antigênica clonal, como podemos ver nos seis domínios adesivos 

representados na figura 1.1.4.1, que variam a cada nova multiplicação. Cada parasito codifica 

aproximadamente 50 cópias de genes var que variam entre as cepas, resultando numa grande 

diversidade entre as famílias de parasitos (Baruch, 1999; Claessens e cols., 2012; Miller e 

cols., 2002).  

Os domínios adesivos dos parasitos presentes na membrana das hemácias se ligam a 

vários receptores de membrana das células do hospedeiro.  Na figura 1.1.4.1 podemos 

observar que na malária cerebral, moléculas como ICAM-1, VCAM-1 e principalmente o  

CD36  têm papel fundamental no sequestro de hemácias nos vasos sanguíneos (Janes e cols., 

2011; Mo e cols., 2008; Wu e cols., 2011). No caso das complicações placentárias, sabe-se 

que há uma preferência pela ligação dessas moléculas com o sulfato de condroitina A (CSA). 

Porém, outras moléculas de adesão como: a molécula de adesão celular plaqueta-endotélio-1 

(PECAM-1;CD31), integrinas CD18, trombospondina (TSP), E selectina (E-selectina; CD62-

E) e o ácido hialurônico presente em células endoteliais vasculares, são importantes no 

processo de remoção das hemácias da circulação, gerando uma concentração HPs em órgãos 

alvos que possuem mais receptores ligantes, ocasionando maiores efeitos patológicos 

(Baruch, 1999; Faille e cols., 2009; Hughes e cols., 2010; Miller e cols., 2002; Schofield e 

cols., 2005; Wu e cols., 2011).  

Na figura 1.1.4.1 também observamos que além de ligar-se ao endotélio as HPs 

também ligam-se a Hemácias não parasitadas (HNP) num processo conhecido como formação 
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de rosetas. Este processo é mediado, na maioria das vezes, por CR1 (CD35), pela ligação ao 

grupo de antígenos sanguíneos ABO, por imunoglobulinas e pelos glicosaminoglicanos 

(GAG) (Cserti-Gazdewich e cols., 2012; Urban e cols., 2002; Vigan-Womas e cols., 2012). 

Casos de MC, anemia grave da malária (AGM) e em casos de malária não grave, também já 

foi observado acúmulo de plaquetas nos vasos formando agregados com HP através de CD36 

e também de micropartículas plaquetárias aderidas através de CD36 e CD31 (Combes e cols., 

2006; Cserti-Gazdewich e cols., 2012; Faille e cols., 2009; Hunt e cols., 2003).  Já a ligação 

de HP aos leucócitos de maneira direta ou indireta se dá via CD36 e CD51 (subunidade v 

dos heterodímeros v3 ou v5), podendo inibir as funções de células dendríticas (Urban e 

cols., 2002). O acúmulo de leucócitos e a liberação de fatores de coagulação são importantes 

no desenvolvimento da malária cerebral assim como em outras síndromes graves associadas a 

malária por gerar a formação de agregados e obstrução dos vasos sanguíneos (Grau e cols., 

2003; Ryg-Cornejo e cols., 2012; Schofield e cols., 2005).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.1.4.1 : Esquema da citoaderência. Citoaderência de Hemácias parasitodas (HP) e não 

parasitodas (HNP) a órgãos alvos, através da ligação da PfEMP1 a receptores das células do 

hospedeiro. Abreviaturas: HA, ácido hialuronico; TSP, trombospondina; ELAM-1, molécula de 

adesão endotélio/leucócito1; P-Sel., Pselectina; VCAM-1, molécula de adesão célula  vasculatura 1; 

PECAM (CD31), molécula de adesão célula plaqueta 1; CR1, receptor do complemento 1; HS-tipo 

GAGs, glicosaminoglicanos semelhantes a heparan sulfato; IgM, immunoglobulina M. Adaptada de 

Miller, 2002 

Leucócitos 
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O sequestro das HPs, e a liberação de toxinas que ocorre com rompimento das 

hemácias, dão início a uma resposta de fase aguda local, que envolve a ativação do endotélio 

e a produção local de citocinas e quimiocinas, resultando em uma super-regulação da 

expressão de moléculas de adesão das células endoteliais (Schofield, 2007). A liberação 

sistêmica das citocinas e quimiocinas amplifica a infiltração celular, o sequestro de HP e a 

liberação de micropartículas, assim como fatores de coagulação e até de fator tecidual 

(Schofield e cols., 2005; Stevenson e cols., 2004). Com a repetição deste ciclo também células 

T CD8
+
 e T podem envolver-se liberando mais citocinas e quimiocinas local ou 

sistemicamente, levando por fim ao dano endotelial (Hansen e cols., 2007). 

Muitos estudos demonstram associação entre a gravidade da doença e o aumento da 

liberação de citocinas imunomodulatórias, incluindo fator de necrose tumoral 

(TNF)interleucina (IL-1IL-6, CXCL-8/IL-8, IL-10, IL-12 (p70) e interferon gama 

(IFN-Lyke e cols., bem como das quimiocinas CCL-3 (MIP-1e CCL-4 (MIP-

1Ochiel e cols., 2005balanço na regulação de citocinas pró-inflamatórias e anti-

inflamatórias pode ser crucial na extensão da patologia gerada, tanto em humanos como em 

modelos experimentais (Niikura e cols., 2011)

Dentre as citocinas, o papel do TNF tem sido o mais extensivamente abordado. O TNF 

tem um papel importante tanto na MC quanto nas outras síndromes desencadeadas pela 

infecção plasmodial (Randall e cols., 2010). O papel do TNF na malária é muito discutido, 

sabe-se que ele exerce uma função protetora contra o parasito (plasmodicida) (Clark e cols., 

1990; Muniz-Junqueira e cols., 2001), em oposição existe a correlação entre altas 

concentrações desta citocina no soro e a gravidade da doença, e até mesmo uma relação entre 

a taxa de polimorfismo da região promotora do gene do TNFdiminuindo a morbidade por 

malária (McGuire e cols., 1994). 

O IFN- também desempenha um papel contraditório na malária, sendo caracterizado 

como um mediador central de proteção em resposta aos estágios sanguíneos da malária e na 

hematopoiese (Belyaev e cols., 2010; Bostrom e cols., 2012; Luty e cols., 1999; Torre e cols., 

2002). Porém, diversos estudos demonstram correlação entre o aumento da liberação de IFN- 

por células CD3
+
 e a incidência de malária (Day e cols., 1999; Quelhas e cols., 2012). A 

produção de IFN-tem sido intimamente relacionada a produção de outra citocina muito 

importante no desenvolvimento da malária, a IL-12. Acredita-se que a produção de IL-12, 

estimule a diferenciação e expansão de linfócitos e consequentemente a produção de citocinas 

Th1, principalmente IFN- (Diouf e cols., 2007; Hensmann e cols., 2001) que podem 

controlar a infecção levando à diminuição da parasitemia (Keller e cols., 2006; Perkins e 
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cols., 2000), ou desencadear uma maior migração de monócitos e de células CD4
+
 e CD8

+
 

para órgãos alvos como cérebro e pulmão, e a retenção destas através da interação com as 

moléculas de adesão também estimuladas pela liberação de citocinas (Belnoue e cols., 2008; 

Metenou e cols., 2012).  

Diversos estudos demonstram a relação entre elevados níveis de citocinas e 

quimiocinas e a gravidade da malária. Crianças com malária grave apresentam altos níveis de 

IL-6, IL-1e CCL-2/MCP (Bostrom e cols., 2012; Rovira-Vallbona e cols., 2012). A 

quimiocina CCL-2/MCP-1 além de associada a malária grave em crianças, também tem sido 

associada a malária placentária, sendo comum elevados níveis desta em mulheres de primeira 

gestação (Bouyou-Akotet e cols., 2004). A anemia grave e a síndrome respiratória 

desencadeada pela malária têm sido associadas a baixos níveis de IL-10 (Awandare e cols., 

2006; Kurtzhals e cols., 1998). Trabalhos “in vitro” utilizando PBMC de doadores saudáveis 

demonstram que a fagocitose de hemozoína, seja a natural ou a sintética, leva a liberação de 

citocinas como TNF, IL-1, IL-10, MIP-1, CCL-2/MCP-1, dentre outras (Barrera e cols., 

2011; Giribaldi e cols., 2010; Keller e cols., 2006; Nti e cols., 2005; Polimeni e cols., 2012). 

O estudo do perfil de citocinas liberadas durante a malária continua sendo muito importante, 

como possível alvo terapêutico, buscando diminuir a migração de leucócitos e a ativação dos 

receptores correspondentes em células responsivas, desencadeando assim uma menor 

quimiotaxia de células imunes para o sítio da infecção. 

A fisiopatologia em decorrência da infecção por P. falciparum, tem recebido maior 

atenção, por ser a espécie de maior importância em saúde pública em virtude das altas taxas 

de morbidade, mortalidade e multirresistência. Contudo muitos trabalhos têm mostrado que a 

infecção por P. vivax, também causa manifestações graves. O P. vivax possui a família de 

genes vir semelhantes aos genes var de P. falciparum, que é envolvida na variação antigênica 

entre os ciclos replicativos (del Portillo e cols., 2001). Trabalhos recentes demonstram que 

hemácias parasitadas por P. vivax são capazes de citoaderir ligando-se aos receptores do 

hospedeiro como ICAM-1, CD36 e VCAM-1 (Carvalho e cols., 2010). Além da capacidade 

de aderir ao endotélio, a concentração plasmática de citocinas em pacientes infectados com P. 

vivax é muito mais elevada do que pacientes infectados com P. falciparum (Yeo e cols., 

2010).  

 

1.1.4.1. MALÁRIA PULMONAR 

 

As complicações associadas à malária são caracterizadas pelo comprometimento de 

vários órgãos. O dano tecidual pulmonar desencadeado pela malária é reportado há mais de 
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200 anos, porém o nosso conhecimento sobre a patologia e a melhor forma de tratamento 

ainda é limitada. As manifestações pulmonares associadas à malária podem gerar a síndrome 

da angústia respiratória aguda (do inglês acute respiratory distress syndrome-ARDS). As 

complicações pulmonares são comuns em infecções causadas por P. falciparum e P. vivax 

(Tan e cols., 2008), porém podem ocorrer em decorrência de P. ovale (Haydoura e cols., 

2010) e P. malarie (Lozano e cols., 1983). A ARDS associada à malária pode ainda ocorrer 

simultaneamente a outras síndromes como MC (Blanloeil e cols., 1980; Taylor e cols., 2006; 

Taylor e cols., 2002), ou isoladamente, sendo mais comum em indivíduos adultos não imunes, 

como por exemplo viajantes que retornam de países endêmicos (Gerardin e cols., 2007; 

Mohan e cols., 2008).   

A principal complicação da malária pulmonar é a formação do edema pulmonar.  O 

edema pulmonar é desencadeado pelo aumento da permeabilidade da membrana alvéolo-

capilar, levando à perda de fluido intravascular (Taylor e cols., 2006; Taylor e cols., 2002), 

com acumulo de macrófagos pulmonares seguida de resposta inflamatória intravascular. A 

resposta imune gerada no pulmão também pode levar a obstrução das vias aéreas, com 

diminuição da ventilação, das trocas gasosas e aumento de células com atividade fagocítica 

(Anstey e cols., 2002; Taylor e cols., 2006). 

Os sintomas do comprometimento pulmonar podem ocorrer junto aos outros sinais 

clínicos da infecção, ou o mais comum é ocorrer após o início do tratamento, quando o 

paciente apresenta uma melhora dos sinais clínicos. Sugere-se que a patogênese de ARDS em 

malária falciparum seja devido ao sequestro de parasitos periféricos, de maneira secundária a 

expressão de moléculas de adesão que facilitam a citoaderencia das HPs às células endoteliais 

(Anstey e cols., 2007). A adesão das HPs leva a uma obstrução da microcirculação, 

desencadeando uma resposta inflamatória sistêmica associada a um grande número de células 

inflamatórias que migram para o parênquima pulmonar e levam à produção de altos níveis de 

citocinas. Citocinas como TNF, IL-1 liberadas por monócitos e macrófagos, regulam a 

expressão de IL-6 e CXCL-8/IL-8, por exemplo, e aumentam a expressão de moléculas de 

adesão endoteliais e a ativação de macrófagos  (MacPherson e cols., 1985; Mohan e cols., 

2008; Taylor e cols., 2002).  

O sequestro de hemácias parasitadas na microvasculatura pulmonar não ocorre em 

infecções desencadeadas por P. ovale. Trabalhos recentes demonstraram que em infecções 

desencadeadas por P. vivax as HPs são capazes de aderir ao endotélio, porém de maneira bem 

menos intensa quando comparado com P. falciparum (Carvalho e cols., 2010).  Sendo assim, 

a teoria da obstrução da micovasculatura não é suficiente para explicar a ocorrência de ARDS 

na malária ovale e na malária vivax. Lacerda e cols (2012) demonstraram que a injúria 
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pulmonar foi a principal causa das mortes ocasionadas pela infecção com P.vivax, com uma 

massiva infiltração no espaço intersticial e formação de edema alveolar, confirmando a 

literatura existente (Anstey e cols., 2007; Lacerda e cols., 2012a). Portanto, a infiltração 

celular, e a ação destas no foco inflamatório, parecem ter um papel importante nos fenômenos 

obsevados na injúria pulmonar desencadeada por outros agentes da malária. 

O quadro clínico do paciente pode progredir rapidamente para falência respiratória. Os 

sinais clínicos de comprometimento pulmonar, desencadeados pela malária, são de difícil 

diagnóstico por serem confundidos com pneumonia. Uma vez que os pacientes com ARDS 

associada à malária apresentam intensa falta de ar, tosse, dispneia, expectoração e dor no peito 

(Rajput e cols., 2000). O tratamento destes pacientes consiste em uso do esquema terapêutico 

de acordo com a espécie infectante e em alguns casos faz necessário o uso da ventilação 

mecânica não invasiva (Agarwal e cols., 2007). 

A injúria pulmonar decorrente da malária, comumente desenvolve-se após o início do 

tratamento antimalárico (Kumar e cols., 2007; Price e cols., 2007; Sarkar e cols., 2010) e é 

predominantemente devido a resposta inflamatória exacerbada. A liberação de citocinas pode 

ocasionar, diretamente, dano tecidual e/ou aumentar a expressão de moléculas de adesão, 

possibilitando um maior sequestro de HPs resultando em injúria pulmonar (Agarwal e cols., 

2007; Taylor e cols., 2002).  

Ainda não está claro qual o papel da resposta imume gerada pelo hospedeiro, tanto em 

resposta à infecção como ao tratamento antimalárico, no desenvolvimento das complicações 

pulmonares observadas na malária. No entanto, já foi observado que camundongos CD36
-/-

 

infectados com PbA, possuem um menor grau de HP no tecido pulmonar (Lovegrove e cols., 

2008). Além disso, trabalhos “in vitro” com células endoteliais pulmonares humanas, 

demonstraram a adesão de HP por P. vivax ao sulfato de condroitina A e à ICAM-1 (Carvalho 

e cols., 2010). Estes dados demonstram a importância de mais pesquisas envolvendo o papel 

de moléculas de adesão na injúria pulmonar durante a malária.  

 

1.2. INTEGRINAS 

 

As integrinas são proteínas heterodiméricas transmembranares, compostas pela 

associação não covalente entre as subunidades  e . Até hoje, já foram descritas 18 

subunidades  e 8 subunidaes , que resultam em 24 receptores distintos em mamíferos 

(figura 1.2.1) (Hynes, 2002; Margadant e cols., 2011; Zhang e cols., 2012b). Em geral, as 

integrinas se ligam a motivos específicos da matriz extracelular. Há integrinas que se ligam à 

fibronectina (representado em azul na figura 1.2.1), integrinas que se ligam ao colágeno 
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Figura 1.2.1: Esquema das subfamílias de integrinas. Esquema demonstrando as 18 subunidades  

e 8 , formando os 24 diferentes heterodímeros conhecidos. Evidenciando em azul as integrinas que 

se ligam à fibronectina, em laranja integrinas que se ligam ao colágeno, em verde as integrinas que 

se ligam à laminina e em vermelho as integrinas envolvidas no recrutamento e adesão de leucócitos 

ao endotélio. Adaptado Margadant e col, 2011 

(representado em laranja na figura 1.2.1), e integrinas que se ligam à laminina (representadas 

em verde na figura 1.2.1). Entretanto, existem as integrinas que são importantes no 

recrutamento e na adesão de leucócitos ao endotélio, as integrinas 4, e os membros da 

subfamília 2 (CD18) também conhecidos como leucointegrinas (representadas em vermelho 

na figura 1.2.1) (Huttenlocher e cols., 2011; Margadant e cols., 2011; Ye e cols., 2012).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As integrinas compõem o grupo das moléculas de adesão celular, juntamente com as 

selectinas, as caderinas e os membros da superfamília das imunoglobulinas. A função das 

moléculas de adesão, em especial das integrinas, é mediar as interações entre as células ou 

entre as células e a matriz extracelular (MEC) formando uma ponte ao citoesqueleto celular 

(Hynes, 2002; Zhang e cols., 2012b). As integrinas modulam muitos aspectos celulares como: 

proliferação, apoptose, formato celular, polaridade, motilidade, ativação, expressão gênica e 

diferenciação (Hynes, 2002; Shi e cols., 2004).  

As integrinas são muitos importantes no tráfego de leucócitos através de diferentes 

tecidos e órgãos, assim como em suas interações com outras células do sistema imunológico, 

sendo essenciais para o desenvolvimento da resposta imune. Os leucócitos circulantes 

mantêm suas integrinas em uma conformação inativa (com a cauda citoplasmática da 

integrina dobrada e próxima a face citoplasmática da membrana plasmática) para evitar 

contatos inespecíficos e somente no sítio inflamatório ocorre uma rápida ativação (a cauda 

citoplasmática da integrina estende e ocorre o afastamento significante das faces 
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citoplasmática das cadeia e ) dessas moléculas (Cairo e cols., 2006; Hu e cols., 2010; 

Hynes, 2002).  

 A interação de integrinas com seus ligantes específicos aumenta o recrutamento de 

outras integrinas (microagrupamentos), propiciando maior adesividade dos leucócitos. Os 

compartimentos celulares que estocam as integrinas são comumente chamados de 

“adessomos”, e fundem-se com a membrana plasmática e liberam as integrinas na superfície 

celular. A adesão gerada pelas integrinas proporciona mudanças na plasticidade do 

citoesqueleto e motilidade celular (Cairo e cols., 2006; McKillop e cols., 2009; Sanchez-

Madrid e cols., 1999; Stewart e cols., 1998). 

 As integrinas são de extrema importância para o funcionamento do sistema imune uma 

vez que análises de mutações genéticas que levam a não expressão ou ao mau funcionamento 

destas, desencadearam doenças graves (Bunting e cols., 2002; Harris e cols., 2000). Foram 

descritas três tipos de deficiências de adesão leucocitária (LAD): LAD I, LAD II e LAD III. 

Sendo essas caracterizadas pela incapacidade de eliminação de patógenos, infecções 

recorrentes com diminuição da expectativa de vida e deficiência na cicatrização de feridas 

(Bunting e cols., 2002).  

A forma mais comum de deficiência é a LAD I que é causada por mutações no gene 

codificante das cadeias beta 2 (2) que é comum a todas as integrinas 2, estas por sua vez não 

são expressas na superfície celular levando a defeitos na adesão dos leucócitos ao endotélio 

(Hanna e cols., 2012). Na forma LAD II, a expressão das  integrinas é normal, o defeito 

ocorre no metabolismo da fucose levando a ausência do sialyl Lewis X (sLeX), que é o 

ligante a selectinas, expresso em leucócitos, desencadeando defeitos no rolamento dessas 

células (Gazit e cols., 2010). A LAD III (também conhecida como variante da LAD I) é 

caracterizada por mutações no gene que codifica a proteína Kindlin-3 que ajuda a estabilizar a 

conformação ativada das integrinas, causando então defeito na ativação dos leucócitos 

mediada pelas integrinas 1, 2 e 3 apesar da expressão normal destas integrinas (Hanna e 

cols., 2012). 

 

1.2.1. LEUCOINTEGRINAS (CD18/2) 

 

A subfamília de leucointegrina CD é composta por quatro membros (Harris e cols., 

2000): CD11a/CD18 (L2; antígeno associado a função de linfócitos-1/LFA-1), 

CD11b/CD18 (M2; complexo de ativação de membrana-1/MAC-1; CR3), CD11c/CD18 

(X2) e CD11d/CD18 (D2). Sendo a  CD11a/CD18 expressa predominantemente na 
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Figura 1.2.1.1: Esquema demonstrando as 

subunidades  e . Esquema demonstrando 

as faces extracelular e intracelular das 

subunidades alfa e beta e os seus domínios 

conservados, importantes para o 

reconhecimento do ligante e para ativação 

celular desencadeada por integrinas. 

Esquema adaptado da Adaptado Harris et 

col., 2000. 

Membrana 

 Plasmática 

de 

 leucócitos 

 

 

Domíno A 

Domínio 

I 

Subunidade 



Subunidade  

superfície de linfócitos, granulócitos e monócitos/macrófagos, a CD11b/CD18 é expressa 

predominantemente na superfície de células mielóides e de células NK, e a CD11c/CD18 

expressa na superfície de células mielóides  (Elangbam e cols., 1997). A CD11d/CD18 foi a 

última a ser descrita e é expressa em monócitos/macrófagos e eosinófilos (Danilenko e cols., 

1995; Grayson e cols., 1998). Sabe-se que a ativação celular leva a translocação dos 

heterodímeros CD11/CD18 dos grânulos para superfície da membrana plasmática (Harris e 

cols., 2000). 

 O gene que codifica a cadeia CD está 

localizado no cromossomo humano 21, codificando 

a proteína transmembranar, que tem em sua porção 

citoplasmática sequências importantes no processo 

de sinalização e associação a proteínas do 

citoesqueleto. Acredita-se que como os 56 resíduos 

de cisteína na cadeia CD18 são conservados 

também nas cadeias das integrinas 1, e 3, eles 

sejam importantes para manter a estrutura terciária 

desta. A porção extracelular contém 241 

aminoácidos do domínio I próximo ao N-

terminal (Figura 1.2.1.1) que também é 

altamente conservado em outras subunidades  e 

é importante para reconhecimento de ligação 

(Gahmberg e cols., 1998; Harris e cols., 2000). 

Sabe-se que os genes humanos que 

codificam as subunidades CD11a, CD11b, 

CD11c, CD11d estão localizados no 

cromossomo humano 16. A sequencia de 

aminoácidos das proteínas que codificam a 

subunidade CD11b, CD11c e CD11d apresentam 

entre si de 60-66% de identidade,  enquanto que 

apresentam somente 35% de identidade com a 

subunidade CD11a (Harris e cols., 2000; Wong e cols., 1996). A cadeia CD11 das integrinas 

CD11/CD18 apresentam um domínio extracelular A de aproximadamente 200 aminoácidos 

que é importante para interação com o ligante (Lee e cols., 1995b) (Figura 1.2.1.1) e está 

presente em outras integrinas que possuem a subunidade mas não fazem parte da 
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subfamíliaCD18como1, 2 e E. A face citoplasmática da cadeia é constitutivamente 

fosforilada em algumas subpopulações de leucócitos, mas não se sabe a importância deste 

fenômeno para o funcionamento celular (Harris e cols., 2000). As leucointegrinas apresentam 

ainda na face citoplasmática um motivo de peptídeos GFFKR (Figura 1.2.1.1) comum para 

todas as integrinas com subunidade  que serve para manter a ligação heterodimérica numa 

conformação de baixa afinidade na ausência de sinalização (Gahmberg e cols., 1998). 

Cada uma das integrinas CD18 reconhece um ou mais membros da superfamília de 

imunoglobulinas envolvidas na adesão intercelular (ICAM-1---ICAM-3). As integrinas 

CD11b/CD18, CD11c/CD18 e CD11d/CD18 também reconhecem proteínas de outras classes 

e no caso de CD11b e CD11c reconhecem também polissacarídeos (Gahmberg e cols., 1998; 

Harris e cols., 2000; Sadhu e cols., 2007; Takada e cols., 2007). 

 A estrutura cristalográfica do domínio A de CD11b e CD11a foi estudada buscando 

melhor entender o papel deste domínio para as interações das integrinas. Os estudos 

cristalográficos descobriram o sítio de adesão dependente de íons como Mg
2+

 e Mn
2+

, onde 

mutações nesta região alteraram ou aboliram as interações com os ligantes e também com a 

subunidade CD18 (Hynes, 2002; Ye e cols., 2012). Assim como, modificações na estrutura 

terciária no domínio A (Lee e cols., 1995a; Li e cols., 1998) e quartenárias  (Harris e cols., 

2000; Loftus e cols., 1997) nos domínio I das integrinas CD18 podem ser importantes para 

ativação e inativação. 

A ativação de leucócitos por agonistas que se ligam a diversas classes de receptores 

desencadeando uma ativação das integrinas da subfamília CD18 é conhecido como 

“sinalização de dentro para fora” (Harris e cols., 2000; Hu e cols., 2012; Shen e cols., 2012). 

Uma rápida regulação dessa ação é importante para os leucócitos, pois eles circulam pelos 

tecidos em um estado não adesivo antes de serem atraídos para o sítio inflamatório. O 

mecanismo pelo qual este fenômeno é gerado tem sido estudado extensivamente, porém o 

mais provável é que ocorra a interação entre várias vias.  

As integrinas também podem interagir diretamente com seus ligantes, com anticorpos 

ativadores ou cátions divalentes podendo transmitir dessa forma sinais para dentro da célula e 

desencadear cascatas de transdução de sinais intracelular, e em adição adesão. Esse processo 

de sinalização mediado pela ativação direta da integrina por um ligante recebe o nome de 

“sinalização de fora para dentro” e regula eventos como crescimento celular, diferenciação e 

apoptose (Hu e cols., 2012; Shen e cols., 2012; Wang e cols., 2010). A ligação de 

leucointegrinas com anticorpos específicos para a subunidadsde CD18 ou específicos para 

subunidade CD11, compromete a ligação do heterodímero CD11/CD18 com seus ligantes 

(Harris e cols., 2000). O tipo de sinalização externa específica para leucointegrinas CD18 
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diferem entre as várias subpopulações de leucócitos (Pardi e cols., 1989), sendo muitas vias 

de sinalização intracelular desencadeadas pela ligação ativação das integrinas CD18. Em 

relação a integrina CD11a/CD18, vários trabalhos têm demonstrado que a manipulação de sua 

cadeia extracelular usando cátions divalentes  e anticorpos de inibição, induziram uma  rápida 

e  dinâmica mudança no reconhecimento de ICAM-1 e de outros ligantes (Harris e cols., 

2000; Petruzzelli e cols., 1998). Estudos então sugerem que esta passagem do estado não-

adesivo para adesivo, envolva sinais que alteram as interações no citoesqueleto e permitam 

que a integrina forme grupos ou placas adesivas (Kucik e cols., 1996). Estudos já demonstram 

o papel da integrina CD11a/CD18 na formação de “clusters”  de timócitos e células T ativadas 

murinas conferindo adesão a ICAM-1 (Krauss e cols., 1999). 

 Sabe-se que as beta integrinas desempenham um papel importante na resposta imune à 

infecções e no extravasamento dos leucócitos, bem como em patofisiologias de doenças 

inflamatórias e autoimunes (Chavakis, 2012). Na malária, existem dados que sugerem que as 

integrinas podem mediar a citoadesão, e assim contribuir para oclusão da microvasculatura de 

diversos tecidos. A adesão de plaquetas ao endotélio cerebral e pulmonar é um processo que 

pode desencadear aumento da apoptose das células endoteliais,  levando ao aumento da 

permeabilidade tanto da barreira hemato-encefálica como alvéolo-capilar (Lou e cols., 2001). 

No modelo de malaria experimental, desencadeada por PbA, a injeção de anti-CD41(IIb) e 

anti-CD61 (3), no início da infecção, aumentou a sobrevida dos animais (van der Heyde e 

cols., 2005). Também experimentos “in vitro” utilizando hemácias parasitadas com P. 

falciparum, demonstraram a importância da integrina v3, no processo de citoadesão do 

parasito em células endoteliais humanas (Siano e cols., 1998).  O bloqueio da integrina 

CD11a/CD18 expressa em plaquetas também aboliu o sequestro de plaquetas na 

microvasculatura cerebral (Grau e cols., 1993). 

 As leucointegrinas, também parecem ter um papel importante na fisiopatologia da 

malária. Estudos “in vitro” têm demonstrado que a fagocitose de hemozoína, pigmento 

malárico, por células dendríticas (DC) leva à diminuição de moléculas importantes na 

apresentação de antígenos à células T, e tais como MHC II, CD54 e CD11c (Schwarzer e 

cols., 1998), tornando a resposta imune deficitária. Entretanto, estudos mostraram que a 

interação pré-fagocitica de hemozoína ou de -hematina (hemozoína sintética) com 

fibrinogênio leva ao reconhecimento desse complexo pelo receptor TLR-4 e pela integrina 

CD11b/CD18 de PBMCs levando a um aumento da resposta imune  com maior liberação de 

TNF e CCL-2/MCP-1 podendo desencadear um aumento na resposta inflamatória na malária 

(Barrera e cols., 2011). 
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Figura 1.2.1.2: Caracteriação da infecção com PbA em animais deficientes para integrina 

CD11d.  Figura demonstrando em A, curva de mortalidade demonstrando que a deleção da 

integrina CD11d gera uma maior sobrevida  após a infecção com PbA. Em B e C, a percentagem 

de hemácias infectadas por PbA  foi determinada pela microscopia e o hematócrito por 

sedimentação de hemácias respectivamente. Miyazaki e col., 2008. 

 As leucointegrinas são comumente expressas em células monocíticas, que são muito 

importantes no desenvolvimento da malária tanto no modelo murino como na malária humana 

(Jenkins e cols., 2006a; Schofield, 2007; Schofield e cols., 2005). Trabalhos relatam que em 

modelos murinos há aumento da migração de células CD11b
+
 para o sítio inflamatório  e 

periferia sendo importante na eliminação de parasitos (Sponaas e cols., 2009; Zhang e cols., 

2012a). Outros trabalhos demonstram que a liberação de TNF, citocina importante no 

aumento das propriedades adesivas do endotélio, durante a infecção estimula a expressão 

celular de integrinas com a CD11b (Kumaratilake e cols., 1995; Sponaas e cols., 2009). Um 

receptor muito importante na aderência de HPs às células do hospedeiro é o CD36, já tendo 

sido demonsta que a interação de HPs com CD36 leva a aumento da expressão da integrina 

CD11b/CD18 (McGilvray e cols., 2000). As integrinas CD18 também foram implicadas no 

aumento da incidência de apoptose de linfócitos durante a infecção com PbA (Piguet e cols., 

2001). A integrina CD11d/CD18, que é expressa predominantemente em monócitos, e é 

muito similar a CD11b/CD18, também tem demonstrado ter um papel importante no decorrer 

da infecção da malária, através do uso de animais deficientes (Miyazaki e cols., 2008).  

 Miyazaki e cols. (2008) observaram que animais selvagens e deficientes para a 

subunidades CD11d, ao serem infectados com PbA, não apresentaram diferenças no 

percentual de parasitemia e da contagem do hematócrito (Figura 1.2.1.2- B e C 

respectivamente). Além disso, os animais selvagens apresentaram sinai clínicos e altrações 

histológicas a partir do sétimo dia de infecção, de maneira mai proeminente sendo a principal 

diferença com relação a mortalidade, onde os animais deficientes para a integrina CD11d 

apresentaram uma maior sobrevida (Figura 1.2.1.2- A). Esta cinética pode nos sugerir que a 

integrina CD11d poderia estar influenciando na evolução da malária. 
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1.2.1.1. LEUCOINTEGRINA CD11d/CD18 (D2) 

 

A integrina CD11d/CD18 é membro mais recentemente descrito da subfamília CD18. 

Danilenko em 1995, foi o primeiro a descrever a subunidade CD11d em tecido esplênico e 

hematopoiético de cães, e a confirmou como o quarto membro da família das leucointegrinas 

(Danilenko e cols., 1995). Como foi mencionado anteriormente a integrina CD11d/CD18 é 

expressa principalmente em monócitos e macrófagos, sendo sua expressão no baço limitada  a 

polpa vermelha (el-Gabalawy e cols., 1996). Recentemente, ela foi identificada em vários 

tipos de leucócitos humanos, como células NK (natural “Killer”), subpopulações de células T, 

basófilos, neutrófilos, eosinófilos e em células de linhagem. A integrina CD11d/CD18 

desempenha um importante papel na diferenciação (Shi e cols., 2004), adesão, migração 

(Utagawa e cols., 2008; Yakubenko e cols., 2008) e ativação celular (Bronte e cols., 2000). 

A subunidade CD11d permanece retida intracelularmente no complexo de Golgi até 

ocorrer a coexpressão com a subunidade CD18, ocorrendo então a heterodimerização e 

subsequente relocalização na superfície celular (McKillop e cols., 2009). Para que ocorra a 

heterodimerização é necessária a ativação celular, independente do modo, ou seja, “de dentro 

para fora” ou “de fora para dentro”, ocorrendo a exposição do domínio A da integrina e a 

ligação entre as subunidades e o reconhecimento do ligante (Harris e cols., 2000). O domínio 

A da subunidade CD11d é muito semelhante ao domínio A da integrina CD11b, indicando 

que estas moléculas podem se associar a ligantes muito parecidos (Van der Vieren e cols., 

1999), sendo a integrina CD11d/CD18 reconhecida como um receptor multi-ligante 

(promiscuo) nas suas ligações. 

 A integrina CD11d/CD18 é capaz de se ligar à proteínas que são constituintes da 

MEC, como a fibronectina, ou que se tornam associadas à MEC durante a inflamação, como o 

fibrinogênio, a vitronectina, CCN1 (Cyr61) e VCAM-1 (Yakubenko e cols., 2006). Contudo, 

os principais ligantes conhecidos para a integrina CD11d/CD18 são o ICAM-3 (em humanos) 

e VCAM-1 (em ratos e humanos). Enquanto que as integrinas CD11b e CD11c as quais ela é 

mais relacionada se ligam preferencialmente a ICAM-1 (Costantini e cols., 2011; Grayson e 

cols., 1998; Van der Vieren e cols., 1999). 

A distribuição celular da integrina CD11d/CD18 é muito parecida com das integrinas 

da mesma família. Entretanto, a integrina CD11d/CD18 é pouco expressa nos leucócitos do 

sangue periférico, e pode ser rapidamente super-regulada em resposta a estímulos 

quimioatraentes, porém a sua expressão é realmente aumentada no momento da diferenciação 

de monócitos em macrófagos (Noti, 2002). Num experimento muito elegante, Yakubenko e 

cols. (2008), demonstraram que em baixa densidade de expressão a subunidade CD11d pode 
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cooperar com outras integrinas, suportando a migração celular e quando a sua expressão é 

aumentada tende a  tornar a célula mais propícia a adesão. Neste mesmo trabalho ele 

demonstrou que a ativação de macrófagos “in vitro” (usando a linhagem celular IC-21) e “in 

vivo” é acompanhada de uma forte aumento da expressão de CD11d (Yakubenko e cols., 

2008), demonstrando a importância da integrina CD11d/CD18 na adesividade leucocitária. 

O papel real da integrina CD11d/CD18 ainda não está totalmente esclarecido. 

Contudo, sabemos que o aumento da expressão da integrina CD11d/CD18 é comum em 

leucócitos fagocíticos, como por exemplo em macrófagos da polpa vermelha esplênica que 

atuam na fagocitose de hemácias senescentes (Van der Vieren e cols., 1999). Tal aumento, 

também é observado em macrófagos presentes em: placas atereoesclerótica (Noti, 2002), 

tecido adiposo branco de ratos e de mulheres obesas (Thomas e cols., 2011), e sítios de 

neurotrauma (Bao e cols., 2004; Bao e cols., 2005; Grayson e cols., 1998; Saville e cols., 

2004). 

Face ao exposto, achamos relevante avaliar o papel da integrina CD11d/CD18 nos 

eventos de adesão celular, fenômeno esse de grande importância no desencadeamento da 

malária pulmonar. Visto que na malária já foi demonstrado que animais deficientes para a 

subunidade CD11d tem uma maior sobrevida quando infectados com PbA (Miyazaki e cols., 

2008) e uma maior resistência a malária cerebral (dados não publicados). A subunidade 

CD11d também já demonstrou ter um papel relevante na injúria pulmonar em ratos, quando 

esta é induzida por imunocomplexos (Shanley e cols., 1998). Acreditamos que a integrina 

CD11d/CD18 possa também estar influenciando na injúria pulmonar desencadeada pela 

malária experimental. O esclarecimento destes fatos será de grande valia para a compreensão 

de mecanismos envolvidos na patogênese, assim como na identificação de novos alvos 

terapêuticos para malária, como para outras doenças. 
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2. OBJETIVOS 

 

A leucointegrina CD11d/CD18 tem um papel crucial mediando as interações célula-

célula, e célula matriz extracelular participando de eventos importantes como sinalização, 

migração e adesão celular, estando associada a diversos eventos patológicos com quadro 

inflamatório intenso. A hipótese deste trabalho é que a leucointegrina CD11d/CD18 esteja 

envolvida na resposta inflamatória,  assim como nos eventos de adesão de leucócitos causados 

pela infecção pelo Plasmodium berghei Anka. 

  

2.1. Objetivo geral 

 

Nosso principal objetivo é determinar o papel da subunidade CD11d, na injúria 

pulmonar aguda durante a  infecção pelo Plasmodium berghei Anka. 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

 Caracterizar as alterações na expressão da subunidade  CD11d, no tecido pulmonar de 

animais CD11d
+/+

 no curso da infecção com PbA; 

 Avaliar o perfil de mediadores inflamatórios no tecido pulmonar dos animais 

CD11d
+/+

 e CD11d
-/-

 após a infecção com PbA; 

 Determinar características histológicas, infiltrado inflamatório e edema pulmonar nos 

animais CD11d
+/+

 e CD11d
-/-

 após a infecção com PbA; 

 Avaliar possíveis diferenças na migração e adesão leucocitária entre os animais 

CD11d
+/+

 e CD11d
-/-

 após a infecção com PbA; 

 Avaliar a função respiratória de animais CD11d
+/+

 e CD11d
-/-

  após a infecção com 

PbA; 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1. Animais 

 

 Foram utilizados camundongos selvagens da linhagem C57Bl/6 e camundongos 

deficientes para subunidade CD11d da integrina CD11d/CD18 (CD11d
-/-

), no “background” 

C57Bl/6, gentilmente cedidos pelo Dr. Guy Zimmerman da Universidade de Utah, EUA, que são 

mantidos no Centro de Criação de Animais de Laboratório (CECAL) da Fundação Oswaldo Cruz 

(Fiocruz). Durante os experimentos, os animais foram mantidos no Biotério do Pavilhão Ozório 

de Almeida, do Instituto Oswaldo Cruz. Animais machos com peso entre 20 a 25g foram 

mantidos em gaiolas plásticas de micro isoladores ventilados (Gabinete Biotério mod. EB-273, 

Insight, Brasil) com livre acesso a água e ração, com temperatura controlada entre 22 a 24°C, e 

ciclos de claro e escuro com duração de 12 horas. Os animais receberam uma dose de vermífugo 

(10 L Petzi Plus/Vetbrands em 190 L de salina) por via oral (gavagem) e foram utilizados uma 

semana após o tratamento. Todos os procedimentos foram realizados após a aprovação pela 

Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Fiocruz sob a licensa n P-0528/08. 

 

3.2. Manutenção e infecção com Plasmodium berghei ANKA (PbA) 

 

 Para infecção dos animais foi utilizado o Plasmodium berghei Anka (PbA) cedido 

gentilmente pelo Dr. Leonardo Carvalho do laboratório de Malária do Instituto Oswaldo Cruz.  

Para estocagem do sangue foi realizada a punção cardíaca de animais infectados com 

PbA, sendo escolhidos para este procedimento, apenas animais que apresentaram até 10% de 

parasitemia. O sangue recolhido foi centrifugado em centrífuga Eppendorf mod. 5415C por 

cinco minutos a 500g. O soro foi descartado e as hemácias foram ressuspensas em uma 

solução de glicerol tamponada e mantidas em nitrogênio líquido.  

Para realização da infecção, primeiro o sangue, em estoque, foi descongelado e 

inoculado em alguns animais, chamados de animais passagem. A parasitemia dos animais 

passagem foi monitorada até chegar a 10%, e então o sangue desses foi utilizado para fazer 

uma nova infecção, agora nos animais usados nos experimentos. O inóculo utilizado foi na 

concentração de 10
5
 hemácias parasitadas em 200 L de PBS 1X, via intraperitoneal (i.p.) 

com a forma assexuada do estágio sanguíneo.  Animais controle recebiam 10
5
 hemácias não 

parasitadas (HNP) em 200 L de PBS 1X.  

  Para determinação da parasitemia, foi feito um pequeno corte com tesoura na 

extremidade da cauda dos animais, permitindo a coleta de aproximadamente dez microlitros 
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de sangue para a realização de esfregaço sanguíneo. As lâminas foram coradas em kit 

Panótico (Laborclin), através de imersão por um minuto em cada uma das soluções que 

compõe o kit. Foi contado o número de hemácias parasitadas entre cem hemácias totais 

através de microscopia de luz, utilizando o microscópio óptico (OLYMPUS mod. CX31).  

 Após verificação da parasitemia, 1µL do sangue do animal foi diluído em 999µL de 

PBS 1X, sendo as hemácias contadas em câmara de neubauer (Neubauer Improved). O 

número de hemácia total contadas, aliada a porcentagem de hemácias parasitadas foi usado 

para determinar o volume total de sangue a ser utilizado para fazer o inóculo.  

 

3.3. Obtenção de tecidos 

    

 Para a obtenção de tecidos para diversas análises, posteriormente descritas, animais 

CD11d
+/+

 e CD11d
-/-

, controle e com sete dias de infecção foram profundamente anestesiados 

com isoflurano (Abott). Após a anestesia os animais foram então perfundidos com 10 mL de 

salina não estéril, para exclusão de leucócitos e hemácias. O sistema de perfusão continha um 

escalpe acoplado a um frasco de solução salina com gotejador pendurado em local elevado.  

Após a perfusão, a cavidade torácica e peritoneal foram expostas para retirada do tecido 

pulmonar, que foi pesado, e do tecido esplênico para posteriores análises. O tecido pulmonar 

foi dividido: 50 mg para análises de reações de cadeia de polimerase (PCR) em tempo Real e 

o restante do pulmão foi colocado em criotubo e congelado instantaneamente em gelo seco, 

para posterior análise de citocinas. Para obtenção de células da medula óssea um fêmur de 

cada animal foi retirado e lavado com 3 mL de meio RPMI 1640 com 10U/mL de heparina.  

 

 3.4. Extração de RNA  

 

Os tecidos recolhidos foram fragmentados, homogeneizados e armazenados em tubos 

livre de RNase (Axygen) com 1000 µL de reagente Trizol® (Invitrogen) a -20°C, para 

posterior extração do RNA. 

Para a extração e purificação do RNA, as amostras foram incubadas com 200 μL de 

clorofórmio (Vetec) por 5 minutos a temperatura ambiente, misturadas por 2 minutos e 

centrifugadas a 12.000 g por 15 minutos a 4°C. A fase aquosa foi transferida para um novo 

tubo e o RNA foi precipitado pela adição de 600 μL de álcool isopropílico (Vetec). As 

amostras foram mantidas em temperatura ambiente por 10 minutos e depois centrifugadas a 

12.000 g por 10 minutos a 4°C. O precipitado de RNA foi lavado com 1 mL de etanol (Vetec) 

a 75 % e, em seguida, centrifugado a 8.000  g por 5 minutos a 4°C, seco (ou seja, esperou-se a 
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evaporação do álcool em capela) e dissolvido em 20 μL de água livre de RNase. O RNA foi 

quantificado através da utilização do espectrofotômetro  NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) 

e armazenado a -80°C para uso posterior. 

 

3.5. Transcrição reversa do RNA (RT) 

 

O cDNA foi sintetizado utilizando kit específico (SuperScript First-Strand Synthesis 

System for RT-PCR, Invitrogen). Para isso, 1 μg de cada amostra de RNA foi misturado com 1 

μL de dNTP (deoxyribonucleotide triphosphate) a 10 mM, 1 µL de primer oligodT 

(Invitrogen, 0,5 µg/µL), e completado com água (livre de RNase) até 10 µL. Esta mistura foi 

incubada por 5 minutos a 65°C. Em seguida, adicionaram-se em cada tubo os seguintes 

reagentes: 1 µL de RT buffer 10x, 2 µL de MgCl2 a 25 mM, 1 µL de DTT a 0,1 M e 0,5 µL de 

RNase OUT 40 U/µL. Os tubos foram incubados a 42°C por 2 minutos e logo após, 

adicionou-se 1 µL de enzima SuperScript II RT (Invitrogen, 50U/µL) em cada tubo. Incubou-

se a 42°C por 50 minutos e depois a 70°C por 15 minutos. Após este período, foi adicionado 1 

µL de RNase H (2 U/µL) por tubo, que foram em seguida, incubados por 20 minutos a 37°C. 

O cDNA foi armazenado a -20°C. 

 

3.6. Reação em cadeia de polimerase quantitativo (PCR em tempo real) 

 

 Os transcritos de CD11d obtidos da reação de transcriptase reversa foram 

quantificados por PCR fluorogênico quantitativo em tempo real utilizando o sistema TaqMan 

Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems). Para tanto, foram misturados 5 µL de 

Master Mix 2X; 0,5 µL do primer 20X; 1µL da amostra de cDNA e 3,5 µL de água livre de 

RNAse. A amplificação foi realizada no aparelho de PCR em tempo real modelo 7500 Real 

Time PCR System (Applied Biosystems). Os primers utilizados foram: para o gene CD11d 

(TaqMan-murine-Mm01159115_m1) e para o gene hypoxanthine guanine 

phosphoribosyltransferase (HPRT) (TaqMan- murine- Mm01545399_m1). A expressão dos 

níveis de RNA foi calculada através do software Data Assist v.3 e normalizadas em relação 

aos níveis de expressão do gene constitutivo HPRT.  

 

3.7. Lavado broncoalveolar (LBA)  

 

Os animais foram submetidos a eutanásia pela inalação de isoflurano e procedeu-se a 

coleta de amostras de lavado broncoalveolar (LBA). Após a eutanásia, foi feita a exposição da 
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traqueia e secção dos músculos adjacentes. Em seguida, foi aberto um pequeno orifício na 

região proeminente da cartilagem traqueal para a inserção de uma cânula acoplada a uma 

agulha de 21G (BD). O lavado bronco-alveolar foi obtido pela injeção de 1mL de PBS 1X 

gelado, seguida pela aspiração do conteúdo, sendo este procedimento repetido por 3 vezes. Ao 

término do processo, recuperava-se um volume aproximado de 0,9 mL do LBA por 

camundongo.  

 

3.8.  Contagem total e diferencial das células da medula óssea e do LBA 

 

A contagem total de leucócitos da medula óssea e do LBA foi efetuada em câmaras de 

Neubauer em microscópio óptico (aumento de 10X), após diluição das mesmas em solução de 

Turk, As células de medula foram diluidas quarenta vezes, e a do LBA foram diluidas cinco 

vezes. A análise diferencial de leucócitos foi realizada em citoesfregaços preparados em 

citocentrífuga (Cytospin3- Shandon – 0,05 g por 5 minutos), corados pelo método May 

Grunwald-Giemsa. De acordo com este método, as lâminas foram imersas no May Grunwald 

por 3 minutos para fixação, 2 minutos em água para retirada do excesso de corante e 15 

minutos no Giemsa, para coloração. Foram contadas 100 células consecutivas por 

citoesfregaço em microscópio de luz, com objetiva de imersão em óleo (aumento de 100X). O 

valor absoluto de cada tipo celular foi calculada a partir da porcentagem encontrada em 

relação ao número total de células. 

3.9. Dosagem de proteínas pelo método do BCA (Pierce) 

 

Para dosagem de proteínas, o LBA foi centrifugado a 0,2 g por 5 minutos, e o 

sobrenadante foi aliquotado e utilizado no método de BCA segundo o kit de Pierce. O 

reagente de trabalho foi preparado juntando-se 50 partes de Reagente BCA A e uma parte de 

Reagente BCA B. Uma curva padrão (de 0,01562 a 2mg/mL) foi construída através de 

diluições seriadas a partir da albumina de soro bovino (BSA) fornecida pelo fabricante. Um 

total de 25 L das amostras de sobrenadante de LBA foram adicionadas aos poços contendo 

200 µL de Reagente de Trabalho. A placa de fundo em U (Nunc) foi incubada na estufa 

(Labline) a 37ºC por 30 minutos e a leitura das amostras foi realizada a 562 nm na leitora de 

placas. 

 

 



34 
 

3.10. Dosagem de citocinas através do ensaio imunossorvente ligado à enzima  (Enzyme 

Linked Immunosorbent Assay, ELISA) 

 

Para as análises de níveis de citocinas e quimiocinas, o tecido pulmonar foi 

homogeneizado em 800 L de água MILIQ contendo um coquetel de inibidores de protease 

(Complete mini EDTA-free /Roche) por trinta segundos, usando a Ultra-Turrax Disperser T-

10 basic (IKA). Após a homogeneização dos tecidos, estes foram centrifugados a 0,2 g por 5 

minutos e o sobrenadante foi aliquotado para as análises. Para realização do ELISA placas de 

fundo chato (Nunc) para ensaio em volume reduzido foram cobertas com o anticorpo de 

captura (50μL/poço) e seladas com filme plástico. Após incubação overnight a 4°C, as placas 

foram lavadas 4X com tampão de lavagem (100μL/poço de 1L de PBS1X + 500L de 

Tween® 20) e incubadas durante 1 hora com a solução de bloqueio (50μL/poço de 100mL 

PBS 1X +1g BSA (Sigma Aldrich)) à temperatura ambiente. A curva padrão foi diluída em 

solução de bloqueio + Tween® 20 e aplicada na placa, bem como as amostras (50μL/poço). 

Após nova incubação overnight a 4°C as placas foram lavadas 6X com tampão de lavagem e 

o anticorpo de detecção diluído em solução de bloqueio+ Tween® 20 (50μL/poço) foi 

adicionado. Uma hora após a incubação com o anticorpo de detecção, as placas foram lavadas 

8X com tampão de lavagem e foi adicionada a solução de streptavidina-peroxidase 

(50μL/poço de 25uL de Streptavidina-peroxidase (R&D) + 5mL de Tampão de bloqueio 

com Tween® 20). Trinta minutos após a incubação no escuro, foi acrescida a solução de 

3,3′,5,5′-Tetrametilbenzidina (TMB, Sigma Aldrich), substrato para a reação colorimétrica. 

Após desenvolvimento satisfatório de cor na curva-padrão, a reação foi parada com solução 

de parada (50μL/poço de 10,65mL de H2SO4 (Merck) + Água MilliQ  q.s.p. 1L) e a 

absorbância a 405 nm foi determinada pela leitora de placas (Spectr Max 190). 

Tabela 3.10.1: Anticorpos usados para ensaios de ELISA 

Citocina Anticorpo 

de captura 

Curva de citocina 

recombinante 

Anticorpo de detecção 

IL-6 (R&D, dual set) 2 μg/mL 1000 pg/mL 0,2 μg/mL 

IL-1β (R&D, dual set) 4 µg/mL 1000 pg/mL 0,6 μg/mL 

IL-12 (R&D, dual set) 4 μg/mL 2500 pg/mL 0,4 μg/mL 

TNF (R&D, dual set) 0,8 μg/mL 2000 pg/mL 0,2 μg/mL 

CCL-2/MCP-1 (R&D, dual set) 0,2 μg/mL 250 pg/mL 0,05 μg/mL 

CXCL-1/KC (R&D, dual set) 0,2 μg/mL 1000 pg/mL 0,2 μg/mL 

CCL-5/RANTES(R&D, dual set) 2 μg/mL 2000 pg/mL 0,4 g/mL 
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 3.11. Permeabilidade vascular 

Para análise da permeabilidade da barreira alvéolo-capilar, animais CD11d
+/+

 e 

CD11d
-/-

, controle e  infectados  foram anestesiados com isoflurano (Abott) e submetidos a 

uma injeção intravenosa de 2% de azul de Evans (Sigma) em 100 L PBS 1X. Após 1 hora, 

os animais foram anestesiados e perfundidos conforme descrito anteriormente. Os tecidos 

foram retirados e deixados por 18 horas em 4mL de solução de formamida (VETEC) na estufa 

(REVCO Technologies modelo RC03000TVBB) a 37°C 5% CO2, para extração do corante. 

Uma curva padrão iniciando-se em 2mg/mL do corante azul de Evans (Sigma) em formamida 

(VETEC) foi construída através de diluições seriadas, e aplicada na placa em duplicata. Um 

total de 200 L do corante extraído foi adicionado a placa de fundo chato (Nunc), juntamente 

com a curva padrão e a leitura das amostras foi realizada a 620 nm no espectrofotômetro 

(Molecular Devices Spectra Max 190). 

 

3.12. Análises histológicas 

 

 Animais CD11d
+/+

 e CD11d
-/-

 , controles e com sete dias de infecção foram anestesiados 

com  isoflurano (Abott) e submetidos a perfusão com solução salina conforme descrito 

anteriormente. Os tecidos foram retirados e deixados na formalina 3,7% a 4°C. O 

processamento histológico foi realizado através de desidratação em série alcoólica crescente 

de etanol passando por álcool 80%, 85%, 90%, 95% e etanol absoluto. Posteriormente, foi 

realizada diafanização em xilol e impregnação e inclusão em parafina a 56 °C. Os blocos 

foram cortados em micrótomo à espessura de 5 μm e as lâminas foram coradas com 

hematoxilina e eosina para análise morfológica. Os cortes hiatológicos foram fotografados em 

microscópio Olympus BX41 acoplado a sistema fotográfico, no aumento de 200 vezes. 

 

3.13. Citometria de fluxo  

 

Para as análises do percentual de células CD14
+
 no sangue periférico foi realizada a 

punção cardíaca nos animais CD11d
+/+

 e CD11d
-/-

, controle e com sete dias de infecção. 

Utilizando uma seringa de 1 mL contendo 100L de solução de citrato (10mLde ácido cítrico 

a 0,1M em 10mL de citrato de sódio a 0,1M). Após a retirada do sangue, este foi misturado a 

4 mL de tampão de lise (0,72225g de NH4Cl 135mM, 0,120g de fosfato de sódio 10mM, 

0,168g de NaHCO3 20mM, 0,037g de EDTA 1mM, em 100mL de água destilada em pH 7,2) 

e centrifugado a 0,3 g  por 5 minutos.  Após a lise das hemácias, o número de leucócitos foi 
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contado em câmaras de Neubauer em microscópio óptico (aumento de 10x), usando a diluição 

de vinte vezes em solução de Turk. Após a contagem a concentração foi ajustada para 1 x10
6
 

células em 100 μL. Inicialmente, foi adicionado um anticorpo CD16 (BD- Pharmingen) para 

bloqueio. Após 15 minutos de incubação à 4ºC, as amostras foram centrifugadas a 0,1 g por 5 

minutos, e adicionado o anticorpo anti-CD14-PE (BD- Pharmingen). Vinte minutos depois da 

incubação à 4ºC, foi adicionado formalina a 3,7%.  Após 10 minutos de repouso ao abrigo da 

luz, a fluorescência das células foi determinada em citômetria de fluxo.  

 

3.14. Imunohistoquímica  

 

Para as análises de imunohistoquímica, animais CD11d
+/+

 e CD11d
-/-

, controles e após 

sete dias de infecção foram anestesiados com  isoflurano (Abott) e submetidos a um processo 

de perfusão conforme descrito anteriormente. Após a perfusão com salina, os animais foram 

submetidos a uma nova perfusão com 5 mL de paraformaldeído a 4%. Após a perfusão o 

tecido pulmonar foi retirado e colocado em 2-3 mL de Paraformaldeído 4%, por duas horas na 

geladeira, agitando periodicamente, em seguida o paraformaldeído 4% foi substituído pela 

solução de Sucrose (7,5%) + Azida (0,02%), e ficou na geladeira por mais 15 minutos. A 

solução de Sucrose (7,5%) + Azida (0,02%) foi substituída por uma nova solução de Sucrose 

(15%) e ficou na geladeira overnight. No outro dia os tecidos foram embebidos na solução de 

Sucrose (15%) + Gelatina bovina (7,5%), e ficou na estufa (REVCO Technologies modelo 

RC03000TVBB) a 37ºC e 5% de CO2 por duas horas. Após as duas horas na estufa os tecidos 

foram congelados em meio de congelamento de tecidos (Tissue Freezing Medium/TBS™), e 

armazenados a -80º C até a realização dos cortes. Cortes na espessura 10 m foram realizados 

em criostato (Leica CM1850), e depositados em lâminas preparadas com 3-Aminopropyl 

triethoxysilane (Sigma-Aldrich). 

 Para fazer a marcação, os tecidos foram incubados por 20 minutos a -20ºC. Após a 

incubação foi feita a permeabilização das células com Triton X-100 (Sigma) 0,01% em PBS 

1X por 10 minutos. As lâminas retiradas do Triton X-100 foram secas e foi adicionado, dentro 

da marcação circular feita ao redor das células, 100μl de soro de cabra (10%) diluído em PBS 

1X, para bloqueio de ligações inespecíficas. Depois de 40 minutos, as lâminas foram lavadas 

com PBS 1X por 5 minutos e, então, foi adicionado o anticorpo primário: VCAM-1 (rat anti-

Mouse CD106-eBioscience) e para controle negativo IgG (rat anti-IgG2b- eBioscience). As 

lâminas ficaram overnight à 4ºC e em ambiente úmido. No dia seguinte após três lavagens de 

5 minutos em PBS 1X, foi adicionado o anticorpo secundário Alexa 546 goat anti-mouse 

diluído 1/1000 em PBS 1X.  Depois de 1 hora de incubação, as lâminas foram lavadas três 
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vezes com PBS (1X) por 5 minutos. Para a montagem das lâminas, que devem ser seladas 

com esmalte, foi usado um meio de montagem contendo DAPI apropriado (Fluorescente 

medium from VECTASHIELD). As lâminas ficaram armazenadas à 4ºC até a hora da análise. 

A fluorescência foi analisada utilizando o microscópio confocal de varredura a laser LSM 510 

META (Zeiss) no laboratório de Patologia do Instituto Oswaldo Cruz, através do sistema de 

redes de plataformas tecnológicas PDTIS. 

 

3.15. Avaliação da responsividade brônquica 

 

Para avaliação da responsividade brônquica animais CD11d
+/+

 e CD11d
-/-

 , controles e 

após sete dias de infecção foram analisados em relação à responsividade brônquica à 

metacolina através de um sistema não invasivo de pletismografia barométrico de corpo inteiro 

(Buxco Technology, Sharon, CT). Os experimentos de pletismografia de corpo inteiro foram 

realizados no laboratório de Inflamação do Instituto Oswaldo Cruz, através da utilização da 

rede de plataforma tecnológicas PDTIS. Os camundongos foram colocados em câmaras  de 

pletismógrafia respirando espontaneamente para coleta dos valores de fluxo. A 

hiperrresponsividade brônquica foi avaliada utilizando os valores calculados do Pehn (medida 

indireta correlacionada com a resistência das vias aéreas, impedância e pressão intrapleural) 

como um índice.  Uma média das medidas foi calculada para este intervalo.  Os camundongos 

foram expostos à nebulização de PBS 1X, seguida de nebulização com concentração de 

25mg/ml de metacolina. As medidas foram obtidas durante 7 minutos de aerolização.  Os 

valores do Penh foram calculados como a média de aproximadamente 25 ciclos respiratórios e 

as médias dos valores cumulativos foram expressas para cada concentração.  

 

3.16. Análises estatísticas 

 Os resultados obtidos neste trabalho foram expressos como média e erro padrão da 

média (SEM) e analisados utilizando o teste “t” Student. Os valores de p≤0.05 foram 

considerados significativos. 
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4. RESULTADOS 

4.1. Ausência da subunidade CD11d não interfere na parasitemia 

 O primeiro parâmetro que avaliamos foi a parasitemia dos animais após a infecção 

com Plasmodium berghei Anka (PbA). Miyazaki e cols. (2008) demonstraram que os animais 

deficientes para a integrina CD11d (CD11d
-/-

) apresentam uma maior sobrevida em relação 

aos animais selvagens (CD11
+/+

) frente a infecção com PbA. Contudo, não foi observado 

diferenças nos níveis do hematócrito e na parasitemia entre os grupos (Figura 1.2.1.2). 

Baseado na curva de sobrevida, também realizada nesse trabalho, onde a mortalidade dos 

animais inicia-se no sétimo dia de infecção, escolhemos este dia para todas as nossas análises 

seguintes.  

Para corfirmar a infecção realizamos esfregaços sanguíneos e contamos o percentual 

de hemácias parasitadas, em todos os experimentos.  Observamos que não há diferença no 

percentual de células parasitadas entre os animais deficientes para a integrina CD11d
-/-

 e o 

animais CD11d
+/+

 em nenhum dos dias analisados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.1.1: A ausência da integrina CD11d não interfere na parasitemia periférica após a 

infecção com PbA. Animais foram inoculados via i.p. com 10
5
 hemácias não parasitadas 

(HNP) ou com 10
5
 Hemácias Parasitadas (HP), e foram realizados esfregaços sanguíneos 

para análise da parasitemia. Gráfico da parasitemia dos animais Gráfico representativo de 

três experimentos, cada barra é a média de 15 animais.
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4.2. Caracterização da expressão da subunidade CD11d em tecido pulmonar 

 Avaliamos a expressão da leucointegrina CD11d/CD18 no tecido pulmonar dos 

animais selvagens (CD11d
+/+

) após a infecção com Plasmodium berghei Anka (PbA). Esta 

cepa desenvolve sintomatologia muita parecida com a infecção por Plasmodium falciparum, 

podendo levar ao desenvolvimento de malária cerebral (Stevenson e cols., 2004) e à injúria 

pulmonar associada à malária (Lovegrove e cols., 2008).  

Para avaliarmos a expressão da subunidade CD11d fizemos PCR em tempo real e 

como podemos observar na figura IV.1.1, ocorre um aumento da expressão da subunidade 

CD11d no sétimo dia de infecção, quando comparado ao animal controle que recebeu 

somente hemácias não parasitadas (HNP), e este aumento é mantido até o décimo dia de 

infecção com PbA. A integrina CD11d/CD18 foi descrita inicialmente no baço (Danilenko e 

cols., 1995), e que sua expressão é aumentada durante o curso da infecção com PbA 

(Miyazaki e cols., 2008). Para tal utilizamos o baço do animal inoculado com hemácia não 

parasitada (animal controle), como controle positivo, da expressão da subunidade CD11d em 

nossas análises. O que podemos concluir com este resultado é que a subunidade CD11d é 

expressa no pulmão em condições basais e que sua expressão é aumentada no curso da 

infecção pelo PbA no tecido pulmonar. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.2.1: Aumento da expressão da subunidade CD11d  em tecido pulmonar  de 

animais infectados com PbA. Animais foram inoculados via i.p. com 10
5
 hemácias não 

parasitadas (HNP) ou com10
5
 Hemácias Parasitadas (HP), e foram sacrificados 7 e 10 dias 

após a infecção. Gráfico da análise da expressão da subunidade CD11d por PCR em tempo 

real. Gráfico representativo de três experimentos, cada barra é a media ±  S.E.M  de 3 

animais (p ≤ 0.05), # comparando animais infectados em relação ao controle.* comparando 

a expressão do 10d em relação a expressão do 7d. 
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4.3. Ausência da subunidade CD11d modula o perfil de citocinas e quimiocinas liberadas 

durante a infecção com PbA 

O perfil de produção de citocinas, está descrito na literatura como um importante 

evento no curso da doença causada pelo Plasmodium sp. e principalmente nas manifestações 

graves decorrentes da infecção como a malária cerebral (Clark e cols., 1994; Randall e cols., 

2010). Desta forma, resolvemos investigar se a ausência da subunidade CD11d poderia alterar 

o padrão de produção de algumas citocinas e quimiocinas importantes na malária.  

O tecido pulmonar foi recolhido sete dias após a infecção, para processamento e 

análise pelo método de ELISA. Escolhemos trabalhar com o sétimo dia de infecção por ser o 

momento que inicia a mortalidade dos animais em decorrência da infecção e também porque 

já foi demonstrado ter a formação de edema pulmonar com extravasamento de proteínas para 

o LBA (Lovegrove e cols., 2008). Podemos observar na figura IV.2.1 A-H, que os animais 

CD11d
+/+

  tiveram os níveis das citocinas (TNF, IL-12, IL-1b, Il-6) e quimiocinas (CCL-

2/MCP-1, CCL-5/RANTES e CXCL-1/KC) analisadas  elevados em relação ao seus 

controles. Contudo os animais CD11d
-/-

, não apresentaram nenhuma alteração das citocinas 

analisadas quando comparados aos seus controles, no entanto níveis elevados de CCL-

2/MCP-1 e CCL-5/RANTES foram detectados, porém em níveis significativamente mais 

baixos que dos animais CD11d
+/+

. A análise destes dados nos indica que a ausência da 

subunidade CD11d reduz a produção de citocinas e quimiocinas em resposta à infecção pelo 

PbA.  
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Figura 4.3.1: O homogenato do tecido pulmonar dos animais CD11d
-/-

  apresentou  menor 

nível de liberação de citocinas e quimiocinas quando comparado com animais CD11d
+/+

 

após a infecção com PbA. Animais foram inoculados via i.p. com 10
5
 hemácias não 

parasitadas (HNP) ou com 10
5
 Hemácias Parasitadas (HP), e foram sacrificados 7 dias após 

a infecção. Os pulmões foram removidos e processados para ELISA. No A, TNF, no B, IL-12, 

no C, IL-1, no D, IL-6, no E, CCL-2/MCP-1, no F, CCL-5/RANTES e no G, CXCL-1/KC. 

Gráficos representativos de três experimentos, cada barra é a media ±S.E.M  de 5 animais, 

onde p≤ 0.05, *comparando animais  CD11d
+/+

 e CD11d
-/-

,  # animais infectados em relação 

aos seus controles. 
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4.4. A ausência da subunidade CD11d influencia na formação do edema pulmonar  

durante a infecção com PbA 

 

Muitas doenças pulmonares, durante seu estabelecimento e formação do quadro 

inflamatório, levam a alterações estruturais importantes, como formação de edema, acúmulo 

de infiltrado inflamatório e produção de muco (Churg e cols., 2005). Sabendo disso, após a 

perfusão, os pulmões foram pesados. Na figura IV.3-A observamos que após sete dias de 

infecção os animais CD11d
+/+

 apresentam um peso pulmonar mais elevado quando 

comparado aos animais CD11d
-/-

 que não apresentavam diferença em relação ao seu controle 

não infectado. Este resultado nos sugere que a ausência da subunidade CD11d influencia na 

formação do edema gerado pela infecção.  

Outra forma de análise de formação de edema muito usual é a quantificação do 

exsudado protéico no lavado broncoalveolar (LBA). A avaliação de proteínas no LBA é 

utilizado como marcador de rompimento de membrana alvéolo-capilar e de injúria pulmonar 

aguda (IPA) (Guidot e cols., 2006; Ware e cols., 2001). Após sete dias de infecção o LBA foi 

coletado em animais CD11d
+/+

 e CD11d
-/-

 e o sobrenadante foi utilizado para dosagem de 

proteínas, através do método do BCA (Pierce). Podemos observar, na figura IV.3-B, que os 

animais CD11d
+/+

 após a infecção, apresentam um grande extravasamento de proteínas, 

enquanto que os animais CD11d
-/- 

infectados, apresentam um extravasamento equivalente ao 

de seu controle, significativamente menor que os CD11d
+/+ 

infectados. Este conjunto de dados 

confirma o envolvimento da subunidade CD11d na formação de edema  no curso da infecção 

pelo PbA. 



43 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.4.1: Pulmão de animais CD11d
-/-

 tem menor formação de edema quando 

comparado com CD11d
+/+

 após a infecção com PbA. Animais foram inoculados via i.p. com 

10
5
 hemácias não parasitadas (HNP) ou com 10

5
 Hemácias Parasitadas (HP), e foram 

sacrificados 7 dias após a infecção. No gráfico A, peso dos pulmões. No gráfico B, 

demonstrando o extravasamento de proteínas identificado pelo método BCA. Gráfico 

representativo de três experimentos, cada barra é a media ±  S.E.M  de 5 animais (p ≤ 0.05),* 

comparando animais CD11d
+/+

 e CD11d
-/-

,  e # animais infectados em relação aos seus 

controles.  
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4.5.  A ausência da subunidade CD11d interfe na permeabilidade da barreira alvéolo-

capilar  

 

 O corante Azul de Evans é realizado desde 1987 para análise da barreira hemato-

encefálica em animais com malária cerebral experimental (Thumwood e cols., 1988). 

Buscando confirmar nossos resultados sobre a permeabilidade da barreira alvéolo-capilar 

escolhemos utilizar o corante azul de Evans também para avaliar a formação de edema 

pulmonar em nosso modelo. 

Para tanto, animais CD11d
+/+

 e CD11d
-/-

, após sete dias de infecção e seus respectivos 

controles, foram anestesiados, e 100 L de azul de Evans (2%) foi injetado via intra venosa. 

Após 1 hora os animais foram anestesiados, o pulmão foi perfundido e retirado para extração 

do corante. Como observamos na figura IV.4-A e B os animais CD11d
+/+

 mais uma vez 

apresentam uma maior permeabilidade da barreira alvéolo-capilar, por ter uma grande 

retenção do corante no tecido, enquanto os CD11d
-/- 

apresentaram pouca retenção do corante. 

Estes resultados sugerem que os animais CD11d
-/- 

possuem a barreira alveolar mais integra e 

um menor edema pulmonar quando comparados aos CD11d
+/+

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.5.1: Redução da formação do edema pulmonar em camundongos CD11d
-/-

 após a 

infecção com PbA quando comparado com os CD11d
+/+

. Animais foram inoculados via i.p. 

com 10
5
 hemácias não parasitadas (HNP) ou com 10

5
 Hemácias Parasitadas (HP), e foram 

sacrificados 7 dias após a infecção. No gráfico A, demonstrando o nível de azul Evans 

extravasado para o tecido, no gráfico B, imagens dos pulmões de ambos grupos 

experimentais, as fotos da direita são imagens do pulmão animais CD11d
-/-

 e da esquerda de 

animais CD11d
+/+

 (Controle e sétimo dia de infecção). Gráfico representativo de três 

experimentos, cada barra é a media ±  S.E.M  de 8-10 animais (p ≤ 0.05),* comparando 

animais CD11d
+/+

 e CD11d
-/-

, e # animais infectados em relação aos seus controles.  

selvagens 
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4.6. A ausência da subunidade CD11d diminui o infiltrado leucocitário no tecido 

pulmonar durante a infecção malárica 

 Dados da literatura demonstram que a injúria pulmonar associada à malária é 

desencadeada por um processo inflamatório intenso, aliado a uma grande migração celular 

(Anstey e cols., 2002). Para confirmarmos se a menor liberação de mediadores inflamatórios, 

e a maior integridade da barreira alvéolo-capilar após a infecção em animais CD11d
-/-

 é 

acompanhada por um menor infiltrado inflamatório, analisamos cortes histológicos dos 

pulmões desses animais e dos seus respectivos controles.  

  Os cortes histológicos de tecido pulmonar foram corados pelo método de 

Hematoxilina e Eosina. As figuras IV.5.1-A e B, demonstram respectivamente os pulmões 

dos animais CD11d
+/+

, CD11d
-/-

 controles, enquanto na figura IV.5.1-C podemos observar 

fotomicrografia do animal CD11d
+/+

 com um intenso infiltrado inflamatório (seta), áreas 

hemorrágicas (asterisco) e  células aderidas (cabeça de seta) caracterizando um quadro 

inflamatório intenso, que não encontra correspondência ao observarmos a figura IV.5.1-D, 

que demonstra um pulmão de animal CD11d
-/-

 infectado sem alteração em relação ao seu 

respectivo controle. Esses dados sugerem que a subunidade CD11d esteja envolvida na 

migração celular e formação de edema durante a resposta inflamatória desencadeada pela 

infecção com PbA. 
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Figura 4.6.1: Análises histológicas de pulmão de animais CD11d
-/-

 demonstraram menos 

áreas hemorrágicas, edema e infiltrado celular quando comparados com dos animais 

CD11d
+/+ 

após a infecção com
 
PbA. Animais foram inoculados via i.p. com 10

5
 hemácias não 

parasitadas (HNP) ou com 10
5
 Hemácias Parasitadas (HP), e foram sacrificados 7 dias após 

a infecção. Os cortes foram corados com hematoxilina e eosina. As fotomicrografias mostram 

áreas hemorrágicas (asterisco), infiltrado celular (seta) e células aderidas aos vasos (cabeça 

de seta) que foram mais frequentes em animais CD11d
+/+

 (C) que em CD11d
-/-

 (D). A e B 

animais controle. O padrão demonstrado nas fotos é representativo de três experimentos, 

contendo cinco animais cada. Aumento de 20X. Barra de 50m 
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4.7. A ausência da subunidade CD11d não interfere na migração celular no Lavado 

Brônquio Alveolar 

 

A migração e o recrutamento leucocitário são comuns para o estabelecimento de um 

quadro inflamatório, representando um importante mecanismo da resposta imunológica. Esses 

processos envolvem algumas etapas como a adesão firme de células ao endotélio, mediada 

pela interação entre integrinas e seus ligantes, que possibilitam a transmigração de leucócitos 

para o foco inflamatório e atuação dessas células no controle da infecção (Springer, 1994). 

Tendo em vista o infiltrado inflamatório encontrado na histologia, fomos avaliar se havia 

alteração no número de células no LBA entre os animais CD11d
+/+

 e CD11d
-/-

. 

Após a realização do LBA, foi realizada a contagem total e diferencial de leucócitos. Na 

figura IV.6.1-A, após a contagem de leucócitos totais e em IV.6.1-B a contagem de células de 

mononucleares, constatamos que a ausência da subunidade CD11d não altera a migração 

celular  já que os dois grupos experimentais não apresentaram diferenças no número de 

leucócitos presentes no LBA.  
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Figura 4.7.1: LBA dos animais CD11d
-/- 

e CD11d
+/+

 não apresentaram diferenças no perfil 

de recrutamento celular após a infecção com PbA. Animais foram inoculados via i.p. 10
5
 

hemácias não parasitadas (HNP) ou 10
5
 Hemácias Parasitadas (HP), e foram sacrificados 7 

dias após a infecção.  O LBA foi coletado e contado o número total e diferencial de células. A 

contagem de célula total foi realizada solução de Turk, e o diferencial por citoesfregaço da 

amostra, depois corada por Giemsa No gráfico A, número de células totais, no gráfico B, 

número de células mononucleares, no gráfico C, número de células polimorfosnucleares. 

Gráfico representativo de três experimentos, cada barra é a media ±  S.E.M  de 5 animais (p 

≤ 0.05),* comparando animais CD11d
+/+

 e CD11d
-/-

, e # animais infectados em relação aos 

seus controles.  
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4.8. A ausência da subunidade CD11d interfere no número de células CD14
+
 no sangue 

periférico durante a infecção com PbA 

  

As integrinas participam de vários processos celulares. A subfamília CD18 é 

relacionada principalmente com processos de migração e adesão de leucócitos no sangue 

periférico (Harris e cols., 2000). Como em nosso modelo, observamos diferenças entre os 

grupos experimentais no número de células infiltradas no parênquima pulmonar e não 

encontramos alteração na contagem de células no LBA, resolvemos avaliar possíveis 

diferenças no número de leucócitos na circulação.   

Para tanto, o sangue periférico foi obtido através de punsão cardíaca, foi processado 

para retirada de hemácias e os leucócitos foram marcados com anti-CD14-PE para análise por 

citometria de fluxo. Podemos observar na figura IV.7.1-A que não há alteração no percentual 

de células CD14
+
 entre os animais CD11d

+/+
 controles e após a infecção, também os animais 

CD11d
-/-

 controle apresentam o mesmo percentual de células CD14
+
 próximo do encontrado 

nos animais CD11d
+/+

. Porém quando vamos avaliar os animais CD11d
-/-

 infectados 

curiosamente estes animais apresentam um percentual muito menor de células positivas, nos 

indicando que a ausência da integrina pode estar influenciando na migração destes leucócitos.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.8.1: Sangue periférico de animais CD11d
-/-

 apresentou menos células CD14
+ 

quando comparado com animais CD11d
+/+

 após a infecção PbA. Animais foram inoculados 

via i.p. com 10
5
 hemácias não parasitadas (HNP) ou com 10

5
 Hemácias Parasitadas (HP). 

Foram sacrificados 7 dias após a infecção. Os animais foram anestesiados e realizada a 

punsão cardíaca o sangue foi centrifugado diversas vezes e as hemácias foram retiradas, 

para marcação com anti-CD14 e analisada por citometria de fluxo. Gráfico da porcentagem 

da população de células Mononucleares. Gráfico representativo de dois experimentos, cada 

barra é a media ±S.E.M  de 5 animais (p ≤ 0.05),* comparando animais CD11d
+/+

  e CD11d
-

/-
, e # animais infectados em relação aos seus controles. 
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4.9. A ausência da subunidade CD11d interfere na saída de células da medula óssea 

durante a infecção com PbA   

 

O acúmulo de leucócitos nos tecidos inicia-se com a saída dos mesmos da medula 

óssea, com a participação das moléculas de adesão e de citocinas. Como observamos alteração 

no número de leucócitos no tecido pulmonar e no sangue periférico entre os grupos 

experimentais, fomos investigar possíveis alterações no número de leucócitos na medula 

óssea de animais CD11d
+/+

  e CD11d
-/-

. 

 Animais CD11d
+/+

 e CD11d
-/-

, controle e infectados após sete dias de infecção, foram 

anestesiados, perfundidos e a medula óssea foi lavada em 3 mL de meio RPMI heparinizado, 

para contagem de células totais e diferencial. Como vemos na figura IV.8.1-A os animais 

CD11d
+/+

 apresentam uma diminuição no número total de leucócitos em relação ao seu 

controle, enquanto que os animais CD11d
-/-

  não apresentam uma redução tão drástica em 

relação ao seus controles e possuem significativamente mais células retidas na medula que os 

animais CD11d
+/+

. A diferença encontrada no número total de células é decorrente de 

alterações no número de células mononucleares (IV.8.1-B) e granulócitos (IV.8.1-C), retidos 

na medula, quando comparado com os animais CD11d
+/+

. Este dados nos indicam que a 

integrina CD11d/CD18 pode ser importante na migração celular, através de uma ação direta 

na saída de células da medula óssea durante a infecção. 
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Figura 4.9.1: Medula de animais CD11d
-/-

 tem mais células retidas quando comparado com 

a dos animais CD11d
+/+

, após a infecção com PbA. Animais foram inoculados via i.p.com 

10
5
 hemácias não parasitadas (HNP) ou com 10

5
 Hemácias Parasitadas (HP). Foram 

sacrificados 7 dias após a infecção. A contagem de célula total foi realizada em solução de 

Turk, e o diferencial por citoesfregaço, depois de corada por Giemsa. No gráfico A, número 

de células totais, no gráfico B, número de células mononucleares, e no gráfico C, número de 

granulócitos. Gráficos representativo de dois experimentos, cada barra é a media ±S.E.M  de 

5 animais (p ≤ 0.05),* comparando animais CD11d
+/+

 e CD11d
-/-

, e # animais infectados em 

relação aos seus controles.  
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4.10 A ausência da subunidade CD11d não interfere na expressão da molécula VCAM-1 

 

O desencadeamento de formas graves da doença como a malária cerebral, placentária 

e/ou pulmonar, têm sido associada à resposta pró-inflamatória exacerbada a ao processo de 

citoaderencia de hemácias parasitadas à microcirculação, levando a anóxia tissula (Anstey e 

cols., 2002; Marsh e cols., 1997; Schofield e cols., 2005). Sabe-se que o sequestro celular 

pode ocorrer em vários órgãos, incluindo cérebro e pulmão, e que as leucointegrinas CD18 

são importantes para ocorrência da migração e recrutamento celular (Harris e cols., 2000; 

Yakubenko e cols., 2008).  Yakubenko e col. (2008) demonstrou que o aumento da expressão 

da leucointegrina CD11d/CD18 pode levar a um aumento da  adesão em detrimento da 

migração.  Para analisar se a ausência da integrina poderia estar influenciando na expressão de 

seus ligantes escolhemos analisar a expressão da molécula VCAM-1, por ser um conhecido 

ligante das moléculas CD11d/CD18 em humanos (Grayson e cols., 1998; Van der Vieren e 

cols., 1999).  

Criocortes de tecido pulmonar de animais CD11d
+/+

 e CD11d
-/-

, controles e após sete 

dias de infecção, foram realizados e marcados para VCAM-1.  Podemos observar na figura 

IV.9.1-A o controle de nossas marcações demonstrando, que as marcações encontradas em 

IV.9-B são específicas. Podemos observar na figura IV.9-B que com a infecção ocorre um 

aumento na expressão da molécula VCAM-1 de maneira muito semelhante em ambos os 

grupo experimentais. Portanto, nossos dados sugerem que os efeitos observados são em 

função da presença e modulação da expressão molécula CD11d, sem alteração do seu ligante 

VCAM-1.   



53 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.10.1: A deleção da subunidade CD11d não altera a expressão da molécula VCAM-

1 após a infecção com PbA. Animais foram inoculados via i.p. com 10
5
 hemácias não 

parasitadas (HNP) ou com 10
5
 Hemácias Parasitadas (HP). Foram sacrificados 7 dias após 

a infecção. Os pulmões foram removidos e processados para realização de criocortes e 

marcação para VCAM-1 (mAb rat anti-Mouse CD106) e detecção por ensaio de 

imunofluorescência. No item A, criocortes de pulmões marcados com anticorpo inespecífico 

IgG (rato anti-IgG2b) como controle negativo. No item B, criocortes de pulmões marcados 

para VCAM-1. No item A e B podemos ver que os dois primeiros painéis da esquerda são 

criocortes de pulmão de animais controle respectivamente CD11d
+/+

 e CD11d
-/-

, e o terceiro 

e quarto painéis demonstram aumento da expressão de VCAM-1 em  animais infectados de 

maneira muito semelhante entre os animais CD11d
+/+

 e CD11d
-/-  

respectivamente. O padrão 

demonstrado são representativos de seis animais em dois experimentos diferentes. Aumento 

de 200 vezes. Barra 50m 

A. B. 
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4.11. Animais CD11d
-/-

 demonstram menor comprometimento da função respiratória 

 

As alterações encontradas na fisiologia pulmonar em pacientes infectados com P. 

falciparum, P.vivax e P. ovale são muito semelhantes e incluem: obstrução de vias aéreas, 

diminuição da ventilação, redução da transferência de gases, e aumento da atividade 

fagocítica pulmonar (Anstey e cols., 2002; Mohan e cols., 2008). Dessa forma, para 

analisarmos se no modelo estudado há o desenvolvimento da hiperreatividade das vias aéreas 

foi analisada a responsividade brônquica a metacolina através de um sistema não invasivo de 

pletismografia de corpo inteiro (Buxco Technology, Sharon, CT). A hiperrresponsividade 

brônquica foi avaliada utilizando os valores calculados do Pehn (pausa aumentada ou 

“enhanced pause”) como um índice. 

 A responsividade dos animais CD11d
+/+

 e CD11d
-/-

, controles e com sete dias de 

infecção, para metacolina foi mensurada pelo pletismógrafo não invasivo (Buxco Technology, 

Sharon, CT).  Como pode ser observado na figura IV.10.1, animais CD11d
+/+

 e CD11d
-/-

 já 

apresentaram uma maior pausa respiratória quando a aerolisação foi feita com PBS 1X, e uma 

hiper-reatividade brônquica quando a aerolisação foi feita com metacolina, na concentração 

de 25 mg/mL, quando comparados aos seus controles. Todavia, os animais CD11d
-/-

 

infectados apresentaram responsividade brônquica à metacolina significativamente menor do 

que os animais CD11d
+/+

 infectados (figura IV.10.1). Possivelmente, isso é consequência de 

um infiltrado inflamatório reduzido e, assim, do quadro inflamatório menos intenso dos 

animais CD11d
-/-

 infectados. 
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Figura 4.11.1: Animais CD11d
-/-

 demonstraram menor responsividade bronquica a 

metacolina quando comparado aos CD11d
+/+ 

após a infecção com PbA. Animais foram 

inoculados via i.p. com 10
5
 hemácias não parasitadas (HNP) ou com 10

5
 Hemácias 

Parasitadas (HP). Foram sacrificados 7 dias após a infecção. A responsividade brônquica foi 

mensurada através da aerolisação de PBS 1X, seguida pela aerolisação com metacolina na 

concentração de 25 mg/mL e expressa  em  valores calculados do Pehn (pausa aumentada ou 

enhanced pause). No gráfico A observamos que os valores de Penh foram significativamente 

mais elevados nos animais infectados em relação aos seus controles já quando aerolisados 

com PBS 1X e continuou alto com a aerolisação com 25 mg/mL de metacolina. Porém os 

animais CD11d
-/- 

infectados
 

apresentaram valores significativamente menores de Pehn 

quando comparados com os animais CD11d
+/+

 infectados. Gráficos representativo de dois 

experimentos, cada barra é a media ±S.E.M  de 10 animais (p ≤ 0.05),* comparando animais 

CD11d
+/+

 e CD11d
-/-

, e # animais infectados em relação aos seus controles.  

 

 

 

A. 
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5. DISCUSSÃO 

A malária ainda é uma doença grave, e é a parasitose de maior importância no mundo, por 

desencadear até 1 milhão de mortes por ano em especial na África Subsaariana (OMS, 

2011b). No Brasil, a malária ocorre na região da Amazônia Legal e gera problemas 

financeiros pela diminuição do turismo e pela grande morbidade gerada (Saúde, 2003). A 

principal “causa mortis” decorrente da malária é a malária cerebral (Schofield e cols., 2005). 

Contudo, a injúria pulmonar em decorrência da malária é também uma complicação 

importante e ocorre em um terço dos adultos com malária grave, sendo mais comum em 

mulheres grávidas (Mohan e cols., 2008; Rajput e cols., 2000; Schofield, 2007; Torres e cols., 

1997).   

A injúria pulmonar é, portanto, bem estabelecida como uma característica da malária 

grave em decorrência da infecção por P. falciparum, mas também ocorre na malária gerada 

por P. vivax, P. ovale e P. malariae (Mohan e cols., 2008; Tan e cols., 2008). A injúria 

pulomonar caracteristicamente ocorre após o início do tratamento com antimalárico e é 

considerada uma manifestação da resposta inflamatória exacerbada  (Anstey e cols., 2007; 

Anstey e cols., 2002; Gachot e cols., 1995; Tan e cols., 2008). Portanto, torna-se importante a 

investigação dos processos que levam ao desenvolvimento da injúria pulmonar, já que P. 

vivax e P. falciparum são as principais espécies responsáveis pelos episódios de malária ao 

redor do mundo. Na injúria pulmonar aguda em decorrência da malária ocorre obstrução das 

vias aéreas, diminuição da ventilação e das trocas gasosas e aumento da atividade fagocítica 

pulmonar (Anstey e cols., 2002; Taylor e cols., 2006).  

Na malária humana e experimental é comum ocorrerem mudanças metabólicas, alteração 

da expressão de citocinas e sequestro de células na microcirculação do cérebro e de outros 

tecidos (Schofield e cols., 2005). Uma das etapas mais importantes no processo infeccioso é a 

resposta imunoinflamatória que envolve entre outros eventos a migração de leucócitos para a 

região tecidual, com acúmulo dos mesmos em focos inflamatórios. Esse processo requer a 

presença de receptores e mediadores químicos, que estão envolvidos na adesão e 

transmigração de células através do endotélio. Na malária, diversas integrinas têm sido 

associada à essa patogênese (Kumaratilake e cols., 1995; Piguet e cols., 2001; Siano e cols., 

1998; Sponaas e cols., 2009; van der Heyde e cols., 2005). As integrinas medeiam a migração 

e adesão de leucócitos, e consequentemente, o acúmulo de células no sítio inflamatório, 

podendo estar associadas ao agravamento da inflamação (Golias e cols., 2011; Schmid e cols., 

2011).  
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As integrinas, portanto têm um papel fisiopatológico dual, uma vez que quando ausentes 

nos leucócitos levam a uma síndrome caracterizada por infecções bacterianas e fungicas 

graves que podem levar à morte. Em contrapartida, a ativação prolongada dessas integrinas 

leva ao dano tecidual como evidenciado durante o processo de isquemia e reperfusão e na 

formação de placas atereoscleróticas (Noti, 2002).  Diversos estudos mostraram a participação 

das leucointegrinas no desenvolvimento de patologias em modelos animais (Gris e cols., 

2004; Miyazaki e cols., 2008). Vieira-de-Abreu A. e col. (manuscrito em preparação), 

observaram a importância da subunidade CD11d no desenvolvimento da malária cerebral no 

modelo experimental murino. No entanto, a atividade da integrina CD11d/CD18 em 

processos inflamatórios desencadeados por parasitos é pouco explorado. 

No presente trabalho investigamos o possível papel da integrina CD11d/CD18 na injúria 

pulmonar decorrente da infecção pelo P. berghei Anka. Esse parasito é amplamente utilizado 

não somente para estudar a fisiopatologia da malária cerebral, mas também das complicações 

pulmonares causadas pela malária (Lovegrove e cols., 2008; Stevenson e cols., 2004).  

Sabe-se que o aumento da migração de células para o pulmão, com consequente aumento 

da permeabilidade da barreira alvéolo-capilar, em modelos de ARDS induzida pela injeção 

intratraqueal de lipopolissacarídeo (LPS) em coelhos, é abolida ao utilizar anticorpos 

bloqueadores da subunidade CD18 (Yamamoto e cols., 1998). Considerando a observação 

acima, primeiramente investigamos se a infecção pelo PbA, em camundongos C57BL/6, 

poderia gerar um aumento da expressão da subunidade CD11d  no tecido pulmonar, uma vez 

que já foi descrito o aumento de sua expressão em diversas patologias (Bao e cols., 2004; Bao 

e cols., 2005; Gris e cols., 2004; Mabon e cols., 2000; Noti, 2002; Oatway e cols., 2005; 

Saville e cols., 2004; Shanley e cols., 1998; Utagawa e cols., 2008; Van der Vieren e cols., 

1995). Miyazaki (2008), em colaboração com nosso grupo, demonstrou que a expressão da 

integrina CD11d ocorre preferencialmente em tecido esplênico, mas também é evidente em 

diversos outros tecidos, e que a infecção com PbA, ou com Salmonella typhimurium poderia 

modular a expressão dessa leucointegrina e o desfecho da infecção. Considerando estes dados, 

observamos em nosso modelo, através da técnica de PCR em tempo real, um aumento da 

expressão da subunidade  CD11d, no tecido pulmonar no curso da infecção pelo PbA, 

sugerindo assim que a subunidade CD11d, possa ter um papel importante na resposta do 

hospedeiro a injúria pulmonar desencadeada pela malária. Esse processo pode aumentar o 

acúmulo de leucócitos e produção/liberação de mediadores inflamatórios no foco 

inflamatório.  

A produção de mediadores inflamatórios desempenha um papel muito importante na 

patogênese da ARDS. Durante a resposta inflamatória sistêmica, monócitos circulantes, 
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macrófagos alveolares e neutrófilos podem secretar citocinas e quimiocinas, incluindo TNF, 

IL-1β, IL-6, CXCL-8/IL-8, IL-12 e interferon-IFN-(Yang e cols., 

2010)Evidênciassubstanciais sugerem que as citocinas são importantes mediadores da 

injúria pulmonar desencadeada por infecções ou pela exposição a produtos microbianos 

(Reiss e cols., 2012). O TNF também desempenha um papel importante na ativação da defesa 

do hospedeiro, ao promover a produção de uma gama de outras citocinas e quimiocinas, como 

IL-1, IL-6, CXCL-8/IL-8, e GM-CSF em processos inflamatórios, assim como o rompimento 

da barreira alvéolo-capilar. Essas citocinas ativam leucócitos e células endoteliais induzindo o 

aumento da expressão de moléculas de adesão, como as integrinas CD18 na superfície dessas 

células (Martin, 1999; Zheng e cols., 2010). Miyazaki e col (2008) demonstraram que a 

expressão da subunidade CD11d é modulada por citocinas em culturas de células leucocitárias 

murinas de linhagem mielóides M1.  

Diversos trabalhos demonstram que o perfil de citocinas liberadas durante a malária é 

importante no desencadeamento das síndromes graves, como no desenvolvimento da malária 

cerebral (Armah e cols., 2005; Bostrom e cols., 2012; Marsh e cols., 1997) e do dano 

cognitivo desencadeado pela malária cerebral experimental induzida por PbA (Reis, e col 

manuscrito em preparação). Ao analisar a produção de citocinas e quimiocinas no tecido 

pulmonar de animais infectados com PbA, observamos uma maior liberação de TNF, IL-12, 

IL-1, IL-6, CCL-2/MCP-1, CCL-5/RANTES e CXCL-1/KC nos animais selvagens quando 

comparados aos animais deficientes para a subunidade CD11d. Estudos clínicos de pacientes 

com malária apresentando comprometimento pulmonar em decorrência da infecção com P. 

vivax ou P. falciparum, demonstraram níveis elevados de TNF, IL-6 e CXCL-8/IL-8 no 

plasma. Estes dados nos sugerem que a presença de níveis elevados destas citocinas no 

plasma de pacientes com malária, está relacionada com a propagação da resposta inflamatória 

pela ativação celular e consequente liberação de outras citocinas e quimiocinas. Este 

fenômeno pode levar ao aumento da citoaderência de hemácias e leucócitos às células 

endoteliais, e aumentar a expressão de moléculas de adesão gerando assim a quebra da 

barreira alvéolo-capilar e a formação de edema (Gachot e cols., 1995; Hiekkanen e cols., 

2001; Mohan e cols., 2008; Torres e cols., 1997).  

 Nos modelos de malária pulmonar experimental, a produção e liberação de citocinas e 

quimiocinas têm um papel importante no desenvolvimento e no agravamento do quadro 

inflamatório (Mohan e cols., 2008).  Portanto, os nossos dados de perfil de citocinas, 

associados aos dados de literatura, nos sugerem que a ausência da subunidade CD11d, pode 

esta modulando a produção e/ou  liberação dessas citocinas e quimiocinas. E essa liberação 
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estaria impactando no acúmulo de líquido (edema) e de células no tecido pulmonar, que não 

encontra correspondência nos animais deficientes da subunidade CD11d.   

Nossos dados encontram similaridades com modelo de ARDS bacteriano, realizados 

através da injeção de LPS, onde ocorre uma produção elevada de citocinas e quimiocinas 

como TNF, IL-1, IL-6, CXCL-8/IL-8, IL-12, CCL-2/MCP-1, dentre outras  (van Zoelen e 

cols., 2011; Yamaguchi e cols., 2012; Yeh e cols., 2007). Adicionalmente, também 

encontramos similaridaedes nas complicações pulmonares desencadeadas por vírus, uma vez 

que há um aumento nos níveis de IL-6, CXCL-8/IL-8, IL-9, IL-12, IL-15 e TNF no soro de 

pacientes infectados com vírus influenza A (H1N1) (Hagau e cols., 2010).  Em modelos 

experimentais, de infecção com H1N1, de camundongos selvagens e deficientes para TNF, foi 

possível observar a importância de mediadores inflamatório como o CCL-2/MCP-1 e do fator 

de crescimento e transformação (TGF-1), para o agravamento do quadro inflamatório 

pulmonar (Damjanovic e cols., 2011). Além disso, foi observada uma maior liberação de 

quimiocinas como o CCL-5/RANTES, pelas células pulmonares endoteliais infectadas com o 

vírus respiratório sincicial (RSV), com consequente aumento da inflamação local (Casola e 

cols., 2001). 

Durante o processo inflamatório, de doenças como pneumonias, ALI ou ARDS, ocorre o 

rompimento da barreira semipermeável entre o sangue e o interstício pulmonar, que é formada 

pelas células endoteliais da vasculatura pulmonar. Essa disfunção na barreira pode resultar no 

movimento de fluidos e macromoléculas para o interstício e para as vias aéreas pulmonares, 

processos que contribuem significativamente para alta morbidade e mortalidade de pacientes 

com ARDS (Churg e cols., 2005). Considerando os níveis elevados de citocinas encontradas 

no homogenato do tecido pulmonar em nosso modelo, resolvemos avaliar se o processo 

inflamatório poderia estar levando a uma maior permeabilidade da barreira alvéolo-capilar e 

consequente formação de edema. Reiss e col (2012) relataram o papel das citocinas na 

formação do edema pulmonar em diversos modelos de ARDS e Yang e col (2010) 

demonstraram o papel dual da citocina TNF, ora podendo desencadear ativação das células 

endoteliais e rompimento de barreira, e ora tendo um papel protetor, aumentando a eliminação 

do líquido alveolar.  Diante da modulação da liberação de citocinas e de quimiocinas geradas 

pela ausência da subunidade CD11d, observada neste trabalho, acreditamos que a formação 

do edema pulmonar em nosso modelo experimental, também poderia estar diminuída nos 

animais deficientes da subunidade CD11d.  

Nossos dados nos indicam um aumento do peso dos pulmões, seguido por um grande 

extravasamento de proteínas no lavado broncoalveolar, e uma maior concentração da 

absorção do corante azul de Evans no tecido pulmonar, demonstrando um edema pulmonar 
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acentuado nos animais selvagens infectados, que foi significativamente inibido nos animais 

deficientes para subunidade CD11d. Esse resultado parece confirmar a importância da 

subunidade CD11d  na fisiopatologia da malária experimental. Também nos trabalhos de 

malária pulmonar experimental, de Lovegrove e col. (2008), de Epiphanio e col. (2010) e de 

Van de Steen e col. (2010) há formação de edema pulmonar. Todos esses trabalhos 

demonstraram uma corelação entre a elevada produção de citocinas, o extravazamento de 

proteínas, e o aumento do peso dos pulmões. A análise por azul de Evans também demonstra 

um aumento da permeabilidade da barreira alvéolo-capilar. Essa técnica é utilizada em 

trabalhos de identificação de ARDS, porém ela é extensivamente usada para caracterizar o 

rompimento da barreira hemato-encefálica em estudos de MCE (Thumwood e cols., 1988).  

Ao ocorrer o rompimento da barreira alvéolo-capilar, e a consequente formação do 

edema, ocorre também um aumento na migração de células para os espaços alveolares e para 

o parênquima pulmonar. O recrutamento e a ativação de leucócitos nos sítios inflamatórios 

são orquestrados por um número distinto de eventos, incluindo a geração de citocinas 

inflamatórias, a expressão de moléculas de adesão e a produção de moléculas 

quimioatraentes, que conjuntamente levam a um maior rompimento da barreira alvéolo-

capilar, formando um ciclo e agravando o dano tecidual (Churg e cols., 2005; Puneet e cols., 

2005; Reiss e cols., 2012).  Esta relação entre edema, e infiltrado inflamatório, é comumente 

encontrada em pacientes infectados com H1N1, e em modelos experimentais de ARDS, com 

injeção intratraqueal de LPS e de instilação de ácido clorídrico (HCl) (Hagau e cols., 2010; 

Reiss e cols., 2012; Yeh e cols., 2007).   

Nos estudos de casos de pacientes com complicações pulmonares desencadeadas pela 

malária, é comum encontrar nas radiografias torácicas um denso infiltrado pulmonar. Na 

maioria dos casos, esse infiltrado inicia-se após o tratamento antimalárico, podendo estar 

aliado a outras complicações como malária cerebral, falência renal aguda, dentre outras 

(Asiedu e cols., 2000; Aursudkij e cols., 1998; Hiekkanen e cols., 2001; Lomar e cols., 2005; 

Mohan e cols., 2008; Price e cols., 2007; Sarkar e cols., 2010; Tan e cols., 2008; Torres e 

cols., 1997). A teoria mais aceita, para explicar como as complicações pulmonares 

desencadeadas pela malária são geradas, baseia-se no sequestro de hemácias parasitadas e não 

parasitadas (formação de rosetas). Essas hemácias estariam aderidas, por exemplo, ao sulfato 

de condroitina A ou mesmo ao receptor CD36, ambos expressos nas células endoteliais 

pulmonares, levando à obstrução da microvasculatura.  

Aliado a citoadesão, a intensa migração de leucócitos para o sítio inflamatório gera 

uma resposta inflamatória intensa, levando ao dano tecidual (Agarwal e cols., 2007; Anstey e 

cols., 2007; Feldman e cols., 1987; Lovegrove e cols., 2008). Uma possível explicação para 
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essa intensa resposta inflamatória ser gerada pós-tratamento, é que com o rompimento da 

hemácia e a morte do parasito ocorre a liberação de bioprodutos, e eventos de reperfusão. A 

soma desses fenômenos levaria ao aumento da atividade fagocítica no sítio inflamatório, com 

exacerbada liberação de citocinas e quimiocinas, e a uma intensa ativação celular, o que leva 

ao dano tecidual (Anstey e cols., 2002; von Mach e cols., 2003). Nas nossas análises 

histológicas, podemos observar um extenso infiltrado inflamatório no parênquima pulmonar, 

acompanhado de áreas hemorrágicas e de infiltrado celular aderido aos vasos, corroborando 

com os dados encontrados na literatura tanto nos estudos de caso clínicos como nos modelos 

experimentais.  

Nos modelos experimentais de malária, é comum encontrarmos infiltrado leucocitário, 

ao invés de hemácias parasitadas ocasionando obstrução mecânica. Contudo, recentemente 

um trabalho muito elegante foi demonstrado um acúmulo preferencial de hemácias 

parasitadas por P. berghei Anka no tecido pulmonar, esplênico e adiposo (Franke-Fayard e 

cols., 2010). Portanto, acreditamos que a interação entre leucócitos e hemácias aderidas aos 

capilares pulmonares, em decorrência da infecção, levam a uma resposta inflamatória 

aumentada, e a uma maior expressão de moléculas de adesão, que aumenta a migração e 

aderência de leucócitos, e hemácias parasitadas e não parasitadas. Os nossos dados nos 

indicam que o aumento da expressão da subunidade CD11d, pode estar tornando os leucócitos 

mais aderentes, como já demonstrado por Yakubenko e col. (2008), e levando ao agravamento 

do quadro, como visto em nossos animais selvagens. Foi visto que o uso de anticorpo 

bloqueador da subunidade CD11d foi capaz de inibir a migração e consequente infiltração de 

monócitos/macrófagos para o sítio inflamatótioe no modelo de trauma de medula espinhal em 

ratos (Mabon e cols., 2000). Portanto, os nossos achados corroboram com os dados da 

literatura, demonstrando que a subunidade CD11d, pode estar desempenhando um papel 

fundamental  na formação de infiltrado inflamatório no modelo de injúria pulmonar causada 

pela infecção do PbA.  

Em diversos modelos de inflamação pulmonar, já tem sido descrito o papel das 

moléculas de adesão, como as integrinas e em especial as leucointegrinas no desenvolvimento 

de edema pulmonar. O bloqueio da ligação entre VLA-4 e VCAM-1 demonstra ser importante 

para reduzir a migração de eosinófilos no modelo de inflamação pulmonar ocasionada por 

ovalbumina (Taylor e cols., 1997). Além disso, já foi demonstrado o papel da integrina v6 

na ativação de TGF- em células epiteliais pulmonares levando à ativação da cascata de 

coagulação e assim contribuindo para o desenvolvimento de ARDS (Jenkins e cols., 2006b). 

As beta integrinas também têm sido implicadas no desenvolvimento da inflamação pulmonar 

em diversos modelos onde o bloqueio de CD11b/CD18  foi capaz de inibir o aumento de peso 
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pulmonar e o aumento da permeabilidade a moléculas como albumina (Fang e cols., 1998). 

No modelo de pleurisia induzida por carragenina, após o uso de ciclosporina A, observou-se 

uma diminuição na expressão da leucointegrina CD11a/CD18 no pulmão,  juntamente com a 

diminuição da produção e da liberação de citocinas como o TNF e a IL-1 no lavado da 

cavidade pleural, o que proporcionou uma melhora do quadro (Dalmarco e cols., 2008).  

Interessantemente, foi demonstrado no modelo de injúria pulmonar induzida por reperfusão 

após a isquemia em coelhos, que a migração de polimorfonucleares demonstrou ser 

dependente da expressão da glicoproteína CD18 (Welbourn e cols., 1992). O bloqueio da 

integrina CD11d/CD18 desencadeou uma melhora no quadro de injúria inflamatória pulmonar 

em ratos induzida por imunocomplexos, com redução do nível de TNF e diminuição do 

recrutamento do infiltrado inflamatório celular no LBA (Shanley e cols., 1998). 

Sabe-se que as integrinas são moléculas importantes no desenvolvimento da injúria 

pulmonar em diversos estímulos. Em nosso trabalho, curiosamente, não percebemos alteração 

na migração celular avaliada no LBA, o que contrapõe vários modelos de injúria pulmonar 

nos quais inclusive as leucointegrinas são implicadas na migração de polimorfonucleares para 

o espaço alveolar (Jin e cols., 2003; Kawakami e cols., 1997; Steinmuller e cols., 2006; 

Sumida, 1995). Contudo, Lovergrove e col. (2008) e Van den Steen e col. (2010) descrevem a 

ausência de migração celular visível no LBA, quando os animais foram infectados com PbA, 

indicando ser uma característica do modelo de injúria pulmonar escolhido, o que nos indica 

ter uma falha na indução de transmigração de células inflamatórias para o espaço alveolar. 

Porém ambos os trabalhos citados anteriormente demonstram aumento no número de células 

no parênquima pulmonar, no entanto em estudos de caso de malária pulmonar não é comum a 

análise do LBA. Contudo, apesar de não haver diferença no número de células totais, a análise 

do tipo celular nos demonstrou uma preponderância de células mononucleares no tecido 

pulmonar, condizente com a literatura (Lovegrove e cols., 2008; Van den Steen e cols., 2010). 

Como monócitos e macrófagos são células que preferencialmente expressam a integrina 

CD11d/CD18 (Danilenko e cols., 1995; el-Gabalawy e cols., 1996; Miyazaki e cols., 2008) é 

provável que a diferença vista nas análises histológicas, do número de células no parênquima 

pulmonar, seja diretamente relacionado com a ausência da subunidade CD11d.  

Monócitos e/ou macrófagos são células que desempenham um papel importante na 

patogênese da malária, por serem células efetoras na produção de citocinas e na fagocitose de 

hemácias parasitadas (Chimma e cols., 2009; Lovegrove e cols., 2008; Price e cols., 2007). 

Além disso, encontra-se na literatura a participação de monócitos e/ou macrófagos na 

patogênese da anemia grave da malária (Ogonda e cols., 2010) e na malária cerebral (Oakley 

e cols., 2009). Estudos de casos de coinfecção de malária e HIV demonstraram a expansão de 
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subpopulações de células CD14
+
CD16

+
 em mulheres grávidas, assim coma a indução da 

replicação do vírus HIV-1 dentro de macrófagos CD14
+
  (Ogonda e cols., 2010; Pisell e cols., 

2002). A molécula CD14 é um importante marcador de monócitos e/ou macrófagos por ser 

expressa predominantemente na superfície de células de origem mieloide, porém também é 

encontrada em células epiteliais, endoteliais e fibroblastos (Anas e cols., 2010). Diversos 

trabalhos já demonstraram que ocorre o aumento da expressão da molécula CD14 na 

superfície de monócitos e de células dendríticas mieloides, assim como de CD14 solúvel no 

plasma de pacientes com malária (Loharungsikul e cols., 2008; Wenisch e cols., 1996). A 

molécula CD14 é muito importante no reconhecimento de patógenos realizado pelos 

receptores do tipo TLRs, que são receptores importantes na fisiopatologia da malária, por 

fazerem o reconhecimento de bioprodutos da infecção como GPI e hemozoína  (Oakley e 

cols., 2009). O reconhecimento pela molécula CD14 resulta na ativação de uma cascata 

inflamatória, que desencadeia a liberação de TNF e IL-1, levando a ativação endotelial e 

aumento da expressão de moléculas de adesão, sendo ainda um dos principais receptores 

envolvidos no processo de apoptose (Ogonda e cols., 2010; Wenisch e cols., 1996).  A 

diminuição do percentual de células CD14
+
 no sangue periférico dos animais deficientes para 

subunidade CD11d, vista em nosso trabalho nos indica que as células mononucleares podem 

ser importantes também nas complicações pulmonares desencadeada pela malária. O menor 

número de células presentes no sangue periférico, aliado a um menor número de células 

chegando ao pulmão, sugere que menos células estariam aderidas no sítio inflamatório, 

liberando um menor nível de mediadores inflamatórios, ocasionando menor dano tecidual. 

Este dado encontra respaldo também nos trabalhos de Anstey e col. (2002) que demonstra 

aumento da atividade de células fagocíticas no tecido pulmonar de pacientes com 

complicações pulmonares infectados com P. falciparum, P. vivax e P. ovale.   

Baseado em nossos dados até agora, podemos dizer que a ausência da subunidade 

CD11d, e consequentemente da integrina CD11d/CD18, uma vez que só ocorre a expressão 

da integrina na superfície celular após a formação do complexo heterodimérico (McKillop e 

cols., 2009), tem um papel importante na migração de leucócitos. Aliados a estes achados, 

observamos que a ausência da subunidade CD11d desencadeou uma maior retenção de células 

na medula óssea. Sabe-se que moléculas como CD11b e VLA-4 influenciam na passagem de 

eosinófilos da medula óssea, para o sangue periférico, e destas para o pulmão, em modelos 

murinos de asma alérgica induzida por ovalbumina (Pelaquini e cols., 2010). Também a saída 

de eosinófilos da medula óssea, em resposta à IL-5 é dependente do aumento da expressão de 

beta integrinas, visto que ao usar o anticorpo bloqueador inibiu a mobilização destas células 

(Palframan e cols., 1998). Em condições de repouso, ao realizar o bloqueio da subunidade 
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CD18, ocorre uma diminuição do número destas células dendríticas para o pulmão, e um 

consequente acúmulo destas no sangue periférico (Schneeberger e cols., 2000).  

Além da migração celular, a integrina CD11d/CD18, assim como as outras 

leucointegrinas, está envolvida em processos de adesão celular. Yakubenko e col. (2008) 

demonstraran que o complexo heterodimérico CD11d/CD18, quando super-expresso torna as 

células mais aderentes em detrimento da migração. Apesar da pouca literatura sobre esta 

integrina, ela é classificada como uma integrina de ligação promiscua. Dentre os ligantes para 

CD11d/CD18 as moléculas de adesão celular, CAM, representam uma extensiva classe de 

proteínas envolvida no recrutamento e migração de leucócitos e são reconhecidas como 

ligantes específicos para as leucointegrinas e em especial para a integrina CD11d/CD18 

(Grayson e cols., 1998; Van der Vieren e cols., 1999). Podemos observar em nosso modelo, 

que a infecção foi importante no aumento da expressão da molécula VCAM-1 tanto na 

presença quanto ausência da integrina. Tal evento foi condizente com o aumento da liberação 

das citocinas, sugerindo que o acúmulo de células visto nos cortes histológicos é devido a 

ausência da subunidade CD11d que provavelmente dificulta a adesão dos leucócitos ao sítio 

inflamatório levando a um menor dano, e não a ausência de outros receptores importantes 

para a adesão.  

Em modelos animais de ARDS e em “in vitro” nos quais células da microvasculatura 

pulmonar são utilizadas, foi identificado que a liberação de citocinas como: TNF, IL-1β, 

CXCL-8/IL-8, IL-6, levam à ativação do endotélio pulmonar. Ocorrendo assim, o aumento da 

expressão de moléculas como ICAM-1, VCAM-1 e selectinas, desencadeando a migração e 

acumulo de leucócitos no sítio inflamatório (Blease e cols., 1998; Li e cols., 2012; Silva e 

cols., 2012; Skerrett e cols., 2004; Vanderstocken e cols., 2010). Trabalhos que utilizaram 

anticorpos bloqueadores da subunidade CD18 demonstraram uma diminuição da migração de 

polimorfonucleares, e uma modulação da expressão da molécula ICAM-1. Assim como em 

modelos de injúria pulmonar induzida pela instilação de HCl ou por insulflamento de 

citocinas, o bloqueio da leucointegrina CD11b, CD18 ou ICAM-1 limitou o sequestro de 

leucócitos, o extravasamento de proteínas e a formação de edema (Parmley e cols., 2007; 

Reiss e cols., 2012; Yeh e cols., 2007). Estudos prévios demonstraram que VCAM-1 é uma 

molécula de adesão importante também na malária experimental (Zanini e cols., 2011) e 

humana (Fatih e cols., 2012; Janes e cols., 2011; Wu e cols., 2011), por ser um ligante tanto 

dos leucócitos, através das leucointegrinas, quanto de hemácias parasitadas ou não 

parasitadas, participando dos processos de citoaderência que levam a obstrução da 

microvasculatura.  Contudo, a função do VCAM-1 na injúria pulmonar induzida pela malária 

ainda não havia sido analisada.  
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Pacientes com complicações pulmonares em decorrência da malária apresentam 

manifestações clinicas semelhantes ao quadro de síndrome do desconforto respiratório agudo, 

e em muitos casos é necessário o uso da ventilação mecânica (Agarwal e cols., 2007; Gerardin 

e cols., 2007; Mohan e cols., 2008). Acredita-se que ocorra um comprometimento do processo 

de troca dos gases, provavelmente em decorrência da reação inflamatória e da lesão endotelial 

que se seguem, juntamente com as alterações hemodinâmicas induzidas pelo bloqueio capilar 

devido ao acumulo local de hemácias parasitadas e de células inflamatórias (Anstey e cols., 

2002; Mohan e cols., 2008). Em nosso modelo, podemos constatar que com a infecção 

ocorreu um aumento da liberação de mediadores inflamatórios, levando a um 

comprometimento da barreira alvéolo-capilar e um aumento da migração celular, 

desencadeando uma piora na função respiratória dos animais. O papel de integrinas na 

hiperresponsividade brônquica em especial das leucointegrinas tem sido muito investigado, 

em especial o papel da interação entre VLA-4 ou das integrinas CD18 com VCAM-1 no 

tecido pulmonar, levando ao aumento da migração de células, desencadeando asma e rinite 

alérgica (Hisada e cols., 1999; Kanwar e cols., 2001; Milne e cols., 1994; Schwarze e cols., 

1999; Weiss e cols., 2005). Esses modelos geram uma migração intensa de células para as 

vias aéreas com comprometimento destas e assim dificultando a função respiratória, diferente 

do modelo de malária pulmonar que é caracterizado por uma intensa inflamação no 

parênquima pulmonar (Anstey e cols., 2007; Anstey e cols., 2002; Braunstahl, 2009; 

Epiphanio e cols., 2010; Lovegrove e cols., 2008; Van den Steen e cols., 2010). 

Em nosso trabalho sugerimos que a integrina CD11d/CD18 estaria influenciando na 

migração e adesão de leucócitos para o  tecido pulmonar durante a infecção com PbA. 

Contudo, mais estudos são necessários para uma melhor compreensão do papel da integrina 

CD11d/CD18 na injúria pulmonar desencadeada pela malária, sugerindo que este talvez 

posssa ser um alvo interessante para futuras extrátegias terapêuticas no tratamento de doenças 

inflamatórias pulmonares. 
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6. CONCLUSÃO 

• A expressão da subunidade CD11d é modulada no tecido pulmonar durante a infecção 

com PbA. 

• A ausência da subunidade CD11d levou a diminuição da produção/liberação de 

citocinas/quimiocinas imunomodulatórias durante a infecção com PbA.  

• A ausência da subunidade CD11d  levou a uma diminuição do infiltrado inflamatório, 

e a uma menor  permeabilidade da barreira alvéolo capilar, durante a infecção com 

PbA. 

• A ausência da subunidade CD11d influencia no processo de migração celular,  

levando a retenção de células na medula óssea, e uma diminuição no número de 

células CD14
+
  no sangue periférico, durante a infecção com PbA. 

• A ausência da integrina CD11d não influencia na aumento da expressão do seu 

receptor VCAM-1, durante a infecção com PbA. 

• Os animais deficientes para a subunidade CD11d, apresentam uma melhor função 

respiratória, durante a infecção com PbA. 

 

 

7. PERSPECTIVAS 

 

 Avaliar a expressão das demais leucointegrinas, no tecido pulmonar durante a infecção 

com PbA: 

 Avaliar a expressão dos demais ligantes conhecidos para integrina CD11d/CD18;  

 Avaliar a produção de muco e colágeno nos cortes histológicos de pulmão, durante a 

infecção com PbA;  
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