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RESUMO 

Em pleno século XXI a malária ainda constitui um dos maiores flagelos da 

humanidade, sendo responsável por milhares de casos clínicos e óbitos ao redor do mundo. 

Relacionadas em sua maioria a infecções por Plasmodium falciparum, as mortes associam-

se a múltiplos eventos patogênicos que ocorrem de maneira sistêmica em órgãos como 

cérebro, pulmões, rins e fígado. Em contraste ao observado para a malária cerebral, a 

síndrome da angústia respiratória aguda (SARA) ocorre mais frequentemente em adultos 

que em crianças sendo considerada uma importante complicação da infecção malárica 

podendo levar ao óbito. Dentre os fatores que contribuem para o acometimento pulmonar 

destaca-se a secreção de mediadores infamatórios, permeabilidade vascular endotelial e 

aderência de hemácias parasitadas aos capilares endoteliais. O óleo de peixe tem sido 

amplamente estudado pelo seu potencial de modulação da resposta imunológica, sendo 

indicado como uma possível alternativa no tratamento da SARA. Assim, esse estudo tem 

por objetivo avaliar o papel protetor do óleo de peixe rico em DHA a nível pulmonar durante 

a malária experimental, para tal, camundongos C57BL/6 foram tratados profilaticamente 

com 3,0 e 6,0 g/Kg de DHA contido em óleo de peixe durante 15 dias procedendo-se, a 

seguir, a infecção com Plasmodium berghei ANKA. Os animais foram avaliados 

diariamente quanto ao perfil clínico sendo eutanasiados no 7º ou 12º dia para avaliação do 

perfil histopatógico dos pulmões, avaliação do perfil de citocinas, ocorrência de 

permeabilidade vascular, edema e perfil celular.  Foi possível observar que os animais 

tratados demonstraram um aumento significativo de sua sobrevida, assim como uma 

preservação das atividades motoras clinicamente avaliadas. Do mesmo modo houve a 

manutenção das barreiras hemato-alveolares e a diminuição de edema pulmonar, que são 

características patológicas do acometimento pulmonar durante a malária severa. Quando 

analisados as citocinas pró e anti-inflamatórias, houve uma diminuição de citocinas 

inflamatórias quando comparadas com o grupo apenas infectado e um aumento de IL-10 

em grupos tratados. A análise do perfil fenotípico celular demonstrou uma diminuição de 

leucócitos totais assim como uma diminuição de linfócitos TCD8 em animais previamente 

tratados, assim como uma modulação na ativação de macrófagos e células dendríticas. A 

histopatologia dos animais tratados corroborou com o estudo demonstrando uma 

diminuição de edema pulmonar, preservação de permeabilidade vascular e ausência de 

hemorragia. 

Palavras chave: malária pulmonar, ômega 3, DHA, Tratamento adjuvante
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ABSTRACT 

 

In the 21st century, malaria is still one of the greatest scourges of humanity, being 

responsible for thousands of clinical cases and deaths around the world. Mostly related to 

Plasmodium falciparum infections, deaths are associated with multiple pathogenic events that 

occur systemically in organs such as the brain, lungs, kidneys and liver. In contrast to what is 

observed for cerebral malaria, acute respiratory distress syndrome (ARDS) occurs more 

frequently in adults than in children and is considered an important complication of malarial 

infection, which can lead to death. Among the factors that contribute to pulmonary involvement, 

the secretion of inflammatory mediators, endothelial vascular permeability and adherence of 

parasitized red blood cells to endothelial capillaries stand out. Fish oil has been widely studied 

for its potential to modulate the immune response, being indicated as a possible alternative in 

the treatment of ARDS. Thus, this study aims to evaluate the protective role of fish oil rich in 

DHA at the pulmonary level during experimental malaria, for this purpose, C57BL/6 mice were 

prophylactically treated with 3.0 and 6.0 g/Kg of DHA in fish oil for 15 days, followed by 

infection with Plasmodium berghei ANKA. The animals were evaluated daily for the clinical 

profile, being euthanized on the 7th or 12th day for evaluation of the histopathological profile 

of the lungs, evaluation of the cytokine profile, occurrence of vascular permeability, edema and 

cellular profile. It was possible to observe that the treated animals showed a significant increase 

in their survival, as well as a preservation of clinically evaluated motor activities. Likewise, 

blood-alveolar barriers were maintained and pulmonary edema was reduced, which are 

pathological characteristics of pulmonary involvement during severe malaria. When analyzing 

pro and anti-inflammatory cytokines, there was a decrease in inflammatory cytokines when 

compared to the only infected group and an increase in IL-10 in treated groups. Analysis of the 

cellular phenotypic profile showed a decrease in total leukocytes as well as a decrease in CD8 

T lymphocytes in previously treated animals, as well as a modulation in the activation of 

macrophages and dendritic cells. The histopathology of the treated animals corroborated the 

study, demonstrating a decrease in pulmonary edema, preservation of vascular permeability and 

absence of hemorrhage. 

 

Keywords: pulmonary malaria, omega 3, DHA, Adjunctive treatment
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1 INTRODUÇÃO  

1.0 A MALÁRIA: UM BREVE HISTÓRICO 

Conhecida, dentre outras denominações, como maleita, paludismo, febre terçã, febre 

quartã, a malária é uma doença infecctoparasitária causada por protozoários do gênero 

Plasmodium. Sua transmissão por meio dos mosquitos do gênero Anopheles fez com que a 

doença assolasse a humanidade através dos anos (ESCALANTE et al, 1998) 

A malária surgiu por volta de dez mil anos atrás, mas foi com o advento da agricultura 

que teve força para sua disseminação através dos continentes (MU et al, 2005). Práticas como 

desmatamentos, aumento na taxa de natalidade, ampliações do abastecimento de água e de áreas 

alagadas contribuíram para a multiplicação do mosquito transmissor que passou a se alimentar 

cada vez mais de sangue humano ao invés de adentrar as matas a procura de animais 

(ARMELAGOS et al, 1991). 

As primeiras associações históricas entre a proximidade de áreas alagadas e a incidência 

de febres na população local foram descritas pelo fisiologista grego Hipócrates nos séculos IV 

e V a.C. Além disso, existem inúmeras referências às febres intermitentes características da 

malária na literatura chinesa do primeiro milênio a.C. (SALLERES et al, 2004). Podemos 

encontrar ainda descrições da doença entre os sumérios, chineses, povos da Índia e África, 

incluindo os povos egípcios (ESCALANTE et al, 1998). Em 2010, um estudo publicado na 

revista cientifica internacional Journal of the American Association sugere que a morte do faraó 

egípcio Tutancamon pode ter ocorrido em consequência de uma infecção malárica já que no 

material mumificado foram encontrados traços genéticos de Plasmodium falciparum 

(HAWASS, 2010). 

 Epidemias da doença, ocorridas na antiguidade também podem ser constatadas através 

de sítios arqueológicos como os de um cemitério em Lugano datado de 450 d.C. O terreno 

abrigava um número excessivo de crianças enterradas em um curto espaço de tempo. Restos de 

plantas características do início do verão indicava o período chuvoso favorável à proliferação 

do mosquito. A hipótese de que o cemitério seria cenário de uma epidemia de malária foi 

comprovada através da amplificação de DNA ribossomal de P. falciparum extraído de amostras 

de osso do esqueleto infantil (SALLERES et al, 2004). 
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Pasteur e Koch no final do século XIX realizaram descobertas sobre os microrganismos 

que mudariam a forma com que a malária era descrita inicialmente, ou seja, como doença que 

afetava apenas habitantes de áreas pantanosas, para a real busca de seu agente causador. Mas 

foi Alphonse Laveran que, ao analisar o sangue fresco de um paciente que apresentava febre 

recorrente, dores no corpo, calafrios e outros sintomas relacionados hoje a malária pôde 

identificar “pigmentos” presentes em células sanguíneas como leucócitos e eritrócitos que não 

eram visualizados em sangue de pessoas saudáveis, formulando assim, sua teoria de que a 

malária era causada por um protozoário e não por uma bactéria como se acreditava até o 

momento. Sua descoberta foi recebida com ceticismo pela comunidade científica, já que era a 

primeira vez que a causa de uma doença era atribuída a um país confirmaram suas conclusões. 

Em 1907, Laveran recebeu o Prêmio Nobel de Medicina e Fisiologia pela descoberta do 

plasmódio e por seus estudos sobre o papel dos protozoários como agentes nas moléstias (COX, 

2010). 

No contexto da história da doença do mundo observa-se que as grandes epidemias da 

doença sempre estiveram associadas a intervenções humanas no ambiente. No Brasil, a 

ocupação desenfreada na região amazônica, impulsionada pela instalação de usinas 

hidroelétricas, projetos agropecuários e a abertura de garimpos aumentaram significativamente 

a transmissão da malária no início da década de 1980 (MARQUES, PINHEIRO, 1982). Na 

época, 97,5% dos casos de malária registrados no Brasil eram provenientes dessa região do 

país. Desde então, a incidência da malária aumentou em até 3 vezes passando de 52.469 casos 

em 1970 para 169.871 em 1980 (BARATA, 1995). 

No fim do século XIX, ouve o aparecimento de uma epidemia com números alarmantes 

na Amazônia. O incentivo financeiro aos extratores da borracha, matéria prima preciosa ne 

época, levaram para a Amazônia as populações mais desgastadas do Brasil. (BARATA, 1995). 

O Brasil iniciou então as obras da estrada de ferro com objetivo de dar vazão ao látex 

boliviano: a Estrada de Ferro Madeira-Mamoré. A estrada ligaria parte de Porto Velho a 

Guajará-Mirim no rio Mamoré. Apesar dos percalços que levaram milhares de trabalhadores a 

óbito, a estrada foi concluída, deixando para a época o título de segunda grande epidemia 

amazônica de malária que pode ser testemunhada por Oswaldo Cruz e Carlos Chagas 

(CAMARGO, 2003). 

Em 1965 a Campanha de Erradicação da Malária, idealizada pela Organização Mundial 

da Saúde (OMS), baseada no uso do diclorodifeniltricloroetano (DDT) contra os vetores 



18 

 

transmissores e no uso de drogas antimaláricas para erradicação das fontes de infecção 

(tratamento de pessoas infectadas), foi capaz de eliminar a malária de grande parte do território 

nacional como as regiões Nordeste, Sudeste, Centro-Oeste e Sul. Entretanto a Amazônia 

oferecia desafios mais complexos que contribuíram para a falha desse programa. Em sua 

maioria, as casas da região apresentavam limitações ao uso do DDT, uma vez que, 

predominavam habitações precárias, sem superfícies que permitissem uma aplicação de forma 

correta do produto e colocava a estratégia em risco. Sendo assim, o programa não pode se 

sustentar em cima dessa proposta já que a aplicação do inseticida de ação residual não era 

possível. Não somente a esse fato, observou-se que a transmissão extradomiciliar era boa parte 

das transmissões relacionadas a região, o que também comprometia o sucesso dessa estratégia. 

Somado a isso, começaram a surgir os primeiros sinais de resistência de P. falciparum à droga 

cloroquina devido ao contato massivo da população com a droga em baixas dosagens que 

facilitaram a seleção natural desses protozoários e tornava o sonho da erradicação ainda mais 

distante (LOIOLA et al, 2002). 

Na década de 90 o número de casos atingiu seu ápice com registro de 632.813 casos em 

1999. Desses 99,7% ocorreram na Amazônia Legal (composta pelos estados do Acre, Amapá, 

Amazonas, Maranhão, Mato Grosso, Pará, Rondônia, Roraima e Tocantins). Perante desse 

cenário preocupante o Ministério da Saúde lançou junto a OMS o Plano de Intensificação das 

Ações de Controle da Malária na Amazônia Legal no ano 2000 em parceria com os municípios 

e estados amazônicos. Esse plano estava embasado na vigilância epidemiológica, assistência ao 

paciente, promoção e mobilização social. As estratégias foram iniciadas de forma integrada, 

visando a determinação das características de cada região. Assim, a gestão foi organizada pelos 

estados e municípios, demonstrando as particularidades para o controle da malária em cada 

localidade (BARATA, 1995).  

Na atualidade, a malária continua a ser um sério problema de saúde pública em grande 

parte do continente mundial, sendo, anualmente, responsável por centenas de mortes, sobretudo 

de crianças abaixo de 5 anos. Nesse sentido, seu controle e erradicação continuam a ser um 

sério desafio. 
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1.1 DISTRIBUIÇÃO ATUAL DA MALÁRIA NO MUNDO 

Somente cinco espécies de plasmódios das 150 descritas causam malária humana. São 

elas: P. falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium knowlesi, Plasmodium ovale e 

Plasmodium malariae. No Brasil a doença é causada apenas por P. falciparum, P. vivax e P. 

malariae (FRANÇA et al, 2008) 

Estudos recentes demonstraram que as espécies de plasmódios que infectam primatas, 

como Plasmodium brasilianum e Plasmodium simium, são geneticamente similares a 

Plasmodium malariae e Plasmodium vivax de humanos, respectivamente. Essa descoberta 

levou pesquisadores a concluírem que as espécies descritas poderiam infectar tanto humanos 

quanto primatas não humanos e esses manteriam a malária na natureza. Sendo assim, a 

vigilância da infecção em macacos foi colocada como de alta importância para os programas 

de controle da malária (TAZI, AYALA, 2011). Recentemente casos de infecções humanas por 

Plasmodium simium e Plasmodium cynomolgi, reforçaram essa hipótese ao serem 

demonstradas na região litorânea brasileira, mais especificamente áreas de mata atlântica 

(TAZI, AYALA, 2011).  

No cenário mundial, segundo o último relatório da Organização Mundial da Saúde, as 

mortes por malária reduziram de forma constante no período 2000–2019, passando de 896.000 

em 2000 para 562.000 em 2015 e para 558.000 em 2019. A porcentagem do total de mortes por 

malária em crianças menores de 5 anos reduziu de 87% em 2000 para 77% em 2020 (WORLD 

HEALTH ORGANIZATION, 2021). Contudo, devido as interrupções no serviço de controle 

da doença (diagnostico, tratamento e controle de vetores) durante a pandemia de COVID-19, 

em 2020, os óbitos por malária aumentaram 12% em comparação ao número registrado em 

2019, chegando a aproximadamente 627.000 (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021). 

Vinte e nove países foram responsáveis por 96% dos casos de malária em todo o mundo 

e seis países – Nigéria (27%), República Democrática do Congo (12%), Uganda (5%), 

Moçambique (4%), Angola (3,4%) e Burkina Faso (3,4%) – representaram cerca de 55% de 

todos os casos globalmente (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021). 

Na Região Africana estima-se que tenham ocorrido 228 milhões de casos clínicos da 

doença em 2020 contabilizando cerca de 95% dos casos do mundo todo. Isso ocorre devido a 

pobreza da região e o difícil acesso a população para prevenção e tratamento (WORLD 
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HEALTH ORGANIZATION, 2021). Nesse mesmo ano, o número de óbitos registrados foi de 

602.000, o que representa uma redução de 36% em relação ao verificado em 2019. 

Nas Américas, os casos de malária foram reduzidos em 58% (de 1,5 milhão para 0,65 

milhão) e incidência de casos em 67% entre 2000 e 2020 (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2021). Em contrapartida a República Bolivariana da Venezuela sofreu com 

o grande aumento no número de casos entre os anos 2000 e 2019 (35 mil para 467 mil, 

respectivamente) (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021). 

No Brasil atualmente 99% da transmissão da malária ainda se concentra na região 

Amazônica onde a principal espécie é P. vivax. Os outros 1% são correlacionados com a região 

extra-amazônica, com mais frequência nas áreas de Mata Atlântica. Esses casos são em sua 

maioria importados de outros estados ou países endêmicos (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2021).  

Diante do cenário mundial da epidemiologia da malária, em outubro de 2021, a OMS 

recomendou o amplo uso da vacina RTS,S/AS01 (RTS,S) que obteve 77% de eficácia em 

estudos clínicos preliminares para crianças que vivem em regiões onde as  taxas de transmissão 

de malária por P. falciparum são de moderadas a altas. A recomendação devido uma revisão 

do pacote completo de evidências sobre a vacina, além de resultados de estudos iniciais 

coordenado pela OMS que atingiu mais de 830.000 crianças em 3 países africanos desde 2019 

(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021). 
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FIGURA 1: Risco de infecção por malária por municípios brasileiros em 2021. Fonte 

dados do Sivep-Malária atualizados em: 14/3/2022.  

 

1.2 CICLO EVOLUTIVO DO PARASITO NO HOSPEDEIRO VERTEBRADO 

Plasmodium spp. são protozoários intracelulares obrigatórios, com um ciclo complexo 

alternando entre o vetor, os mosquitos fêmeos do gênero Anopheles, e hospedeiros vertebrados. 

Durante o repasto sanguíneo do mosquito os esporozoítos, formas infectantes do parasito, são 

injetados na derme do hospedeiro vertebrado juntamente com substâncias vasodilatadoras e 

anticoagulantes presentes na saliva (COWMAN, 2016) 

Uma vez na derme do hospedeiro vertebrado, os esporozoítos podem atingir distintos 

que vão definir o sucesso da infecção. Um dos caminhos implica em sua retenção na derme 

após exaustão celular onde serão posteriormente degradados. A Trap-like protein (TLP) parece 

desempenhar um papel importante na saída da derme, pois os esporozoítos que não a expressam 

apesar de exibirem motilidade normal, não conseguem entrar na circulação sanguínea 

(TAVARES et al., 2013). Os esporozoítos que adentram os vasos do sistema linfático são 

drenados até o linfonodo mais próximo onde são degradados (AMINO et al., 2006). Somente 

aqueles que alcançam a circulação por meio de movimentos tipo “gliding” proporcionada 
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principalmente pela proteína adesiva relacionada a trombospondina (TRAP) (TROTTEIN; et 

al, 1995) e pela  proteína circusporozoíta (CS) ambas presentes na superfície do parasito, 

conseguem dar continuidade ao processo infectante (COWMAN et al., 2016; SOLDATI; et al, 

2004). . A invasão dos hepatócitos ocorre após os esporozoitos atravessarem a barreira 

sinusoidal que são as células endoteliais fenestradas e células de Kupffer do fígado (TAVARES 

et al., 2013) 

A invasão dos hepatócitos necessita de ligação da proteína CS a proteoglicanos 

altamente sulfatados (HSPGs), (HERRERA et al., 2015). Uma vez que a infecção dos 

hepatócitos é estabelecida, cada parasito intracelular se multiplica assexuadamente por 

esquizogonia originando, ao longo de 2–10 dias subsequentes, até 40.000 merozoítos (STURM 

et al., 2006). Cabe ressaltar que os merozoítos hepáticos são liberados para a circulação 

envoltos em vesículas chamadas merossomas (WHITE, 2003; STURM et al., 2006)). Os 

merossomas atravessam o espaço de Disse por diapedese, protegendo o Plasmodium e fazendo 

com que o reconhecimento nas células de Kupfer seja prejudicado. No sangue, os merossomas 

são levados para outros órgãos e, devido às forças de cisalhamento das veias hepáticas e de 

outras veias maiores, eles se dividem e, então, são levadas ao coração e para os pulmões. A 

partir daí se acumulam nos capilares pulmonares, onde irá ocorrer a degeneração dos 

merossomas e a posterior liberação dos merozoítos na microcirculação pulmonar. Essa 

estratégia garante ao parasito vantagens evolutivas devido a diminuída quantidade de 

macrófagos nessa região, além da diminuição da velocidade da corrente sanguínea que ocorre 

devido obstrução dos capilares pelos merossomas promove um acúmulo de eritrócitos, o que 

facilita o sucesso da infecção pelo parasito (FADOK et al., 2001; LI et al., 2003; STURM et 

al., 2006; BAER et al., 2007). 

Enquanto a fase hepática de desenvolvimento do parasito é silenciosa, a fase sanguínea 

está associada a todas as manifestações clínicas da doença (SINDEN 1983).  

Uma vez na circulação, os merozoítos livres invadem os eritrócitos em um processo 

rápido, dinâmico e de várias etapas (WEISS et al., 2015). Esse processo rápido é necessário 

para que o sistema imunológico não seja capaz de impedir completamente a interação entre 

receptores celulares e ligantes expressos na superfície celular dos parasitos o poderia determinar 

negativamente o sucesso da infecção (COWMAN; CRABB, 2006). 

Dentre as várias proteínas conhecidas dos plasmódios, a Proteína 1 de superfície de 

merozoíto (MSP-1), a proteína homóloga ligante de reticulócitos (RHs), e o antígeno 1 de 
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membrana apical (AMA1), são as principais proteínas envolvidas no reconhecimento e invasão 

dos eritrócitos (COWMAN; CRABB, 2006).  

Após invasão eritrocítica, os parasitos dão início a novos ciclos de reprodução assexuada 

denominada esquizogonia sanguínea. Nesse ponto o parasito passa pelos estágios de trofozoítos 

jovens, trofozoítos maduros e posteriormente esquizontes multinucleados. O ciclo 

esquizogônico sanguíneo varia de acordo com a espécie do parasito, demorando 48 horas para 

as espécies P. falciparum, P. vivax, e P. ovale e 72 h para P. malariae. Cada esquizonte é 

progenitora de milhares de merozoítos sanguíneos que romperão os eritrócitos e darão início a 

novos ciclos eritrocíticos (COWMAN; CRABB, 2006). 

No hospedeiro humano, parte dos parasitos assexuados desenvolvem-se em estágios 

sexuais masculinos e femininos chamados gametócitos, alguns dos quais podem ser ingeridos 

por um mosquito durante o repasto sanguíneo. A fertilização subsequente de gametas e o 

desenvolvimento em esporozoítos dentro do mosquito permitem que esse repasse a infecção a 

outro ser humano. (SINDEN 1983). 

No caso das infecções por P. vivax e P. ovale outro caminho pode ser tomado pelos 

esporozoítos que invadem os hepatócitos. Os parasitos dessa espécie têm a capacidade de entrar 

em uma espécie de latência nas células hepáticas. Esses esporozoítos são chamados de 

hipnozoítos e quando ativados, geralmente após 3 meses da infecção inicial, levam ao 

desenvolvimento novamente da doença clínica (COLLINS, JEFFERY, 1999). Esse evento 

caracteriza as chamadas recaídas tardias da doença.  
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FIGURA 2: Ciclo biológico das espécies de plasmódios infectantes para o homem. 

Adaptado de Jensen et al., 2017. As formas esporozoítas do parasito são inoculadas na derme do 

hospedeiro vertebrado e dão início ao ciclo hepático, onde há o desenvolvimento de merozoítos que 

serão liberados na corrente sanguínea. Estes são capazes de invadir hemácias, onde ocorrerá o 

chamado ciclo sanguíneo com consequente formação de trofozoítos jovens, maduros, esquizontes e 

gametócitos. Os gametócitos quando ingeridos pelo mosquito vetor darão início ao ciclo sexuado do 

parasito, a partir da formação de esporozoítos e, consequente inoculação em  outro hospedeiro 

vertebrado. Fonte: Adaptado de White, N.J. e colaboradores, 2014. 

1.3 MALÁRIA NÃO COMPLICADA 

A malária é uma doença complexa e suas manifestações diferem entre crianças e adultos 

(MILLER et al, 2002). As crianças com malária, além dos sintomas clássicos, ficam sonolentas 

e astênicas, perdem o apetite, sentem muito frio e ainda podem ter vômitos e convulsões devido 

a febre que varia de 38,5ºC a 40ºC. Os sintomas nos adultos podem variar de ausentes, em 

indivíduos imunes, a leve ou grave (TACHADO et al., 1995).  

Os sintomas clássicos da malária não diferem entre as espécies de plasmódios 

infectantes resultando do seu ciclo eritrocítico, mais precisamente do rompimento das hemácias 

quando, proteínas e subprodutos do metabolismo do parasito como, glicofosfatidilinositol (GPI) 

e hemozoína são liberados na corrente sanguínea. A hemozoina se apresenta como um ligante 

dos TRL 9 com a conseguinte secreção de IL 6, IL 12 e TNF-α. Além da hemozoína, o 

glicosilfosfatidilinositol (GPI) é também uma reconhecida partícula molecular associada a 

https://br.guiainfantil.com/convulsoes.html
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patógenos (PAMP) (DOSTERT et al., 2009). Com o rompimento das hemácias infectadas o 

paciente passa a apresentar os sintomas clássicos como calafrios, dores de cabeça e o ciclo de 

febres que podem acometer o paciente infectado a cada 48h (febre terçã) ou a cada 72h (febre 

quartã) (TACHADO et al., 1995).  

A ocorrência da doença com seu sintoma clássico é chamada de malária não complicada, 

porém, quando não tratada a doença pode evoluir para a forma grave, onde o comprometimento 

de variados órgãos e sistemas é observado. Nesse caso, a malária grave ou complicada pode 

levar o indivíduo ao óbito e está na maioria dos casos está relacionada a infecção por P. 

falciparum (TACHADO et al., 1995. Nos anos recentes, contudo, o interesse em P. vivax tem 

aumento devido, sobretudo, aos relatos de malaria grave associados a essa espécie (DOSTERT 

et al., 2009). 

 

1.4 MALÁRIA COMPLICADA 

Somente uma pequena minoria de infecções (menos de 1–2%), sobretudo por P. 

falciparum, levam à malária grave (BERENDT et al, 1994). Contudo, durante o 

estabelecimento dessa síndrome sistêmica, órgãos importantes são acometidos destacando-se 

cérebro (malária cerebral), pulmões (síndrome do desconforto respiratório aguda (SARA), 

fígado e rins (insuficiência renal aguda). Em crianças, as três principais complicações da doença 

são malária cerebral, anemia grave e acidose metabólica. Nas infecções por P. falciparum a 

gravidade da doença é, pelo menos em parte, exacerbada por cargas parasitárias altas e pelos 

padrões de sequestro de eritrócitos infectados no endotélio vascular o que pode ser interpretado 

como estratégia de evasão do parasito a mecanismos imunes do hospedeiro (BERENDT et al 

1994). 

A adesão dos parasitos a células endoteliais dos vasos de pequeno calibre é mediada 

pela interação receptor-ligante. Os principais receptores que interagem com o eritrócito 

infectado via proteína de superfice de merozoito de Plasmodium falciparum (PfEMP1) são 

ICAM-1 (cérebro), VCAM-1 (neurônio, fibroblastos e células endoteliais), CD36 (plaquetas), 

trombospondina, E-selectina e CSA (presente na placenta). (WASSMER et al, 2008). A 

PfEMP1 é codificada por uma família de aproximadamente 60 genes var por genótipo expresso 
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de forma mutuamente exclusiva, levando à exibição de uma única variante de PfEMP1 na 

superfície do eritrócito a cada ciclo esquizogônico (SCHOFIELD; GRAU, 2005). 

A inflamação local e tecidual decorrente da citoaderência leva a um aumento da 

expressão de integrinas de adesão endotelial que contribuem para o acúmulo de leucócitos no 

local, que, por sua vez, produzem quimiocinas (CXCL10, CCL5, CCL2) capazes de recrutar 

neutrófilos, macrófagos, células T, células NK que por sua vez darão continuidade ao processo 

inflamatório (SCHOFIELD; GRAU, 2005). 

Os principais eventos característicos da malária grave são a Malária cerebral, 

Insuficiência renal aguda, Malária placentária, Anemia Grave e Malária pulmonar, que sera 

mais amplamente abordada a seguir. 

1.4.1 Malária pulmonar 

O conceito de Síndrome da Angústia Respiratória Aguda (SARA), foi apresentado pela 

primeira vez em 1967 por Ashbaugh e colaboradores e foi atualizado em 2012 para determinar 

critérios mais precisos, dando fidedignidade para pesquisas clínicas e definição da conduta 

terapêutica ao paciente (VAN DEN STEEN et al, 2013).  

A publicação da Definição de Berlim pela “The ARDS Task Force” classifica a SARA 

em grau leve, moderada ou grave. Além disso, os critérios de período clínico, imagem torácica, 

origem do edema e oxigenação são levados em consideração (VAN DEN STEEN et al, 2013). 

Quando ao período clínico, o paciente deve apresentar sintomas em um período de 1 semana 

após a infecção atingir o sistema pulmonar, afetando a respiração. A imagem torácica deve 

apresentar opacidade bilateral, sendo identificada por radiografia ou tomografia 

computadorizada. Finalmente, a classificação da SARA em leve, moderada ou grave é 

classificada devido ao grau de hipoxemia, mensurada pela relação entre a pressão arterial 

parcial de O2 (PaO2) e a fração inspirada de oxigênio (FIO2).  

Sendo assim, a SARA leve compreende uma PaO2/FIO2 ≤ 300 mm Hg e > 200 mmHg); 

a SARA moderada a relação PaO2/FIO2 é ≤ 200 mmHg e > 100; e na SARA grave a PaO2/FIO2 

é ≤100 mmHg, em níveis de pressão positiva expiratória final (PEEP) ou pressão positiva 

contínua nas vias aéreas CPAP ≥ 5 mmHg. A elevação do espaço morto fisiológico e 
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diminuição da complacência pulmonar também são observados (VAN DEN STEEN et al, 

2013). 

A lesão pulmonar aguda (LPA) e a SARA já foi relatada em casos complicados de 

malária em todo o mundo.  Ela é uma consequência do aumento da permeabilidade da 

membrana capilar alveolar, gerando acúmulo do líquido rico em proteínas na região 

intrapulmonar. A função pulmonar é comprometida devido a um distúrbio da ventilação com a 

perfusão. Nesta fase a ventilação ocorre normalmente, porém, o sangue circula através de 

alvéolos colapsados e o pulmão edematoso não participa das trocas gasosas, não ocorrendo 

difusão (LEWIS, MARTIN, 2004). 

A patologia pulmonar mais significativa, induzida pela malária é o edema pulmonar 

agudo. Esse quadro possui as mesmas características clínicas do edema pulmonar cardiogênico 

agudo, exceto que as pressões de enchimento do lado direito não são elevadas, a menos que 

tenham sido administrados fluidos intravenosos em excesso (TAYLOR et al., 2006) 

A citoaderência na microcirculação pulmonar gera a evolução do quadro envolvendo 

edema intersticial, engrossamento do septo alveolar e diminuição do lúmen dos capilares com 

a ativação endotelial e recrutamento da resposta inflamatória, levando a quadros de lesão 

pulmonar, que pode permanecer em pacientes mesmo após o tratamento com drogas 

antimaláricas. Além disso, a malária eleva as citocinas pró-inflamatórias, como o TNF-, que 

estão, por sua vez, relacionadas ao aumento de expressão de moléculas de adesão endotelial, 

além de IL-1, IL-6, e IL-8 que podem contribuir para a elevação de líquido entre o alvéolo e o 

capilar, resultando, assim, em edema pulmonar, que posteriormente ira caracterizar SARA 

(TAYLOR et al, 2012). 

Outro fator que aumenta a inflamação teciual é o acúmulo de hemozoína, que aumenta 

o peso pulmonar e edema alveolar em modelos experimentais, além de ser uma substância 

frequentemente observado em autópsia de crianças que faleceram devido ao quadro de malária 

grave na África (VAN DEN STEEN et al, 2013).  

Estudos demonstram que a diminuição da presença de pneumócitos do tipo II 

desencadeia um desequilíbrio no transporte de fluídos, além de diminuir a produção de 

surfactante. O surfactante, como já demonstrado no tópico de fisiologia pulmonar, é constituído 

por um complexo de componentes principalmente fosfolipídeos, além de conter proteínas, 

colesterol, glicolipídeos e ácidos graxos livres e são responsáveis pela manutenção da tensão 
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superficial. Sendo assim, a diminuição do surfactante leva a uma diminuição da complacência 

pulmonar, aumento da elastância estática pulmonar, áreas de atelectasia e extravasamento de 

fluido ao espaço alveolar (Van Den Steen et al, 2013).  

Assim, a obstrução dos capilares e vênulas, mais a inflamação local exacerbada em 

conjunto com a lesão da barreira alvéolo-capilar, causa a síndrome do desconforto respiratório 

agudo (TAYLOR et al, 2012). 

Dispneia e tosse são os principais sintomas da doença pulmonar induzida pela malária, 

podendo alguns pacientes também relatarem precordialgia. A dispneia pode começar 

abruptamente e progredir rapidamente. Os sinais físicos refletem a gravidade do envolvimento 

pulmonar subjacente e incluem respiração difícil, taquipneia, cianose periférica e central, 

crepitações inspiratórias e sibilos expiratórios (TAYLOR et al., 2002). O pulso venoso jugular 

não é elevado a menos que haja sobrecarga de fluido concomitante. Em pacientes gravemente 

hipóxicos, confusão e agitação podem estar presentes e não podem ser diferenciadas do 

envolvimento cerebral (TAYLOR et al, 2002). 

A SARA associada à malária grave é uma patologia que atinge entre 5% e 20% das 

pessoas infectadas por P. falciparum, das quais cerca de 80% veem a óbito mesmo quando 

submetidas a tratamento hospitalar com terapia intensiva (SERCUNDES et al, 2022).  
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FIGURA 3: Patogênese da malária pulmonar grave. Sequestro de eritrócitos infectados são 

capazes de amplificação a imunopatologia local. A hemozoína encontrada em fagócitos aumentam a 

inflamação pulmonar. Além disso, há um aumento massivo de  marginação e infiltrado de células 

inflamatórias, principalmente monócitos ou macrófagos, e presença de plaquetas em vasos sanguíneos, 

tecido intersticial e alvéolos. A lesão e apoptose das células endoteliais levam a um aumento da 

permeabilidade vascular e micro-hemorragias. Fonte: Adaptado de VAN DE STEEN et al., 2013 

 

 

1.5 IMUNIDADE ANTIMALÁRICA  

 A ausência de uma resposta imunológica robusta, eficiente e durável contra os 

plasmódios ainda norteiam a inexistência de uma vacina antimalárica. A diversidade de 

componentes que podem nortear o processo imunológico vai de idade, estado imunológico do 

hospedeiro até o complexo ciclo do parasito e suas formas de evasão do sistema imune. A seguir 

abordaremos o papel das diversas populações celulares que interagem propiciando o controle 

da infecção malárica até que a resposta imune adaptativa esteja estabelecida.  

A resposta imune é o fator de suma importância para o controle de qualquer infecção. 

Assim, seu estabelecimento é fundamental tão logo a infecção seja iniciada. Em pacientes com 
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primeira infecção, a resposta imune inata é de suma importância para o controle da parasitemia 

sanguínea para que respostas imunes posteriores como a adaptativa passa se iniciar 

(ARTAVANIS-TSAKONAS; RILEY, 2002; BACCARELLA et al., 2004; COHEN et al 1961; 

DOOLAN et al, 2009; STEVENSON; RILEY, 2004).  

Na fase eritrocítica a resposta do hospedeiro imune é mendiada pela produção de 

citocinas pró-inflamatórias como IL-6, TNFα e IFN-γ, o que caracteriza um perfil de resposta 

Th1 (ARTAVANISTSAKONAS et al., 2003).  

Dentre as várias populações celulares que atuam no combate inicial a infecção malárica 

destacam-se: macrófagos, neutrófilos, linfócitos T CD4 e T CD8, células dendríticas, células 

Natural Killers (NK), dentre outras. A seguir abordaremos de forma sucinta o papel de cada 

uma delas (ARTAVANISTSAKONAS et al., 2003).  

Durante a resposta imune, a presença de produtos derivados de eritrócitos infectados 

estimula células mononucleares do sangue periférico a produzir TNF-α, IL-12 e IFN-γ que 

auxiliarão na ativação de células NK, macrófagos e células T que agirão com intuito de eliminar 

o parasito do sistema circulatório (ARTAVANISTSAKONAS et al., 2003). Das células do 

sistema imune inato, as células NK se destacam por sintetizar grandes quantidades de IFN- 

que é considerado de grande importância no controle da parasitemia sanguínea, como 

demonstrado em infecções por P. chabaudi (MOHAN et al, 1997). Por outro lado, as células 

NK não possuem capacidade de sozinhas acabarem com os parasitos circulantes 

(STEVENSON; RILEY, 2004). Elas são ativadas pelas citocinas IL-12 e IL-18 que por sua vez 

são sintetizadas por células apresentadoras de antígenos, e seguindo o processo inflamatório 

vão, por sua vez, sintetizar IFN-γ citocina primordial para ativação de linfócitos e macrófagos 

(ARTAVANIS-TSAKONAS; RILEY, 2002).  

Os macrófagos, assim como os monócitos e células dendríticas são células percursoras 

de células mieloides e possuem papel primordial na infecção e resposta imunológica de 

plasmódios. Os macrófagos têm origens diversas. Os teciduais, são originados no saco vitelino 

e fígado fetal, no estágio pré-natal, sendo programados de forma específica por fatores locais 

(VAROL, et al 2015), eles possuem nomenclaturas distinta como micróglia (cérebro), células 

de Kupffer (fígado) e macrófago alveolar (pulmão) (POLARD, 2009). Essas células são 

caracterizadas por possuírem vida longa e por se autorrenovam (MORALES-NEBREDA, et al 

2015). Os macrófagos também se originam de monócitos circulantes recrutados do sangue para 

o tecido. Sendo assim, os macrófagos, teciduais ou recrutados, são singulares para a resposta 
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imunológica, desenvolvimento tecidual, homeostasia e/ou reparo do tecido. A quantidade de 

macrófagos presentes em cada tecido/órgão é balanceada entre macrófagos recrutados e 

teciduais (MORALES-NEBREDA, et al 2015). Este balanço é normalmente regido de forma 

multifatorial como por exemplo a presença de patógeno. Mas, não importando o seu lócus 

original eles possuem capacidade plástica e podem apresentar fenótipos distintos em resposta a 

diferentes patógenos e citocinas presentes em seu microambiente. A capacidade dessas células 

de apresentarem diferentes fenótipos funcionais, em resposta a patógenos e de citocinas, 

culminou em uma descrição para auxiliar o estudo dos mesmos de dois subtipos: os 

classicamente ativados (M1), e os alternativamente ativados M2 (MANTOVANI et al, 2005).  

Macrófagos M1 são induzidos por PAMPs, DAMPs e citocinas pró-inflamatórias, como 

IFN- e TNF-. Eles têm a capacidade microbicida e tumoricida elevada, e sintetizam citocinas 

e mediadores pró-inflamatórios, como IL-1β, IL-6, TNF- e óxido nítrico (MANTOVANI et 

al, 2005). Apesar de serem fundamentais para o sistema imunológico, principalmente frente a 

patógenos intracelulares, sua ativação de ser controlada. Os mediadores e citocinas pró-

inflamatórias sintetizados pelos macrófagos M1 quando não refreados podem levar a danos 

teciduais e a patologias graves (SZEKANECZ, KOCH, 2007).  

Na malária, a elevação de citocinas pró-inflamatórias pelos macrófagos esplênicos é 

conhecidamente apresentada em conjunto a casos complicados da doença (GAZZINELLI et al, 

2014). Por outro lado os macrófagos M2, foram subdivididos em  M2a, M2b, M2c e M2d para 

poder contemplar todos os outros tipos de macrófagos que podem ser induzidos por mediadores 

distintos e com funções que os diferenciam (MARTINEZ, GORDON, 2014). Ainda assim 

ainda, as características plásticas dos macrófagos não são contempladas. Eles possuem funções 

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

momento (MARTINEZ, GORDON, 2014).  

Os neutrófilos são identificados por polimorfonucleares, originados da medula óssea a 

partir de progenitor mieloide e podem ser encontrados em grande quantidade no sangue 

(NÉMETH et al, 2020). Elas têm função de primeira linha de defesa do hospedeiro contra 

espécies que invadem tecidos. Quando na circulação sanguínea estão constantemente vigiando 

qualquer sinal de entrada de patógeno (LEY et al, 2018). Quando identificada infecção, os 

neutrófilos saem da circulação sanguínea e iniciam o processo migração celular para o tecido, 

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

célula no tecido. Apesar de já ser conhecida a heterogeneidade dos neutrófilos nas mais variadas 
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patogenias, eles possuem três principais mecanismos de atividade antimicrobianas: fagocitose, 

degranulação e liberação das redes extracelulares de neutrófilos (NETs) (GIACALONE et al, 

2020). 

 Os linfócitos TCD8+ exercem função contra as formas exo-eritrocíticas dos parasitos 

(MALIK et al., 1991). A resposta imunológica primordial desse tipo celular se baseia na síntese 

de TNF-α e IFN-γ. Além disso destroem os parasitos dos hepatócitos por meio da secreção de 

granzimas e perforinas oriundos do seu citoplasma celular, e por via de óxido nítrico capas de 

interromper o desenvolvimento do parasito dentro do hepatócito (MONTES DE OCA et al., 

2016; SEGUIN et al., 1994). Os linfócitos TCD8+ são estimuladas nos linfonodos via IL-2 

sintetizadas por células TCD4+ ativadas (AMANTE et al., 2010).  

Já foi demosntrado na literatura o papel fundamental das T CD4+ durante a proteção 

contra a infecção malárica (PINZON-CHARRY et al., 2010; STANISIC; GOOD, 2015). Elas 

são ativadas por IL-12 produzidas por células dendríticas (AMANTE et al., 2010), coordenam 

a resposta imunológica liberando citocinas e substâncias de lise celular em todas as fases do 

ciclo do parasito. Eles também são capazes de auxiliar os  linfócitos B na resposta antigênica 

culminando na produção de anticorpos e são capazes de ativar linfócitos T CD8+ e macrófagos 

ao longo da resposta imune via IFN-γ. As células auxiliares T CD4+ somada a citocina pro-

inflamatória IFN-γ controlam a parasitemia sanguínea, possibilitando um controle da infecção 

(AMANTE et al., 2010). Por outro lado, a presença de células TCD4+, assim como as células 

TCD8+, possuem papel fundamental contra a malária complicada, uma vez que, aumenta o 

aparecimento de lesões tecidual. Também está relacionada a citoaderência. (AMANTE et al., 

2010; HERMSEN et al., 1997).  

Contudo, apesar das diversas populações celulares não serem são capazes de bloquear 

completamente o desenvolvimento parasitário durante a infecção malárica, seu funcionamento 

orquestrado é fundamental para controle inicial da infecção.  

1.6 FISIOLOGIA PULMONAR 

Uma das alterações clínicas decorrentes da infecção malárica ocorre no sistema 

respiratório. Este sistema, é composto pelo pulmão e suas estruturas internas, sendo responsável 

pela respiração, ou seja, entrada e saída de ar. Essa troca de gases, é fundamental para o 

funcionamento dos tecidos e órgãos do corpo, pois, por meio dela, são eliminados os dejetos 
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celulares, que são careados até o sistema respiratório. Essa função, é chamada de homeostase. 

Além da homeostase, o sistema respiratório também está envolvido em funções como fonação, 

olfato, termorregulação (perda de calor) e manutenção do equilíbrio acidobásico (DORMANS, 

1996).  

A captação de oxigênio e eliminação de dióxido de carbono, são funções do sistema 

respiratório. Este é, juntamente com o gradil costal e os músculos do tronco e abdômen, 

responsável pela ventilação pulmonar. Essa, permitirá que o ar contido no ambiente, consiga 

entrar por diferença de pressão para dentro dos pulmões, realizando assim, no final do trato 

respiratório a sua captação pelo sistema circulatório, permitindo o oxigênio ser difundido a 

nível celular. Para isso, esse sistema respiratório possui zonas ou porções condutoras, que 

permitem que o ar chegue até sua parte final (alvéolo pulmonar) e neste local, consiga entrar 

para o sistema circulatório. O local onde termina a zona condutora é chamado de zona troca ou 

respiratória, e é definido por se diferenciar em não somente conduzir o ar, dentro e fora dos 

pulmões, mas também realizar a troca entre oxigênio e dióxido de carbono, definido como 

hematose (DORMANS, 1996).  

As zonas condutoras caracterizam-se como as estruturas responsáveis por levar ar para 

a parte interna e externa da zona respiratória, ocorrendo a troca gasosa o aquecimento, a 

umidificação e a filtragem do ar, para posteriormente chegar a região de troca gasosa, mais 

distal (CONSTANZO, 2014).  As zonas condutoras dividem-se em dois brônquios, sendo um 

para cada lobo pulmonar, que se subdividem em brônquios menores, que irão posteriormente 

se dividir novamente. Ao todo, são 23 divisões nas vias aéreas que diminuem progressivamente. 

A vias são revestidas por células secretoras de muco e células ciliadas, que promovem a 

proteção do tecido impedindo a entrada, ou, diminuindo a entrada de partículas indesejadas 

(CONSTANZO, 2014).   O processo respiratório é dividido em duas fases:  a primeira, descrita 

como inspiração, traz para o interior dos pulmões o oxigênio enquanto, na segunda o dióxido 

de carbono é, então, expirado (CONSTANZO, 2014).  

As paredes das vias condutoras são compostas por músculo liso, que possui inervação 

simpática e parassimpática.  Os Neurônios simpáticos adrenérgicos ativam receptores β2 na 

musculatura brônquica lisa que farão o relaxamento e dilatação das vias aéreas. Somado a esse 

fato, os receptores β2 são ativados por epinefrina proveniente da circulação que recebida da 

medula suprarrenal e pelos agonistas β2 adrenérgicos como o isoproterenol (DORMANS, 

1996). Em antagonismo, os neurônios parassimpáticos colinérgicos ativam receptores 
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muscarínicos, que iniciam a contração e constrição das vias aéreas, causando resistência e 

complicações no processo de ventilação (DORMANS, 1996). 

Ao final da zona de condução, está a zona respiratória, onde encontram-se os alvéolos 

e outras estruturas que participam das trocas gasosas com os bronquíolos respiratórios, os 

ductos alveolares e os sacos alveolares. Os bronquíolos são partes de transição, podendo ajudar 

ou fazer trocas gasosas pequenas ao longo do trajeto (CONSTANZO, 2014). 

Apesar de caraterísticas diferentes, a zona respiratória apresenta semelhanças com as 

vias aéreas proximais: ambas possuem cílios e musculatura lisa. Em contrapartida, são 

correlacionados como parte da região de trocas gasosas devido ao fato de brotarem 

ocasionalmente alvéolos de suas paredes, o que permite a realização da hematose durante o 

trajeto. A partir deles, surgem os ductos alveolares que se revestem de alvéolos, porém são 

ausentes de cílios e apresentam apenas pouca musculatura lisa (DORMANS, 1996; 

CONSTANZO, 2014). Eles se finalizam em sacos alveolares, que, por sua vez, também são 

revestidos por alvéolos (CONSTANZO, 2014). 

Os alvéolos são protuberâncias que aparecem das paredes dos bronquíolos respiratórios, 

dos ductos alveolares e dos sacos alveolares. Em todo lobo pulmonar possui aproximadamente 

300 milhões de alvéolos (DORMANS, 1996) com cerca de 200 µm de diâmetro/cada. A 

hematose entre os gases alveolares e o sangue do capilar pulmonar pode ocorrer facilmente 

pelos alvéolos devidos suas paredes delgadas margeando um grande perímetro que permite a 

difusão (CONSTANZO, 2014). 

As paredes alveolares são envoltas por fibras elásticas e por células epiteliais, chamadas 

pneumócitos tipo I e tipo II. Os pneumócitos tipo II são os percursores do chamado surfactante 

pulmonar (substância indispensável na função de reduzir a tensão superficial dos alvéolos) e 

possui capacidade regenerativa para os pneumócitos tipo I e tipo II (CONSTANZO, 2014). O 

surfactante pulmonar é uma substância primordial na fisiologia pulmonar. Ele pode ser 

encontrado em todas as espécies que respiram através de pulmões. Na ausência do surfactante, 

o líquido presente entre o alvéolo e o ar apresenta uma tensão superficial alta, que força o 

colabamento das estruturas pulmonares. O surfactante se interpõe às moléculas de água na 

superfície alveolar, diminui a tensão superficial, fazendo com que essa tensão se aproxima de 

zero no final da expiração momento em que a superfície do alvéolo está reduzida, evitando 

assim, a atelectasia ou colapso dos alvéolos pulmonares (FREDDI et al, 2013). 
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Os alvéolos possuem células com capacidade de fagocitar patógenos chamadas 

macrófagos alveolares. Os macrófagos alveolares mantêm os alvéolos sem a presença de ácaros, 

sujidades e restos celulares, uma vez que os alvéolos não contêm cílios para executar essa 

função. Estes macrófagos fagocitam as substâncias ex vivo e migram para os bronquíolos, onde 

os batimentos dos cílios os carream para as vias aéreas superiores e faringe, onde podem ser 

engolidos ou expectorados (CONSTANZO, 2014). 

As paredes alveolares são revestidas por capilares arteriais, advindos do sistema 

cardíaco direito; ele é expulso do ventrículo direito e carreado para os pulmões pela artéria 

pulmonar, se dividindo por toda zona respiratória (CONSTANZO, 2014). Assim como pode 

ser visto em outros órgãos, a regulação do fluxo sanguíneo pulmonar é feita pela alteração da 

resistência das arteríolas pulmonares. Diferenças na resistência arteriolar pulmonar são 

controladas por fatores locais, como por exemplo o O2 (DORMANS, 1996).  

A circulação brônquica é o abastecimento sanguíneo para as vias condutoras aéreas (não 

participantes das trocas gasosas) e é uma fração ínfima do fluxo sanguíneo pulmonar total 

(FREDDI et al, 2013).  

Portanto, alterações na estrutura, condução, troca ou perfusão pulmonar alteram todos 

os outros sistemas dependentes, causando alterações sistêmicas. Devido ao funcionamento 

orquestrado do órgão captando oxigênio e mantendo a homeostase, alterações sistêmicas e 

alterações ventilatórias podem prejudicar as trocas gasosas, causando efeitos adversos aos 

sistemas corporais.  
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FIGURA 4: Fisiologia Pulmonar. Os sistemas respiratório e circulatório cooperam com a função de 

movimentar o O2 e o CO2 entre o ar e as células caracterizando assim a hematose. Adaptado de 

SILVERTHORN 2017. 

 

 

1.7 TERAPIAS ADJUVANTES NA MALÁRIA GRAVE 

Podemos chamar de terapia adjuvante todo tratamento que é feito de forma 

complementar a um tratamento usual e pré-estabelecido de uma doença (SILVA, 2009). As 

terapias adjuvantes são capazes de interagir em rotas biológicas específicas alteradas pela 

malária ou, em estágio final de processos induzidos pela doença (JOHN et al, 2010). 
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As terapias adjuvantes podem envolver quimioterapias, com o uso de probióticos e pré-

bióticos como reguladores da microbiota residente (PIMENTEL, 2011), imunomoduladores 

(JOHN et al, 2010), transfusões de sangue (SABA, 2021) ou o uso de alimentos específicos 

(SAPIENZA, TATIT 2005). 

Bienvenu et al 2008 estudou o efeito da eritropoietina considerando o efeito 

neuroprotetor. No estudo foi utilizado a eritropoietina como terapia adjuvante na fase aguda da 

malária cerebral para aumentar a taxa de sobrevivência. O tratamento adjuvante com 

eritropoietina é capaz de proporcionar um novo processo terapêutico para a malária cerebral, 

combinando a ação eficaz do antimalárico e uma substância neuroprotetora (BIENVENU et al, 

2008). A eritropoietina demonstrou efeito na redução de lesão isquêmica do sistema nervoso 

central e do coração (CASALS-PASCUAL et al, 2008). A eritropoietina mostrou ainda a 

capacidade de manter íntegra a barreira hemato encefálica em estudo realizado in vitro 

utilizando de modelo de barreira hemato encefálica bovina (MARTÍNEZ-ESTRADA et al, 

2013).  

Corticosteroides são substâncias anti-inflamatórios capazes de proteger a barreira 

hemato encefálica, e diminuir a pressão intracraniana e a resposta inflamatória. Eles são 

considerados um dos primeiros agentes adjuvantes testados em estudos em malária grave. 

Porém, dois estudos que utilizavam dexametasona em diferentes doses em adultos no Sudeste 

Asiático (JOHN et al, 2010; MISHRA et al, 2009) e um estudo menor com crianças da 

Indonésia com malária cerebral (MISHRA et al, 2009) não mostraram diferença do processo 

de doença com o uso do corticóide. Em contrapartida, em um dos estudos, a dexametasona foi 

associada ao aparecimento e aumento de complicações e possíveis efeitos colaterais como 

sangramento gastrointestinal, sepse e coma, dificultando a recuperação do paciente (JOHN et 

al, 2010; MISHRA et al, 2009). 

Quelantes de ferro como a deferoxamina foram eleitos como substâncias com potencial 

antimalárico divido sua ação de retenção de ferro, substância fundamental para as vias 

metabólicas do parasito (GORDEUK, LOYEVSKY, 2002). Ensaios com deferoxamina e 

quelante de ferro oral (Deferiprona) não apresentaram diminuição na mortalidade de crianças 

com malária cerebral (GORDEUK et al 1992), ou em adultos com malária grave (MOHANTY 

et al, 2002), porém, os estudos demonstraram um aumento de tempo de depuração do parasito 

foi menor no grupo de tratamento com quelante de ferro (JOHN et al, 2010). Resultados 

preliminares em crianças originárias de Zâmbia, com malária cerebral, demonstraram que o 

tratamento com a com a substância foi descrito com uma rápida diminuição da febre, das 
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convulsões e um tempo de coma reduzido (GORDEUK et al 1992), porém um estudo maior, 

randomizado não mostrou efeito sobre a mortalidade (MISHRA et al, 2009). 

A albumina, por sua vez, parece melhorar o fluxo da microcirculação e treduzir a 

hipovolemia e, então, diminuir a acidose láctica. Em crianças com malária e com sinais de 

acidose metabólica, ensaios clínicos em fases de teste II demonstraram que o uso de albumina 

diminui a mortalidade em 4% em comparação com solução salina, especialmente em crianças 

em coma (JOHN et al, 2010). Outro estudo comparando a albumina e o colóide sintético 

Gelofusine também demonstrou uma vantagem no uso da albumina (AKECH et al, 2006). 

A suplementação de vitamina D tem sido usada nos mais diversos estudos de doenças 

infecciosas e doenças autoimunes. Nesse contexto, Xiyue e colaboradores (2014) 

demonstraram que a administração oral de vitamina D melhorou os níveis séricos de calcifediol 

e diminuiu os níveis de citocinas inflamatórias circulantes (IFN-γ e TNF- α). A inibição das 

respostas Th1 somada à expressão reduzida de quimiocinas CXCL9 e CXCL10 e moléculas de 

adesão celular ICAM-1, VCAM-1 e CD36 resultaram na diminuição do acúmulo de células T 

CD8+ no cérebro e melhoraram a integridade da barreira hemato encefálica (XIYUE et al, 

2014). 

A transfusão sanguínea também tem sido descrita como um possível adjuvante no 

tratamento da malária grave. Em um estudo recente, a transfusão de sangue total resultou em 

substancial melhora da sobrevida de camundongos com malária cerebral experimental em 

estágio avançado tratados com arteméter (SABA et al, 2021). 

Nos últimos anos uma maior importância tem se dado aos ácidos graxos poli-insaturado 

da família do ômega 3, o EPA e DHA, uma vez que tem se demonstrado a atividade anti-

inflamatória desses compostos. Os mecanismos de ação dos ácidos graxos poli-insaturados são 

considerados amplos, uma vez que, possuem a capacidade de balancear mecanismos 

inflamatórios das células. Essas substâncias podem modular propriedades de dinâmica de 

membrana, tal como, modulam a expressão de genes que atuam na produção de mediadores 

inflamatórios ativos (RODRÍGUEZ-CRUZ; SERNA, 2017). O DHA, por sua vez, está 

associado a redução no risco de diversas doenças, e até mesmo alguns tipos de tumores 

(SLAGSVOLD et al., 2010).  

O uso do ômega 3 tem demonstrado a capacidade de potencializar atividades 

quimioterápicas ou até mesmo reduzir os efeitos colaterais do uso de alguns medicamentos 
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(FREITAS; CAMPOS, 2019), devido suas propriedades antiproliferativas, pró-apoptóticas, 

anti-angiogênicas e anti-metastáticas, podendo ser utilizado como eficiente adjuvante em 

tratamentos quimioterápicos (MERENDINO et al., 2013). 

O uso do DHA já é descrito como de suma importância na manutenção da função neural, 

uma vez que é relacionado a saúde neurológica e a melhora na saúde do sistema nervoso central, 

principalmente durante o desenvolvimento embrionário (SUN et al., 2018). É importante 

substância descrita na diminuição do risco de desenvolvimento da doença de Alzheimer 

(YASSINE et al., 2017), assim como em doenças como depressão, bipolaridade, doença de 

Parkinson e Esclerose Amiotrófica Lateral (ZÁRATE et al., 2017). Uma das moléculas 

sintetizada a partir do DHA, a neuroprotectina D-1, é capaz de agir na proteção do cérebro 

contra doenças neurodegenerativas e envelhecimento (ECHEVERRÍA et al., 2017). 

Nesse sentido, valendo-se de sua conhecida propriedade anti-inflamatória neste trabalho 

propomos utilizar o ômega 3 rico em DHA com composto adjuvante na profilaxia contra danos 

pulmonares induzidos pela infecção malárica experimental.  

 

1.8 DHA- ÓLEO DE PEIXE  

A sinergia das diferentes células imunes e a regulação de sua atividade são de 

importância crucial para a montagem de um sistema imunológico eficaz. Essa tarefa é, sempre, 

orquestrada por citocinas e quimiocinas, moléculas essas secretadas por células, incluindo, mas 

não restritas a células imunológicas, que, atraem células específicas para o local da infecção e 

regulam sua ativação ou supressão (SOKOL, LUSTER, 2015). 

Muito se fala sobre a importância de uma alimentação saudável e equilibrada para o 

funcionamento do organismo em máxima homeostase, incluindo o sistema imunológico. 

Alguns fatores ofertados pela dieta têm propriedades imuno-reguladoras, como os 

macronutrientes ácidos graxos. O impacto dos ácidos graxos poli-insaturados (PUFAs) 

dietéticos no sistema imunológico tem sido investigado há décadas, com foco especial nos 

ácidos graxos ômega-3 α-linolênico (ALA), ácido eicosapentaenóico (EPA) e ácido 

docosahexaenóico (DHA) (SOKOL, LUSTER, 2015). 
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O ALA é encontrado em nozes e sementes, enquanto EPA e DHA são os principais 

componentes do óleo de peixe (PASCHOAL, VINOLO et al, 2013). EPA e DHA também 

podem ser sintetizados a partir de ALA (CALDER, 2016), um processo que envolve várias 

etapas orquestradas por múltiplas elongases, dessaturases e β-oxidases (WIKTOROWSKA-

OWCZAREK et al, 2015). 

Os óleos de peixe contêm níveis elevados, mas variáveis, de ácidos graxos poli-

insaturados de cadeia longa ômega-3 (n-3 LC-PUFA), incluindo ácido eicosapentaenóico 

(EPA; 20:5n-3) e ácido docosahexaenóico (DHA; 22:6n-3)., bem como pequenas quantidades 

de ácido docosapeno tenóico (DPA; 22:5n-3). (BANG et al. 1971). Os óleos de peixe mais 

abundantemente produzidos e disponíveis globalmente são óleo de anchova (Engraulis 

ringens), óleo de capelim (Mallotus villosus), óleo de menhaden (Brevoortia tyrannus) e óleo 

de arenque (Clupea harengus), todos os quais contêm quantidades variáveis de n-3 LC PUFA, 

mas são caracterizados por maiores concentrações de EPA do que DHA (TURCHINI et al. 

2009; SOKOL, LUSTER, 2015). 

Comparado ao EPA, o DHA contém uma cadeia de carbono mais longa (22 vs 20) e 

uma ligação dupla adicional (6 vs 5) por molécula, que é considerada a razão para os diferentes 

efeitos metabólicos entre as duas moléculas. Por exemplo, foi relatado que o DHA tem uma 

influência maior na fluidez da membrana e, portanto, na atividade da proteína da membrana e 

dos canais iônicos (HASHIMOTO et al. 1999). Há também evidências crescentes para os 

diferentes papéis e ações dos metabólitos bioativos derivados de EPA e DHA, como 

eicosanóides, metabólitos de lipoxigenase e docosanóides (SERHAN, 2005). Além disso, foi 

demonstrado que o DHA e o EPA dietéticos têm um destino metabólico diferente em modelos 

animais, sendo o DHA preferencialmente retido sobre o EPA e o EPA sendo mais b-oxidado 

do que o DHA (GHASEMIFARD et al. 2015) 

Os metabólitos derivados de ômega-3 têm importantes funções imuno-reguladoras. 

Esses metabólitos são geralmente conhecidos como mediadores pró-resolução e podem ser 

classificados em diferentes famílias – prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanos, maresinas, 

protectinas e resolvinas. Sua síntese é orquestrada por enzimas ciclooxigenase, lipoxigenase ou 

citocromo P450 (RODRIGUES et al 2016). 

São descritos na literatura mecanismos da modulação do sistema imune pelo óleo de 

peixe, como a mudança da composição e função das membranas de células do sistema 

imunológico, mudança no padrão de eicosanóides produzidos, modificação no perfil de 
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citocinas, regulação da expressão gênica e da proliferação de linfócitos T (CALDER, 2016). 

Em experimentos com animais ou em experimentos com humanos, a suplementação com o 

ômega 3 é capaz de modificar o perfil de ácidos graxos na membrana das células, porém esse 

processo ocorre de forma dependente de tempo (YAQOOB et al., 2000; FABER et al., 2011) e 

de dose (REES et al., 2006). Estas mudanças de composição da membrana mudam a produção 

de eicosanóides e a formação de “rafts” lipídicos. Os eicosanóides são mediadores lipídicos da 

inflamação que incluem prostaglandinas (PG), tromboxanos (TX), leucotrienos (LT) e 

lipoxinas (LX) (CALDER, 2016; SOKOL, LUSTER, 2015).  

Para a produção dos eicosanóides são utilizados os lipídios presentes nos fosfolipídios 

das membranas celulares envolvidas durante a inflamação. O ácido araquidônico é usualmente 

mais presente nas membranas celulares e por esse motivo é o mais utilizado para a síntese de 

eicosanóides, levando a produção de prostaglandinas e tromboxanos da série 2 e leucotrienos e 

lipoxinas da série 4 (CALDER, 2016). Uma vez em grades quantidades no organismo, os 

PUFAs n-3 competem com os outros ácidos graxos para a composição da membrana, e assim, 

são capazes de formar, a partir dos ácidos graxos EPA e DHA, prostaglandinas e tromboxanos 

da série 3 e leucotrienos e lipoxinas da série 5. Os eicosanóides produzidos a partir do EPA e 

DHA tem maior característica anti-inlamatória (TREBBLE et al., 2003). Uma parcela disso se 

deve a diminuição do ácido araquidônico disponível, mas também se deve a uma ação direta do 

EPA reduzindo a atividade e expressão da enzima COX-2, responsável pela síntese de 

prostaglandinas após um estímulo inflamatório (BAGGA et al., 2003). 

O Óxido nítrico (NO) é considerado um mediador citotóxico de células imunes efetoras 

ativadas, podendo destruir patógenos e células tumorais. Sendo assim, macrófagos tratados com 

DHA e estimulados com LPS demonstraram diminuição na produção de NO, assim como uma 

diminuição na enzima iNOS. Essa ação se deve a interferência nas vias de sinalização 

intracelulares relacionadas com a regulação da iNOS (AMBROZOVA et al., 2010). Khair-El-

Din et al. (1996) demonstrou que o DHA reduz a produção de NO por macrófagos estimulados 

in vitro com IFN- e LPS. Por outro lado, De Lima et al. (2006) demonstraram que doses 

diminuídas de PUFAs n-6 e n-3 (DHA e o EPA) aumentaram a produção de NO em macrófagos 

estimulados com LPS, uma vez que, em altas doses reduzem a produção de NO nas mesmas 

células. Sendo assim, parece provável que óleo de peixe em doses maiores de DHA do que o 

EPA possa produzir diferentes benefícios à saúde.  
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Os estudos que demonstraram evidências da relação entre a ingestão de ácidos graxos 

poli-insaturados n-3 (PUFAs n-3, ou ômega-3) e inflamação pela primeira vez foram 

demonstradas nos estudos epidemiológicos obtidos por Kromann e Green, em 1980. Eles 

avaliaram durante 25 anos populações de esquimós do distrito de Upernavik, Groelândia e 

registraram uma baixa incidência de doenças autoimunes e inflamatórias, como psoríase, asma 

e diabetes tipo 1 nessa população, assim como a ausência de esclerose múltipla, quando 

comparada com a população da Dinamarca. A maior diferença encontrada na população de 

esquimós foi aa lta ingestão de peixes ricos em PUFAs n-3 (SIMOPOULOS, 2002). 

Pesquisas recentes têm demonstrado o potencial do DHA frente a doenças inflamatórias. 

O óleo de peixe rico em DHA teve efeitos significativos no tratamento de lupos em estudo feito 

com modelo murino. Nesse estudo o DHA foi capaz de reduz os níveis de anticorpos anti-

dsDNA séricos, deposição de imunocomplexos nos rins e a proteinúria. Além disso, o óleo de 

peixe rico em DHA reduziu os níveis séricos de IL-18 e a clivagem dependente de caspase-1 

de pró-IL-18 em IL-18 madura nos rins. Finalmente, o óleo de peixe rico em DHA suprimiu as 

ativações de fosfoinositídeo 3-quinase (PI3K), proteína quinase B (Akt) e NF-κB mediadas por 

lipopolissacarídeos (LPS) no rim, aumentando significativamente e a sobrevida desses animais 

(HALEDE et al, 2010). Baseando-se nessas informações em 2018, o grupo de especialistas da 

Sociedade Europeia de Nutrição Clínica e Metabolismo (ESPEN) recomendou o uso de óleo de 

peixe rico em ômega-3 na nutrição enteral e parenteral, por seus benefícios clínicos gerais 

devido aos seus efeitos anti-inflamatórios e imunomoduladores (CALDER, et al. 2018) 

resultando em redução da taxa de infecção e do tempo de internação hospitalar em pacientes 

clínicos e cirúrgicos internados em UTI (CALDER, et al. 2018). Em conexão com essas 

observações, vários mediadores lipídicos pró-resolução sintetizados a partir de EPA e DHA já 

mostraram proteção e resolução de lesões pulmonares agudas na SARA (HAMILTON et al, 

2018). O ômega-3, na forma de óleo de peixe, principalmente rico em EPA e DHA, também 

tem sido utilizado como tratamento em vários ensaios clínicos em nutrição enteral e parenteral 

em pacientes com SARA no adulto (HAMILTON et al, 2018). Cabe ressaltar que a nutrição 

enteral parece ser mais eficiente para a recuperação de pacientes com SARA. Adicionalmente 

esse estudo mostra os benefícios significativos obtidos em apenas alguns dias (28 dias) de 

tratamento na mortalidade (-36%), bem como na duração da ventilação e no tempo de 

permanência na UTI em pacientes que receberam suplementação enteral de ômega-3 

(LANGLOIS et al. 2019).  
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Experimentos com animais também mostraram um impacto benéfico de dietas ricas em 

ômega-3 contra pneumonia aguda quando os animais foram expostos a infecções 

microbianas. Sharma et al utilizaram camundongos infectados por Klebsiella pneumoniae com 

dietas controle ou enriquecidas com ômega-3. Eles relataram que a suplementação dietética de 

ômega-3 pode exercer um efeito benéfico geral através da regulação positiva das defesas 

imunes específicas e inespecíficas do hospedeiro (SHARMA, et al. 2013). 

Hinojosa et al usaram camundongos infectados por via intranasal com Streptococcus 

pneumoniae. A taxa de sobrevivência aumentou significativamente no grupo da dieta ômega-3 

o que esteve positivamente correlacionado com redução da carga bacteriana. Em tecidos de 

animais alimentados com ômega-3, foi possível medir uma diminuição significativa nos níveis 

de citocinas pró-inflamatórias (HIOJOSA et al, 2003). 

Considerando todos esses resultados, a administração de ômega-3 parece uma estratégia 

razoável na SARA. Uma revisão recente sugeriu o uso sistemático de ômega-3 se nutrição 

enteral ou parenteral for indicada em pacientes com Covid-19 admitidos na UTI. O fator anti-

inflamatório dos componentes do ômega 3 agiram de forma protetora contra a tempestade de 

citocina causada pelo vírus da COVID-19 ajudando a evitar a instalação da SARA nos pacientes 

(THIBAULT, et al. 2020). 

 

1.9 A IMPORTÂNCIA DO USO DO MODELO MURINO NAS INFECÇÕES 

MALÁRICAS 

O uso de modelo animal em estudos científicos é utilizado há centenas de anos pela 

comunidade cientifica mundialmente e a graças a eles, uma grande evolução científica 

aconteceu permitindo, de certa forma, a sobrevivência do ser humano. Os avanços em processos 

farmacológicos, vacinas e técnicas cirúrgicas, dentre outros, somente foram possíveis graças ao 

uso de animais experimentais (MEDANA et al., 1997). 

Modelos experimentais em animais vêm sendo utilizados devido às dificuldades de 

acompanhamento e avaliação das características patológicas nos indivíduos. Estes modelos se 

tornaram amplamente utilizados principalmente devido à facilidade de manuseio e observação 

e criação de camundongos em laboratório, além disso, o seu ciclo de vida pode ser mantido em 
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laboratório por meio de transmissão cíclica, permitem que se trabalhe com uma variação de 

linhagens, ciclos vitais curtos (gestação, amamentação e puberdade), padronização genética e 

do ambiente (MEDANA et al., 1997). 

Em relação a malária, devido às dificuldades éticas em se estudar os processos 

patológicos relacionados a síndrome da malária grave, o uso de animais de experimentação se 

tornou de fundamental relevância. Dessa forma o uso de camundongos associado à sua infecção 

por espécies de plasmódios distintas, oferece a oportunidade de desvendar mecanismos 

imunológicos, histopatológicos e de sobrevivência envolvidos na doença, que só seriam 

possíveis em análises post-mortem (LAMB et al., 2006). No entando, é importante ter ressalvas 

quando se relaciona o modelo animal à doença humana. A exacerbação dos resultados obtidos 

no modelo murino de malária grave para humanos deve ser feita com cautela, uma vez que 

apresentam diferenças significativas entre as espécies humana e murino.  

O modelo murino é considerado o mais utilizado em pesquisas devido principalmente a 

suas similaridades com a malária cerebral em humanos, principalmente com relação à resposta 

imunológica e nos sinais e sintomas que dependem da interação entre a linhagem do 

camundongo e do tipo de plasmódio usado (HUNT, 2003). Os Plasmodium são divididos em 

dois grupos principais: o grupo berghei, composto por Plasmodium berghei, P. yoelii e P. y. 

nigeriensis, e o grupo vinckei contém P. vinckei e P. chabaudi (KILLICK, 1978).  As 

especificidades entre as espécies de Plasmodium murino os tornam ideais no estudo da malária 

humana grave (MEDANA et al., 1997). 

Em modelo murino, o leucócito é a células mais presente durante o sequestro na 

microcirculação cerebral de camundongos, e não os eritrócitos, como na malária grave humana 

(ADAMS et al., 2000; NEILL, HUNT, 1992). Por outro lado, a presença de monócitos no 

endotélio cerebral já foi visualizada na MC pediátrica (GRAU, KOSSODO, 1994).  

Uma grande parcela dos estudos utiliza a infecção por P. berghei ANKA, que demonstra 

uma divisão segura entre linhagens de camundongos resistentes (BALB/c e A/J) e susceptíveis 

(C57Bl/6 e CBA) a malária grave. A susceptibilidade dos animais C57Bl/6 e CBA são 

derivadas da predisposição de resposta imunológica caracterizada pelo perfil Th1 que permite 

que os animais desenvolvam um quadro da doença similar a encontrado no ser humano.  Já é 

descrito na literatura que camundongos susceptíveis e infectados com a cepa ANKA apresentam 

angústia respiratória com acidose láctica, anemia e nefrite, indicando que eles desenvolvem 

sinais e sintomas clinicos semelhantes à observada na malária causada pelo P. falciparum (VAN 
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DER HEYDE et al., 2001). Elas também apresentam mudanças no perfil neurológicos e 

sintomas típicos da MC (coma, paralisia e crise epiléptica), assim como mudanças cerebrais 

microscópicas, como ativação de células endoteliais e micróglia, vistas em pacientes 

acometidos pela doença (MEDANA et al., 1997). Por outro lado, as linhagens resistentes 

possuem diferentes manifestações clínicas ao plasmodium, podendo morrer por volta do 20º 

dia após a infecção apresentando um quadro de anemia grave originado por hiperparasitemia, e 

não apresentando sinais e sintomas de acometimento cerebral (KOSSODO, GRAU, 1993). 
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Parâmetros 

avaliados 

BALB/c CBA C57BL/6 

Início da morte 21 a 28 dias 

pós-infecção 

7 a 14 dias pós-

infecção 

6 a 10 dias 

pós-infecção 

Síndrome da 

angústia Nefrótica 

 * * 

Sequestro 

microvascular   

(eritrócitos parasitados) 

 * * 

Sequestro 

microvascular (Leucócitos) 

 * * 

Angústia 

Respiratória 

 * * 

Presença de Edema  * * 

Acidose Lática  * * 

Anemia * * * 

Coma  * * 

Ativação de células 

endoteliais 

 * * 

Paralisia ou 

Hemiplegia 

 * * 

Convulsão  * * 

Hiperparasitemia * * * 

 

Tabela 1 : Manifestações clínicas e histológicas da infecção por P. berghei ANKA nos 

principais modelos murinos: C57/BL/6, CBA e BALB/C. 



 

47 

 

2 JUSTIFICATIVA  

Apesar da queda no número de casos, a malária ainda é uma doença de difícil controle, 

principalmente em regiões subdesenvolvidas do globo. Por esse motivo, medidas que visam a 

prevenção da doença, o tratamento ou a diminuição de sequelas nos quadros graves são de suma 

importância.  

Os atuais tratamentos antimaláricos utilizados em pacientes com malária grave têm o 

potencial de reverter o quadro clínico com a diminuição da parasitemia, mas não de reduzir a 

resposta inflamatória, o que poderia resultar em uma diminuição de danos teciduais, e, 

consequentemente, a ocorrência de sequelas (SALLERES et al, 2004).  Um dos principais 

órgãos afetados pela adesão de eritrócitos na micro vasculatura são os pulmões, órgão vital do 

corpo humano. Nesse sentido, medidas que possam contribuir para a prevenção de quadros de 

falência e lesão pulmonar grave, ou que auxiliem no tratamento de síndromes relacionadas são 

necessárias. 

Para o desenvolvimento de estudos relacionados a malária grave, o uso de animais como 

modelo experimental tem grande importância, visto que, o estudo em humanos é limitado 

apenas para análises post-mortem. Atualmente o modelo experimental para malária grave mais 

comumente aceito são as infecções por Plasmodium berghei ANKA em camundongos das 

linhagens CBA ou C57BL/6. Estes, apesar de apresentarem algumas diferenças no comparativo 

com os quadros clínicos humanos, apresentam semelhanças significativas em relação ao 

desenvolvimento da malária grave humana, como a inflamação tecidual, a adesão de eritrócitos 

no endotélio, déficits cognitivos, respiratórios e motores e rápido desenvolvimento do quadro 

clínico (VAN DER HEYDE et al., 2001).  

O DHA tem sido objeto de estudo em diversas comorbidades pulmonares, desde 

doenças autoimunes como fibrose cística, até doenças virais como a COVID 19, devido ao seu 

potencial anti-inflamatório. Nesse sentido, valendo-se do potencial anti-inflamatório do DHA, 

propomos com esse estudo avaliar o papel dessa macromolécula na infecção murina por 

Plasmodium berghei ANKA, em doses de 3,0 g/Kg e 6,0 g/Kg tendo-se como alvo as alterações 

pulmonares decorrentes da doença.  
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3 OBJETIVOS 

3.0 OBJETIVO GERAL 

Avaliar o efeito da suplementação alimentar com ômega 3 ricos em DHA, no 

desenvolvimento de lesões pulmonares em camundongos C57BL/6 infectados com P. berghei 

ANKA. 

3.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1- Avaliar o perfil clínico dos camundongos pré-tratados com óleo de peixe rico 

em DHA e infectados com P. berghei ANKA;  

2- Avaliar o perfil parasitêmico e a taxa de sobrevivência dos camundongos pré-

tratados com óleo de peixe rico em DHA e infectado com P. berghei ANKA; 

3-  Investigar a integridade da barreira pulmonar dos camundongos pré-tratados 

com óleo de peixe rico em DHA e infectado com P. berghei ANKA; 

4- Investigar ocorrência de edema pulmonar dos camundongos pré-tratados com 

óleo de peixe rico em DHA e infectado com P. berghei ANKA; 

5- Determinar in situ (homogenato de pulmão) os níveis) de citocinas pró e anti-

inflamatórias dos camundongos pré-tratados com óleo de peixe rico em DHA e infectado 

com P. berghei ANKA; 

6- Determinar o perfil fenotípico de distintas populações celulares (linfócito 

TCD4+, TCD8+, monócitos e neutrófilos) nos pulmões dos camundongos pré-tratados com 

óleo de peixe rico em DHA e infectado com P. berghei ANKA; 

7- Verificar a ocorrência de alterações histopatológicas nos pulmões dos 

camundongos pré-tratados com óleo de peixe rico em DHA e infectado com P. berghei 

ANKA.  
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4 METODOLOGIA 

4.0 ANIMAIS E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 

Para esse estudo foram utilizados camundongos fêmeas C57BL/6, com idade entre 6 e 

8 semanas, obtidos do centro de Biologia da reprodução pertencente a Universidade Federal de 

Juiz de Fora. Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno em grupos de no máximo 

5 animais por gaiola, com água filtrada e ração (Nuvitall) ad libitum. As gaiolas foram mantidas 

durante todo o tempo em que os animais não estavam sendo manipulados em estantes ventiladas 

com temperatura e ciclo de luz controladas. O uso desses animais atendeu as recomendações 

da comissão de ética em experimentação animal (protocolo 06/2022) 

Para que os objetivos específicos fossem alcançados determinou-se o seguinte desenho 

experimental: 

 

FIGURA 5: Delineamento experimental. Os animais foram tratados previamente 15 dias antes da 

infecção pelo Plasmodium beghei ANKA. Os dias críticos, relacionados ao desenvolvimento da malária 

grave, referem-se aos dias 20 a 26 (5º a 10º dia após infecção) onde os animais com escore ≤ 8 foram 

eutanasiados. Os animais sobreviventes foram eutanasiados todos no dia 28 (12º dia após infecção). 

 

O tratamento com o óleo de peixe rico em DHA foi iniciado 15 dias (D0) antes da 

infecção experimental (D15) com Pb. ANKA sendo mantido até o dia 28, último dia do estudo. 
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A partir da infecção os animais foram avaliados diariamente quanto ao perfil clínico, 

parasitemia e taxa de sobrevivência até o final do seguimento.  

Foram definidos 4 pontos de eutanásia conforme descrito a seguir: 

D20: 5º dia após infecção com o objetivo de avaliarmos o perfil histopatológico 

(hemorragias, obstruções celulares e inflamação) dos pulmões. 

D21: 6º dia após infecção com o objetivo de avaliarmos o perfil histopatológico dos 

pulmões. 

D22: 7º dia após infecção, esse é um período crítico para o estabelecimento da MC. 

Nesse dia, parte dos animais foram eutanasiados para avaliação patológica, perfil celular, 

presença de edema e ocorrência de permeabilidade vascular e perfil de citocinas pró e anti-

inflamatórias nos pulmões.  

D28: 12º dia após infecção, após o período crítico de desenvolvimento de MC, foram 

avaliados perfil patológico, e perfil de citocinas pró e anti-inflamatórias nos pulmões. 

Até o final do experimento dados de parasitemia e perfil clínico foram adquiridos. 

 

Os grupos experimentais foram definidos como a seguir: 

1. Controle: Animais tratados com água e sem infecção. 

2. Grupo infectado: Animais tratados com água e infectados por P. berghei 

ANKA. 

3. Grupo tratado com 3,0 g/Kg: Animais tratados com dose diária de 

3g/Kg de DHA e infectados por P. berghei ANKA. 

4. Grupo tratado com 6,0 g/Kg: Animais tratados com dose diária de 

6g/Kg de DHA e infectados por P. berghei ANKA. 
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4.0.1 TRATAMENTO COM ÓLEO DE PEIXE RICO EM DHA 

O tratamento dos animais foi realizado utilizando-se o óleo de peixe rico em DHA da 

marca Essential Nutrition (DHA 1000 mg – high concentraition oh DHA OMRGA 3). As 

informações da tabela nutricional (ANEXO 1) foram utilizadas para obtenção de duas 

concentrações de DHA usadas neste estudo: 3 e 6 g/Kg. Para a realização do tratamento, o óleo 

contido nas cápsulas gelatinosas foi retirado e armazenado, apenas pelo tempo do ajuste de 

concentração, em um vidro âmbar. Cada animal recebeu diariamente, via gavagem, 200 µL do 

composto na concentração ajustada em água. O tratamento foi iniciado 15 dias antes da infecção 

com Pb ANKA permanecendo até o 10º dia decorridos da mesma.
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Informações 

Nutricionais 

Porção de 3g  

  

Composição Quantidade por porção %V.D.(*) 

Valor Energético 0,9 kcal= 3,7kj 1% 

Gorduras Totais 0,1g 6% 

Gorduras Saturadas 0g * 

Gorduras Trans 0g * 

Gorduras 

Monoinsaturadas 

0,01g * 

Gorduras Poli-

insaturadas 

0,06g * 

EPA 0,01g * 

DHA 0,05g * 

Vitamina E 0,2mg * 

Tabela 2: Informação nutricional do suplemento óleo superconcentrado em DHA na porção 

para os animais do grupo de 3g/Kg (Essential Nutrition).  

 

4.1 INFECÇÃO EXPERIMENTAL COM PBANKA 

Inicialmente, uma ampola contendo Pb ANKA criopreservado foi descongelada em 

temperatura ambiente. Após o descongelamento 200 microlitros do sangue infectado foram 

inoculados via intraperitoneal em 2 camundongos repique. Entre os 4 e 6 dias decorridos da 

infecção foram confeccionados esfregaços sanguíneos finos de ponta de cauda com o objetivo 

de determinar a parasitemia circulante. Nesse caso foi coletada uma gosta de sangue que após 

estirada sobre a lâmina de microscopia e seca ao ar foi fixada com metanol. A seguir procedeu-

se a coloração da mesma com Giemsa a 10% por 20 minutos.  Então o esfregaço foi analisado 

em microscópio óptico (Olympus CX41) lente de aumento de 100X. Para a determinação de 

parasitemia foram contadas a quantidade total de hemácias parasitadas em um universo de mil 

hemácias. Quando a parasitemia alcançou a taxa de 4 a 8% os animais foram anestesiados com 
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NaCl 0,9%, 2% de xilazina e 10% de quetamina, via intraperitoneal (i.p), sendo o sangue 

coletado por punção cardíaca, utilizando seringa heparinizada.  

O sangue coletado foi, então, diluído em tampão fosfato salino 1X (PBS 1x) e 

centrifugado a 300 g por 10 minutos. Após a centrifugação, o sobrenadante foi descartado e o 

sedimento foi ressuspendido em 10 mL de PBS 1x e centrifugado novamente 300 g por 10 min. 

Na sequência, as hemácias foram contadas na câmara de Neubauer e, a partir da parasitemia 

obtida do esfregaço sanguíneo do animal repique, a concentração de hemácias parasitadas foi 

reajustada para 105 células/ 200 µL. A infecção de cada animal foi realizada por via i.p. de 

acordo com os grupos experimentais definidos anteriormente.  

 

4.2 AVALIAÇÃO CLÍNICA, PARASITEMIA SANGUÍNEA E DETERMINAÇÃO DE 

CURVA DE SOBREVIVÊNCIA 

No 4º dia após a realização da infecção experimental com PbA os parasitos sanguíneos 

começam a ser detectados no sangue circulante. A partir desse momento iniciou-se a avaliação 

clínica dos animais seguindo o protocolo descrito por Carrol e colaboradores (2010).  

Brevemente, esse protocolo é baseado em uma escala rápida de coma e comportamento murino 

(RMCBS – rapid murine coma and behaviour scale) onde a análise de parâmetros 

comportamentais e neurológicos de forma periódica, permite determinar o momento em que se 

estabelece o quadro grave de MC. Durante a aplicação do teste comportamental são observados 

10 parâmetros que devem ser pontuados de 0 a 2, onde 0 significa total disfuncionalidade do 

parâmetro e 2 total proficiência do parâmetro. Ao todo são avaliados 10 parâmetros:  marcha, 

equilíbrio, comportamento exploratório, força, fuga ao toque, posição do corpo, força dos 

membros, reflexo do pavilhão auricular, reflexo plantar, agressão e grooming. Conforme a 

pontuação do animal reduz, também deve ser reduzido o intervalo de tempo de avaliação: 20 

pontos: avaliação a cada 24 horas; 19 a 16 pontos: 12 horas; 15 a 11 pontos: 4 horas; 10 a 6 

pontos: 2 horas. Quando a pontuação referente a essa análise clínica alcança somatório menor 

ou igual a 8 o animal deve ser eutanasiado para evitar sofrimento. 

Para acompanhamento da parasitemia, uma gota de sangue da veia caudal foi obtida 

diariamente e utilizada para a confecção de um esfregaço sanguíneo fino. Cada esfregaço foi 

fixado com metanol por 3 minutos e corados com Giemsa a 10% por 20 min. Após secagem, a 
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parasitemia sanguínea foi definida por meio da razão obtida entre o total de hemácias infectadas 

em um universo de 1000 hemácias. As parasitemias foram determinadas por meio de análise 

dos esfregaços em microscópio ótico (aumento de 100X). Durante a análise clínica dos animais, 

os óbitos foram anotados para determinação da taxa de sobrevivência.  

 

4.3 EUTANÁSIA  

Animais apresentando sinais clínicos compatíveis com malária cerebral e com escore 

abaixo de 8 foram imediatamente direcionados para eutanásia.  Para tal, os mesmos foram 

anestesiados com solução anestésica (Nacl 0,9%, 2% de xilazina e 10% de quetamina), via i.p., 

seguindo-se exsanguinação por punção cardíaca para posterior obtenção de soro após 

centrifugação (300 g por 15 minutos). Após o sangue ser coletado, procedeu-se com a perfusão 

cardíaca que se baseia na aplicação de. 40 mL de PBS 1X diretamente no coração do animal. A 

perfusão tem por finalidade retirar do vaso sanguíneo células (eritrócitos ou leucócitos) que não 

estejam aderidas ao mesmo.  

Após perfusão, o pulmão do animal foi retirado da caixa torácica, lavado em PBS 1X e 

dividido ao meio. A metade direita foi armazenada em paraformolaldeido 4% e direcionada 

para a histologia, enquanto metade esquerda foi armazenada em soro fetal bovino em 

temperatura de -80 ºC para posterior obtenção de homogenato para dosagem de citocinas in 

situ.  

Os animais que sobreviveram ao período crítico de MC (D6 ao D11) foram eutanasiados 

no 12º dia após a infecção seguindo-se mesmo procedimento descrito acima. 

 

4.4 AVALIAÇÃO DA INTEGRIDADE CELULAR PULMONAR  

A técnica de Azul de Evans foi utilizada nesse estudo como fator de medição de 

integridade celular, uma vez que o corante se liga a albumina sérica como veículo para 

circulação na corrente sanguínea não atravessando o endotélio vascular, exceto em condições 

de danos.  Para tal, o animal foi anestesiado com uma combinação de NaCl 0,9%, 2% de xilazina 
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e 10% de quetamina, i.p., e isoflorano inalatório. Após anestesia, 200 µL do corante Azul de 

Evans a 2% (Sigma- Aldrich) foi injetado no plexo orbital de cada animal. Após 1 hora, os 

animais foram novamente anestesiados com solução de Nacl 0,9%, 2% de xilazina e 10% de 

quetamina, i.p., e eutanasiados com perfusão de 10 mL de PBS 1X.  

A seguir, os pulmões foram retirados da caixa toráxica, lavados em PBS 1X e, então, 

mergulhados em 2 mL de Formalina (Sigma-Aldrich) seguindo-se incubação do órgão por 48h 

a 37ºC para eluição do corante extravasado para o tecido (STEELE e WILHELM, 1966). A 

determinação da absorbância referente ao corante extravasado foi feita por meio de 

espectrofotômetro a uma densidade de 620 nm. A seguir a absorbância foi normalizada de 

acordo com o peso dos órgãos do animal e calculada através equação y=0,0013+0,0243. 

 

4.5 AVALIAÇÃO DO EDEMA PULMONAR  

Para avaliação de ocorrência de edema pulmonar foi utilizado o protocolo descrito por 

Padua e colaboradores (2017). Brevemente, aninais que demonstraram ou não sinais de malária 

grave foram anestesiados e eutanasiados por hipovolemia por punção cardíaca. Nesse caso não 

foi realizada perfusão com PBS 1X. Após retirada da caixa torácica, o órgão de cada animal foi 

lavado em PBS 1X, seco em papel toalha e, então, pesado e armazenamento em microtubo. A 

seguir, os tubos contendo os órgãos foram acondicionados com a tapa aberta em placa 

aquecedora por 48horas a 60 ºC, sendo novamente pesados. O edema foi determinado tomando-

se para cálculo o peso inicial do órgão (úmido) dividido por peso final em 48h (peso seco). 

 

 

4.6 EXTRAÇÃO DE CITOCINAS DO TECIDO PULMONAR  

Após eutanásia do animal o lobo pulmonar esquerdo foi coletado e armazenado em soro 

fetal bovino inativado e mantido a -80 oC até o momento do uso.  Para a extração do homogenato 

para posterior dosagem de citocinas, o tecido pulmonar foi macerado em solução para extração 

de citocinas (0,4 M NaCl, 0,05% Tween-20, 0,5% albumina de soro bovino, 0,1 mM de fluoreto 
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de fenilmetilsulfonila, 0,1 mM de cloreto de benzetônio, 10mM de EDTA, 0,02% de aprotinina 

– para cada 100 mg de tecido usou-se 1000 µL de solução de extração) até total dissociação do 

tecido. Após esse pocesso a solução obtida foi centrifugada a 2000 g por 10 minutos a 4 oC. O 

sobrenadante foi, então, aliquotado em volumes de 100 µL em microtubos e armazenados a -

80 oC até o momento da realização do ensaio Elisa para detecção de citocinas. 

 

4.7 ELISA DE CITOCINAS  

A dosagem in loco de citocinas foi feita de acordo com recomendações do fabricante do 

kit de ELISA utilizado (BD). Foram sensibilizadas Placas de 96 poços com anticorpo de captura 

nas proporções: para dosagem de IL-10, TNF-α e IFN-γ utilizou-se diluição de 1:250 de 

anticorpo de captura. Os anticorpos de captura para IL-10 e TNF-α foram diluídos em tampão 

fosfato de sódio 0,2 M (0,087 M de Na2HPO4, 0,12 M de NaH2PO4, qsp 1 L, pH 6,5) enquanto 

os anticorpos de captura para IFN-γ foram diluídos em tampão carbonato de sódio 0,1 M (0,084 

M de NaHCO3, 0,018 M de Na2CO3, qsp 1 L, pH 9,5). Após a sensibilização, a placa de 96 

poços foi incubada a 4 °C por 24 horas. Depois de incubadas elas foram lavadas 3 vezes com 

PBS-Tween 0,05% e o bloqueio de sítios inespecíficos foi feito adicionando-se a cada poço 200 

µl de solução diluente (PBS 1x acrescido de soro fetal bovino). A diluição da curva padrão 

utilizada foi feita de forma seriada, partindo-se de 4000 pg/mL até o ponto mínimo de 31,25 

pg/mL. As placas foram lavadas novamente e adicionou-se 50 µL de solução diluente contendo 

anticorpo de detecção na seguinte proporção: IL-10 1:250, TNF-α 1:500, IFN-γ 1:250 e foram 

incubadas a temperatura ambiente durante 1 hora. As placas foram, então, lavadas e foi 

adicionado a cada poço 50 µL de enzima avidina-peroxidase diluída em solução diluente e 

incubadas por 30 minutos. Foi feito novamente a lavagem das placas e adicionou-se 50 µL de 

substrato (TMB) por 15 minutos a temperatura ambiente. Após esse período a reação da enzima 

com o substrato foi interrompida utilizando 50 µL/poço de ácido sulfúrico a 2 N e foi lida em 

espectrofotômetro a 450 nm. A concentração de citocinas foi determinada a partir da equação 

de regressão linear, obtida pelos valores das absorbâncias referentes à curva padrão de cada 

citocina. 
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4.8  PROCESSAMENTO DO TECIDO PULMONAR PARA ANÁLISE 

HISTOPATOLÓGICA  

Foram aplicadas as colorações de Hematoxilina-Eosina nas lâminas com cortes 

histológicos do tecido pulmonar para a análise das alterações teciduais. O processo de coloração 

foi feito com a imersão das lâminas em 3 banhos de xilol, de duração de 10 minutos (primeiro 

banho) e 5 minutos (segundo e terceiro banhos), para desparafinização. Depois, para hidratação 

dos tecidos, as lâminas foram imersas em banhos de 1-3 minutos cada, em solução de álcool 

absoluto, álcool 95%, álcool 80%, álcool 70%, e 5 minutos em água e mais 5 minutos em água 

destilada. Após esse processo as lâminas foram submersos em corante Hematoxilina (corante 

ácido) por 2 minutos, depois foi feita a lavagem em água corrente por 5 minutos. Após a 

lavagem foi realizada imersão em corante Eosina (corante básico), por 30 segundos a 2 minutos 

seguido de lavagem em água corrente por 1 minuto. Para finalizar, as lâminas foram imersas 

em quatro banhos de álcool (70%, 80%, 95% e 100%) por 1 minuto em cada tanque e depois 

em três banhos de Xilol por 2 minutos cada. A análise histológica foi realizada utilizando-se 

objetiva de 10x e 20x. 

 

 

4.9 OBTENÇÃO DE CÉLULAS DO TECIDO PULMONAR 

Para a determinação do perfil fenotípico das células pulmonares após eutanásia os 

camundongos foram perfundidos com 20 mL de PBS 1X. A seguir, foram retirados da caixa 

torácica, cortados em pequenos pedaços e incubados 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. Após 1 hora de incubação em estufa a 37 °C e 5% de CO2  500 

µL de RPMI contendo 5% de SFB e 0,01% de DNAse gelado foram adicionados em cada 

amostra. Então o tecido pulmonar foi macerado contra uma rede de naylon (Cell strainer 70 μm 

- BD Biosciences®) com o auxílio de um embolo de seringa. A suspensão celular foi então, 

transferida para tubos de 15 mL e centrifugada por 10 minutos na rotação de 300g a 23 °C. O 

sobrenadante foi -descartado e o sedimento de células preparadas para citometria. 
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4.10 IMUNOFENOTIPAGEM DAS CÉLULAS OBTIDAS DO TECIDO PULMONAR  

A determinação das populações celulares do tecido pulmonar de animais previamente 

tratados com óleo de peixe rico em DHA e infectados com Pb ANKA foi realizada por 

citometria de fluxo. As células do macerado pulmonar, obtidas e processadas como descrito nos 

itens anteriores foram transferidas para uma placa de 96 poços em fundo “V” e centrifugadas a 

500 g por 10 minutos. Descartamos o sobrenadante e em seguida as células foram 

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. Finalizada a incubação as células foram 

lavadas com 100 μl de PBS 1X contendo 5% de SFB e centrifugadas por 10 minutos a 500 g. 

Foi descartado o sobrenadante e as células foram ressuspendidas em 50 μl de tampão FACS 

(PBS 1X acrescido de 5% SFB) contendo cada um dos anticorpos de superfície (Tabela 1) 

seguindo-se incubação por 20-30 minutos a 4 ºC protegido da luz. Depois as células foram 

fixadas e permeabilizadas utilizando o kit tampão de fixação e permeabilização (BD 

Biosciences) e, posteriormente, incubadas com o mix de anticorpos intracelulares (Tabela 1) 

diluídos no tampão de permeabilização (Perm/Wash) por 30-40 minutos a 4 ºC protegido da 

luz. Finalizada a incubação, as células foram lavadas 2 vezes com 150-200 μl do tampão 

Perm/Wash. As amostras foram passadas em um citômetro de fluxo (CytoFlex ou FACS Canto 

II) e os dados analisados no programa FlowJo (TreeStar, Estados Unidos). As estratégias de 

análise serão demonstradas na Figura 8. 
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FIGURA 6: Estratégia de análise utilizada para fenotipagem das células pulmonares. 
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Localização Diluição Marcador Canal/Fluorocromo Clone Marca 

Superfície 0,3:100 

SiglecF 

(CD170) 
PE 1RNM44N eBioscience 

CD11c PercpCy 5.5 HL-3 BD 

I-A/I-E BB 515 2G9 BD Horizon 

Ly6C APC Cy7 AL-21 
BD 

Pharmingen 

Ly6G SB600 1 A8 eBioscience 

CD11b Alexa Fluor 700 M1/70 
BD 

Pharmingen 

CD206 Pe- Cy7 MR6F3 eBioscience 

CD45 FITC 30F11 
BD 

Pharmingen 

F4/80 Texa Red T45-2342 BD Horizon 

TCR PE H57-597 
BD 

Pharmingen 

CD4 APC-H7 GK1.5 
BD 

Pharmingen 

CD8 Alexa Fluor 700 53-6.7 
BD 

Pharmingen 

FC Block * 93 eBioscience 

 

Intracelular 

 

1:100 

CD68 eFluor 660 FA-11 eBioscience 

iNOS APC-eFluor 780 CXNFT eBioscience 

 

Marcadores Populações avaliadas 

CD45 Leucócitos Totais 

TCR Linfócitos Totais 

CD3+CD4 Linfócitos CD4 

CD3+CD8 Linfócitos CD8 

CD11 Células Mieloides 

CD11b+LY6Chi+LY6G Monócitos inflamatórios 

CD11b+LY6CINT+LY6G Neutrófilos 

CD45+CD68+CD11c Macrófagos/Células dendríticas 

CD206 Receptor de manose 

Tabela 3: Lista de anticorpos usados para marcação das células no tecido pulmonar.
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4.11 ANÁLISE ESTATÍSTICA  

A análise estatística foi realizada no software GraphPad Prism (versão 6.0). A estatística 

foi feita através de testes de normalidade de Kolmogorov-Smirnov, em seguida foram feitos 

testes One-Way Anova, com pós teste de Tukey e Krustal-Wallis quando necessário para 

comparações múltiplas e teste T para comparações pareadas.
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5 RESULTADOS 

Óleo de peixe rico em DHA protege camundongos C57BL6 contra sintomas graves 

de malária aumentando sua sobrevida 

O presente estudo avaliou inicialmente o efeito do óleo de peixe com alta concentração 

de DHA na evolução da infecção malárica por P. berghei ANKA em camundongos C57BL/6.  

Os resultados demonstraram que ao contrário do observado no grupo controle infectado 

(PbA), onde 100% dos animais evoluíram para o quadro de malária grave sendo eutanasiados 

entre o 6º e 8º dia após infecção, 70 e 79% daqueles que receberam 3 e 6 g/kg de DHA, 

respectivamente, sobreviveram ao período crítico da doença não apresentando qualquer sinal 

de doença grave (Figura 9, A e B). Esses animais apresentaram ao longo de toda a avaliação 

clínica funções motoras preservadas e bom estado geral sendo eutanasiados no 12º dia 

decorridos da infecção.  
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FIGURA 7: Perfil clínico de camundongos C57BL/6 pré-tratados ou não com ômega 3 

rico em DHA e infectados com Plasmodium berghei ANKA. A: Representação do perfil clínico 

dos camundongos ao longo do estudo com um 17 animal em cada grupo experimental somando 3 

experimentos; ANOVA  *p < 0,012.  B: Taxa de sobrevivência de 55 animais por grupo experimental 

dos 6 experimentos realizados; ANOVA *p = 0,005.
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Óleo de peixe rico em DHA controla a parasitemia sanguínea e peso dos 

camundongos C57BL/6 nos primeiros dias de infecção 

Para investigar o efeito do óleo de peixe com alta concentração de DHA na parasitemia 

sanguínea dos animais infectados, esfregaços estendidos foram confeccionados diariamente a 

partir de uma gota de sangue coletada da ponta de cauda. Os resultados demonstraram que nos 

primeiros dias da infecção (5º ao 7º dpi) os níveis de parasitos circulantes se mantiveram 

estatisticamente reduzidos nos animais tratados em relação ao que não receberam o óleo. 

Independentemente da dose utilizada esses níveis se mantiveram baixos até o momento da 

eutanásia (12º dia) (Figura 10 A).  

Interessantemente, durante o experimento notou-se que os animais não tratados e os 

animais tratados profilaticamente com óleo de peixe rico em DHA com 3,0 g/kg tiveram uma 

perda de peso significativa (p < 0,0001, p = 0,0060, respectivamente) após a infecção. Em 

contrapartida, os animais tratados com 6,0 g/kg do óleo mantiveram o peso após infecção 

(Figura 10 B). 
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FIGURA 8: Perfil parasitêmico e análise de peso corporal de camundongos C57BL/6 

pré-tratados ou não com ômega 3 rico em DHA e infectados com Plasmodium berghei 

ANKA. A: Frequência de parasitos circulantes de 21 animais em cada grupo experimental somando de 

3 experimentos e; B: Peso corporal (g), observados em 35 animais de cada longo do estudo (teste t *p 

< 0,000, teste t *p = 0,006, respectivamente)
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Óleo de peixe rico em DHA protege contra a permeabilidade vascular e edema 

pulmonar em camundongos C57BL/6  

Visto que animais tratados com óleo de peixe rico em DHA foram protegidos contra 

sintomas neuronais graves da infecção causados por P. berghei ANKA o que refletiu na 

sobrevida dos mesmos, nós investigamos, a seguir, o efeito do óleo a nível pulmonar. 

Especificamente foi investigada a ocorrência de permeabilidade vascular alveolar e de edema 

pulmonar em animais eutanasiados no 7º dpi.  

Para a análise da permeabilidade vascular foi utilizada a técnica de azul de Evans. Nesse 

caso, o corante extravasado para o tecido é recuperado e avaliado quanto a sua concentração 

por meio da análise da densidade óptica. Os dados, ilustrados na Figura 11 A, demonstram que 

pulmões de animais tratados com óleo rico em DHA foram protegidos contra danos vasculares 

(Figura 11 A). Por outro lado, a maior concentração de azul de Evans observada nos pulmões 

de animais somente infectados alertam para a ocorrência dessa patogenia.  Não houve diferença 

entre a concentração de azul de Evans observada nos pulmões dos animais tratados e controle 

(Figura 11 A).  

A ocorrência do edema pulmonar, por sua vez, foi determinada por meio da razão; peso 

úmido/peso seco do órgão. Corroborando o dado de permeabilidade pulmonar é possível 

verificar que essa razão entre animais controle (não infectados) e infectados tratados foi similar 

independentemente da dose de DHA. Por outro lado, animais infectados não tratadas 

apresentaram razão de peso (úmido/seco) significativamente superior a observada nos outros 

grupos experimentais sugerindo, portanto, ocorrência de edema.  
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FIGURA 9: Alterações pulmonares em camundongos C57BL/6 pré-tratados ou não com 

ômega 3 rico em DHA e infectados com Plasmodium berghei ANKA. A:Permeabilidade 

vascular endotelial pulmonar realizada em 34 animais divididos entre os grupos experimentais 

(ANOVA *p = 0,0004). B: Edema pulmonar de 53 animais divididos entre os grupos experimentais 

(ANOVA*p = 0,0002) 
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Óleo de peixe rico em DHA reduz os níveis de citocinas pró-inflamatórias no tecido 

pulmonar de camundongos C57BL/6  

Considerando os estudos que sugerem o potencial anti-inflamatório do DHA avaliamos, 

a seguir, o perfil de citocinas pro- (IFN- γ e TNF-α) e anti-inflamatórias (IL-10) no tecido 

pulmonar dos animais pertencentes aos grupos experimentais; especificamente no 7º e 12º dia 

decorridos da infecção. 

Conforme ilustrado, no 7º dia do estudo os níveis de IFN- γ e TNF-α estiveram 

significativamente aumentadas no grupo de animais infectados que não receberam DHA tanto 

em relação ao grupo não infectado quanto àqueles infectados, porém, tratados profilaticamente 

com o óleo contendo DHA (Figura 12 A e B). Animais tratados, os quais sobreviveram a 

infecção (12º dia do estudo), também mantiveram níveis reduzidos dessas citocinas.  

Em relação a IL-6, avaliada somente no 12º dia do estudo, (Figura 12 C) nota-se que os 

níveis dessa citocina estiveram significativamente reduzidos nos pulmões dos animais tratados 

com DHA em relação aos animais somente infectados. Os níveis de Il-6 observados nos animais 

tratados, independentemente da dose, foram similares ao observado no grupo controle (não 

infectado). 

Entre as citocinas com perfil anti-inflamatório, independentemente do momento da 

análise, IL-10 esteve significativamente aumentada nos grupos tratados com o ômega 3 rico em 

DHA quando comparado ao observado nos pulmões de animais infectados e sem tratamento 

prévio (Figura 12 D). 
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FIGURA 10: Níveis de citocinas pró e anti-inflamatórias detectadas em homogenato de 

pulmão de camundongos C57BL/6 pré-tratados ou não com ômega 3 rico em DHA e 

infectados com Plasmodium berghei ANKA. Foi utilizado um número total de 22 animais 

divididos entre os grupos experimentais no 7º dia após a infecção e 15 animais divididos entre os 

grupos experimentais no 12º após a infecção A: IFN- (ANOVA *p = 0,002); B: TNFα (ANOVA *p < 

0,000) C: IL-6 (ANOVA *p = 0,003) D: IL-10 (ANOVA* p = 0,036). Análises realizadas no 7o e 12o 

dias decorridos da infecção malárica experimental. 
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Óleo de peixe rico em DHA altera o perfil fenotípico das células do tecido pulmonar 

de camundongos C57BL/6  

Considerando que os resultados provenientes de todas as análises realizadas até este 

ponto do estudo para os grupos tratados com 3,0 e 6,0 g/kg de DHA foram similares entre si e 

diante da eminente necessidade de uso cada vez mais reduzido de animais na experimentação, 

a análise in situ (no pulmão) das populações celulares de caráter mieloide e linfoide foi realizada 

com base no grupo tratado com a dose menor de DHA, ou seja, 3,0 g/kg.  

Tratando-se das células linfoides observa-se que leucócitos (CD45+) e linfócitos T totais 

(TCR+) tiveram frequências elevadas, em relação as células CD45+, em pulmões de animais 

somente infectados. Por outro lado, frequências reduzidas dessas células foram observadas em 

animais tratados com 3,0 g/kg de DHA e em animais controles (não infectados) (Figura 13 D e 

1E).  

Os percentuais das subpopulações de linfócitos T, linfócitos T CD4 (CD3+CD4+) e T 

CD8 (CD3+CD8+), foram avaliados em relação a população de células CD45+ totais presentes 

no pulmão (Figura 13 F e 1G). Observa-se que o percentual de linfócitos T CD4 esteve 

significativamente reduzido nos pulmões dos animais somente infectados e naqueles tratados 

com DHA e infectados em relação ao observado nos pulmões de animais controles (Figura 13 

F). Por outro lado, a frequência de linfócitos T CD8 esteve significativamente elevada nos 

animais somente infectados em relação aos controles e aqueles tratados com 3,0 g/kg de DHA 

(Figura 13 G) 

Analisando-se a Figura 13 A é possível observar que pulmões provenientes de animais 

infectados que não receberam tratamento profilático com DHA apresentaram frequência 

significativamente maior de células expressando o marcador CD11b (marcador de células 

mieloides) em relação ao proveniente de animais controle e daqueles profilaticamente tratados 

antes da infecção. O mesmo pode ser observado em relação a população de monócitos 

inflamatórios (CD11b+Ly6ChiLy6G-) e neutrófilos (CD11b+Ly6CintLy6G+) (Figure 13 B e 13 

C). Para essas populações, respectivamente, nota-se em animais infectados e não tratados com 

DHA frequência 11, 25 e 5 vezes maior em relação aos animais controle. Em relação aos 

animais pertencentes ao grupo tratado com 3,0 g/kg de DHA observa-se frequências 5, 3,3 e 
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2,7 vezes inferiores para células CD11b+, monócitos inflamatórios e neutrófilos, 

respectivamente.    

Com exceção dos monócitos inflamatórios que estiveram em maior frequência em 

pulmões de animais tratados em relação aos controles não infectados, as taxas observadas para 

as demais populações celulares foram similares entre esses grupos (Figura 13 A, B e C).  
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FIGURA 11: Perfil fenotípico de células extraídas do pulmão de camundongos C57BL/6 

pré-tratados ou não com ômega 3 rico em DHA e infectados com Plasmodium berghei 

ANKA. Foi utilizado um número total de 17 animais divididos entre os grupos experimentais A: 

Células mieloides, p = 0,003.  B: Monócitos inflamatórios, p = 0,002. C: Neutrófilos, p = 0,015. D: 

* 
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Leucócitos totais, p = 0,005. E: Linfócitos Totais, p = 0,002. F: Taxa de LT CD4+ na população de 

leucócitos totais, p = 0,002. G: Taxa de LT CD8+ na população de leucócitos totais, p = 0,007. 
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Óleo de peixe rico em DHA altera a expressão de iNOS em macrófagos/células 

dendríticas provenientes do tecido pulmonar de camundongos C57BL/6  

Considerando que iNOS e o CD206 são utilizados como marcadores de células com 

perfil pró e anti-inflamatório, respectivamente, nós investigamos a seguir a expressão deles em 

populações de células CD45+CD68+CD11c+ (macrófagos/células dendríticas). Conforme 

ilustrado na Figura 14 A, a frequência de células provenientes dos pulmões expressando 

CD68+CD11c+ em relação a população total de leucócitos CD45+ esteve significativamente 

elevada em animais tratados com DHA e infectados com PbA em relação aos controles não 

infectados e naqueles somente infectados. Interessantemente, porém, ao analisarmos a MIF para 

o marcador iNOS observamos que apesar da frequência da população CD68+CD11c+ ter estado 

aumentada no grupo de animais tratados com 3,0 g/kg de DHA, esse grupo apresentou a menor 

média de MIF em relação aos grupos controle e infectado somente (Figura 14B).  

Em relação ao marcador CD206, as MIF foram similares entre todos os grupos avaliados 

(Figura 14C).  
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FIGURA 12: Perfil fenotípico de células extraídas do pulmão de camundongos C57BL/6 

pré-tratados ou não com ômega 3 rico em DHA e infectados com Plasmodium berghei 
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ANKA. Foi utilizado um número total de 17 animais divididos entre os grupos experimentais. A: 

CD68+C11c, p = 0,010. B: MIF de INOS/ CD45+CD68+CD11c, p = 0,001. MIF do CD206/ 

CD45+CD68+CD11c+, p >0,05. 
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O óleo de peixe rico em DHA protege contra as alterações pulmonares a nível 

histológico  

Considerando que as análises anteriores indicam que o tratamento com óleo de peixe 

rico em DHA é capaz de proteger as funções pulmonares contra as injúrias causada pela 

infecção malárica, nós investigamos se tal proteção estende-se a níveis teciduais. As análises 

foram realizadas nos dias 7, 12 e 20 após a infecção por PbA. Os dias 7-12 são considerados 

críticos para o desenvolvimento de malária grave.  

Como ilustrado na Figura 15, em contrataste do observado nos animais controles (não 

infectados-Figura 15 A) nos pulmões de animais infectados com PbA (Figura 15 B) e não 

tratados com o óleo de peixe, eutanasiados no dia 7 da infecção, ocorreu intenso extravasamento 

de transudado levando ao afastamento do vaso do alvéolo, caracterizando o edema pulmonar 

(ED e barra demonstrativa de afastamento de brônquio e vaso). Observa-se ainda presença de 

hemorragia vascular (Seta), assim como intensa hipertrofia da musculatura lisa (círculo) e 

contração brônquica (CB). Apesar de todos esses parâmetros estarem presentes nos pulmões de 

animais tratados com 3,0 g/Kg (Figura 15 C, E e G) e 6,0 g/Kg (Figura 15 D, F e H) de óleo de 

peixe rico em DHA, com exceção da hemorragia vascular que esteve ausente em todos os 

animais tratados, tais alterações foram significativamente menos intensas que aquelas 

observadas nos animais somente infectados.  

Quando o influxo de células inflamatórias para o tecido pulmonar (*) e produção de 

muco (cabeça de seta) foram analisados não houve diferença entre os grupos tratados e não 

tratados (Figura 15 e Tabela 4). 

Independentemente do grupo experimental (animais tratados com 3,0 g/Kg e 6,0 g/kg 

de DHA) e do parâmetro avaliado, as observações feitas no dia 7 podem ser extrapoladas para 

dia 12 e dia 20 (Tabela4).  
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FIGURA 13: Histologia de tecido pulmonar de camundongos C57BL/6  pré-tratados ou não com 

ômega 3 rico em DHA e infectados com Plasmodium berghei ANK.  Foi utilizado um número total de 

40 animais divididos entre os grupos experimentais. A : Pulmão dos animais controle; B pulmão dos 

animais somente infectados com PbA no 7º dia de infecção; C e D: Pulmão de animais tratados com 3,0 e 

6,0 g/kg no 7º dia de infecção, respectivamente, E e F: Pulmão de animais tratados com 3,0 e 6,0 g/kg no 
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12º dia de infecção; G e H: Pulmão de animais tratados com 3,0 e 6,0 g/kg no 20º dia de infecção 

Aumento de 10x.  

 

As lâminas histológicas dos animais foram codificadas e submetidas por análise as cegas, onde foram 

observados os seguintes parâmetros: edema perivascular, hipertrofia do musculo liso, hemorragia 

alveolar, hemorragia vascular, infiltrado vascular, contração brônquica e muco. Cada parâmetro 

recebeu uma nota que correspondia a porcentagem de alterações patológicas encontradas. Na tabela, 

encontramos as médias de intensidade de acometimento de cada patologia pulmonar avaliada por 

grupo (PbA, 3,0 g/Kg, 6,0 g/Kg) e por dias de infecção (7º e 12º). Quando comparamos os grupos PbA 

e os grupos tratados, notamos que as estruturas fisiológicas pulmonares dos animais tratados foram 

preservadas, com exceção do muco e infiltrado celular, onde foram analisadas alterações compatíveis 

nos dois grupos. Essas alterações perduraram mesmo após saírem dos dias críticos da infecção. 

Grupo Dia de 

infecção 

Edema 

perivascular 

Hipertrofia 

do musculo liso 

Hemorr

agia alveolar 

Hemo

rragia 

vascular 

Infil

trado 

vascular 

Con

tração 

brônquica 

Muco 

PbA 7º ++++ ++++ +++ ++++ +++ +++

++ 

+++ 

         

3,0 

g/Kg 

7º + ++ + __ ++ ++ +++ 

         

6,0 

g/Kg 

7º + + __ __ ++ ++ +++ 

         

3,0 

g/Kg 

12º + + + __ ++ ++ +++ 

         

6,0 

g/Kg 

12º + ++ + __ ++ ++ ++ 

Tabela 4: Avaliação dos parâmetros de patologia 

pulmonar. 
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6 DISCUSSÃO  

O combate à malária mostra-se de grande importância visto que milhares de casos são 

registrados anualmente principalmente no continente africano. Há muitos anos investimentos 

são realizados para combater a transmissão da doença e diminuir os casos graves, e essas 

estratégias efetivamente foram capazes de diminuir com o passar do tempo a incidência da 

doença em muitas regiões do globo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021). Apesar dos 

esforços, os números de casos e mortes por malária no mundo estão longe de atingirem os 

patamares estabelecidos pela ONU e países associados pela erradicação da malária no mundo 

(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).  

Com números que chegam a atingir de 5 a 20% dos casos de infecção por Plasmodium 

falciparum, as complicações pulmonares podem levar a hospitalizações e sequelas dos 

pacientes (SERCUNDES et al, 2022). Portanto, a busca por adjuvantes capazes de impedir ou 

minimizar patologias pulmonares associadas a malária são de extrema importância. Nesse 

sentido, o uso de modelos experimentais, especialmente camundongos, tem sido de grande 

importância. Nesse sentido, o presente estudo objetivou avaliar o efeito da suplementação 

alimentar com ômega 3 rico em DHA, em doses de 3,0 g/Kg e 6,0 g/Kg no desenvolvimento 

de lesões pulmonares em camundongos C57BL/6 infectados com PbA. Para tal foram avaliados 

parâmetros como a sobrevivência, escore clínico, peso corporal, parasitemia, edema pulmonar, 

preservação da barreira capilar-alveolar, dosagem de citocinas in locu, alterações teciduais 

pulmonares e perfil celular pulmonar. 

Nossos achados iniciais suportam os dados da literatura sobre a resistência e a 

suscetibilidade ao desenvolvimento de malária grave em camundongos C57BL/6.  Nosso 

estudo confirmou que todos os animais C57BL/6 parasitados com Plasmodium berghei ANKA 

e não tratados morrem entre os dias 6 e 7 após infecção, com sinais clínicos sugestivos de danos 

neurológicos e respiratórios.  Nosso estudo mostra ainda que a suplementação alimentar dos 

animais com óleo de peixe rico em DHA é capaz de aumentar sua sobrevida em relação à 

animais apenas infectados.  

A malária grave possui altas taxas de mortalidade e morbidade nos pacientes 

acometidos, podendo gerar sequelas mesmo após o tratamento com antimaláricos tradicionais 

(HAINAULT et al., 1993). O presente estudo comprovou que as elevadas taxas de sobrevida 
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em animais tratados estiveram vinculadas a uma boa condição clínica ao longo de todo o estudo. 

Além disso, nenhum ganho de peso foi observado para o grupo de animais que receberam a 

suplementação com o óleo. Esse achado não é surpreendente visto que estudos com roedores 

demonstraram que ao acrescentarem os ácidos graxos ômega 3 na ração destes animais foi visto 

uma redução do acúmulo de gordura, mesmo em dietas com alto teor de lipídios (HAINAULT 

et al., 1993; RUZICKOVA et al., 2004). Estudos em humanos, analisaram os efeitos dos ácidos 

graxos ômega 3 na saúde cardiovascular, porém, até o momento, nenhum teve por objeto 

específico identificar aumento de peso corporal frente a suplementação (TODORIC et al., 

2006). Por outro lado, estudos que utilizam o ômega 3 como neuroprotetor contra o Alzheimer 

viram um progressivo aumento de peso corporal frente a suplementação, que pode ser 

correlacionado a melhora cognitiva dos pacientes e melhora na mecânica associada a 

alimentação (SANTOS, CARDOSO, 2019). Nos estudos de SanchezLara et al. (2014) e Aredes 

et al. (2019) também não foram demonstrados ganho significativo de peso em indivíduos que 

receberam o ácido graxo ômega 3 durante a dieta (SANCHEZLARA et al. 2014; AREDES et 

al., 2019). A ausência de danos fisiológicos ao suplementar a alimentação dos animais não pode 

ser apenas medida pelo aumento ou redução de peso corporal. A mudança na massiva ingesta 

de ácidos graxos pelos animais pode causar mudanças na microbiota intestinal, para isso, mais 

testes ainda precisam ser feitos.  

Em relação a parasitemia circulante, observou-se que os grupos suplementados com 

ômega 3 ricos em DHA em ambas as doses mantiveram níveis diminuídos quando comparados 

com os animais apenas infectados com PbA. Desde 1957, Godfrey demonstrou que alterações 

na dieta podem influenciar o desenvolvimento da malária em camundongos. A infecção 

por Plasmodium berghei foi suprimida nos camundongos, quando receberam uma dieta rica em 

óleo de fígado de bacalhau e naqueles que receberam vitamina “E” (GODFREY, 1997). Por 

outro lado, dieta suplementada com óleo de peixe, (menhaden, anchova ou salmão) porém, 

deficiente em vitamina E, também se mostrou capaz de reduzir a parasitemia sanguínea em 

animais infectados com Plasmodium yoelii (LEVANDER et al, 1990). Nesse mesmo sentido, 

camundongos que tiveram alimentação suplementada com ácidos graxos saturados, EPA e 

DHA, fortificados com alfa-tocoferol foram capazes de controlar a parasitemia e apresentaram 

maior taxa de sobrevivência após serem experimentalmente infectados com P. yoelii 

(FUJIKAWA, et al 1993).  

Quando avaliamos a integridade da barreira hemato-alveolar em animais que não 

receberam suplementação com óleo de peixe rico em DHA, foi possível observar lesão 
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pulmonar aguda evidenciada pelo aumento na concentração de azul de Evans no tecido 

pulmonar no 7° dia após infecção com PbA, corroborando estudos prévios (LEGASSÉ et al, 

2016).  Entretanto, os animais do grupo tratado com o ômega 3 apresentaram barreira hemato-

alveolar integra uma vez que apresentaram uma concentração significativamente menor de 

corante extravasado para o tecido. Nossos resultados mostraram também um aumento do peso 

do pulmão nos animais apenas infectados por PbA, o que ocorre devido a um aumento de 

líquido extravasado para o espaço virtual entre capilar e alvéolo caracterizando edema 

pulmonar. O edema, entretanto, se manteve próximo dos parâmetros de homeostase pulmonar 

nos animais tratados com óleo de peixe rico em DHA, em ambas as doses testadas. O aumento 

da permeabilidade vascular pulmonar e ocorrência de edema pulmonar são as principais 

características da patologia da malária grave no pulmão, e, segundo os dados apresentados, é 

possível inferir que ambas tem uma associação multifatorial podendo ser caracterizadas por 

acúmulo de líquido na região hemato-alveolar devido ao rompimento de vasos sanguíneos 

causados pelo sequestro de parasitos no endotélio e consequente isquemia capilar (OBERLI et 

al , 2016) ou ao aumento da infiltração de leucócitos polimorfonucleares, impulsionados por 

citocinas inflamatórias, principalmente TNF-α. Essa citocina, em especial, contribui para 

lesionar o interstício pulmonar e o endotélio vascular favorecendo a permeabilidade capilar e o 

extravasamento de líquido do espaço intra para o extravascular, com formação de edema 

(MAKNITIKUL et al, 2017). Observamos, portanto, uma eficiência nos mecanismos de 

prevenção da SARA uma vez que: há preservação da estrutura pulmonar conseguindo, 

portando, manter integra a permeabilidade membranar, diminuição do líquido extrapulmonar 

no grupo tratado, mantendo a distância alvéolo capilar e assegurando uma melhor qualidade de 

difusão com hematose presente, além de reduzido processo inflamatório prevenindo, portanto, 

a lesão pulmonar grave. Sabe-se que na SARA, o edema com infiltrado intra e extra alveolar, 

dificulta a ventilação e a perfusão, gerando hipoxemia grave e, consequente, comprometimento 

sistêmico. O infiltrado pode comprometer o órgão e, em casos de um tratamento inespecífico 

ou ineficaz, o dano pode ser letal (SUKIRITI et al, 2014). Em várias ocasiões o diagnóstico de 

SARA é mal interpretado e até mesmo confundido com pneumonia viral, como já demonstrado 

em casos reportados de pacientes com baixas clínicas pulmonares graves devido a infecção com 

P. falciparum, na região da Arábia Saudita, onde foram incialmente diagnosticados como uma 

infecção por MERS-CoV (ELZEIN, et al, 2017).  

A geração de resposta inflamatória no tecido pulmonar necessita de modulação entre as 

citocinas pró inflamatórias e anti-inflamatórias (ANSTEY et al, 2002), valendo-se dessa 
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informação, a seguir investigamos os níveis de citocina pro- e anti-inflamatórias no tecido 

pulmonar de animais pré-tratados com ômega 3 e posteriormente infectados com PbA. Nossos 

resultados mostraram que a infecção com promoveu um aumento no perfil das citocinas 

inflamatórias TNF- α , IFN-γ e IL-6 nos camundongos infectados com PbA, enquanto que os 

animais tratados com ômega 3 rico em DHA apresentaram perfil diminuído dessas citocinas 

(tanto no dia 7º quanto no 12º dia da infecção). 

Ao analisarmos o perfil deIL-10, citocina imunorreguladora (SHANLEY et al, 2000), 

observamos aumento de seus níveis no 7° dia após a infecção, o qual persistiu até o 12º dia em 

camundongos C57BL/6 parasitados e tratados. Em contraste, níveis reduzidos dessa citocina 

foram observados no tecido pulmonar de animais C57BL/6 apenas infectados. A gravidade na 

infecção por P. falciparum e P. vivax está descrito devido, principalmente, à síntese e secreção 

de citocinas pró-inflamatórias como TNF, IFNγ e IL-6 (GONÇALVES et al, 2012). Em estudos 

que utilizaram modelo murino de infecção por P. berghei, P. yoelii ou P. chabaudi foi possível 

inferir as mesmas funções dessas citocinas no desenvolvimento da malária (STEVENSON, 

RILEY, 1997). Essas citocinas são descritas como produtoras do aumento da expressão de 

moléculas de adesão, como E-selectina e ICAM-1 nas células endoteliais e, consequentemente, 

a citoaderência da hemácia parasitado e leucócitos ao endotélio vascular. Ao longo da malária 

cerebral, Rudin e colaboradores já descreveram a importância do TNF-α no desenvolvimento 

da doença, uma vez que, camundongos knockout para o receptor TNF-α e TNF-β mostraram 

completa resistencia ao desenvolvimento de complicações cerebrais, após a infecção com PbA 

(RUDIN et al, 1997). Somado a isso, embora o TNF-α esteja relacionada com eliminação do 

patógeno, um desequilíbrio em seus níveis pode causar disfunção endotelial significativa e 

piorar a citoaderência de eritrócitos parasitados na microvasculatura (CUNNINGTON et al, 

2013). No contexto pulmonar, citocinas IL-6, TNF-α e IFN-γ e quimiocinas estão envolvidas 

no desenvolvimento da SARA induzida durante a malária grave experimental (FRANKE-

FAYARD et al 2004) assim como na SARA originada de quadros infecciosos sistêmicos ou 

locais (MONTEIRO et al, 2014).  

O papel regulador da citocina IL-10 durante o desenvolvimento da malária grave na 

infecção por PbA já descrita por Schmidt e colaboradores, 2018 (SCHIMIDT et al, 2018). 

Nesse estudo foi visualizada a diminuição da expressão de mRNA de IL-10 no baço e no 

cérebro (TOEWNS, 2001), juntamente a elevação na citoaderência nesses tecidos (KUMAR, 

ENGWERDA, 2019).  
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Considerando o perfil anti-inflamatório observado no tecido pulmonar, investigamos a 

seguir o perfil fenotípico de células recrutadas para o pulmão durante a infecção em animais 

tratados ou não com óleo de peixe. Ao longo do processo inflamatório, os monócitos são células 

fundamentais recrutadas para o tecido onde irão responder aos estímulos, se diferenciar e 

sintetizar mais mediadores importantes para a doença e/ou controle da infecção (ANSTEY et 

al, 2002). Durante várias patologias, os monócitos desempenham funções essenciais para o 

controle da doença. O processo patológico da malária pulmonar grave ainda vem sendo 

esclarecido, mas já se sabe que grande parte dos leucócitos infiltrantes são células 

mononucleadas que causam disfunção durante a troca de gases devido a seu acúmulo no tecido 

(ANSTEY et al, 2002). Por outro lado, os monócitos são essenciais durante a malária onde é 

célula fagocitária, apresentadora de antígeno e produtora de citocinas (DOBBS et al, 2020).  

No tecido, encontramos aumento no percentual de células mieloides, assim como 

monócitos inflamatórios em animais apenas infectados quando comparados com os animais 

tratados com 3,0 g/Kg que, apesar de aumentados se comparados com o grupo controle, ainda 

estiveram reduzidas quando comparadas com o grupo PbA. Como supracitado, a citoaderência 

nas superfícies endoteliais resultam em lesões pulmonares agudas e no imediato recrutamento 

de monócitos da corrente sanguínea. Os monócitos recrutados permanecem nos pulmões como 

macrófagos oriundos de monócitos e são importantes na destruição de hemácias aderidas 

infectados com Plasmodium por meio de fagocitose (LAGASSÉ et al, 2016). 

Nossos dados revelaram também uma diminuição significativa de neutrófilos no tecido 

pulmonar dos animais tratados com 3,0 g/Kg de óleo de peixe rico em DHA quando comparados 

com os animais PbA. Já é amplamente esclarecida a importância do recrutamento de neutrófilos 

para o tecido durante a eliminação de diversos patógenos. Eles são as primeiras células 

imunológicas a chegar no sítio de infecção e participam no processo de fagocitose e eliminação 

de patógenos utilizando mecanismos dependentes de espécies reativas de oxigênio (ROS) e 

mecanismos independentes de oxigênio (ERUSLANOV et al, 2005). Na infecção por 

Plasmodium spp., o recrutamento de neutrófilos é fundamental para a depuração do parasito no 

baço (SENGUPRA et al, 2019). Somado a isso, alguns trabalhos têm feito correlações com a 

presença dessas células com a injúria pulmonar (SERCULES et al, 2019), lesão hepática 

(ROCHA et al, 2015) e complicações cerebrais (PORCHERIE et al, 2011). Vandermosten e 

colaboradores fizeram um estudo com várias espécies de plasmódios em conjunto com uso de 

diferentes linhagens de camundongos. Os camundongos C57BL/6 infectados com P. berghei 

NK65 apresentaram um aumento no número total de neutrófilos no BAL (aspirado bronco-
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alveolar) 9 dias após a infecção. Por outro lado, a infecção com PbA em camundongos DBA/2 

não apresentou elevação de neutrófilos no BAL até o 19° dia após a infecção. A infecção com 

PbA em camundongos BALB/c não levaram a mudanças no infiltrado de neutrófilo até 15° 

após a infecção (VENDERMOSTEN, 2018).   

Em humanos, EPA e DHA parecem aumentar a ativação de neutrófilos com aumento da 

geração de radicais superóxidos em resposta a infecção por P. falciparum (KUMARATILAKE 

et al, 1997. Em pacientes com malária falciparum concentrações mais baixas de peróxidos 

lipídicos e óxido nítrico permitem que uma infecção persista, enquanto níveis parecem indicar 

uma tentativa de superar a infecção (ARUAN KAMAR, DAS 1999).   

Nossos dados de fenotipagem in situ mostram uma diminuição de linfócitos totais nos 

animais dos grupos previamente tratados em relação aos grupos apenas infectados. As células 

T possuem um papel fundamental no desenvolvimento da resposta imune (MORENO-PÉREZ 

et al 2013), sendo assim, foram comparadas as porções CD4 e CD8 dos linfócitos totais. Os 

linfócitos CD4 estiveram diminuidos nos grupos tratado e nos grupos apenas infectados quando 

comparados com o grupo controle.  Esse fato chama a atenção, quando isolado, devido à 

proximidade do resultado, porém, apesar de amplamente recrutado nos grupos tratados com 

óleo de peixe rico em DHA, quando confrontado com os outros resultados gerados pelo presente 

trabalho é possível inferir uma característica reguladora para essas células uma vez que já foi 

demonstrado anteriormente a característica reguladora de il-10 durante a malária (LEORATTI 

et al, 2012; MCCALL et al 2007) e que células dendríticas plasmocitóides estimuladas por CpG 

ODN via TLR9 causam uma diferenciação de células naive em células T reguladoras 

(MCCALL et al 2007). Isso também poderia tendenciar diretamente no aumento da proporção 

de células T reguladoras com o intuito de modularem a resposta imunológica durante a malária. 

Essa característica reguladora corrobora diretamente com os dados de preservação de lesão 

pulmonar também descritos pelo presente trabalho.  

Além do aumento individual dos marcadores leucocitários avaliados neste estudo no 

grupo PbA, observou-se o aumento da proporção de células T CD8 no tecido pulmonar dos 

animais. Os linfócitos TCD8+ tem como principal papel a ação contra as formas exo-

eritrocíticas do Plasmodium (MALIK et al., 1991). A resposta de TCD8+ é baseada na síntese 

de TNF-α e IFN-γ (dados que também correspondem ao perfil de citocinas encontrados), onde 

eliminam os parasitos dos hepatócitos por meio de grânulos granzimas e perforinas presentes 

em seu citoplasma celular, atuando por meio da via do óxido nítrico que interrompe o 
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desenvolvimento do parasito dentro do hepatócito (MONTES DE OCA et al., 2016; SEGUIN 

et al., 1994). Essas células são fundamentais ao longo da resposta imunológica devido a 

liberação de citocinas e substâncias de lise celular em todas as fases do ciclo do parasito.  

Nos pulmões o aumento de linfócitos TCD8+ pode ter correlação com outro tipo de 

patologia pulmonar importante, a redução de surfactante devido a perda de Pneumócitos tipo 

II, uma vez que, seu potencial citotóxico é capaz de causar apoptose nessas células essenciais 

da fisiologia pulmonar (SCACCABAROZZI et al 2018). Os Pneumócito tipo II são células do 

tipo pneumócito, encontrada no pulmão. Essas células são produtoras de surfactante que são 

responsáveis pela manutenção da tensão superficial. Estudos demonstram que a diminuição de 

pneumócitos do tipo II iniciam um desequilíbrio no transporte de fluídos, além de reduzir a 

produção de surfactante dificultando assim a hematose (SCACCABAROZZI et al 2018). Sendo 

assim a diminuição de células T CD8+ no grupo dos animais tratados com óleo de peixe rico 

em DHA promove uma preservação da complacência pulmonar. 

Considerando que iNOS é utilizado como marcador de células com perfil inflamatório 

(ANTEY, WEINBERG et al, 1996) nós investigamos a expressão dos mesmos em populações 

de macrófagos/células dendríticas, uma vez que, as mesmas estiveram aumentadas tanto em 

animais tratados e infectados com PbA. Corroborando com as evidências de perfil regulador do 

óleo de peixe rico em DHA e da análise de perfil de citocinas, esse grupo, apesar de aumentado, 

apresentou uma média menor de média de intensidade de fluorescência (MIF) em relação ao 

grupo somente infectado. Esse dados corroboram com a teoria reguladora do óleo de peixe rico 

em DHA, uma vez que, apesar de aumentas, essas células aparentam produzir de forma muito 

reduzida iNOS, substância conhecida na literatura por causar lesão nos tecidos.  

A citocina TNF-α é responsável por grande parte do controle do desenvolvimento do 

parasita e é capaz de ativar a produção de fator inibitório da migração do macrófago, sendo 

sintetizada durante a ativação macrofágica e induzindo, nessas células, a síntese de óxido nítrico 

(NO) via iNOS e de citocinas inflamatórias (CLARK, BUUD et al,2006; GAZZINELI, 

KALATARI et al.,2014). O NO produzido através de iNOS já foi relacionado com várias 

patologias relacionadas a malária grave, principalmente devido sua característica citotóxica 

(GAZZINELI, KALATARI et al.,2014).  

O fator inibitório de migração de macrófago era descrito como um fenômeno capaz de 

induzir inibição da migração de macrófagos derivados de linfócitos T (DAVID, 1966). Mais 

recentemente ele foi descrito como citocina multifuncional capaz de interferir na patogenia de 

https://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula
https://pt.wikipedia.org/wiki/Pneum%C3%B3cito
https://pt.wikipedia.org/wiki/Pulm%C3%A3o
https://pt.wikipedia.org/wiki/Surfactante


25 

 

várias doenças humanas, incluindo sepse e choque séptico (BERNHAGEN, CALANDRA et 

al., 1993;), síndrome do desconforto respiratório agudo (DONNELLY, BUCALA et al., 1997) 

e doenças inflamatórias e auto-imunes como a artrite reumatóide (GREGERSEN, BUCALA et 

al., 2003), glomerulonefrite (LAN, GARCIA et al., 2000), doenças inflamatórias intestinais (de 

JONG ABADIA-MOLINA et al., 2001) e malária (MCDEVITT, XIE et al 2006). Os dados da 

literatura, juntamente com os dados apresentados por esse trabalho, nos levam a supor que o 

óleo de peixe rico em DHA modificou os perfis de citocinas inflamatórias, que culminou em 

uma mudança no perfil imunológico, onde foi visto uma diminuição expressiva de moléculas 

citotóxicas que estão envolvidas, principalmente, na patologia pulmonar.  

   No presente estudo a análise histopatológica dos pulmões dos animais PbA 

revelou que camundongos infectados que vieram a óbito no sétimo dia de infecção, 

apresentaram um extenso e severo edema alveolar por transudato devido a desequilíbrio 

osmótico juntamente com focos hemorrágicos nos capilares pulmonares. Também foi possível 

observar focos hemorrágicos intra-alveolares e hipertrofia de musculatura lisa pulmonar. Em 

contrapartida, os animais tratados com ambas as doses de óleo de peixe rico em DHA tiveram 

sua permeabilidade vascular preservada, resultando em diminuição de edema e ausência de 

focos hemorrágicos intra e extra- alveolar. Nos dados histológicos do influxo de células 

inflamatórias, curiosamente não houve diferença entre os animais tratados e os animais apenas 

infectados pelo PbA, assim como o muco encontrado. Se tratando do influxo de células 

inflamatórias, ao analisamos os dados juntamente com as informações da fenotipagem celular 

in situ acredita-se que, apesar de haver intenso recrutamento de células inflamatórias para o 

pulmão, essas possuem um perfil regulador em animais tratados com ambas as doses de óleo 

de peixe rico em DHA, como já foi identificado em estudos com Ômega 3 onde o perfil de 

células recrutadas para doenças inflamatórias tem característica reguladora (MCCALL et al 

2007) e pelo aumento de citocinas Il-10 (SOKOL, LUSTER, 2015; SCHIMIDT et al, 2018). 

Quanto a caracterização de muco no presente trabalho, por sua vez, a presença em ambos os 

grupos pode estar relacionado com o aspecto crônico da doença (LIPPERT, GUNCKEL et al , 

2008), uma vez que não foi utilizado nenhum antimalárico associado, os animais tratados 

permaneceram infectados com o Plasmodium berghei ANKA.  

 Se tratando de patologias pulmonares a nível histológico, é descrito durante a malária 

pulmonar grave por P. falciparum a adesão de eritrócitos parasitados nos capilares alveolares, 

causando congestão da microcirculação pulmonar, com grande número de monócitos e 

neutrófilos que, frequentemente, contêm hemozoína fagocitada (TAYLOR et al., 2012). Outras 



26 

 

alterações possíveis são também a presença de septos alveolares espessados e congestionados, 

hemorragia intra-alveolar e edema pulmonar. Nas formas mais graves, estes achados podem 

incluir a formação de membranas hialinas (TAYLOR et al., 2012). Estas descobertas apoiam 

ainda mais a hipótese de que o septo alveolar é o principal local das alterações pulmonares 

observadas na malária grave (TAYLOR et al., 2012).  

O presente estudo não demonstrou a determinação da via de ação do óleo de peixe rico 

em DHA, assim como se limitou a sugerir juntamente com dados bibliográficos o fator 

imunorregulador ao DHA, uma vez que, o óleo utilizado possui em sua composição fatores 

como o EPA e a vitamina E que já foram correlacionadas também a modulações imunológicas.  

Os resultados apresentados aqui constituem importantes achados no que diz respeito a 

infecção pelo Plasmodium berghei ANKA e o tratamento profilático com óleo de peixe rico em 

DHA. Foram observadas evidências que nos permitem inferir a proteção do óleo de peixe rico 

em DHA na malária grave pulmonar, uma vez que, foi observado um aumento na sobrevivência 

e no perfil clínico dos animais, a preservação da permeabilidade vascular resultando em 

diminuição de edema nos animais, uma mudança no perfil de citocinas e de células 

inflamatórias recrutadas para os pulmões dos animais e uma preservação a nível histológico das 

estruturas funcionais do pulmão dos animais tratados.  

 

7 CONCLUSÕES 

Os resultados obtidos por esse estudo nos permitem inferir que o uso contínuo de óleo 

de peixe rico em DHA é capaz de proteger contra danos letais induzidos pela infecção malárica 

experimental, incluindo aqueles que afetam as funções pulmonares. Essa conclusão 

fundamenta-se no fato de que animais tratados apresentaram:  

1- Aumento da sobrevida e preservação das funções clínicas;  

2-integridade da barreira vascular e ausência de edema pulmonar, duas das principais 

patologias da malária pulmonar; 

3-redução e/ou ausência de danos histopatológicos no pulmão como hemorragias 

alveolares e vasculares, edema, contração brônquica e hipertrófica da musculatura lisa. 
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4-perfil anti-inflamatório de citocinas no tecido pulmonar; 

5-redução de células citotóxicas no tecido pulmonar. 
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ANEXO 1: Aprovação pelo CEUA-UFJF 
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ANEXO 2: Tabela utilizada para realização das avaliações clínicas dos animais 

após infecção 

 


