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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 
 

CARACTERIZAÇÃO FENOTÍPICA E FUNCIONAL DE CÉLULAS DA 
IMUNIDADE INATA NO ESTABELECIMENTO DA MALÁRIA PULMONAR 

MURINA 

Resumo 
DISSERTAÇÃO DE MESTRADO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR 

Marcos Vinicius Rangel Ferreira 

A malária é uma doença infecto-parasitária causada por protozoários do gênero 
Plasmodium, e é um dos principais problemas de saúde pública mundial. A 
parasitose pode evoluir para formas graves com complicação pulmonar 
associada à síndrome do desconforto respiratório agudo (MA-SDRA). Infecções 
por P. falciparum, P. vivax, P. ovale ou P. knowlesi podem levar ao quadro 
respiratório grave de MA-SDRA em humanos. Nestes, assim como nos modelos 
experimentais murinos, a MA-SDRA é caracterizada pelo aumento da 
permeabilidade do endotélio da microvasculatura pulmonar e inflamação. 
Entretanto, pouco se sabe sobre os mecanismos imunoregulatórios associados 
à patogênese da MA-SDRA. O objetivo deste estudo foi investigar a cinética de 
recrutamento das células do sistema imune inato para o pulmão, e o perfil de 
polarização dos macrófagos alveolares após a infecção de camundongos 
C57BL/6 e BALB/c com Plasmodium berghei ANKA (PbA). Os camundongos 
C57BL/6 infectados apresentaram disfunção pulmonar e edema, este 
evidenciado pelo aumento no peso do órgão e no conteúdo de proteínas no 
lavado broncoalveolar (BAL) e interstício pulmonar. Os animais BALB/c 
parasitados, entretanto, apresentaram discreto aumento no peso do órgão e de 
proteínas quantificadas no BAL, alterações que não se refletiram em dano à 
função pulmonar. As subpopulações de células mieloides (monócitos 
inflamatórios, macrófago alveolar, neutrófilos e/ou eosinófilos) presentes no BAL 
e no tecido pulmonar foram analisadas por citometria de fluxo. Observamos 
diferenças no número percentual e/ou total de monócitos inflamatórios e 
neutrófilos, em ambos os compartimentos, ao longo da infecção em animais 
BALB/c e C57BL/6. Embora com cinética diferenciada, os animais parasitados, 
de ambas as linhagens, apresentaram redução no percentual e número total de 
macrófagos alveolares ao longo da doença. Interessantemente, os macrófagos 
alveolares de camundongos C57BL/6 exibiram maior expressão de CD206 e de 
MHC classe II e, redução no percentual de células expressando a enzima iNOS. 
Além disso, foi detectado aumento na atividade da enzima arginase e de óxido 
nítrico, no BAL dos animais C57BL/6 infectados. Nenhuma variação foi notada 
na população de eosinófilos ao longo da infecção em ambas as linhagens. 
Análise do perfil de citocinas revelou, no BAL dos animais BALB/c e C57BL/6, 

níveis aumentados de TNF e IFN. Entretanto, no BAL dos camundongos 
C57BL/6 foi detectado um maior desbalanço quando relacionado com a IL-10, já 
nos camundongos BALB/c não observamos diferenças estatísticas. Em 
conclusão, nosso estudo mostrou que camundongos C57BL/6 e BALB/c 
apresentam uma dinâmica de populações celulares diferenciada no pulmão e 
distinta plasticidade dos macrófagos alveolares. Estes eventos podem estar 
associados ao desenvolvimento de complicações pulmonares observadas nos 
animais C57BL/6 e BALB/c. 
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 
 

PHENOTYPIC AND FUNCTIONAL CHARACTERIZATION OF INNATE 
IMMUNITY CELLS IN THE ESTABLISHMENT OF MURINE PULMONARY 

MALARIA 

Abstract 
MASTERS DISSERTATION IN CELLULAR AND MOLECULAR BIOLOGY 

Marcos Vinicius Rangel Ferreira 

Malaria is an infectious-parasitic disease caused by a protozoa of the genus 
Plasmodium, and is one of the main public health problems worldwide. The 
parasitosis may progress to severe forms with pulmonary complications 
associated with acute respiratory distress syndrome (MA-ARDS). Infection with 
P. falciparum, P. vivax, P. ovale or P. knowlesi can lead to severe respiratory 
symptoms of MA-ARDS in humans. In murine models of malaria, MA-SDRA is 
characterized by increased permeability of the pulmonary microvasculature 
endothelium and inflammation. However, little is known about the 
immunoregulatory mechanisms associated with the pathogenesis of MA-ARDS. 
The aim of this study was to investigate the kinetics of lung innate immune cell 
recruitment and the polarization profile of alveolar macrophages, after infection 
of C57BL/ 6 and BALB/c mice with Plasmodium berghei ANKA (PbA). C57BL/6 
infected-mice showed pulmonary dysfunction and edema as attested by 
increased organ weight and protein content in the bronchoalveolar lavage (BAL) 
and pulmonary interstitium. In contrast, BALB/c mice showed a small increase in 
the organ weight and total proteins in the BAL, alterations that did not interfere 
with lung function. Subpopulations of myeloid cells (inflammatory monocytes, 
alveolar macrophages, neutrophils and/or eosinophils) present in the BAL and in 
the lung tissue were analyzed by flow cytometry. We observed differences in the 
percentage and/or total number of inflammatory monocytes and neutrophils, in 
both compartments, in BALB/c and C57BL/6 mice, throughout the infection. 
Infected mice of both strains, although exhibiting different kinetics, showed 
reduction in the percentage and total number of alveolar macrophages, 
throughout the disease. Interestingly, alveolar macrophages of C57BL/6 mice 
exhibited higher expression of CD206 and MHC class II as well as reduction in 
the percentage of positive cells for iNOS enzyme. In addition, an increase in the 
activity of the enzyme arginase and nitric oxide was detected in BAL of the 
infected C57BL/6 mice. No changes were noticed in the eosinophil population 
over the course of infection in both strains. Cytokine analysis in BAL from animals 

BALB/c and C57BL/6 revealed increased levels of TNF and IFN. However, in 
the C57BL/6 mice, a greater imbalance was detected when related to IL-10, in 
BALB/c mice, we did not observe statistical differences. In conclusion, our study 
showed that C57BL/6 and BALB/c mice have different cellular dynamism in the 
lung and distinct alveolar macrophages polarization. These events may be 
associated with the development of pulmonary complications observed in 
animals C57BL/6 and BALB/c.  

 



xiii 
 

ÍNDICE 

RESUMO.............................................................................................................xi 

ABSTRACT........................................................................................................xii 

1.INTRODUÇÃO................................................................................................19 

 1. 1 A malária...........................................................................................19 

  1.1.1 Histórico...............................................................................19 

  1.1.2 Epidemiologia......................................................................21 

  1.1.3 O ciclo biológico do Plasmodium spp .................................22 

  1.1.4 Imunopatogênese da malária grave....................................24 

1.1.5 Fisiopatologia da Síndrome do Desconforto Respiratório 

Agudo associada à malária...........................................................27 

1.2 Macrófagos .......................................................................................30 

  1.2.1 Macrófagos pulmonares.......................................................33 

1.3 Granulócitos: eosinófilos e neutrófilos................................................33 

 1.4 Modelos experimentais: breve descrição do modelo murino .............34 

2.OBJETIVOS...................................................................................................35 

 2.1 Objetivo geral....................................................................................35 

 2.2 Objetivos específicos.........................................................................35 

3.METODOLOGIA.............................................................................................37 

 3.1 Animais .............................................................................................37 

 3.2 Parasito e infecção............................................................................37 

 3.3 Sobrevida e curso clínico .................................................................38 

 3.4 Avaliação da disfunção pulmonar ....................................................39 

 3.5 Avaliação da quebra da barreira hematoalveolar ..............................39 

 3.6 Obtenção do lavado broncoalveolar (BAL)........................................40 



xiv 
 

 3.7 Obtenção de células do tecido pulmonar.......................................... 40 

3.8 Imunofenotipagem das células obtidas do lavado broncoalveolar e 

tecido  pulmonar.......................................................................................41 

 3.9 Quantificação de proteínas totais e citocinas no lavado 

 broncoalveolar ........................................................................................43 

 3.10 Dosagem de óxido nítrico ...............................................................43 

 3.11 Dosagem da arginase ....................................................................43 

 3.12 Análise estatística...........................................................................44 

4.RESULTADOS...............................................................................................45 

 4.1 Camundongos BALB/c e C57BL/6 parasitados com Plasmodium 

berghei  ANKA apresentam curso clínico da doença diferente, 

embora parasitemia 

semelhante..............................................................................................45 

4.2 A infecção com Plasmodium berghei ANKA promove edema e 

disfunção  pulmonar em camundongos 

C57BL/6...................................................................................................47 

 4.3 Variações no número de células presentes no BAL de camundongos        

 C57BL/6 e BALB/c ao longo da infecção com Plasmodium berghei 

 ANKA......................................................................................................50 

4.4 Cinética de recrutamento de monócitos inflamatórios e neutrófilos para 

o tecido pulmonar de camundongos BALB/c e C57BL/6 infectados com 

Plasmodium berghei ANKA....................................................................54 

4.5 A infecção com Plasmodium berghei ANKA acarreta alterações na 

 expressão de CD206, MHC II e iNOS nos macrófagos alveolares de 

 camundongos BALB/c e C57BL/6...........................................................55 

 4.6 Camundongos C57BL/6 infectados com Plasmodium berghei ANKA 

 apresentam níveis elevados de óxido nítrico e arginase no lavado 

 broncoalveolar.........................................................................................57 



xv 
 

4.7 Perfil das citocinas presentes no lavado broncoalveolar de 

camundongos  BALB/c e C57BL/6 infectados com Plasmodium 

berghei ANKA..........................................................................................59 

5. DISCUSSÃO..................................................................................................61 

6. CONCLUSÃO ...............................................................................................74 

7. CONSIDERAÇÕES FINAIS...........................................................................75 

8. REFERÊNCIAS.............................................................................................76 

9. ANEXOS......................................................................................................101 

 9.1 Licença do Comitê de Ética na Utilização de 

Animais............................................................................................................101 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



xvi 
 

LISTA DE FIGURAS 

Figura 1. Países com casos autóctones de malária e seus status 

epidemiológicos no ano de 2018.. ................................................................ 22 

Figura 2. Ciclo biológico do parasito. .......................................................... 24 

Figura 3.  Imunopatogênese da MA-SDRA ................................................... 29 

Figura 4. Espectro esquemático dos tipos de macrófagos. ....................... 32 

Figura 5. Desenho experimental.. ................................................................. 38 

Figura 6. Curso da infecção com PbA-GFP e progressão da doença. ...... 46 

Figura 7. Desenvolvimento de edema e disfunção pulmonar em 

camundongos C57BL/6 infectados com PbA. ............................................. 48 

Figura 8. Dot plots representativos da estratégia de gates utilizada para 

identificação das células mieloides presentes no lavado broncoalveolar 

durante a infecção com PbA ......................................................................... 42 

Figura 9. Cinética de recrutamento das subpopulações de células mieloide 

durante o estabelecimento da malária pulmonar experimental. ................ 52 

Figura 10. Alteração na expressão do receptor de manose CD206, MCH 

classe II e óxido nítrico sintase (iNOS). ....................................................... 54 

Figura 11. Níveis de óxido nítrico e atividade arginase no BAL 

camundongos BALB/c e C57BL/6 infectados com PbA. ............................ 56 

Figura 12. Análise do perfil de citocinas presentes no BAL de animais 

infectados com PbA. ...................................................................................... 58 

Figura 13. Análise de recrutamento de monócitos e neutrófilos para o 

tecido pulmonar durante a infecção com PbA. ........................................... 60 

Figura 14. Cinética de recrutamento de monócitos e polarização de 

macrófagos alveolares em camundongos infectados com Plasmodium 

berghei ANKA. ................................................................................................ 75 

 

 

 

 



xvii 
 

LISTA DE TABELAS 

Tabela 1. Lista de anticorpos utilizados para marcação das células do BAL 

e tecido pulmonar ........................................................................................... 42 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



xviii 
 

LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS 

APC  Célula Apresentadora de Antígenos, do inglês Antigen-presenting  

  Cell  

BAL  Lavado broncoalveolar; do inglês Bronchoalveolar lavage 

CBA   do inglês Cytokines Beads Array  

CCR   Receptor de quimiocina; do inglês Chemokine (C-C motif)  

  Receptor  

CD  Grupamento de diferenciação; do inglês Cluster of Differentiation  

CQ  Cloroquina 

DAMPs Padrões Moleculares Associado ao Dano; do inglês Damage- 

  Associated Molecular Patterns  

DPOC  Doença Pulmonar Obstrutiva Crônica 

DDT  Diclorodifeniltricloroetano 

GFP   Proteína verde fluorescente; do inglês Green Fluorescent Protein  

GPI  Glicosilfosfatidilinositol; do inglês Glycophosphatidylinositol 

ICAM-1 Molécula de Adesão Intercelular; do inglês Intercellular Adhesion  

  Molecule-1  

IFN   Interferon; do inglês Interferon  

IL  Interleucina; do inglês Interleukin  

iNOS  Óxido Nítrico Sintase; do inglês Inducible Nitric Oxide Synthase  

i.p.   Intraperitoneal  

LPS   Lipopolissacarídeo 

LPA  Lesão Pulmonar Aguda 



xix 
 

MA-SDRA Síndrome do Desconforto Respiratório Agudo associado à Malária 

M.  Mycobacterium 

MCP-1 Proteína-1 quimioatraente de monócitos; do inglês Monocyte  

  Chemoattractant Protein-1  

M1   Macrófagos tipo 1 (classicamente ativados)  

M2   Macrófagos tipo 2 (alternativamente ativados) 

MC   Malária cerebral  

MCE   Malária cerebral experimental  

MHC  Complexo de Principal de Histocompatibilidade; do inglês Major  

  Histocompatibility Complex  

PAMPs Padrões Moleculares Associado ao Patógeno; do inglês  

  Pathogen-Associated Molecular Pattern  

PbA  Plasmodium berghei ANKA  

P.  Plasmodium 

P/E   Penicilina e Estreptomicina 

PfEMP1 Proteína da membrana eritrocitária do Plasmodium falciparum; do  

  inglês Plasmodium falciparum erythrocyte membrane protein 1 

PRRs   Receptores de Reconhecimento de Padrão; do inglês Pathogen- 

  Recognition Receptors  

SDRA  Síndrome do Desconforto Respiratório Agudo 

SFB   Soro Fetal Bovino  

TGF   Fator de crescimento transformante beta; do inglês Transforming  

  Growth Factor  

TLR   Receptor do Tipo Toll; do inglês Toll-like Receptor  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2755091/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2755091/


xx 
 

TNF  Fator de Necrose Tumoral; do inglês Tumor Necrosis Factor  

VCAM  Molécula de Adesão de Células Vasculares; do inglês Vascular  

  Cell Adhesion Molecule-1  

 



19 
 

1. Introdução 

1.1 A malária 

1.1.1 Histórico 

 A malária é uma doença antiga, cujas possíveis primeiras referências do que 

seria esta enfermidade foram encontradas em documentos chineses que datam o ano 

de 2700 a.C (1). A palavra “malária” tem origem do italiano medieval mal’aire que 

significa “maus ares”. A doença era anteriormente conhecida como paludismo, do 

latim “palus” (pântano), ou febre dos pântanos devido à sua associação com terrenos 

alagados.  Durante muitos anos acreditou-se que a malária, assim como a cólera, fazia 

parte das doenças causadas por uma “névoa venenosa” (miasma), rica em partículas 

oriundas do processo de decomposição (2). Antonie Van Leeuwenhoek, no decorrer 

do ano de 1676, observou e descreveu pela primeira vez os micro-organismos e 

concluiu que estes estavam presentes em qualquer recipiente exposto ao ar e não 

nasciam espontaneamente da putrefação, mas viajavam na água da chuva e no vento 

causando as doenças infecciosas (3,4). Esse grande achado de Antonie permitiu que, 

entre os anos de 1878 e 1879, Louis Pasteur e Robert Koch desenvolvessem uma 

teoria para a origem das infecções, derrubando a teoria do miasma (3,5) e 

intensificando a pesquisa pela causa da malária. Essa busca levou Charles Louise 

Aphonse Laveran, oficial do exército francês, durante seu trabalho na Argélia, a 

procurar pelo pigmento malárico já visto nos baços aumentados dos pacientes. Ele 

observou protozoários em diferentes formas dentro de leucócitos e glóbulos 

vermelhos (6) e identificou o parasito Oscillaria malariae, atualmente conhecido como 

Plasmodium (P) falciparum. As espécies responsáveis pelas febres terçã e quartã 

foram descobertas e descritas por Augusto Celli (P. vivax) e Camillo Golgi (P. 

malariae) entre os anos de 1885 e 1926. A quarta espécie, P. ovale, foi descrita pelo 

parasitologista John Stephens no ano de 1918 (7). Já a identificação do mosquito 

Anopheles como o vetor do parasito causador da malária humana foi feita por Giovanni 

Battista Grassi (2,8).  

Atualmente são descritas seis espécies de Plasmodium que causam malária 

em humanos, são elas: P. falciparum, P. vivax, P. malariae e P. ovale, P. knowlesi e 

P. simium (9,10). O P. knowlesi foi caracterizado pela primeira vez em 1932, em 
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macacos de cauda longa, Macaca fascicularis (9,11) e reportado como uma infecção 

exclusiva de primatas não humanos até o ano de 1965. Durante uma investigação de 

casos atípicos de uma possível infecção pelo P. malariae, em pacientes na Malásia, 

foram relatados sintomas não característicos e contagem alta de parasito (9,12). 

Ensaios de sequenciamento do DNA do parasito revelaram se tratar de infecções pelo 

P. knowlesi, e não pelo P. malariae (13). O P. simium, espécie identificada mais 

recentemente e classificada como zoonótica, também era citado como um parasito 

específico de macacos. A infecção de humanos pelo P. simium foi reportada pela 

primeira vez na região da Mata Atlântica brasileira, e pode ter sido erroneamente 

diagnosticada como P. vivax por muitos anos devido à não utilização de técnicas 

específicas para sua identificação (14).  

No Brasil, a primeira grande epidemia de malária irrompe na região amazônica 

no final do século XIX (15). Mais de 10 mil pessoas morreram de malária ao longo de 

toda região colonizada do Brasil e a doença foi se agravando cada vez mais até o 

início dos anos de 1900 (16). Neste mesmo período, começaram a surgir medidas de 

controle da doença em São Paulo e Rio de Janeiro. Liderado por Adolpho Lutz, foi 

criado o primeiro mapa da malária no estado de São Paulo. No Rio de Janeiro, liderado 

por Oswaldo Gonçalves Cruz juntamente com Carlos Chagas e Arthur Neiva foram 

implementados métodos profiláticos que incluía o uso de larvicidas para a eliminação 

do vetor (15,16). Nos anos seguintes, foi criado o Departamento Nacional de Saúde 

Pública (DNSP) e implementado a Campanha de Erradicação da Malária (CEM), pelo 

médico sanitarista Mario Pinotti (17,18). A campanha gerou ações promissoras no 

controle da malária, como a conscientização do problema grave de saúde pública 

gerado pela doença. Entretanto, algumas diretrizes não foram aplicadas de forma 

correta, como o uso incontrolado de diclorodifeniltricloroetano (DDT) e a adição de 

cloroquina (CQ) no sal de cozinha, favorecendo, mais tarde, o surgimento de vetores 

e parasitos resistentes às drogas utilizadas (19). Atualmente, as estratégias que visam 

o controle da malária no Brasil consistem no diagnóstico e tratamento imediato dos 

casos da doença, assim como métodos de combate da transmissão através da 

aplicação de medidas antivetoriais (18). 
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1.1.2 Epidemiologia  

 No ano de 2019, foram registrados cerca de 229 milhões de casos de malária 

e 409 mil mortes (20). Dentre os números de casos, estima-se que 207 mil mortes 

(64%) ocorreram no grupo mais vulnerável, crianças menores de 5 anos (21). Os 

casos se concentram na região Africana (93%), seguido pela região do Sudoeste 

Asiático (3,4%) e região oriental do Mediterrâneo (2,4%). O P. falciparum é o mais 

prevalente na África, responsável por 99.7% dos casos e associado às formas graves 

da malária, que acometem principalmente crianças menores de 5 anos e gestantes 

(22). Nas Américas, estima-se que aproximadamente 93% de todo os casos de 

malária estejam concentradas em seis países: Brasil, Colômbia, Guiana, Haiti, Peru e 

Venezuela (Figura 1) (23). 

 No Brasil, o número de casos de malária reportados vem caindo anualmente. 

O país registrou redução de 76,8% na incidência de malária entre os anos de 2000 e 

2014, e em 2016 contribuía com 42% dos casos registrados de malária nas Américas 

(24). Essa redução foi possível devido ao diagnóstico imediato e as políticas de 

controle implementadas pelo Programa Nacional de Controle da Malária (PNCM) 

(25,26). Entretanto, o quadro epidemiológico da malária ainda é preocupante e a 

doença permanece como um grave problema de saúde pública. Aproximadamente 

99,5% dos casos de malária no Brasil ocorrem dentro da Amazônia Legal e são 

causados predominantemente pelo P. vivax (27). Fora da região endêmica 

amazônica, os casos de malária estão localizados em 18 estados brasileiros, 

constituindo 0,5% das notificações que totalizam aproximadamente 1.300 casos (entre 

os anos de 2003-2013) (25,28).  
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1.1.3 O ciclo biológico do Plasmodium spp 

 Protozoários do gênero Plasmodium são parasitos intracelulares pertencentes 

ao filo Apicomplexa (29), transmitidos pelos mosquitos do gênero Anopheles (30) e 

apresentam ciclo de vida heteroxênico (Figura 2), com uma fase assexuada no 

hospedeiro vertebrado e outra sexuada no vetor anofelino (31). O ciclo assexuado se 

inicia quando a fêmea do Anopheles, durante o repasto sanguíneo, inocula formas 

esporozoítas do parasito na derme do hospedeiro intermediário. Estas formas atingem 

os vasos linfáticos e sanguíneos (31). Na corrente sanguínea, os esporozoítos migram 

passivamente até o fígado e atravessam a barreira sinusoidal e diversas células do 

órgão até se alojar em um hepatócito (32). Dentro do vacúolo parasitóforo da célula 

hospedeira, os parasitos se transformam em trofozoítas hepáticos e iniciam o 

Figura 1. Países com casos autóctones de malária e seus status epidemiológicos no ano de 

2018. Mapa representativo das áreas endêmicas para malária. Em vermelho pode-se observar áreas 

com um ou mais casos autóctones notificados em 2018; em rosa, zero casos dentre os anos de 2017 e 

2018; em amarelo, áreas com zero casos em 2018; em azul, localidades com zero casos da doença há 

mais de 3 anos; em verde, áreas com certificado livre de malária desde 2000; em branco, localidades 

sem malária e em cinza, áreas com dados não fornecidos. Fonte: Adaptado WHO, 2019. 
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processo denominado esquizogonia hepática ou exoeritrocítica, forma assexuada de 

multiplicação que resulta em milhares de merozoítos (33). Em determinadas espécies, 

como o P. vivax e P. ovale, alguns parasitos diferenciam-se em hipnozoítos e podem 

permanecer latentes no hospedeiro durante anos e subitamente desencadear uma 

infecção reincidente (34). Os merozoítos deixam o fígado dentro de uma vesícula 

formada a partir da membrana do hepatócito, denominada merossoma, e são 

carreados através da circulação hepática até a corrente sanguínea. Liberados na 

corrente sanguínea, os merozoítos invadem os eritrócitos onde se replicam. Os 

parasitos rompem os eritrócitos em períodos de 48-72 horas nas infecções em 

humanos, coincidindo com os quadros sintomáticos da malária. Durante esse período 

os parasitos se diferenciam em trofozoítos jovens (forma de anel), trofozoítos maduros 

e, em seguida, em novos merozoítos, que após a lise os eritrócitos, infectam novas 

células sadias, perpetuando o ciclo eritrocítico e sintomático da doença (35). Alguns 

merozoítos podem se diferenciar em gametócitos masculinos (microgametócitos) e 

femininos (macrogametócitos), formas responsáveis pela infecção de novos 

mosquitos durante o repasto sanguíneo e início do ciclo sexuado do Plasmodium no 

inseto vetor (36,37).  

 No intestino médio da fêmea anofelina, inicia-se a gametogênese 

(diferenciação dos gametócitos em gametas). O microgameta (gameta masculino) 

fecunda o macrogameta (gameta feminino) dando origem ao zigoto que, 

posteriormente, se diferencia em oocineto (forma móvel e invasiva). O oocineto 

perfura e atravessa a membrana peritrófica e o epitélio intestinal do mosquito e se 

aloja na lâmina basal do intestino médio do vetor onde transforma-se em oocisto 

(37,38). Dentro do oocisto ocorrem sucessivas divisões celulares (esporogonia) e 

formação de milhares de esporozoítos. Após romperem a membrana do oocisto, os 

esporozoítos alcançam a hemolinfa, migram até as glândulas salivares e, durante um 

novo repasto sanguíneo, são inoculados na derme do hospedeiro vertebrado 

completando o ciclo biológico do Plasmodium (39).  
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1.1.4 Imunopatogênese da malária grave   

 Malária é uma doença sistêmica e a extensão de sua gravidade depende de 

fatores como a virulência do parasito, genética do hospedeiro, condições nutricionais, 

fatores socioeconômicos e infecções anteriores (40). Sintomas como cefaleia, fadiga 

e desconforto abdominal acompanhados por febre em diferentes momentos são 

reportados pelos pacientes, e são considerados manifestações leves da doença. 

Devido à infecção dos hepatócitos, pacientes adultos e crianças podem apresentar 

icterícia e aumento do fígado, respectivamente (41). Os casos mais graves da doença 

costumam ser atrelados à infecção pelo P. falciparum, entretanto, complicações 

graves da malária também têm sido reportadas em infecções pelo P. vivax e P. 

knowlesi (42,43). Danos associados à falha renal aguda já foram demonstrados em 

Figura 2. Ciclo biológico do parasito Ciclo sexuado (à esquerda): Após a fecundação no 

intestino do mosquito ocorre a formação do zigoto e posteriormente a diferenciação em oocineto. 

Oocineto atravessa o epitélio intestinal dos mosquitos se aloja na lâmina basal do intestino do 

vetor e transforma-se em oocisto. Após sucessivas divisões celulares e formação de esporozoítos, 

há o rompimento da membrana do oocisto onde os esporozoítos migrar até as glândulas salivares. 

Ciclo assexuado (à direita) momento da infecção com a inoculação de esporozoítos na derme do 

hospedeiro vertebrado até a infecção dos hepatócitos e liberação dos merozoítos. Os eritrócitos 

são infectados repetidamente e quando também há a formação das formas sexuadas. Durante o 

repasto sanguíneo o mosquito ingere as formas sexuada presentes na corrente sanguínea 

perpetuando o ciclo. Fonte: Adaptado de White, N.J. e colaboradores, 2014. 

 

 

Figura 20.  Imunopatogênese da MA-SDRA Componentes celulares envolvidos na síndrome do 

desconforto respiratório associada à malária (MA-SDRA). O sequestro de hemácias parasitadas 

ao endotélio desempenha um papel importante na iniciação e amplificação da imunopatologia 

local. Durante o sequestro há ativação do endotélio, fazendo com que haja aumento da 

permeabilidade vascular. Células da circulação principalmente monócitos, linfócitos e alguns 

neutrófilos podem atravessar a barreira hematoalveolar chegando ao interstício do pulmão, 

provocando o espessamento intersticial. Os cristais de hemozoína, produzidos pelo parasito, 

também podem ser encontrados em fagócitos, sendo capazes de induzir inflamação pulmonar. 

Danos e apoptose de células endoteliais resultam em rompimento da barreira endotelial e micro-

hemorragias. O edema alveolar, espessamento do interstício e, presumivelmente, também 

diminuição do fluxo sanguíneo resultam em troca gasosa prejudicada e hipoxemia grave. Fonte: 

Adaptado de Van den Steen e colaboradores, 2013. 

 

 

Figura 21. Espectro esquemático dos tipos de macrófagos (a) Uma representação monocromática da 
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pacientes infectados com P. falciparum e P. vivax, enquanto os pacientes infectados 

pelo P. malariae desenvolvem  doenças crônicas e glomerulopatias progressivas (44).  

 As formas graves da doença estão associadas a uma série de eventos que 

ocorrem de forma sistêmica. A anemia é uma das complicações mais frequentes da 

malária e pode causar morbidade e mortalidade, principalmente em grávidas e 

crianças (45,46). A lise de eritrócitos parasitados, sua depuração pelos macrófagos 

esplênicos, assim como a inibição da eritropoiese na medula óssea pela ação de 

citocinas inflamatórias são as principais causas da complicação (47,48). Outras 

formas graves de malária, como a malária pulmonar e cerebral (MC), estão associadas 

ao sequestro de eritrócitos infectados aos órgãos, processo conhecido como 

citoaderência (47). Os eritrócitos infectados interagem com receptores do próprio 

hospedeiro como CD36, E-selectina, Moléculas de Adesão Intercelular-1 (ICAM-1) e 

Moléculas de Adesão Vascular-1 (VCAM-1), através de proteínas específicas do 

parasito como a proteína 1 de membrana eritrocitária associada ao P. falciparum 

(PfEMP1), por exemplo (49,50). O aumento dos níveis séricos de citocinas 

inflamatórias é um evento chave na ativação do endotélio, induzindo maior expressão 

de moléculas de adesão e aderência de leucócitos à microvasculatura periférica dos 

órgãos (51). Além da adesão leucocitária, as plaquetas também são encontradas 

interagindo com os eritrócitos infectados, monócitos e linfócitos na microvasculatura 

(52), ocasionando trombocitopenia. A adesão das células leucocitárias, plaquetas e 

rosetas eritrocíticas e a ativação endotelial geram o bloqueio dos vasos e, como 

consequência, a diminuição das trocas gasosas e depuração/excreção de 

metabólitos. Esse cenário leva a complicações, como hipoxemia e acidose 

metabólica, que determinam a progressão da doença para a sua forma grave (52,53). 

A produção de óxido nítrico (NO) a partir das famílias de proteínas, óxido nítrico 

sintase, possui importante papel durante a fisiopatologia da malária (54). Entretanto, 

os mecanismos de ação ainda se mantém controversos. Clarck e colaboradores, 

correlacionaram aumento da produção de NO com os severos danos cerebrais da 

malária (55). Contrariamente, Anstey e colaboradores, exibiram que a produção de 

NO é diminuída em casos não complicados e malária cerebral (56). Estudos “in vitro” 

também mostraram que não há papel do NO na eliminação do parasito, onde P. 

falciparum (57,58) e parasitos de roedor (P. berghei e P. yoelli) foram incubados com 
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solução de alta saturação de NO e não foi evidenciado a morte de parasito, sugerindo 

resistência à morte por NO (59,60).  

 A ativação exacerbada do sistema imune e desenvolvimento de um perfil de 

resposta pró-inflamatória também estão relacionados à gravidade da doença. A 

ativação do sistema imune se inicia com o reconhecimento de padrões moleculares 

associados ao patógeno (PAMPs) e ao dano tecidual (DAMPs) pelas células do 

sistema imune inato. A hemozoína, produto da metabolização do grupo heme dos 

eritrócitos pelo parasito, e o complexo hemozoína/DNA são exemplos de PAMPs. O 

reconhecimento destas moléculas por células fagocíticas, como macrófagos, 

monócitos, células dendríticas (DCs) e neutrófilos ocorre através dos receptores de 

reconhecimento de padrão (PRRs) (61,62) presentes na membrana plasmática e na 

membrana endossomal (receptores intracelulares). Os receptores do tipo Toll (TLRs) 

são exemplos de PRRs e sua ativação induz a produção de citocinas pró-inflamatórias 

como TNF-, e interferon (IFN) do tipo 1. Os cristais de hemozoína, quando 

fagocitados, podem desestabilizar a estrutura do fagolisossomo e, ao caírem no 

citoplasma, ativam o  inflamassoma NLRP3, atuando como o segundo sinal da 

cascata, que leva a clivagem da prócaspase e, consequentemente, propicia a 

clivagem de pró-IL-1β na proteína bioativa (50). Além disso, já foi demonstrado que o 

glicosilfosfatidilinositol (GPI) do patógeno é capaz de ativar TLR2, levando a produção 

e secreção de citocinas pró-inflamatórias via a molécula adaptadora de diferenciação 

mieloide 88 (MyD88). Estudos realizados com camundongos deficientes em MyD88 

demonstraram que estes animais apresentam menor secreção de IL-12 e, 

interessantemente, menor dano tecidual (63). Além disso, os macrófagos (entre outras 

células do sistema imune inato) também podem reconhecer DAMPs, como as 

microvesículas derivadas de plaquetas e heme, via TLR-4 durante a infecção pelo P. 

vivax e P. falciparum (64).  

 As imunidades inata e adaptativa são indissociáveis. As citocinas produzidas 

pelas células do sistema imune inato guiam o curso da resposta imune adquirida (65). 

No microambiente esplênico, as DCs são importantes células apresentadora de 

antígenos (APCs) e produtoras de IL-12. As DCs apresentam os antígenos do parasito 

às células Th0 e induzem sua diferenciação em linfócitos T CD4 produtores de IFN- 
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(Th1) (51).  As células NK, ativadas no microambiente rico em TNF- e IL-12 também 

produzem IFN-, importante para a polarização da resposta Th1.  

 O sistema imune tenta balancear a resposta inflamatória frente à infecção com 

a produção de citocinas e fatores anti-inflamatórios, como a IL-10 e o fator de 

crescimento do tipo beta (TGF-β) (66,67). Entretanto, a produção exacerbada de 

citocinas pró-inflamatórias contribui para o acúmulo e o sequestro de eritrócitos 

infectados na microvasculatura, propiciando a inflamação local, obstrução do fluxo 

sanguíneo e o dano tecidual.  No pulmão, levam a edema, hiperventilação e a 

síndrome do desconforto respiratório (43). 

1.1.5 Fisiopatologia da Síndrome do Desconforto Respiratório Agudo 

associada à malária 

 Ao longo do processo evolutivo foram sendo selecionadas e desenvolvidas 

estruturas que possibilitaram a sobrevivência dos animais no meio terrestre (68). Isto 

é, estruturas que propiciassem a respiração fora do meio aquático. Registros e 

estudos ontológicos mostram que o pulmão dos vertebrados originou-se a partir de 

uma estrutura progenitora dos peixes ósseos e foi se desenvolvendo ao longo de 

milhares de anos até a estrutura que conhecemos nos dias atuais (68). Estruturas 

cartilaginosas, árvore brônquica, direcionam o ar inspirado para o lúmen dos alvéolos. 

Estes são recobertos por capilares sanguíneos, nos quais o sangue circula bem 

próximo ao ar inalado, separados apenas por uma barreira de epitélio alveolar. por 

difusão ocorre a hematose pulmonar (69).  

 A quebra na homeostasia por agentes patogênicos, como bactérias, vírus, 

parasitos e/ou fungos, pode levar a danos na morfologia tecidual e comprometimento 

das funções do órgão. A síndrome do desconforto respiratório (SDRA) é um exemplo 

de comprometimento pulmonar, na qual os principais sintomas são falta de ar e 

respiração acelerada. A SDRA durante muitos anos esteve correlacionada ou até 

mesmo sendo sinônimo de lesão pulmonar aguda (LPA) (70). Entretanto, em 1967, 

Ashbaugh e colaboradores propuseram a SDRA como uma síndrome distinta, que 

poderia ser definida pelos sinais clínicos de dispneia grave, taquipneia, cianose e 

perda da complacência pulmonar. A distinção da SDRA das demais síndromes 

respiratórias promoveu uma melhor abordagem na pesquisa sobre a sua patogênese, 
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e criou um padrão nas medidas de tratamentos e intervenção (71). No ano de 1988 

foi proposto uma expansão da definição da SDRA adicionando um sistema de score 

da hipoxemia, da conformidade da respiração e critérios radiológicos. Com os 

conceitos expandidos, em 1994 ficou definido na Conferência América-Europa de 

Consenso que a distinção entre um quadro de LPA  e SDRA também seria pelo critério 

da fração inspirada de oxigênio (FiO2) e pressão arterial de oxigênio (PaO2) (72). Com 

isso, determinou-se que o parâmetro da falha respiratória que define LPA seria de 

PaO2/FiO2 ≤300 mmHg enquanto o que define a SDRA seria de PaO2/FiO2 <200 

mmHg. No ano de 2012, durante a Conferência de Berlin foi excluído o termo LPA e 

a SDRA passou a ser categorizada, de acordo com a oxigenação, em três estágios: 

leve (200<PaO2/FIO2 ≤300 mmHg), moderado (100<PaO2/FIO2 <200 mmHg) e severo 

(PaO2/FIO2 ≤ 100mm Hg); acompanhada da radiografia torácica, a origem do edema 

e tempo da disfunção respiratória (73). Portanto a SDRA ficou caracterizada como 

uma forma específica de lesão pulmonar distinguida por quebra e disfunções da 

barreira pulmonar, resultando em edema alveolar formado pelo conteúdo plasmático 

(73).  

 Segundo dados clínicos, o pulmão é o segundo maior órgão afetado durante a 

malária grave, ocorrendo em 50% dos casos por infecção pelo P. knowlesi (85) e 20% 

da malária grave causada pelos parasitos P. falciparum (74) e P. vivax (75). Análise 

“post mortem” de casos de malária grave mostrou sinais característicos de SDRA 

induzida pela malária (MA-SDRA), como edema pulmonar rico em conteúdo 

plasmático, espessamento dos alvéolos, congestão dos vasos e infiltrado inflamatório. 

A MA-SDRA é mais frequentemente observada em adultos (20-40 anos) e muitas 

vezes progride para uma rápida deterioração e um prognóstico ruim com taxas de 

letalidade de até 80%, apesar do tratamento com antimalárico (76).  

 O sequestro de eritrócitos infectados nos vasos do tecido pulmonar 

desencadeia uma resposta inflamatória local (Figura 3), dano da barreira endotelial, 

aumento da permeabilidade vascular e extravasamento de plasma para o interstício, 

resultando em edema (77). O comprometimento da barreira epitelial também pode 

ocorrer e promove o extravasamento de fluido para o alvéolo. Análise histológica do 

pulmão de pacientes “post-mortem” revelou o acúmulo e monócitos e macrófagos nos 

capilares, interstício e, em alguns casos, nos alvéolos. Quimiocinas, como CXCL1, 

estão relacionas com o recrutamento e acúmulo leucocitário no parênquima do 
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pulmão (78). Os monócitos recrutados participam da remoção dos eritrócitos 

infectados (79).  

 Além dos monócitos e macrófagos, linfócitos e poucos neutrófilos também são 

encontrados no pulmão durante a MA-SDRA (80,81). Citocinas pró-inflamatórias, 

como IFN- e TNF-, são capazes de aumentar a capacidade de processamento e 

apresentação de antígeno das células endoteliais promovendo a ativação dos 

linfócitos T CD8 via molécula de MHC I (77,82).  

Figura 3.  Imunopatogênese da MA-SDRA Componentes celulares envolvidos na síndrome do 

desconforto respiratório associada à malária (MA-SDRA). O sequestro de hemácias parasitadas ao 

endotélio desempenha um papel importante na iniciação e amplificação da imunopatologia local. 

Durante o sequestro há ativação do endotélio, fazendo com que haja aumento da permeabilidade 

vascular. Células da circulação principalmente monócitos, linfócitos e alguns neutrófilos podem 

atravessar a barreira hematoalveolar chegando ao interstício do pulmão, provocando o espessamento 

intersticial. Os cristais de hemozoína, produzidos pelo parasito, também podem ser encontrados em 

fagócitos, sendo capazes de induzir inflamação pulmonar. Danos e apoptose de células endoteliais 

resultam em rompimento da barreira endotelial e micro-hemorragias. O edema alveolar, espessamento 

do interstício e, presumivelmente, também diminuição do fluxo sanguíneo resultam em troca gasosa 

prejudicada e hipoxemia grave. Fonte: Adaptado de Van den Steen e colaboradores, 2013. 
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1.2 Macrófagos  

 Os macrófagos, assim como os monócitos e DCs são células que possuem 

precursores mieloides, componente da resposta de imunidade inata, e apresentam 

importante papel ao longo da infecção pelo parasito da malária. Os macrófagos podem 

ter diferentes origens: os residentes no tecido, têm origem do saco vitelino e fígado 

fetal, durante o estágio pré-natal, sendo programados de forma específica por fatores 

locais (83,84), e recebem nomenclaturas próprias, como micróglia (cérebro), células 

de Kupffer (fígado) e macrófago alveolar (pulmão) (85). Estes macrófagos são 

conhecidos como células de vida longa e que se auto renovam (86). Os macrófagos 

também podem ter origem a partir de monócitos circulantes recrutados da corrente 

sanguínea para o tecido. Ou seja, os macrófagos são células residentes do tecido ou 

infiltradas, críticos para a resposta imune, desenvolvimento normal do tecido, 

homeostasia e/ou reparo tecidual. A composição de macrófagos presentes em cada 

tecido/órgão é dependente de um balanço dinâmico de macrófagos recrutados e 

residentes do tecido. Este balanço é normalmente regulado por diferentes fatores, 

como a entrada de um patógeno no tecido/órgão. Mas independente de sua origem, 

os macrófagos são plásticos e podem apresentar fenótipos distintos em resposta a 

estímulos patogênicos e citocinas presentes em seu microambiente. 

 O potencial dos macrófagos em adotar diferentes fenótipos funcionais, em 

resposta a sinais patogênicos e de citocinas, levou a descrição pragmática (quase que 

para fins didáticos) de dois subtipos de macrófagos: os classicamente ativados (M1), 

e os alternativamente ativados M2. Macrófagos M1 são induzidos por PAMPs, DAMPs 

e citocinas pró-inflamatórias, como IFN- e TNF-. Além disso, possuem alta atividade 

microbicida e tumoricida, e secretam citocinas e mediadores pró-inflamatórios, como 

IL-1β, IL-6, TNF- e óxido nítrico (87). Embora os macrófagos M1 sejam importantes 

para a defesa do hospedeiro, principalmente contra patógenos intracelulares, sua 

ativação deve ser bem controlada. As citocinas e mediadores produzidos por estas 

células, se não regulados apropriadamente, podem levar ao dano tecidual e 

patologias, como observado na artrite reumatoide (88). Na malária, a produção 

exacerbada de citocinas pró-inflamatórias pelos macrófagos esplênicos está 

associada ao desenvolvimento de formas graves da doença (50). Já os macrófagos 

M2, tiveram sua nomenclatura expandida a M2a, M2b, M2c e M2d na tentativa de 
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incluir todos os outros tipos de macrófagos, que são induzidos por diferentes 

mediadores e apresentam funções distintas (89). Mesmo com a expansão na 

nomenclatura, esta ainda é uma forma simplificada de apresentação da plasticidade 

dessas células, onde todos os subtipos dos macrófagos não são contemplados.  

 Os macrófagos apresentam um estado funcional de contínua variação, 

dependendo do sinal ou conjuntos de sinais que esta célula está processando no 

momento. Atualmente, outra forma de classificação dos macrófagos tem sido utilizada 

(90). Baseado em suas funções, estas células podem ser classificadas em três 

populações: macrófagos classicamente ativados (envolvidos na defesa do 

hospedeiro), macrófagos regulatórios e macrófagos de reparo tecidual (Figura 4). A 

classificação dos macrófagos, na verdade, deve relacionar o fenótipo, função e 

contexto. 

 Os macrófagos de reparo tecidual são induzidos por citocinas como IL-4 e IL-

13. Estes macrófagos expressam arginase-1 e o receptor de manose (CD206) e 

produzem TGF- entre uma variedade de fatores que estimulam a proliferação, 

diferenciação e ativação de fibroblastos, células epiteliais, células endoteliais e 

células-tronco e progenitoras que facilitam o reparo tecidual (91). Durante os estágios 

posteriores do processo de reparo, estimulados por IL-10 e pela fagocitose de células 

apoptóticas e imunocomplexos, eles assumem um fenótipo regulador pró-resolução. 

Os macrófagos regulatórios apresentam atividade anti-inflamatória, expressam 

arginase-1 e produzem citocinas imunossupressoras como IL-10 e TGF-β, garantindo 

que a resposta inflamatória que danifica o tecido seja suprimida e a arquitetura normal 

do tecido seja restaurada. Se o processo não for controlado de maneira eficaz, os 

processos de inflamação persistente e/ou reparo não adaptativo podem levar à fibrose 

destrutiva do tecido (91). 

 Os macrófagos de reparo tecidual e regulatórios (ou, de acordo com as suas 

primeiras classificações, macrófagos alternativamente ativados ou M2), também, 

podem estar associados a doenças. Os macrófagos associados ao tumor (TAMs), por 

exemplo, são as principais células infiltradas no microambiente tumoral. Esses 

macrófagos apresentam função imunossupressora, com secreção de IL-10 e TGF-β, 

promovendo o desenvolvimento tumoral (92). De forma semelhante, os macrófagos 
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M2 (assim classificado pelos autores) foram correlacionados com a progressão da 

infecção por Mycobacterium tuberculosis (93,94) . 

 

 

 

Figura 4. Espectro esquemático dos tipos de macrófagos (a) Uma representação monocromática 

da nomenclatura mostrando a escala linear das duas designações de macrófago, M1 e M2. (b) As três 

populações de macrófagos organizadas de acordo com as três cores primárias, onde, vermelho 

designando macrófagos classicamente ativados, amarelo designando macrófagos reparador tecidual 

e azul designando macrófagos reguladores. As cores secundárias, como o verde, podem representar 

macrófagos associados a tumores que possuem muitas características de macrófagos reguladores, 

mas também compartilham algumas características de macrófagos em cicatrização. Em indivíduos 

com obesidade, macrófagos reparadores podem transitar para um fenótipo de macrófago não-

convencionalmente ativado. Fonte: Adaptado de Mosser, D e Edwards, J, 2008. 
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1.2.1 Macrófagos pulmonares 

 Os macrófagos alveolares são células residentes do pulmão, localizadas no 

lúmen alveolar e, como descrito anteriormente, são células de origem embrionária e 

de vida longa. Estas células são essenciais para a manutenção da homeostase 

pulmonar através da remoção de partículas inaladas, poeira, poluentes, patógenos e 

na regulação/homeostase de surfactante (95). Diferente dos demais macrófagos do 

pulmão e dos macrófagos residentes de outros tecidos, os macrófagos alveolares 

podem ser identificados por diferentes marcadores; são células SiglecF+, CD11chi, 

CD11blow e F4.80low. Os macrófagos alveolares também expressam altos níveis de 

CD206, que reconhece carboidratos presentes nos patógenos, e os receptores 

scavengers SR-A e MARCO que atuam na remoção de partículas (96). Já os 

macrófagos intersticiais do pulmão são F4.80+ e CD68+.  

 Na homeostase, macrófagos alveolares apresentam o fenótipo 

imunossupressor de macrófagos regulatórios ou M2. Porém, quando há algum 

estímulo inflamatório, os monócitos circulantes podem ser recrutados para o lúmen 

alveolar e interstício, onde se diferenciam em macrófagos classicamente ativados ou 

M1 (97,98). A polarização de macrófagos derivados de monócitos em um perfil M1 

durante a malária por P. falciparum está associada a danos teciduais e à gravidade 

da doença (99). Interessantemente, os macrófagos alveolares têm sido implicados na 

patogênese da SDRA (100), porém seu papel na MA-SDRA permanece a ser 

demonstrado.  

1.3 Granulócitos: eosinófilos e neutrófilos 

Os eosinófilos inflamatórios são células que possuem progenitores mieloides, 

requerem IL-5 para sua produção na medula óssea e são fenotipicamente 

caracterizados pela expressão de Siglec-F, F4/80, CD125 e CCR3 (101). Os 

eosinófilos uma vez recrutados para o tecido são considerados efetores na resposta 

principalmente à infecção por helmintos ou alergias e essa resposta imune é mediada 

pelos efeitos nas atividades das células T, resultando em um perfil de reposta imune 

Th2 (102).  No tecido pulmonar, essas células liberam leucotrienos e outros fatores 

como, metaloproteinases, envolvidos na remodelação das vias aéreas. Os 
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leucotrienos secretado pelos eosinófilos são potentes broncoconstritores e mantém o 

influxo de eosinófilos para o tecido pulmonar (103). 

Os neutrófilos são também conhecidos como polimorfonucleares, produzidos 

pela medula óssea a partir de progenitor mieloide e estão em grande número na 

corrente sanguínea (104). Essas células atuam como primeira linha de defesa do 

hospedeiro contra patógenos invasores no tecido. Uma vez na circulação sanguínea 

estão em constante patrulhamento para qualquer sinal de infecção ou estímulo 

tecidual (105). Uma vez sinalizados, os neutrófilos deixam a circulação sanguínea de 

forma a iniciarem o processo de transmigração celular para o tecido, desde o 

rolamento e ativação da selectinas e integrinas no endotélio até a entrada completa 

da célula no tecido. Embora se saiba da heterogeneidade dos neutrófilos nas mais 

variadas patogenias, essas células possuem três principais mecanismos pelas quais 

exercem atividade antimicrobianas: fagocitose, degranulação e liberação das redes 

extracelulares de neutrófilos (NETs) (106,107). 

 

1.4 Modelos experimentais de malária: breve descrição do modelo murino  

A descoberta dos parasitos de aves e pequenos mamíferos permitiu o 

desenvolvimento de modelos experimentais não primatas para o estudo e 

compreensão da malária humana. Atualmente estes estudos foram alavancados com 

o desenvolvimento de modelos experimentais de malária murina. São quatro espécies 

de Plasmodium que infectam roedores:  P. berghei, P. chabaudi, P. vinckei, e P. yoelii 

(108,109). Estudos mostraram um alto nível de conservação (de cerca de 85%) entre 

os genes de P. falciparum, P. berghei, P. chabaudi e P. yoelii, em termos de conteúdo 

e ordem de seus respectivos materiais genéticos (110). Os parasitos de roedores ao 

infectarem camundongos, geneticamente distintos, formam modelos experimentais 

atraentes para o estudo da resposta imune, resistência a drogas e estudo dos 

mecanismos envolvidos no desenvolvimento das formas graves da doença, como 

anemia, MC e MA-SDRA. A infecção de camundongos DBA/2 com P. chabaudi, por 

exemplo, tem sido utilizado para a compreensão de resistência a drogas e variação 

antigênica (111). Os modelos de infecção de camundongos das linhagens CBA, 

BALB/c e C57BL/6 com P. yoelli têm sido utilizados para o estudo da biologia, 
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imunidade inata e adquirida durante o estágio hepático (112). Estudo prévio mostrou 

que a infecção de camundongos BALB/c com P. vinckei leva a danos pulmonares, 

com aumento de leucócitos no pulmão em animais com alta parasitemia (113). Já o 

modelo de infecção de camundongos C57BL/6 com P. berghei ANKA (PbA) tem sido 

amplamente utilizado para estudos que visam o entendimento da infecção em 

reticulócitos, seu sequestro nos órgãos e bloqueio da microvasculatura (114) com, 

consequente desenvolvimento da MCE, acidose metabólica, disfunção hepática e 

síndrome respiratória (114). Isto mostra que, juntamente com as complicações 

cerebrais, há o desenvolvimento de patologia pulmonar com aumento de conteúdo 

intersticial leucocitário e hemorragia limitada. Os animais BALB/c infectados com PbA, 

diferentemente de C57BL/6 parasitados, são considerados resistentes à MCE e 

parcialmente resistentes ao desenvolvimento da malária pulmonar (77). Apesar do 

comprometimento pulmonar ser uma complicação da malária de importância 

reconhecida, pouco conhecemos sobre sua patogênese (115).  Compreender a 

dinâmica das populações celulares no pulmão ao longo da infecção é necessário para 

o desenvolvimento de estratégias clínicas eficazes. Assim como o melhor 

entendimento dos mecanismos de programação e plasticidade funcional dos 

macrófagos alveolares permitindo novas abordagens de manipulação terapêutica 

dessas células.  

 

2 Objetivos 

2.1 Objetivo geral  

Investigar a cinética de recrutamento das células do sistema imune inato para 

o pulmão e o perfil de polarização dos macrófagos alveolares após a infecção 

de camundongos C57BL/6 e BALB/c com Plasmodium berghei ANKA (PbA). 

 

2.2. Objetivos específicos: 

1. Caracterizar o curso da parasitemia e sobrevida de camundongos C57BL/6 e 

BALB/c infectados com PbA, e assim confirmar dados prévios da literatura 
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sobre a resistência e suscetibilidade destas linhagens de camundongos à 

malária grave;  

2. Investigar alterações na função pulmonar, formação de edema e no número 

total de leucócitos no lavado broncoalveolar em camundongos C57BL/6 e 

BALB/c infectados com PbA; 

3. Caracterizar fenotipicamente as células inflamatórias mieloides e sua cinética 

de recrutamento para o pulmão de camundongos C57BL/6 e BALB/c durante 

a fase eritrocítica da infecção; 

4. Identificar os padrões de citocinas e enzima (iNOS e arginase) presentes no 

lavado broncoalveolar de camundongos C57BL/6 e BALB/c parasitados; 

5. Avaliar a plasticidade fenotípica e funcional de macrófagos alveolares de 

camundongos C57BL/6 e BALB/c parasitados, através da expressão de 

diferentes marcadores (MHC classe II, arginase, iNOS e CD206).  
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3. Metodologia 

3.1 Animais 

  Foram utilizados camundongos C57BL/6 e BALB/c fêmeas, com idade 

entre 6-8 semanas, fornecidos pelo centro de criação do Instituto de Ciência e 

Tecnologia em Biomodelos (ICTB) da Fundação Oswaldo Cruz (Rio de Janeiro, RJ, 

Brasil). Os animais foram mantidos no biotério do Pavilhão Leonidas Deane com 

temperatura controlada de 25 °C, livre acesso à água e ração, e submetidos a ciclos 

de claro/escuro de 12 horas até o momento de uso. Anterior ao início dos 

experimentos, os animais foram tratados via oral (gavagem) com antimicrobiano à 

base de enrofloxacino (Baytril®), na concentração de 2 mg/mL (200 µL por animal), 

por cinco dias. Ao final do tratamento, os animais ficaram em repouso por duas 

semanas para restabelecimento da microbiota. Todos os protocolos experimentais 

foram aprovados pelo Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) do IOC/Fiocruz (L-

041/2016 e L-029/2020).  

3.2 Parasito e infecção  

 Foi utilizada a cepa de Plasmodium berghei ANKA (PbA) transfectada com 

proteína verde fluorescente (GFP) (116). Anterior à infecção, camundongos C57BL/6 

e BALB/c (1-2 animais/linhagem) foram inoculados, via intraperitoneal (i.p), com 100-

150 μL de sangue contendo eritrócitos parasitados criopreservados. No 4° dia após a 

infecção, os animais foram anestesiados com 100 µL de uma solução composta por 

quetamina (150 mg/kg), xilazina (10 mg/kg) e tampão fostato salino (PBS) qsp., e o 

sangue total coletado por punção cardíaca com o uso de uma seringa contendo 

heparina. Foram avaliados a porcentagem de eritrócitos parasitados da amostra 

(parasitemia de 5-10%) por citometria de fluxo (FACS Canto II - BD Bioscience) e a 

hematimetria (contagens de eritrócitos totais) em câmara de Neubauer para o cálculo 

e diluição do sangue, em PBS, na concentração final de 1 x107 eritrócitos 

parasitados/mL. Os animais BALB/c e C57BL/6 dos grupos experimentais foram 

imobilizados e inoculados via i.p no quadrante inferior direito do abdomem com 1 x106 

eritrócitos parasitado/100 μL, diluídos em PBS. Os grupos controles foram inoculados 

com o mesmo volume de PBS. A parasitemia foi monitorada nos dias 4 e 6 após a 

infecção por citometria de fluxo (FACS Canto II – BD Bioscience).  
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3.3. Sobrevida e curso clínico 

 Após infecção (como descrito acima), os animais foram mantidos no 

biotério e o óbito conferido diariamente para análise da taxa de sobrevida. Os 

resultados foram expressos como porcentagem de animais vivos. Em um segundo 

grupo de experimentos foram analisados, nos dias 4 e 6 após infecção, a parasitemia, 

peso e temperatura corporal (Figura 5). Animais não infectados (grupo Controle) foram 

avaliados em paralelo. A parasitemia foi verificada através da diluição de 0.5 μL de 

sangue da cauda dos animais infectados em 500 μL de PBS. As amostras foram 

adquiridas no citômetro de fluxo BD FACSCANTO II e a porcentagem de eritrócitos 

parasitados (GFP+) foi determinada utilizando o programa FlowJo v.10.0. A 

temperatura corporal foi mensurada utilizando o termômetro retal (OAKTON). Em 

seguida, os animais foram anestesiados com 100 µL de uma solução contendo 

quetamina (150 mg/kg), xilazina (10 mg/kg) e PBS qsp., e pesados em balança de 

precisão. 

 

Figura 5. Desenho experimental. Camundongos BALB/c e C57BL/6 foram infectados com 1 x106 eritrócitos 

parasitados com PbA-GFP+ via intraperitoneal. Foram avaliados: 1. Sobrevida (acompanhada até 20 dias 

após a infecção); 2. Função pulmonar (dias 3 e 5 após a infecção); 3. Parasitemia, temperatura, peso 

corpóreo, quebra da barreira hematoalveolar e coletados o BAL e tecido pulmonar (dias 4 e 6 após a 

infecção). 
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3.4 Avaliação da disfunção pulmonar 

 No 3° e 5° dia após a infecção, animais parasitados ou não (grupos Controle) 

foram submetidos a um teste para avaliação da mecânica respiratória, sem a 

necessidade de anestesia ou imobilização. A avaliação pela pletismografia 

barométrica de corpo inteiro não invasiva foi realizada com uso do aparelho BUXCO®. 

(Harvard Biosciende, Inc).  O sistema de plestimografia é baseado em câmaras 

individuais, nas quais os animais foram colocados e as câmaras foram vedadas. Os 

camundongos foram analisados por 5 minutos e o padrão de respiração foi registrado. 

Um transdutor de pressão sensível é conectado para medir mudanças na pressão de 

dentro da câmara e a média de todos os parâmetros ventilatórios  [Tempo de 

expiração (Te), Tempo de relaxamento (RT), Tempo de inspiração (Ti), Pico de fluxo 

inspiratório (PIF), Pico de fluxo expiratório (PFE), Volume corrente (TV), Volume de 

expiração (EV), Volume minuto (VM), Frequência respiratória (Freq), Pausa 

Inspiratória Final (EIP), Pausa Expiratória Final (EEP), Pausa Avançada (PenH) ] 

foram determinados pelo software Buxco Fine Pointe. Os tempos de 3 e 5 dias após 

a infecção, para avaliação da função pulmonar, foram determinados a partir da 

logística experimental.  

3.5 Avaliação da quebra da barreira hematoalveolar 

 No 4° e 6° dia após infecção, após aferição da temperatura e coleta de sangue 

pela cauda para avaliação da parasitemia, os animais parasitados ou controles foram 

anestesiados, pesados e inoculados com 100 μL de uma solução de Azul de Evans 

2% no plexo orbital (via intravenosa). Após 1 hora, os animais foram mortos e seus 

pulmões extraídos. Os órgãos foram pesados e armazenados individualmente em 3 

mL de formamida PA (Sigma-Aldrich ®), na estufa a 37 °C por 48 horas. Após este 

período, o sobrenadante foi recolhido e a absorbância mensurada por 

espectrofotometria (comprimento de onda de 620 nm) no aparelho Spectramax 190, 

Molecular Devices, CA, USA. Os resultados obtidos foram expressos em micrograma 

(μg) por mL de Azul de Evans por grama (g) do tecido pulmonar.  
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3.6 Obtenção do lavado broncoalveolar (BAL)  

 A coleta do lavado broncoalveolar (BAL) dos animais, parasitados ou 

não, foi realizada em tempos diferentes (4 e 6 dias) após infecção com PbA. 

Imediatamente após a morte, os animais foram colocados em decúbito dorsal, a 

assepsia foi feita, e então, realizada uma traqueostomia. A pele, camada muscular, 

glândulas maxilares e parótidas adjacente à traqueia foram removidas para melhor 

visualização da mesma. Com o auxílio de uma pinça curva, uma linha de costura foi 

passada por debaixo da traqueia e um nó foi feito para garantir a não saída de ar. 

Utilizando um cateter periférico intravenoso de 20G (Ø 1,1/32mm -65ml/min) 

(DESCARPACK) foi realizada uma incisão entre os anéis traqueais. A agulha foi 

retirada ficando somente a cânula na traqueia, pela qual foi instilado e aspirado 1 ml 

de PBS gelado. Após a aspiração, a solução foi recolhida e colocada em um tubo 

identificado com “lavado 1”. A seringa foi preenchida novamente com PBS e, acoplada 

à cânula, foram realizados mais dois lavados. Os tubos “lavado 1” e “lavado 2 + 3” 

foram centrifugados (3000 g por 5 minutos). O sobrenadante do tubo “lavado 1” foi 

recolhido e alíquotas congeladas para análises futuras.  As células dos três lavados 

foram reunidas após centrifugação. Quando necessário, foi realizada a lise das 

hemácias com 200µl de Tampão de lise (Sigma-Aldrich ®) por até 1 minuto. As células 

foram lavadas com PBS contendo soro fetal bovino (SFB) 5% e contadas em 

hemicitômetro 

3.7 Obtenção de células do tecido pulmonar  

 Para avaliação das células no tecido pulmonar, os camundongos foram mortos 

e perfundidos com 20 mL de PBS. Os pulmões foram retirados, cortados em pequenos 

pedaços e incubados individualmente em 1 mL em meio RPMI 1640 (Gibco) 

suplementado com Penicilina (100 U/MmL) e Estreptomicina (100 μg/mL) e Liberase® 

ROCHE, na concentração de 128 µg/mL, a 37 °C e 5% de CO2 por uma hora. Após o 

tempo de ação da Liberase®, foram adicionados 500 µL de RPMI contendo 5% de 

SFB e 0,01% de DNAse gelado. O tecido e o meio foram colocados sobre uma rede 

de nylon (Cell strainer 70μm - BD Biosciences®) em placa de 6 poços, foram 

adicionados mais 5 ml de meio RPMI com SFB 5 % e DNAse 0,01% e, com o auxílio 

de um embolo de seringa, todo o tecido foi macerado. A suspensão celular foi 

aspirada, transferida para tubos de 15 mL e centrifugada por 10 minutos na rotação 
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de 1700 rpm a 23 °C. O sobrenadante foi recolhido e as células preparadas para 

citometria.  

3.8 Imunofenotipagem das células obtidas do lavado broncoalveolar e 

tecido pulmonar  

 A fenotipagem das células foi realizada por citometria de fluxo. As células do 

lavado broncoalveolar e do macerado pulmonar, obtidas e processadas como descrito 

no item 3.6, foram transferidas para placa de 96 poços em fundo “V” e centrifugadas 

a 500 g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas 

com 50 μl do marcador de viabilidade celular (LIVE/DEAD™ Fixable Violet Dead Cell 

Stain Kit, Invitrogen), diluído de acordo com as instruções do fabricante. A placa foi 

incubada (protegida da luz) a 4 ºC por 30 minutos. Após o término da incubação as 

células foram lavadas com 100 μl de PBS com 5% de SFB e centrifugadas por 10 

minutos a 500 g. O sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em 50 

μl do pool de anticorpos de superfície (Tabela 1) diluídos no tampão de FACs (PBS 

5% SFB) por 20-30 minutos a 4 ºC protegido da luz. Ao final da incubação, as células 

foram lavadas 2 vezes com 150 - 200 μl do tampão FACs e adquiridas no citômetro 

de fluxo. Para a marcação intracelular, as células do BAL e tecido pulmonar foram 

pré-incubadas por 4 horas com GolgiPlug Brefeldin A e GolgiStop Monensin (BD 

Biosciences) de acordo com as orientações do fabricante antes da marcação com 

LIVE/DEAD. Após a marcação de superfície, as células foram fixadas e 

permeabilizadas utilizando o Fixation/Permeabilization Solution Kit (BD Biosciences) 

e incubadas com o pool de anticorpos intracelulares (Tabela 1) diluídos no tampão de 

permeabilização (Perm/Wash) por 30-40 minutos a 4 ºC protegido da luz. Ao final da 

incubação, as células foram lavadas 2 vezes com 150-200 μl do tampão Perm/Wash. 

As amostras foram adquiridas em um citômetro de fluxo (CytoFlex ou FACS Canto II) 

e os dados analisados no programa FlowJo (TreeStar, Estados Unidos). 
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Tabela 1. Lista de anticorpos utilizados para marcação das células do BAL e tecido pulmonar  

   Marcador Fluorocromo Clone Marca 

Superfície 

 Siglec F PE 1RM44N Invitrogen 

0.3:100 

CD11b PeCy7 ou PerCP-

Cy5.5 

 

MI/70 

 

BD 

Ly6C APC 1A8 BD 

Ly6G APC-Cy7 AL-21 BD 

CD45 FITC ou BV480 104 BD 

CD11c PerCP-Cy 5.5 

 

HL-3 BD 

CD206 

 

Pe-Cy7 

 

MR6F3 

 

Invitrogen 

 

I-A/I-E BB515 2G9 BD 

F4/80 Texas Red BM8 Invitrogen 

Intracelular 

1:100 

INOS APC-eFluor 780 CXNFT  

 

Invitrogen 

Arginase APC AlexF5 Invitrogen 
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3.9. Quantificação de proteínas totais e de citocinas no lavado 

broncoalveolar 

Os níveis das citocinas presentes no BAL dos diferentes grupos experimentais 

foram avaliados usando o Kit Cytokine Bead Array (CBA) Mouse Th1/Th2/Th17 (BD 

Biosciences) de acordo com as especificações do fabricante. A leitura das amostras 

foi feita no FACSCANTO II (BD Bioscience) e os dados analisados no programa FCAP 

Array (versão 3.0). A dosagem de proteínas foi realizada utilizando o Qubit® Protein 

Assay Kit (ThermoFisher) e o equipamento Qubit® 2.0 Fluorometer, seguindo as 

instruções do fabricante (Invitrogen). 

3.10 Dosagem de óxido nítrico 

 A dosagem de óxido nítrico, presente no sobrenadante do BAL de animais 

infectados ou não com PbA, foi realizado de forma indireta, através da quantificação 

da concentração total de nitrato/nitrito (Nitrate/Nitrite Colorimetric Assay Kit). O ensaio 

foi realizado conforme recomendação do fabricante (CAYMAN CHEMICAL). 

Resumidamente, a curva de nitrato foi realizada em duplicata com concentrações de 

0 a 35 µM. As amostras foram então adicionadas (40 µL) e em seguida foram 

adicionadas a enzima cofator e a nitrato redutase nas amostras e na curva padrão. A 

placa foi coberta e incubada por 1 hora a temperatura ambiente. Após tempo de 

incubação, foi adicionado o reagente de Griess 1 nos poços das amostras e da curva, 

seguido da adição do reagente de Griess 2 também em todos os poços. Após 

incubação à temperatura ambiente, por 10 minutos, para desenvolvimento da cor, foi 

realizada a leitura, por absorbância, utilizando o aparelho Varioskan LUX multimode 

da ThermoFisher no comprimento de onda de 550nm.  

3.11 Dosagem de arginase 

A atividade da enzima arginase presente no sobrenadante do BAL foi 

quantificada utilizando o kit “Arginase Activity Assay” da Sigma-Aldrich®. O ensaio se 

baseia na produção e detecção colorimétrica de ureia,
 
após a adição de arginina e 

manganês às amostras. Assim, o produto colorimétrico gerado é proporcional à 

atividade arginase presente nas amostras. A dosagem foi realizada de acordo com as 

orientações do fabricante. Resumidamente, os vials foram reconstituídos e o tampão 
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de ensaio deixado a 37°C. O padrão de ureia (1mM) foi adicionado a um dos poços. 

As amostras foram adicionadas (40µL) em duplicata (um poço para ensaio e outro 

para controle da reação). O tampão de ensaio contendo manganês e arginina foram 

adicionados apenas em uma das duplicatas das amostras (poço ensaio) e feita 

incubação a 37°C, por 3 horas, sob proteção da luz. Após o tempo de incubação, a 

reação foi parada adicionando o reagente de ureia (constituído pelo reagente A e B) 

em todos os poços. Em seguida, foi adicionado o tampão de ensaio (manganês e 

arginina) nos poços para controle da reação e, feita incubação à temperatura 

ambiente, por 60 minutos. Após esse tempo, foi feita a leitura da absorbância 

utilizando o aparelho Varioskan LUX multimode da ThermoFisher no comprimento de 

onda de 430nm.  

3.12 Análise estatística  

 As análises estatísticas foram realizadas através do programa GraphPad Prism 

versão 8.0 (GraphPad Software, Estados Unidos). Os dados foram analisados pelo 

teste t de Student não paramétrico seguido de pós-teste Mann-Whitney. Nas análises 

entre as linhagens de camundongos (BALB/c e C57BL/6) foi utilizado ANOVA two-

way com pós-teste de Bonferroni para variância estatística entre os grupos. Os valores 

foram expressos como médias ± SEM. e P ≤ 0,05 foi considerado estatisticamente 

significativo. 
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4. Resultados  

4.1 Camundongos BALB/c e C57BL/6 parasitados com Plasmodium 

berghei ANKA apresentam curso clínico da doença diferente, embora 

parasitemia semelhante 

 Camundongos BALB/c e C57BL/6 infectados com Plasmodium berghei ANKA 

(PbA) são utilizados como modelos experimentais para investigar diferentes formas 

clínicas da malária (117). Com a finalidade de confirmar a resistência e 

susceptibilidade dos camundongos BALB/c e C57BL/6 ao desenvolvimento de malária 

cerebral experimental (MCE), respectivamente, os animais foram inoculados com 1 

x106 eritrócitos parasitados com PbA-GFP. A parasitemia (Fig. 6A e B) e curso clínico 

da doença, através do acompanhamento da sobrevida (Fig. 6C), peso corpóreo (Fig. 

6D) e temperatura (Fig. 6E), foram analisados. A parasitemia dos animais infectados 

com PbA-GFP foi baseada na porcentagem de eritrócitos GFP+ nos dias 4 e 6 após a 

infecção (Fig. 6A e B). O percentual de eritrócitos parasitados aumentou ao longo da 

infecção, de forma semelhante em ambas linhagens, BALB/c e C57BL/6 (Fig. 6A e B). 

Embora os animais BALB/c e C57BL/6 infectados tenham apresentado nível de 

parasitemia similar, eles desenvolveram sinais clínicos distintos. A infecção com PbA-

GFP levou a uma diminuição da sobrevida dos camundongos C57BL/6, onde todos 

os animais parasitados morreram no 7º dia após a infecção (Fig. 6C). Em 

contrapartida, 75% dos camundongos BALB/c sobreviveram os primeiros 9 dias de 

infecção, enquanto os demais foram a óbito tardiamente (Fig. 6C). Na análise de peso 

corporal não foi observada diferença significativa nos animais BALB/c, 6 dias após a 

infecção, quando comparados ao grupo Controle. Já nos camundongos C57BL/6 no 

6° dia houve uma diminuição no delta do peso corporal quando comparado ao dos 

animais não infectados (grupo Controle) (Fig. 6D). Além da perda da massa corpórea, 

os animais C57BL/6 infectados, apresentaram hipotermia no 6º dia após a infecção, 

quando comparados com os animais não infectados (Fig. 6E). Essa hipotermia 

também foi observada no 6º dia após a infecção nos camundongos BALB/c, quando 

comparados ao grupo Controle. Contudo, os animais C57BL/6 apresentaram uma 

redução significativa na temperatura quando comparados os animais BALB/c, 6 dias 

após a infecção. 
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4.2 A infecção com Plasmodium berghei ANKA promove edema e 

disfunção pulmonar em camundongos C57BL/6 

 Pacientes com malária cerebral (MC), forma severa da doença observada 

principalmente após infecção pelo P. falciparum, também apresentam disfunção de 

diferentes tecidos e órgãos, como o pulmão (118). A fim de avaliar se o nosso modelo 

de MCE (animais C57BL/6 infectados com PbA) apresenta quebra da barreira 

hematoalveolar e consequente edema pulmonar, animais de ambas linhagens 

(C57BL/6 e BALB/c) foram infectados com 1 x 106 eritrócitos parasitados e, nos dias 

4 e 6 após a infecção, foram verificados o peso dos pulmões dos animais controle e 

parasitados (Fig. 7A), a concentração de proteínas totais no lavado broncoalveolar 

(BAL) (Fig. 7B) e o extravasamento de proteínas plasmáticas, através do ensaio de 

Azul de Evans (Fig. 7C).  

 Os animais BALB/c parasitados apresentaram aumento no peso do órgão no 

dia 6 quando comparados ao grupo Controle) e na concentração de proteína no BAL) 

no 6º dia após a infecção. Entretanto, não foi possível verificar alterações significativas 

de extravasamento de proteínas plasmáticas no pulmão desses animais no 6° dia 

após infecção, quando comparados com o grupo Controle (Fig.7 C). Já nos animais 

C57BL/6 parasitados houve um aumento no peso do órgão e no conteúdo de proteínas 

do BAL no 6° dia após a infecção quando comparado ao grupo Controle. A análise do 

extravasamento de proteínas plasmáticas para o tecido pulmonar revelou diferenças  

Figura 6. Curso da infecção com PbA-GFP e progressão da doença. Camundongos BALB/c e 

C57BL/6 foram inoculados com 1 x106 eritrócitos parasitados com PbA-GFP via intraperitoneal. (A) Dot 

plot representativo dos eritócitos GFP+. (B) Percentual de eritrócitos parasitados (GFP+) nos dias 4 e 6 

após a infecção. (C) Curva de sobrevida, em percentual, dos animais BALB/c e C57BL/6 infectados. 

(D) Delta do peso corpóreo entre os animais controle (não infectados) e infectados, expresso em 

gramas (g). (E) Temperatura corporal expressa em graus centígrados (ºC). Grupos: Controle (-), 4 dias 

e 6 dias após a infecção. Dados representativos de 2 ou mais experimentos (B e C) ou compilados de 

dois ou mais experimentos independentes com N= 8-12 animais por grupo (D e E). As amostras foram 

analisadas pelo teste t de Student não paramétrico seguido de pós-teste Mann-Whitney. Na da curva 

de sobrevida (C) foi utilizado o teste estatístico Log-Rank e nos dados de peso corpóreo (E) foi utilizado 

ANOVA two-way com pós-teste Bonferroni para variância estatística entre os grupos BALB/c e C57BL/6 

no dia 6 após infecção. Os valores foram expressos como médias ± SEM.  P ≤ 0,05 

 

 

Figura 116. Desenvolvimento de edema e disfunção pulmonar em camundongos C57BL/6 infectados com PbA. 

Camundongos BALB/c e C57BL/6 receberam ou não 1x106 eritrócitos parasitados com PbA-GFP via 

intraperitoneal. (A) Razão entre o peso dos pulmões e o peso do animal em mg.  (B) Concentração de proteínas 

(µg/ml) no BAL. (C) Concentração de Azul de Evans (µg/mL) por tecido pulmonar (g). (D) Pausa respirarória (Penh). 

(E) Frequência respiratória (bpm). Grupos: Controle (-), 4 dias e 6 dias após a infecção.  Dados representativos 

dois ou mais experimentos (N= 4-6 animais por grupo). As amostras foram analisadas pelo teste t de Student não 

paramétrico seguido de pós-teste Mann-Whitney. Nos dados de peso (A) e concentração de proteína (B) foi 

utilizado ANOVA Two-way com pós-teste Bonferroni para variância estatística entre os grupos BALB/c e C57BL/6 

no mesmo dia após infecção (6° dia). Os valores foram expressos como médias ± SEM.  P ≤ 0,05.Figura 117. 

Curso da infecção com PbA-GFP e progressão da doença. Camundongos BALB/c e C57BL/6 foram 

inoculados com 1 x106 eritrócitos parasitados com PbA-GFP via intraperitoneal. (A) Dot plot 

representativo dos eritócitos GFP+. (B) Percentual de eritrócitos parasitados (GFP+) nos dias 4 e 6 após 

a infecção. (C) Curva de sobrevida, em percentual, dos animais BALB/c e C57BL/6 infectados. (D) Delta 

do peso corpóreo entre os animais controle (não infectados) e infectados, expresso em gramas (g). (E) 

Temperatura corporal expressa em graus centígrados (ºC). Grupos: Controle (-), 4 dias e 6 dias após 

a infecção. Dados representativos de 2 ou mais experimentos (B e C) ou compilados de dois ou mais 

experimentos independentes com N= 8-12 animais por grupo (D e E). As amostras foram analisadas 

pelo teste t de Student não paramétrico seguido de pós-teste Mann-Whitney. Na da curva de sobrevida 

(C) foi utilizado o teste estatístico Log-Rank e nos dados de peso corpóreo (E) foi utilizado ANOVA two-

way com pós-teste Bonferroni para variância estatística entre os grupos BALB/c e C57BL/6 no dia 6 

após infecção. Os valores foram expressos como médias ± SEM.  P ≤ 0,05 

 

 

Figura 118. Desenvolvimento de edema e disfunção pulmonar em camundongos C57BL/6 

infectados com PbA. Camundongos BALB/c e C57BL/6 receberam ou não 1x106 eritrócitos 

parasitados com PbA-GFP via intraperitoneal. (A) Razão entre o peso dos pulmões e o peso do animal 

em mg.  (B) Concentração de proteínas (µg/ml) no BAL. (C) Concentração de Azul de Evans (µg/mL) 
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no 4º e 6º dia após a infecção (Figura 7C). Embora os animais BALB/c parasitados 

tenham apresentado aumento no peso do órgão e na quantidade de proteínas no BAL, 

no 6º dia após infecção, o peso do órgão e a dosagem de proteínas foi 

significativamente maior no grupo C57BL/6 quando comparado com o BALB/c no 

mesmo tempo de infecção (Fig. 7A e B). 

 Os animais, parasitados ou não, de ambas as linhagens também foram 

avaliados quanto a função pulmonar através do sistema de pletismografia de corpo 

inteiro (BUXCO) um dia antes de serem mortos (dias 3 e 5 após a infecção). Foram 

verificadas a pausa respiratória (Penh) (Fig. 7D) e a frequência respiratória (Fig. 7E). 

A infecção aumentou significativamente o Penh e diminuiu a frequência respiratória 

em camundongos C57BL/6, no 5° dia após a infecção quando comparado com o grupo 

Controle. E em camundongos BALB/c, não houve alteração no Penh e na frequência 

respiratória nos tempos avaliados após a infecção com PbA (Fig. 7D e E).  
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Figura 7. Desenvolvimento de edema e disfunção pulmonar em camundongos C57BL/6 infectados com 

PbA. Camundongos BALB/c e C57BL/6 receberam ou não 1x106 eritrócitos parasitados com PbA-GFP via 

intraperitoneal. (A) Razão entre o peso dos pulmões e o peso do animal em mg.  (B) Concentração de proteínas 

(µg/ml) no BAL. (C) Concentração de Azul de Evans (µg/mL) por tecido pulmonar (g). (D) Pausa respirarória 

(Penh). (E) Frequência respiratória (bpm). Grupos: Controle (-), 4 dias e 6 dias após a infecção.  Dados 

representativos dois ou mais experimentos (N= 4-6 animais por grupo). As amostras foram analisadas pelo teste 

t de Student não paramétrico seguido de pós-teste Mann-Whitney. Nos dados de peso (A) e concentração de 

proteína (B) foi utilizado ANOVA Two-way com pós-teste Bonferroni para variância estatística entre os grupos 

BALB/c e C57BL/6 no mesmo dia após infecção (6° dia). Os valores foram expressos como médias ± SEM.  P ≤ 

0,05.  
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4.3 Variações no número de células presentes no BAL de camundongos 

C57BL/6 e BALB/c ao longo da infecção com Plasmodium berghei ANKA 

 Durante inflamação pulmonar, células residentes e recrutadas são 

responsáveis pela resposta inflamatória no tecido, podendo atravessar a barreira 

pulmonar e adentrar o alvéolo (77). Assim, com objetivo de analisar o perfil fenotípico 

das células residentes do lúmen da região broncoalveolar e a cinética das células 

inflamatórias durante o estabelecimento da malária pulmonar experimental, o BAL dos 

camundongos BALB/c e C57BL/6 infectados ou não foi recolhido nos dias 4 e 6 após 

a infecção com PbA. As populações de células mieloides foram identificadas através 

de seu tamanho e granulosidade, pela expressão da molécula CD45 e CD11b, e 

posteriormente classificadas com base na expressão de uma combinação de 

marcadores em: macrófagos alveolares (SiglecF+CD11c+), eosinófilos 

(CD11b+SiglecF+), neutrófilos (CD11b+Ly6G+Ly6C+) e monócitos inflamatórios 

(CD11b+Ly6G-Ly6Chi) como mostra a estratégia de gates (Fig. 8). 

A infecção com PbA não alterou significativamente o número total de células 

no BAL nos camundongos BALB/c no 4° dia quando comparado ao Controle, mas foi 

Figura 8. Dot plots representativos da estratégia de gates utilizada para identificação das 

células mieloides presentes no lavado broncoalveolar durante a infecção com PbA 
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possível observar um reestabelecimento expressivo no 6° dia quando comparado ao 

4° dia após infecção (Fig. 9A). Já os camundongos C57BL/6 apresentaram uma 

redução significativa do total de células no BAL 4 dias após a infeção quando 

comparado ao Controle e um aumento expressivo no total de células obtidas no 6° dia 

quando comparado ao dos animais do 4° dia após a infecção. (Fig. 9A).  

Através da imunofenotipagem das células presentes no espaço alveolar, foi 

possível observar que camundongos BALB/c apresentaram redução do número total 

e percentual de macrófagos alveolares no 6° dia após a infecção quando comparado 

ao Controle (Fig. 9B e C).  A infecção com PbA também levou a redução no número 

total e percentual de macrófagos alveolares nos camundongos C57BL/6 infectados 

quando comparado aos seus controles, porém diferente dos camundongos BALB/c, 

foi possível observar uma diminuição significativa já no 4° dia após a infecção nos 

animais C57BL/6 (Fig. 9B e C). 

Entre as células mieloides investigadas, poucos eosinófilos foram observados 

no BAL dos camundongos BALB/c e C57BL/6 naive e parasitados (Fig. 9D e E). 

Todavia, a infecção promoveu influxo de monócitos inflamatórios para o alvéolo 

pulmonar, levando a um aumento no número total de monócitos inflamatórios nos 

camundongos C57BL/6, observado 6 dias após a infecção (Fig. 9F). Esta alteração 

no número total de monócitos não foi observada nos camundongos BALB/c (Fig. 9F). 

A análise do percentual destas células, entretanto, mostrou um aumento percentual 

significativo no 6° dia após a infecção tanto em camundongos BALB/c quanto 

C57BL/6. Contudo, é possível observar que o percentual de monócitos inflamatórios 

nos camundongos C57BL/6 é expressivamente maior que o do grupo BALB/c (Fig.  

9G).  

A análise da população de neutrófilos do BAL mostrou uma redução 

significativa no número total de neutrófilos logo após a infecção em ambas as 

linhagens de camundongos, quando comparados com seus grupos controles (Fig. 

9H). Da mesma forma, houve redução significativa no percentual dessas células após 

a infecção em camundongos BALB/c e C57BL/6 em relação aos seus controles (Fig. 

9I).  
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Figura 9. Cinética de recrutamento das subpopulações de células mieloide durante o estabelecimento 

da malária pulmonar experimental. Camundongos BALB/c e C57BL/6 foram infectados ou não com PbA, 

e as células do BAL dos grupos Controle (-), 4 dias e 6 dias após infecção analisadas por citometria de fluxo.  

(A) Número total das células do BAL. Número total e percentual (em relação ao total de células) de (B e C) 

macrófagos alveolares, (D e E) eosinófilos, (F e G) monócitos inflamatórios e (H e I) neutrófilos. Dados 

representativos de dois ou mais experimentos independentes (N= 4-6 animais por grupo). As amostras foram 

analisadas pelo teste t de Student e os valores foram expressos como médias ± SEM.  P ≤ 0,05. Para análise 

de monócitos entre as linhagens foi utilizado ANOVA Two-way com pós-teste Bonferroni para variância 

estatística no mesmo dia após infecção (6° dia). Os valores foram expressos como médias ± SEM.  P ≤ 0,05.  

 

 

Figura 10. Análise de recrutamento de monócitos e neutrófilos para o tecido pulmonar durante a 

infecção com PbA. Camundongos BALB/c e C57BL/6 foram infectados ou não com PbA. Células do tecido 

pulmonar obtidas dos grupos Controle (-), 4 dias e 6 dias após infecção foram analisados por citometria de 

fluxo. (A) Percentual de monócitos inflamatórios dentro das células CD11b+CD45+. (B) Percentual de 

neutrófilos dentro das células CD11b+CD45+. Dados de um experimento (4-6 animais por grupo). As amostras 

foram analisadas pelo teste t de Student não paramétrico e os valores foram expressos como médias ± SEM.  
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4.4. Cinética de recrutamento de monócitos inflamatórios e neutrófilos 

para o tecido pulmonar de camundongos BALB/c e C57BL/6 infectados 

com Plasmodium berghei ANKA 

Análise do perfil de células mieloides CD11b+CD45+, recrutadas para o 

interstício pulmonar foi possível observar que nos camundongos C57BL/6, ocorreu 

aumento significativo de monócitos inflamatórios observado já no 4° dia após a 

infecção (Fig. 10A) comparado aos controles (Fig. 10A). Nos animais BALB/c 

parasitados houve um sutil aumento (não significativo) no percentual desta célula (Fig. 

10A). Por outro lado, resultados mostraram redução na porcentagem de neutrófilos, 

no 6° dia após a infecção, em ambas as linhagens de camundongos (Fig. 10B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Análise de recrutamento de monócitos e neutrófilos para o tecido pulmonar durante a infecção 

com PbA. Camundongos BALB/c e C57BL/6 foram infectados ou não com PbA. Células do tecido pulmonar 

obtidas dos grupos Controle (-), 4 dias e 6 dias após infecção foram analisados por citometria de fluxo. (A) 

Percentual de monócitos inflamatórios dentro das células CD11b+CD45+. (B) Percentual de neutrófilos dentro 

das células CD11b+CD45+. Dados de um experimento (4-6 animais por grupo). As amostras foram analisadas 

pelo teste t de Student não paramétrico e os valores foram expressos como médias ± SEM.  P ≤ 0,05. 

 

Figura 11. Alteração na expressão do receptor de manose CD206, MCH classe II e óxido nítrico sintase 

(iNOS). Camundongos BALB/c e C57BL/6 foram infectados ou não com PbA, e os macrófagos alveolares dos 

grupos Controle (-), 4 dias e 6 dias após infecção foram analisados por citometria de fluxo. (A) Histograma 

representativo da expressão do receptor CD206 nos macrófagos alveolares de camundongos BALB/c e C57BL/6 

(linha cinza: células SiglecF-; linha preta: controle, não infectado; linha verde: 4 dias após a infecção; e linha 
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4.5 A infecção com Plasmodium berghei ANKA acarreta alterações na 

expressão de CD206, MHC II e iNOS nos macrófagos alveolares de 

camundongos BALB/c e C57BL/6 

 O perfil e a plasticidade dos macrófagos alveolares ao longo da infecção foram 

investigados através da expressão dos receptores CD206 e MHC classe II, e das 

enzimas iNOS e arginase. Todos os macrófagos alveolares expõem CD206 e MHC 

classe II em sua membrana e a infecção promoveu a regulação positiva na expressão 

desses receptores nos macrófagos alveolares de ambas linhagens de camundongos 

(Fig. 11A-C). Interessantemente, a média da intensidade de fluorescência (MFI) do 

receptor de manose, CD206, nos macrófagos alveolares no 6° dia após a infecção foi 

significativamente maior nos camundongos C57BL/6 quando comparada com a 

expressão observada nos macrófagos alveolares oriundos dos camundongos BALB/c 

(Fig. 11B). De forma semelhante ao observado na expressão de CD206, a molécula 

de MHC II foi mais expressa nos macrófagos de camundongos C57BL/6 quando 

comparada aos macrófagos de camundongos BALB/c no 6° dia após a infecção (Fig. 

11C). 

 Não foi possível detectar a expressão da enzima arginase nos macrófagos 

alveolares de camundongos naive e parasitados (dados não mostrados). No entanto, 

foi possível observar a expressão de iNOS em aproximadamente 10% e 30% dos 

macrófagos alveolares dos animais BALB/c e C57BL/6 controles, respectivamente. O 

percentual de macrófagos alveolares iNOS+ reduziu de forma significativa no 6° dia 

após a infecção em ambas as linhagens (Fig.11D e E). 
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4.6 Camundongos C57BL/6 infectados com Plasmodium berghei ANKA 

apresentam níveis elevados de óxido nítrico e arginase no lavado 

broncoalveolar 

 A presença do óxido nítrico e da atividade da enzima arginase no BAL nos 

animais infectados também foi investigada. A infecção com PbA não alterou os níveis 

de óxido nítrico no sobrenadante do BAL dos camundongos BALB/c (Controle; (Fig. 

12A). Contudo, foi possível observar cerca de duas vezes mais quantidade de óxido 

nítrico no BAL dos camundongos C57BL/6 no 6° dia após infecção quando 

comparados com o grupo Controle. Mais ainda, os níveis de óxido nítrico no 

sobrenadante do BAL dos camundongos C57BL/6 foram maiores que os valores 

encontrados no BAL dos camundongos BALB/c no mesmo tempo de infecção (Fig.12 

A).  

 De forma análoga à produção de óxido nítrico, foi observado que a infecção 

com PbA não levou a alterações na atividade da enzima arginase em camundongos 

BALB/c. Entretanto, foi possível observar um aumento expressivo de 

aproximadamente 7 vezes na atividade da arginase nos camundongos C57BL/6 no 6° 

dia após infecção quando comparados com o grupo (Fig.12B). A razão entre a 

atividade da arginase e a produção de óxido nítrico foi realizada e foi possível observar 

que não ocorreu alteração no balanço dessas moléculas em camundongos BALB/c. 

No entanto, foi observada diferença significativa na razão dessas moléculas no 

Figura 11. Alteração na expressão do receptor de manose CD206, MCH classe II e óxido nítrico 

sintase (iNOS). Camundongos BALB/c e C57BL/6 foram infectados ou não com PbA, e os macrófagos 

alveolares dos grupos Controle (-), 4 dias e 6 dias após infecção foram analisados por citometria de 

fluxo. (A) Histograma representativo da expressão do receptor CD206 nos macrófagos alveolares de 

camundongos BALB/c e C57BL/6 (linha cinza: células SiglecF-; linha preta: controle, não infectado; linha 

verde: 4 dias após a infecção; e linha vermelha: 6 dias após a infecção).  (B) Média de intensidade de 

fluorescência (MFI) da expressão de CD206. (C) Média de intensidade de fluorescência (MFI) da 

expressão de MHC II. (D) Estratégia de gates para análise dos macrófagos CD206+iNOS+. (E) 

Percentual de células CD206+iNOS+ dentro da população de macrófagos alveolares. Dado 

representativo de dois ou mais experimentos independentes (N= 4-6 animais por grupo). As amostras 

foram analisadas pelo teste t de Student não paramétrico. Nos dados do MFI CD206 e MFI MCH II (B e 

C) foi utilizado ANOVA two-way com pós-teste Bonferroni para variância estatística entre os grupos 

BALB/c e C57BL/6 no dia 6 após infecção e os valores foram expressos como médias ± SEM.  P ≤ 0,05. 
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sobrenadante do BAL dos camundongos C57BL/6, 6 dias após a infecção, quando 

comparados ao grupo Controle (Fig. 12C).  

Figura 12. Níveis de óxido nítrico e atividade arginase no BAL camundongos BALB/c e 
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arginase do sobrenadante do lavado broncoalveolar. Grupos: Controle (-), 4 dias e 6 dias após 

infecção. (C) Razão entre a arginase e o óxido nítrico. Dados de um único experimento (4-6 

animais por grupo). As amostras foram analisadas pelo teste t de Student não paramétrico. Nos 

dados do óxido nítrico (A) foi utilizado ANOVA two-way com pós-teste Bonferroni para variância 

estatística entre os grupos BALB/c e C57BL/6 no dia 6 após infecção e os valores foram 

expressos como médias ± SEM.  P ≤ 0,05. 

 

 

Figura 13. Análise do perfil de citocinas presentes no BAL de animais infectados com PbA. 

Dosagem das citocinas (A) TNF-α, (B) IFN-, (C) IL- 10 e (D) IL-2 presentes no sobrenadante do 

lavado broncoalveolar dos camundongos BALB/c e C57BL/6 infectados ou não com P. berghei 

ANKA. (E) Razão entre as citocinas TNF e IL-10, e (F) IFN e IL-10. Grupos: Controle (-), 4 dias 
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4.7 Perfil das citocinas presentes no lavado broncoalveolar de 

camundongos BALB/c e C57BL/6 infectados com Plasmodium berghei 

ANKA  

 Citocinas são importantes moléculas capazes de modular a resposta local e 

sistêmica. Foram dosadas as citocinas TNFα, IFN, IL-10, IL-2, IL-4, IL-6, IL-17 do 

sobrenadante do lavado broncoalveolar, mas apenas TNFα, IFN, IL-10 e IL-2 

apresentaram níveis detectáveis.  

 Camundongos BALB/c e C57BL/6 infectados com PbA apresentam um 

aumento nos níveis das citocinas próinflamatórias TNFα e IFN no 6° dia após a 

infecção em relação ao grupo Controle e IFN (Fig. 13A e B).  

 A citocina IL-10 apresenta importante função no controle de respostas 

inflamatórias (119). A análise na produção dessa citocina no BAL não revelou 

diferenças significativas nos camundongos C57BL/6 ao longo da infecção. Por outro 

lado, os animais BALB/c apresentaram um aumento dessa citocina no sobrenadante 

do BAL durante a infecção, sugerindo o desenvolvimento de maior capacidade 

regulatória pelos animais dessa linhagem (Fig. 13C). Com relação a citocina IL-2, foi 

não foram observadas diferenças em seus níveis no BAL dos camundongos BALB/c 

ao longo do curso da infecção. Entretanto, mesmo em níveis baixos, foi possível 

observar aumento na produção da IL-2 nos camundongos C57BL/6 no 6° dia após a 

infeção, quando comparado ao grupo (Fig. 13D). 
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 A razão entre os níveis de TNF/IL-10 (Fig. 13E) e IFN/IL-10 (Fig. 13F) revelou 

um balanço mais pró-inflamatório de citocinas presentes no BAL de camundongos 

C57BL/6 no 6° dia após a infecção quando comparados ao seu controle. Nenhuma 

diferença significativa nas razões destas citocinas foi observada nos animais BALB/c 

(Fig. 13E e F).  



61 
 

 

5. Discussão  
 

 A malária se mantém como um grande problema de saúde pública nos países 

em desenvolvimento. Embora seja uma doença que possa ser prevenida e tratada, 

mais de 400 mil pessoas morrem de malária a cada ano. No ano de 2019, foram 

estimados 229 milhões de casos e 409 mil mortes em 87 países endêmicos para a 

doença (20). A maioria dos casos são de infecção pelo P. falciparum e estão 

relacionados com o desenvolvimento de complicações cerebrais, acidose metabólica, 

injúria renal e comprometimento pulmonar (120,121). Cerca de 20% dos pacientes 

adultos com malária grave, causada pelo P. falciparum ou P. vivax, desenvolvem 

problemas respiratórios (122). Análises histológicas post-mortem do tecido pulmonar 

de pacientes com malária grave evidenciaram que aproximadamente 25% dos casos 

desenvolveram edema pulmonar (123,124).  

 O uso de modelos experimentais propiciou maior avanço na compreensão das 

complicações encontradas durante a infecção em humanos. Animais C57BL/6 

infectados com PbA são utilizados como modelo experimental para o estudo da 

malária cerebral experimental (MCE). Nossos achados iniciais validam os dados 

reportados na literatura sobre a resistência e a suscetibilidade ao desenvolvimento de 

MCE de camundongos BALB/c e C57BL/6, respectivamente (125,126). Nosso estudo 

confirmou que todos os animais C57BL/6 parasitados morrem entre os dias 6 e 9 após 

infecção, com sinais clínicos que se assemelham ao desenvolvimento de MCE; e que 

a taxa de sobrevida é maior nos animais BALB/c parasitados quando comparada 

àquela dos C57BL/6. Os animais BALB/c infectados com PbA morrem tardiamente 

decorrente de anemia, como evidenciado por Shibui e colaboradores, 2009 (125). 

Além disso, parâmetros clínicos como perda de peso e hipotermia, também, foram 

observados de forma mais acentuada nos animais C57BL/6 parasitados. 

Notadamente, não há diferença na porcentagem de eritrócitos infectados entre as 

Figura 13. Análise do perfil de citocinas presentes no BAL de animais infectados com PbA. 

Dosagem das citocinas (A) TNF-α, (B) IFN-, (C) IL- 10 e (D) IL-2 presentes no sobrenadante do lavado 

broncoalveolar dos camundongos BALB/c e C57BL/6 infectados ou não com P. berghei ANKA. (E) 

Razão entre as citocinas TNF e IL-10, e (F) IFN e IL-10. Grupos: Controle (-), 4 dias e 6 dias após 

infecção. Dados de um experimento (4-6 animais por grupo). As amostras foram analisadas pelo teste 

t de Student não paramétrico. Os valores foram expressos como médias ± SEM.  P ≤ 0,05. 
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linhagens de camundongos, o que infere que o desenvolvimento de complicações 

devido à malária está associado a fatores genéticos que, entre outras coisas, 

controlam o perfil da resposta imunológica ante a infecção pelo PbA. Um clássico 

exemplo de predisposição genética para suscetibilidade ou resistência a uma 

determinada doença é observado na infecção de camundongos BALB/c e C57BL/6 

por Leishmania major, e se correlaciona com o perfil de resposta imune desencadeada 

pela infecção nas diferentes linhagens (127). 

 Os modelos de malária experimental murina utilizados neste estudo também 

revelaram diferenças no comprometimento pulmonar após infecção com PbA. Análise 

do órgão revelou que os animais C57BL/6, ao contrário dos camundongos BALB/c, 

apresentaram, em resposta a infecção, maior edema pulmonar, redução no número 

de macrófagos alveolares observado já no 4º dia após infecção e influxo de monócitos 

inflamatórios para os alvéolos (6 dias após a infecção) e interstício pulmonar (4 dias 

após infecção). Os animais BALB/c parasitados apresentaram redução no número de 

macrófagos alveolares mais tardiamente (6 dias após a infecção). Já os macrófagos 

alveolares que permaneceram no tecido, ao longo da infecção, apresentaram 

diferenças no seu perfil de marcadores, como aumento na expressão do receptor de 

manose (CD206), MHC classe II (MHC II), e redução na expressão de iNOS pelos 

macrófagos ou no número de macrófagos iNOS+. 

 Durante o processo inflamatório sistêmico observado na malária grave, as 

paredes dos vasos que irrigam o tecido pulmonar são afetadas, podendo ocorrer o 

aumento da permeabilidade e, consequentemente, extravasamento de conteúdo 

plasmático para o interstício. Esse infiltrado pode comprometer a função do órgão e, 

se não tratado de forma oportuna, o dano pode ser letal (128). Muitas vezes o 

diagnóstico de MA-SDRA é mal interpretado e até mesmo confundido com pneumonia 

viral, como ocorreu em casos reportados de pacientes com quadros pulmonares 

provenientes da infecção com P. falciparum, na região da Arábia Saudita, 

diagnosticados incialmente como uma infecção por MERS-CoV (129). Nossos 

resultados mostraram aumento do peso do pulmão, na quantidade de proteínas no 

BAL bem como quebra da barreira hematoalveolar nos camundongos C57BL/6 

infectados com PbA. Estes dados corroboram as observações de Lovegrove e 

colaboradores (2008), que mostraram que camundongos C57BL/6 infectados com 
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PbA desenvolveram lesão pulmonar aguda, com aumento no conteúdo de proteína 

total e imunoglobulina M (IgM) no BAL nos dias 6 e 7 após a infecção (130). Aumento 

na concentração de Azul de Evans no tecido pulmonar no 6° dia após infecção 

também foi observado em outros estudos (131,132). Entretanto, notamos que a 

infecção levou a um discreto aumento no peso do órgão e no conteúdo de proteínas 

totais no BAL dos animais BALB/c, porém sem extravasamento do corante Azul de 

Evans para o órgão e interferência na função pulmonar.  

 Nossos achados revelaram que apenas os animais C57BL/6 parasitados 

apresentaram diminuição na frequência respiratória e um aumento do Penh no 5° dia 

após a infecção. Nossos dados sugerem que camundongos BALB/c infectados com 

PbA são parcialmente resistentes à MA-SDRA, assim como reportado por Van den 

Steen e colaboradores, 2013 (77). Variações na função pulmonar foram observadas 

em camundongos DBA/2 infectados com PbA. Estes animais desenvolveram 

complicações pulmonares (MA-SDRA) com aumento da pausa respiratória (Penh) e 

diminuição da frequência respiratória 7 dias após a infecção (133).  

 De forma macroscópica a inflamação é caracterizada com a presença de calor, 

rubor, edema, dor e perda de função (134), e de forma microscópica, no tecido, a 

resposta inflamatória se caracteriza pela desorganização da estrutura tecidual, 

permitindo o influxo de células oriundas dos vasos sanguíneos (135). Durante a 

fisiopatologia da MA-SDRA a resposta inflamatória está associada a dois importantes 

eventos. O primeiro está relacionado com a resposta inflamatória sistêmica, 

provocando disfunção das células da microvasculatura do hospedeiro (136,137). E o 

segundo está associado à adesão de eritrócitos infectados ao endotélio pulmonar, 

amplificando a resposta inflamatória local e contribuindo para a patogênese (138,139). 

Dados de pacientes “post-mortem” infectados com Plasmodium reforçam a presença 

de conteúdo leucocitário no parênquima pulmonar. Estudos prévios, utilizando o 

modelo experimental de camundongos C57BL/6 infectados com PbA, observaram que 

a infecção com PbA levou a um aumento no número de células totais no BAL de 

camundongos C57BL/6, 6 dias após a infecção (131). Nossos resultados mostram que 

6 dias após a infecção com PbA, camundongos C57BL/6 exibiram aumento no número 

total de células em relação ao 4 dia de infecção, mas não em relação aos controles. 

Nenhuma alteração no número total de células foi encontrada no BAL de 
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camundongos BALB/c ao longo da infecção. No modelo de SDRA induzida por 

lipopolissacarídeo (LPS), Verjans e colaboradores também observaram aumento no 

número total de células no BAL em camundongos C57BL/6 doentes (140).   

 Durante a inflamação pulmonar em complicações alérgicas é possível observar 

a presença elevada de eosinófilos no alvéolo pulmonar (141). Entretanto, durante a 

fisiopatologia da malária apenas um trabalho observou aumento plasmático da 

proteína catiônica eosinofílica durante quadro de malária cerebral em adultos (142). 

Ademais, estudos mais antigos a este mostraram que a malária causada pelo P. 

falciparum, com ou sem exposições anteriores, está associada a baixos números de 

eosinófilos circulantes (143,144). Em nossos modelos de infecção com PbA não foi 

possível encontrar alterações na contagem de eosinófilos presentes no BAL ao longo 

da infecção, tanto em camundongos C57BL/6 quanto em camundongos BALB/c.  

 No decorrer da resposta inflamatória, os monócitos são importantes células 

recrutadas para o tecido onde irão responder aos estímulos no sítio inflamatório, se 

diferenciar e produzir mais mediadores importantes para a patogênese e/ou controle 

da infecção. Em diversas infecções, os monócitos desempenham funções cruciais 

para o controle da doença, como na infecção experimental por Toxoplasma gondii. A 

depleção dessas células, com uso de anticorpos monoclonais, levou a extensivos 

danos e mostrou a importância dos monócitos para a sobrevida dos camundongos 

C57BL/6 parasitados (145). Em um contexto bacteriano, Lee e colaboradores, 2020, 

mostraram que durante a infecção causada por Mycobacterium tuberculosis há um 

aumento na população de macrófagos derivados de monócitos recrutados e que 

essas células controlam melhor o micro-organismo do que os macrófagos intersticiais 

e os macrófagos alveolares (146). Além disso, resultados de estudos ontogênicos dos 

macrófagos fornecem dados independente que sustentam a ideia de que as 

populações de macrófagos alveolares e macrófagos intersticiais representam 

populações de células hospedeiras que apresentam permissividade diferente quanto 

ao crescimento bacteriano (94). Ainda, estudo “in vitro” mostrou a capacidade desses 

monócitos recrutados em responderem ao M. tuberculosis, alterando a produção de 

citocinas e promovendo a ativação de linfócitos T (147).  

 Infecções virais no pulmão também estão associadas ao recrutamento de 

monócitos para o tecido pulmonar. Durante a infecção com o vírus da Influenza A foi 
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reportado que monócitos e macrófagos derivados de monócitos possuem certa 

resistência à apoptose mediado por caspase (148). Outro estudo mostrou que a 

infecção pelo vírus da influenza leva ao recrutamento de monócitos da corrente 

sanguínea que irão adentrar o tecido e se diferenciar em células dendríticas mieloides 

produtoras de IFN do tipo 1, importante para o controle viral (148). O recrutamento de 

monócitos e a sua diferenciação em TipDCs é substancialmente maior em animais 

infectados com vírus da influenza A de maior virulência, e o seu recrutamento depende 

do receptor de citocina quimiotática 2 (CCR2) e da proteína quimiotática de monócitos 

1 (MCP-1). Estas células promovem a eliminação do vírus ao induzirem respostas de 

células T CD8 específicas (149).  

 A patogênese da MA-SDRA ainda vem sendo elucidada, porém já se sabe que 

a maior parte dos leucócitos infiltrantes são células mononucleadas que causam 

disfunção das trocas gasosas devido a seu acúmulo no tecido (150). Entretanto, os 

monócitos são importantes durante a malária para o processo de fagocitose, 

apresentação de antígeno e produção de citocinas (151). Estudo de Lagassé e 

colaboradores mostrou aumento no número de macrófagos derivados de monócitos 

no BAL de camundongos C57BL/6 infectados com PbA (152). Nossos resultados 

mostraram aumento no número total e na porcentagem de monócitos no BAL de 

camundongos em camundongos C57BL/6 6 dias após a infecção com PbA. 

Entretanto, nos camundongos BALB/c observamos apenas aumento na porcentagem 

dessas células. Além do mais, Valecha e colaboradores mostraram que pacientes com 

injúria pulmonar na malária está relacionada com aumento da frequência de 

monócitos, macrófagos e linfócitos, porém, neutrófilos são as células menos 

frequentes (80).   

 No tecido, encontramos aumento no percentual de monócitos inflamatórios em 

ambas as linhagens de camundongos no 6° dia após a infecção. Como mencionado 

anteriormente, o sequestro de eritrócitos infectados nas superfícies endoteliais resulta 

em lesão pulmonar aguda e no rápido recrutamento de monócitos 

CCR2+CD11b+Ly6Chi da corrente sanguínea. Essas células recrutadas permanecem 

nos pulmões como macrófagos derivados de monócitos e são importantes na 

depuração, por meio da fagocitose, de eritrócitos aderentes infectados com 

Plasmodium (152). Durante a infecção com Plasmodium berghei NK65, Galvão-Filho 
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e colaboradores mostraram que o IFN-γ produzido localmente induz a diferenciação 

final de monócitos em TipDC, que por sua vez medeia a patologia do tecido pulmonar, 

produzindo altos níveis de espécies reativas de nitrogênio (153). Interessantemente, 

trabalhos na literatura já mostraram o papel da molécula CD36, no contexto dos 

monócitos, que atua regulando a resposta imune devido a sua participação no 

processo de fagocitose, uma vez que consistentemente CD36 é um determinante da 

adesão eritrócitos infectados nos pulmões (130,154). Além do receptor CD36, estudos 

apresentaram resultados que suportam o papel de um mecanismo, via receptor CCR2, 

que responsável pela intensidade e duração do tráfego de monócitos para o tecido 

durante a inflamação pulmonar. Destacando a importância dessa expressão do 

receptor CCR2 para a chegada de monócitos inflamatórios para o pulmão (155,156).  

 O recrutamento de neutrófilos para o tecido é importante para a eliminação de 

diversos patógenos. Essas células são as primeiras a chegar no sítio de infecção e 

participam no processo de fagocitose e eliminação de patógenos invasores através 

de mecanismo dependentes de espécies reativas de oxigênio (ROS) e mecanismos 

independentes de oxigênio (157,158). Durante a infecção com M. tuberculosis, 

entretanto, há um aumento na porcentagem e no número total de neutrófilos 

recrutados para o pulmão, atingindo o pico entre os dias 2 e 3 após a infecção em 

camundongos suscetíveis (157). Esses resultados elucidam a capacidade dos 

neutrófilos de entrar no tecido e fagocitar o patógeno juntamente com a baixa 

capacidade dos neutrófilos em restringir o crescimento bacteriano.  

 Na infecção pelo Plasmodium spp., o recrutamento de neutrófilo é importante 

para a eliminação do parasito no baço (159). Além disso, alguns trabalhos tem 

relacionado essas células com a injúria pulmonar (160), lesão hepática (161) e 

também complicações cerebrais (162). Vandermosten e colaboradores realizaram um 

estudo com diferentes Plasmodium spp. em paralelo com uso de diferentes linhagens 

de camundongos. Os resultados obtidos pelo grupo mostram que camundongos 

C57BL/6 infectados com P. berghei NK65-E tiveram um aumento no número total de 

neutrófilos no BAL 9 dias após a infecção. Entretanto, a infecção com PbA em 

camundongos DBA/2 não promoveu aumento de neutrófilos no BAL até o 19° dia após 

a infecção. Em paralelo a infeção com PbA em camundongos BALB/c também não 

levou alterações no infiltrado de neutrófilo até 15° após a infecção (163). Nossos 
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dados revelaram uma diminuição significativa tanto da porcentagem quanto do 

número total de neutrófilos no BAL no 6° dia após a infeção com PbA em ambas as 

linhagens de camundongos (BALB/c e C57BL/6), quando comparados com seus 

grupos Controles. Essa redução também foi observada no tecido pulmonar 6 dias 

após a infecção. O baixo número de neutrófilos presentes no pulmão corrobora com 

dados “post mortem” de malária em humanos. Maknitikul e colaboradores mostraram 

que não há diferença nos níveis de neutrófilos entre os pacientes infectados com P. 

falciparum, com ou sem edema pulmonar (138).  Podemos hipotetizar que a 

diminuição no número de neutrófilos teciduais, observado em nosso estudo, e os 

baixos números encontrados após análise de pacientes infectados com P. falciparum 

podem estar relacionados (1) à rápida morte e remoção dos neutrófilos que chegam 

no tecido a fim de resolver o problema. Com isso, talvez fosse ideal observar os 

estágios mais iniciais do desenvolvimento da doença para que se possa identificar 

essas células. Uma segunda hipótese ainda não muito bem elucidada é que (2) a 

infecção pelo Plasmodium spp. pode provocar a inibição da quimotaxia dos 

neutrófilos, pois já foi reportado que neutrófilos de pacientes infectados com P. 

falciparum tiveram sua quiomiotaxia reduzida quando comparados com os pacientes 

não infectados (164) [revisto em (158)]. Além disso, Leoratti e colaboradores já 

reportaram a redução da quimiotaxia pode estar relacionada em parte com a 

expressão de IL-8 e com o receptor CXCR2 (165). E por fim (3), essa diminuição dos 

neutrófilos pode estra associada diretamente com a produção ou a saída dessas 

células a partir da medula óssea.  

 Por outro lado, em casos de infecção fatal pelo P. vivax foi observado aumento 

na população de células CD15+ (neutrófilos) no interstício pulmonar (166). Nossos 

dados são diferentes do estudo realizado por Sercundes e colaboradores, 2016, onde 

os autores mostraram que a infecção de camundongos DBA/2 com PbA promoveu 

aumento no número de células CD11b+Ly6G+ (neutrófilos) nos pulmões de animais 

que desenvolveram MA-SDRA.  

 Os macrófagos alveolares constituem células participantes na resposta de 

imunidade inata e desempenham importante papel no controle das respostas 

inflamatórias, após exposição do hospedeiro a diversos agentes do meio. São 

importantes na manutenção da homeostase do pulmão, fagocitando partículas 
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inorgânicas, bactéria, fungos e vírus (167,168), além de contribuírem na remoção de 

células mortas e restos celulares, promovendo a renovação tecidual. Sob condições 

de homeostase, os macrófagos residentes possuem principalmente o fenótipo M2 e 

secretam citocinas anti-inflamatórias como IL-10 e TGF- β (167).  

 Durante complicações pulmonares os macrófagos alveolares são responsáveis 

pela produção de citocinas e quimiocinas que irão recrutar diferentes tipos celulares 

para o sítio inflamatório (169). Nossos dados exibiram uma diminuição no percentual 

dos macrófagos alveolares nos camundongos BALB/c no 6° dia após a infecção. Já 

nos camundongos C57BL/6 observamos também uma redução no percentual dos 

macrófagos no dia 6 após a infecção, porém, diferentemente dos camundongos 

BALB/c, notamos uma redução significativa já no 4° dia após a infecção quando 

comparada ao grupo Controle. Já com relação ao número total de macrófagos 

alveolares, observamos redução 6 dias após a infecção em ambas as linhagens de 

camundongos (BALB/c e C57BL/6). Califano e colaboradores, 2018, mostraram que 

durante a infecção pelo vírus da influenza há uma severa redução de macrófagos 

alveolares em camundongos BALB/c 7 dias após a infecção. Essa redução é 

independente da dose de unidades formadoras de colônia administrada por via 

intranasal. Em contrapartida, macrófagos alveolares de a camundongos C57BL/6 são 

mais resistentes a depleção após a infecção pelo vírus da influenza (170). Lasbury e 

colaboradores, 2007, mostraram em seu estudo com Pneumocystis pneumonia que a 

depleção de macrófagos alveolares observada em camundongos BALB/c pode ser, 

em parte, devido a apoptose dessas células mediada por poliaminas. Análises do BAL 

de animais infectados com Pneumocystis pneumonia exibiu altos níveis de poliaminas 

(Espermidina, N1-acetilespermina, N1-acetilespermidida). O estudo associou esses 

altos níveis de poliaminas com aumento das espécies reativas de oxigênio intracelular, 

ativação das caspases 3 e 9 (171). Já Fan e colaboradores mostraram, em um modelo 

de hipóxia e isquemia pulmonar, que a apoptose de macrófagos alveolares é atenuada 

pela indução de autofagia, via diminuição do extresse oxidativo (172). Ademais, 

estudo de injuria pulmonar, induzida por LPS, em camundongos C57BL/6 observou 

que a regulação positiva de IL-1β pode resultar na ativação do piroptossoma da qual 

culmina na piroptose dos macrófagos alveolares aumentando a inflamação (173).  
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 A dinâmica de recrutamento e os perfis de macrófagos encontrados no pulmão 

pode variar de acordo com fatores epigenéticos específicos. Já foi reportado, em 

camundongos, que a exposição à diferentes agentes ambientais ao longo da vida, 

incluindo vírus, fumaça de cigarro, entre outros, pode induzir o recrutamento de 

monócitos que se diferenciam em macrófagos alveolares em resposta ao 

microambiente do tecido pulmonar. Esses macrófagos alveolares derivados de 

monócitos, com o tempo, persistem no pulmão assumindo um papel de macrófagos 

alveolares residentes nos tecidos (86). Desta forma, o papel dos macrófagos 

residentes se torna bem específico de acordo com o microambiente no qual esta célula 

se encontra.  

 O fenótipo M1 nos macrófagos alveolares pode ser caracterizado como 

CD206loCD86hi e fenótipo M2 como CD206hiCD86lo  (174). Estudo em humanos com 

Streptococcus pneumoniae mostrou que após a exposição microbiana houve o 

predomínio de células CD206hiCD86hi Além disso, independentemente da exposição 

à S. pneumoniae, os macrófagos alveolares detectados expressaram níveis elevados 

de CD80, CD64 e HLA-DR, perfil característico de um fenótipo M1. No entanto, a 

expressão elevada de CD206 ilustra que os macrófagos alveolares expressam um 

fenótipo duplo e plástico nas mais diferentes situações (174).  

 Nossos resultados mostraram que os macrófagos alveolares de camundongos 

BALB/c e C57BL/6, em condições de homeostase, expressam CD206, porém ao longo 

da infecção ocorre um aumento na expressão dessa molécula em ambas as 

linhagens. No entanto, a média da intensidade de fluorescência (MFI) da expressão 

da molécula CD206 nos macrófagos alveolares dos animais C57BL/6 foi 

significativamente maior quando comparado a dos animais BALB/c, no mesmo 

período pós-infecção. Nossos dados indicam que mesmo em condições não 

homeostáticas os macrófagos alveolares mantêm o perfil M2 e sugerem a hipótese de 

que talvez, para assegurar a homeostase do tecido inflamado, esses macrófagos 

realizem a regulação positiva do CD206. Estudo com pacientes portadores de doença 

pulmonar obstrutiva crônica (DPOC), mostrou que durante estágio de maior 

severidade da doença há um super expressão da molécula CD206 nos macrófagos 

alveolares (175).  
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 A fim de buscarmos e identificarmos ainda mais o perfil fenotípico dos 

macrófagos alveolares em nosso modelo de infecção com PbA, também observamos 

o aumento na expressão da molécula MHC II. Esse aumento ocorreu no 6° dia após 

a infecção em ambas as linhagens de camundongo quando comparadas aos seus 

controles. Todavia, observamos que o MFI do MHC II dos macrófagos de 

camundongos C57BL/6 foi mais alto do que de camundongos BALB/c 6 dias após a 

infecção. Além de ter tido um aumento do MFI já no 4° dia após a infecção nos 

macrófagos de camundongos C57BL/6. No estudo de Fulton e colaboradores, 2004, 

foi observado que macrófagos alveolares de camundongos C57BL/6 expressam 

constitutivamente MHC II e que a suscetibilidade à infeção infecção com 

Mycobacterium bovis pode ser resultado da capacidade das micobactérias de interferir 

na expressão do MHC II e na apresentação do antígeno por macrófagos alveolares 

(176). De acordo com Yao e colaboradores, 2018, a infeção por adenovírus em 

camundongos BALB/c levou a uma modulação positiva no MFI da molécula de MHC 

II, 28 dias após a infecção. Além disso, este trabalho estabeleceu um novo paradigma, 

até então pouco explorado na imunologia, de formação de memória inata de 

macrófagos associados à mucosa pulmonar (177).  

 Seguindo ainda a identificação do perfil fenotípico dos macrófagos alveolares, 

nossos resultados mostraram uma diminuição significativa na percentagem de células 

CD206+iNOS+ dentro da população dos macrófagos alveolares em ambas as 

linhagens de camundongos no 6° dia quando comparados aos grupos Controle. 

Contudo, em condições de homeostase, há um percentual maior macrófagos 

alveolares expressando iNOS nos camundongos C57BL/6, do que macrófagos de 

camundongos BALB/c. Talvez essas diferenças na expressão da iNOS já em 

condições de equilíbrio seja uma das razões pelas quais os camundongos C57BL/6 

desenvolvam rapidamente sérias complicações pulmonares. Além disso, verificamos, 

também, níveis mais elevados de óxido nítrico em camundongos C57BL/6, 6 dias após 

a infecção com PbA, quando comparados aos do grupo Controle e também quando 

comparados aos dos camundongos BALB/c, no 6° dia após a infecção. Speyer e 

colaboradores, 2003, utilizando animais knockout, mostrou que a ausência de iNOS 

causa respostas inflamatórias aumentadas no pulmão de C57BL/6, e que podem estar 

relacionadas à produção aumentada de MCP-1 por células endoteliais e macrófagos 

(178).  
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 Em paralelo, embora a expressão da arginase não tenha sido detectada nos 

macrófagos alveolares, observamos aumento da atividade dessa enzima no 

sobrenadante do BAL dos camundongos C57BL/6 parasitados. Enquanto a infecção 

com PbA não promoveu alteração na atividade da arginase em camundongos BALB/c 

ao longo da infecção. Estudo na literatura mostrou que durante a infecção com M. 

tuberculosis, os macrófagos alveolares tendem a se polarizar primeiramente para o 

perfil clássico M1, caracterizado pelos altos níveis de IFN-γ e iNOS. Entretanto, 

durante o desenvolvimento da inflamação os macrófagos diminuem a expressão de 

IFN-γ e iNOS e aumentam a expressão da enzima arginase 1 e citocina IL-4, 

polarizando para o fenótipo M2 (179). Como supracitado, em nossos resultados, 

camundongos C57BL/6 expressam mais CD206 do que os BALB/6 no 6° dia após a 

infecção. Assim, podemos fazer a relação de que à medida que essas células vão 

aumentando a expressão de um marcador de fenótipo M2 (CD206) e atividade da 

arginase 1, vão diminuindo a expressão de um marcador de fenótipo M1 (iNOS), 

evidenciando o balanço de polarização desses macrófagos alveolares. Contudo, por 

ser uma população celular bem plástica essas células podem assumir perfis de acordo 

com diferentes estímulos do meio. Bazzan e colaboradores, 2017, apresentaram 

dados de macrófagos alveolares de pulmões de pacientes fumantes ou com DPOC, e 

essas células mantinham um perfil não polarizado (M0). Com a inflamação causada 

pelo tabagismo e a gravidade da DPOC, houve aumento na expressão tanto de 

marcadores M1 quanto M2, ou seja, os autores mostraram coexpressão de 

marcadores M1 e M2 no mesmo macrófago alveolar (180).  

 A infecção pelo P. falciparum e P. vivax e a severidade no desenvolvimento da 

doença estão associadas à produção e secreção de citocinas pró-inflamatórias como 

TNF, IFNγ e IL-1β (181,182). Em modelos experimentais murinos de infecção por P. 

berghei,  P. yoelii ou P. chabaudi é possível observar as mesmas funções dessas 

citocinas no desenvolvimento da malária (51,109). Essas citocinas estão relacionadas 

ao aumento da expressão de moléculas de adesão, como E-selectina, e ICAM-1 nas 

células endoteliais e o sequestro do eritrócito parasitado. Durante eventos da malária 

cerebral, Rudin e colaboradores já reportaram a importância do TNF no 

desenvolvimento da doença, onde camundongos knockout para o receptor TFN-α e 

TNF-β se mostraram completamente resistentes ao desenvolvimento de 

complicações cerebrais, após a infecção com PbA  (183). Além disso, embora o TNF 
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esteja relacionada com eliminação do parasito na malária em humanos por P. 

falciparum, a mesma pode causar disfunção endotelial significativa e agravar o 

sequestro de hemácias parasitados na microvasculatura (184). No contexto pulmonar, 

essa citocina está associada à quimiotaxia de leucócitos para o sítio inflamatório, 

indução de fagocitose no macrófago, e maturação de DCs durante a infecção com M. 

tuberculosis [revisado (185)].  

 Nossos resultados mostraram que a infecção com PbA promoveu aumento de 

TNF no BAL, em ambas as linhagens de camundongos, 6 dias após a infecção. 

Analisando, também, os níveis de IFN-γ no BAL, mostramos aumento significativo de 

citocina em camundongos C57BL/6 e BALB/c 6 dias após a infecção. Estudo com 

infecção pelo vírus da influenza em camundongos BALB/c mostrou que o IFN-γ 

promove a depleção de macrófagos alveolares ao longo da infecção. Talvez o IFN-γ 

também possa ser um dos mediadores responsáveis pela a diminuição dos 

macrófagos alveolares durante a infecção pelo PbA. Outra citocina próinflamatória que 

analisamos foi a IL-2. Detectamos um aumento significativo na produção dessa 

citocina no BAL de camundongos C57BL/6 no 6° dia após a infecção. A IL-2 é bem 

conhecida como uma citocina importante para a proliferação de linfócitos T [revisado 

(186)]. O ambiente pulmonar é particularmente sensível à inflamação induzida por IL-

2 durante a infecção pelo vírus da influenza (187). Mais ainda, outro estudo identificou, 

que durante o edema pulmonar, a IL-2 causou dano à microvasculatura no tecido 

(188). Os mecanismos pelos quais IL-2 atua ainda não são bem compreendidos. 

Todavia, acredita-se que este efeito possa ser consequência da produção indireta de 

outras citocinas, como TNF-α, e de proteases que são liberadas por células recrutadas 

para o tecido [revisto por (188)] . Okamoto e colaboradores, 2002, mostraram que a 

IL-2 de forma sinérgica com a IL-18 é responsável pelo processo de injúria pulmonar 

letal durante a patogênese da pneumonia (189).  

 Ao analisarmos a IL-10, citocina imunorreguladora (190), observamos aumento 

de seus níveis no 6° dia após a infecção, em camundongos BALB/c parasitados, o 

que não foi observado nos animais C57BL/6. Desta forma, os resultados sugerem que 

essa citocina possa estar envolvida no controle da imunopatogênese da malária 

pulmonar. O papel da IL-10 como citocina reguladora do desenvolvimento da MCE 

durante a infecção com PbA de camundongos C57BL/6 já foi evidenciado por Schmidt 
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e colaboradores, 2018 (191). Neste modelo há diminuição na expressão de mRNA de 

IL-10 no baço e no cérebro (191), em associação ao aumento na suscetibilidade ao 

sequestro de parasito na microvasculatura desses tecidos (192). A geração de 

resposta inflamatória no tecido pulmonar envolve o balanço entre as citocinas 

próinflamatórias e anti-inflamatórias (193). Avaliamos a razão entre as citocinas pró-

inflamatória TNF e IFN-γ com a citocina anti-inflamatória IL-10. Observamos que 

camundongos C57BL/6 possuem nível de razão mais elevado entre as citocinas 

TNF/IL-10 e IFN-γ/IL-10, sugestivo de um maior desequilíbrio da resposta inflamatória 

nesses animais. Contrariamente, o estudo de Lovegrove e colaboradores, em modelo 

de infecção com PbA em camundongos C57BL/6 e BALB/c, não detectou citocinas, 

como TNF e IFN-γ, e quimiocinas no BAL dos animais até 7 dias após a infecção. 

Observaram apenas aumento na quantidade plasmáticas dessas citocinas (130). 

Além do mais, de acordo com a metodologia empregada nesse estudo, a dosagem de 

citocinas foi realizada no volume total do BAL livre de células. Em nossas dosagens 

utilizamos apenas o sobrenadante do primeiro lavado recolhido para mantermos a 

concentração das citocinas.  
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6. Conclusão 

 Nossos dados mostram que camundongos BALB/c e C57BL/6 respondem de 

forma diferente à infecção pelo Plasmodium berghei ANKA, desenvolvendo resposta 

inflamatória pulmonar leve e grave, respectivamente. A parcial resistência (BALB/c) 

ou suscetibilidade (C57BL/6) das linhagens ao comprometimento pulmonar pode estar 

relacionada à cinética distinta de influxo de monócitos inflamatórios e do balaço entre 

os mediadores inflamatórios (TNF e IFN) e regulatórios (IL-10) detectados no pulmão 

dos animais parasitados. Mais ainda, evidenciamos que os macrófagos alveolares, de 

ambas linhagens, percebem e respondem à infecção sistêmica, apresentando 

mudanças quantitativas e também do perfil funcional.  
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7. Considerações finais 

 

 

 

Figura 14: Cinética de recrutamento de monócitos e polarização de macrófagos alveolares em 

camundongos infectados com Plasmodium berghei ANKA. Animais C57BL/6 infectados com PbA 

possuem um maior recrutamento de monócitos inflamatórios para o tecido pulmonar quando comparados 

com os animais BALB/c. Ambas as linhagens exibem uma diminuição dos macrófagos alveolares. 

Entretanto, os animais C57BL/6 apresentam um aumento mais expressivo da molécula de MHC II e CD206 

nos macrófagos alveolares quando comparados com os camundongos BALB/c. Camundongos C57BL/6 

exibem um maior desbalanço entre citocinas pró-inflamatórias (TNF e IFNγ) e regulatória (IL-10). Os 

eventos inflamatórios no tecido pulmonar desencadeiam perda de função do pulmão nos camundongos 

C57BL/6 (suscetível), diferentemente dos camundongos BALB/c.  
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9. Anexos 

9.1 Licença do Comitê de Ética na Utilização de Animais (CEUA) 

 

Instituto Oswaldo Cruz 

Comissão de Ética no Uso de Animais - CEUA/ IOC 

 
 

 

LICENÇA 

Certificamos que o protocolo (CEUA/IOC-035/2016), intitulado “Importância do recrutamento, 
diferenciação e ativação de células do sistema imune inato e adquirido na malária”, sob a 
responsabilidade de FLÁVIA LIMA RIBEIRO GOMES atende ao disposto na Lei 11794/08, que 
dispõe sobre o uso científico no uso de animais, inclusive, aos princípios da Sociedade Brasileira de 
Ciência em Animais de Laboratório (SBCAL). A referida licença não exime a observância das Leis e 
demais exigências legais na vasta legislação nacional. 

Esta licença tem validade até 30/09/2020 e inclui o uso total de: 

Camundongo, cepa: 

C57-BL/6 – 403 animais fêmeas – 6-8 semanas 
– 18-20g  

BALB/c – 403 animais fêmeas – 6-8 semanas 
18-20g 
Mus musculus – 403 animais fêmeas – 6-8 semanas – 18-20g 

Observação: Esta licença não substitui outras licenças necessárias, como Certificado de Qualidade 
em Biossegurança para animais geneticamente modificados, certificado do IBAMA para captura de 
animais silvestres ou outros. 

Rio de Janeiro, 06 de outubro 
de 2016. 

Flávio Alves Lara 

Coordenador da 

CEUA/Instituto Oswaldo Cruz 

Fundação Oswaldo Cruz 

FIOCRUZ-Fundação Oswaldo Cruz/IOC-

Instituto Oswaldo Cruz Av. Brasil, 4365 - 

Manguinhos - Rio de Janeiro - RJ - Brasil 

CEP: 21040-360 Tel: (21) 2562-1056 

L041/2016 
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Ministério da Saúde  

Fundação Oswaldo Cruz 

 Instituto Oswaldo Cruz 

Comissão de Ética no Uso de Animais - CEUA/IOC 
 

 

LICENÇA 

Certificamos que o protocolo (CEUA/IOC-020/2020), intitulado, “Importância do 
recrutamento e plasticidade das células do sistema imune inato em camundongos BALB/c 
e C57BL/6 infectados com Plasmodium berghei ANKA, modelos experimentais de 
resistência e suscetibilidade ao desenvolvimento da malária cerebral”, sob a 
responsabilidade de FLÁVIA LIMA RIBEIRO GOMES atende ao disposto na Lei 11794/08, 
que dispõe sobre o uso científico de animais, inclusive, aos princípios da Sociedade 
Brasileira de Ciência em Animais de Laboratório (SBCAL). A referida licença não exime a 
observância das Leis e demais exigências legais na legislação nacional. 

 

Esta licença tem validade até 21/10/2024 e inclui o uso total de: 
 

Camundongo (Mus musculus), linhagem C57BL/6 - 1622 - animais machos 
ou fêmeas de 6-8 semanas - origem - ICTB 

Camundongo (Mus musculus), linhagem BALB/c - 1622 - animais machos ou fêmeas de 6-8 semanas 
- origem - ICTB 

Observação: Esta licença não substitui outras licenças necessárias, como Certificado de 
Qualidade em Biossegurança para animais geneticamente modificados, certificado do 
IBAMA para captura de animais silvestres ou outros. 

Rio de Janeiro, 22 de outubro de 2020. 

Matrícula SIAPE 1362665 

Coordenadora da CEUA/Instituto 
Oswaldo Cruz Fundação Oswaldo Cruz 

 

Fiocruz - Fundação Oswaldo Cruz-Instituto Oswaldo Cruz/IOC - Pavilhão Arthur Neiva – módulos de 
expansão – sala 06 Av. Brasil, 4365 - Manguinhos - Rio de Janeiro - RJ - Brasil 

CEP: 21040-360 Tel: (21) 2562-1056 

 

 

 

L-029/2020 

 

 

Tânia Zaverucha do Valle 
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Ministério da Saúde  

Fundação Oswaldo Cruz 

 Instituto Oswaldo Cruz 

Comissão de Ética no Uso de Animais - CEUA/IOC 
 

 _ 

LICENÇA ADITIVA 

A Comissão CEUA/IOC, em atenção à solicitação da pesquisadora, FLÁVIA LIMA 
RIBEIRO GOMES responsável pela licença (L-041/2016), do protocolo (CEUA/IOC-
035/2016), intitulado “Importância do recrutamento, diferenciação e ativação de 
células do sistema imune inato e adquirido na malária”, que atende ao disposto na 
Lei 11794/08, que dispõe sobre o uso científico de animais, inclusive, aos princípios 
da Sociedade Brasileira de Ciência em Animais de Laboratório (SBCAL), autoriza o 
presente aditivo. A referida licença aditiva não exime a observância das Leis e 
demais exigências legais na legislação nacional. 

 

Esta licença aditiva tem validade até 30/09/2020, inclui a adição de Camundongo 
(Mus musculus), da linhagem C57BL/6 - 94 fêmeas de 6-8 semanas - origem 
ICTB - totalizando o número de 497 animais, salvo o número de animais já utilizados 
até a presente data, e inclui novos membros e exclui o membro Césare Bianco 
Junior. 

Observação: Esta licença não substitui outras licenças necessárias, como 
Certificado de Qualidade em Biossegurança para animais geneticamente 
modificados, certificado do IBAMA para captura de animais silvestres ou outros. 

 
Rio de Janeiro, 07 de janeiro de 2020. 

Coordenador Adjunto da CEUA/Instituto 
Oswaldo Cruz 

Fundação Oswaldo Cruz 

 

 

Fiocruz-Fundação Oswaldo Cruz/IOC-Instituto 
Oswaldo Cruz Av. Brasil, 4365 - Manguinhos - 
Rio de Janeiro - RJ - Brasil CEP: 21040-360 

Tel: (21) 2562-1056 

 

L-041/2016- 
A1 

 

Tânia Zaverucha do Valle 


