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ABREVIACOES

BHC - 1,2,3,4, 5,6-HEXACLOROC ICLOHEXANO
BKG - BRADICININOGENO PLASMATICO

DDT - 1,1,1-TRICLORO-2,2-BIS(PARACLOROFENIL)ETANO
1gA - IMUNOGLOBULINA A

1gG - IMUNOGLOBULINA G

IgM - IMUNOGLOBULINA M

LEM - MEDIADOR LEUCOCITICO ENDOGENO

Pb - Ptaomoddu.m bi~Qhid,

PCPA - p-CLOROFENILALANINA

PGA-j- - PROSTAGLANDINA DA SERIE Al

PGE! - PROSTAGLANDINA DA SERIE E~

PGF, ., - PROSTAGLANDINA DA SERIE Fua
PGFg_ - PROSTAGLANDINA DA SERIE Foo

SNC - SISTEMA NERVOSO CENTRAL

SST - SOLUGAO SALINA TAMPONADA



ABSTRACT

Mice experimentally infected with PZa™twoc(Zu.m betg/iezZ |,
demonstrated the TfTollowing physiopathological alterations during
seven days of malarial infection: reduction in haematocrit, iIn-
Ccreases 1In parasitized erythrocytes, pulmonary edema,hipothermi_
a, Tormation of prostaglandin-like substances in the central
nervous system, 1iIncreases of plasma bradykininogen leveis up to
the 6th day of infection, and decrease on the 7th day; and fina
Ily leukécytosis evidenced by neutrophilia, lymphocytosis and
monocytosis. Total plasma protein leveis, were not altered during
the course of infection.

The treatment of iInfected animais with some pharmacolo
gical antagonists, namely phenoxybenzamine, methysergide,p-chlo
rophenylalanine (PCPA) and indomethacin, inhibited formation of
pulmonary edema in the last 2-3 days of infection. Although tre
atment with phenoxybenzamine and indomethacin potentiated malari
al hypothermia on 5th, 6th and 7th days of infection, neither a
serotonin receptor-blocker (methysergide) nor a serotonin synthe
sis inhibitor (PCPA), significantly altered the hypothermia of
the infected animais.

When normal animais were injected intravenously with
supernatant obtained by incubating leukocytes from infected do
nors (7th day of infection), they showed a significant fali in
body temperature, similar to that observed in P. betgheZ-infec-
ted animais.

These results showed that:

a) The observed physiopathological alterations of mice
infected with P. have iInvolvement of endogenous media-
tors namely, cathecolamines, serotonin, prostaglandins and pias
ma kinins.

b) Together with endogenous mediators, leukocytes have
participated in the generation and maintenance of these altera

tions.



SUMARIO

Usando camundongos como animais de experimentacdo e o0
Ptccomo d*iu.m be./igh.e.-c como agente iInfectante, observou-se as se-
guintes alteracdes TFisiopatoldgicas, durante sete dias de infec
cao: reducdo do hematdcrito, aumento do numero de eritrdcitos
parasitados, edema pulmonar, hipotermia, formacdo de substancias
prostaglandina-simile no sistema nervoso central, niveis de bra
dicinindgeno plasmatico acima dos controles até o 69 dia e valo
res abaixo no 79 dia e leucocitose evidenciada por neutrofilia,
linfocitose e monocitose. Além disso, nenhuma alteracdo nos ni-

de proteinas plasmaticas totais fToil observada.

0 tratamento dos animais i1Infectados com varios antago-
nistas Tarmacoldgicos, tais como Ffenoxibenzamina, metisergida,
p-clorofenilalanina (PCPA) e iIndometacina, inibiu a formacao do
edema pulmonar na fase final da infeccdo. Embora o tratamento
dos animais com Ffenoxibenzamina e iIndometacina tenha potenciado
a hipotermia malérica nos 59, 69 e 79 dias, os inibidores de se
rotonina, quer de seus receptores (metisergida) ou de sua sinte
se (PCPA), nao alteraram significativamente a hipotermia dos a-

nimais iIinfectados.

Injecbes endovenosas do sobrenadante obtido pela incu-
bacdo de leucdcitos provenientes de animais iInfectados (79 dia
de infecgcdo) em animailis normais, provocaram queda da temperatu
ra corporal destes animails, semelhante, a que ocorreu em animais

infectados com P. be.A.g .-
Estes dados demonstraram que:

a) - As alteracbes Tisiopatoldgicas observadas em ca-
mundongo”™ infectados com Pfa.-imodZu.m bi>Lgh<i.Z, tém
participacdo de catecolaminas, serotonina, prosta

glandinas e cininas;

b) - Além destes mediadores, os leucdcitos participam

na génese e manutencdo destas alteracdes.



INTRODUCAO

As investigacdes sobre doencas tropicais envolvem a ca
da dia maior numero de pesquisadores das diferentes areas do
conhecimento, na tentativa de melhor compreender 0s mecanismos

Fisiopatoldgicos destas doencas que atingem milhdes de indivi

duos no mundo todo.

Em relacdo a malaria, Cohen, 1979, afirmou que, embora
as campanhas de erradicacdo baseadas na extingcdo do vetor e na
terapia profilatica tenham obtido sucesso em partes da Europa,
Asia e América do Norte, ainda ha quase um terco da populacéao
do mundo, distribuida nas regides tropicais e subtropicais, ex-

postas ao risco da infeccao.

Existem estimativas de ocorréncia de 150 milhdes de ca
sos de malaria por ano no mundo, e, somente na Afri-ca, a morta-
lidade anual é de aproximadamente 1 milhdo de iIndividuos, dos
quais as vitimas sédo principalmente criancas. Outro indice alar
mante é o de que 15% dos casos clinicos registrados no continen

te africano sao atribuidos a malaria (Cohen, 1979).

Ultimamente, o0 ressurgimento da doenca em areas da A-
sia e das Américas €é um TFfator de alerta e deve-se, em parte, a
aplicacdo de programas de erradicacdo inapropriados, que tive-
ram como consequUéncia o aparecimento de vetores resistentes a
inseticidas e/ou com um comportamento“diferente (Cohen, 1979).
Mais de vinte espécies de vetores anofelinos tém sido descritos
como resistentes aos iInseticidas organoclorados BHC e Dieldrin,
bem como ao DDT. Como exemplo da mudanca de comportamento, pode
-se citar o Anophziai aZbZma.nu.A, que deixa o iInterior das resi-
déncias apo6s a picada,1evitando assim o efeito do iInseticida u-
tilizado para dedetizacdo (Cohen, 1979 e Fraire, 1975)_Além dif
to, o0 aparecimento de cepas de parasitos de malaria humana re -
sistentes &8s drogas utilizadas na terapia anti-malaria (Cohen,
1979; Fraire, 1975 e Spicer, 1979), complicam ainda mais o qua-
dro e colocam como alternativa iImperiosa, 0 conhecimento mais

aprofundado da fTisiopatologia desta doenca, visando um contro-



le mais efetivo sobre esta patologia.

A malaria é causada pela multiplicacdo e parasitismo ,
no hospedeiro adequado, de protozoadrios da Classe Spotozou,
Ordem Ha.e.tno.6 po ti~d-Lida, Familia PZaomod~Zdae,. Os vertebrados que
possuem glébulos vermelhos anucleados sdo parasitados pelo géne
ro ?taomodd.am e, aqueles com gldébulos vermelhos nucleados, pelo

género Hae.tratroeba (Pessoa, 1974).

Hoje jJj& se conhecem mais de 100 espécies de plasmoédios
que, normalmente, possuem um hospedeiro especifico e parasitam
uma gama enorme de vertebrados (Cohen, 1979). As espécies que
parasitam o homem s&o: P-b.adtrodd.u.m vd.vax. - Graisi e Felletti,b1890;
p. maZutZae - Laveran, 1881; P. ovah - Stephens, 1922 e P.

- Wilcha, 1897 (Pessoa, 1974).

0 ciclo do parasita nos vertebrados inicia-se -quando
mosquitos do Género Anopiie.£t/> picam o hospedeiro e inoculam, jun
tamente com a saliva, as formas infectantes do plasmddio acumu-
ladas em suas glandulas salivares. Estas formas infectantes, de
nominadas esporozoitas, uma vez i1noculadas, alcancam o leito vas
cular mais préximo e 30 minutos apdés ja ndo sao encontradas no
sangue circulante. 0Os esporozoitas penetram em células do siste
ma TFagdcito-mononuclear, nos casos de infeccdo de aves, e nos
hepatdcitos,em se tratando de mamiferos. No interior destas cé-
lulas multiplicam-se por processo de esquizogonia do qual resul
ta a formacao de merozoitas. Este ciclo é conhecido como ciclo

primario exoeritrocitico.

Dentro de sete a dez "dias, dependendo da espécie de
plasm6dio envolvido, ocorre a ruptura da membrana celular do he
patdcito liberando os merozoitas que caem na corrente sanguinea
e Invadem as hemacias, iniciando-se assim o ciclo eritrocitico,
ou entdo, infectam novamente as células teciduais. Uma excecao

N

a este ciclo é o PZaomodZam ”"a*.c.d.paA.iim, que ndo repete a Tfase

tecidual. t

Na Ffase eritrocitica,os merozoitas iniciam uma série
de ciclos reprodutivos que se repetem, cujo periodo é caracte -

ristico para cada "espécie de plasmddio. 0 Ffinal de cada ciclo
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corresponde, geralmente, a um acesso febril no hospedeiro verte
brado. (Pessoa, 1974 ; Hall, 1977).

No interior das hemacias o merozoita trasforma-se em
trofozoita, cujo crescimento e maturacdo se fazem &8s custas dos
constituintes da célula parasitada. 0 trofozoita é capaz de me-
tabolizar a hemoglobina em globina, que é utilizada como fonte
de nutrientes, e, no grupamento heme, que 1ira originar a hemo -

zoina ou pigmento maléarico.

Terminado seu crescimento, o trofozoita, pelo processo
de esquizogonia, transforma-se em esquizonte e este, Tinalmente,
em merozoita. Neste estagio ocorre a ruptura da hemacia, liberan
do os merozoitas na fase aquosa do sangue, o0s quais vao iInfec-

tar novas hemacias, i1niciando-se assim um novo ciclo.

Ap6s alguns ciclos eritrociticos aparecem algumas for-
mas que nao mais se reproduzem assexuadamente, os gametoécitos
com morfologia proépria e que garantem a continuidade® da espé-
cie. O gametdbcito masculino ou microgametécito, e o Ffeminino ou
macrogametdcito, permanecem na corrente sanguinea até que sejam

sugados pelo hospedeiro hematdéfago invertebrado.

Apbds a ingestdo de sangue iInfectado pelo anofelino,ini
cia-se um ciclo sexuado. No estdbmago do mosquito os elementos
figurados sdo digeridos liberando os gametécitos, bem como ou-
tras formas evolutivas do parasita, as quais sofrem processos

de degeneracédo.

«

Ainda no estémago do inseto ocorre a fusdao do microga-
metécito com o macrogametdcito formando o zigoto, chamado de

oocineto por possuir movimentos amebdides.

0 oocineto atravessa o0 revestimento epitelial da pare-
de do estgmago, alojandb—se entre o epitelio e a membrana basal,
ou mesmo no proprio epitélio. AT segrega um envoltdério protetor
transformando-se em oocisto. Inicia-se, entdo, 0 processo de
multiplicacdo esporogdnica que resulta na producdo de "milhares
de elementos filhos, o0s esporozoitas. Finalmente o oocisto rom-

pe-se liberando na. cavidade geral do mosquito ou hemocele o0s ef



porozoitas, 0s quais se inovem penetrando em todos os 6rgdos do
mosquito. Muitos deles penetram nas glandulas salivares e alo-
jam-se nos duetos, podendo entdo, serem i1noculados novamente no
hospedeiro vertebrado, dando inicio a uma nova série de ciclos

assexuados (Pessoa, 1974).

As principais espécies transmissoras da malaria humana
existentes no Brasil sdo: knoph.zJle.d0 (NyAAOJih.ync.hu.0) da/itA.ngA.-
Root, 1926; A. (NyodAo/ih.ynzhu.é] CLzZb-Lta".éd.i - Arribalzaga, 1878 e
A.  (NyAoo&kync.h.u.A} a.qu.a.Aa.tsiA - Curry, 1932 (Pessoa, 1974).

No presente trabalho, foi utilizado o PZa.Amodd.u.m be.Ji-
ghz-i (Vincke e Lips, 1948). Esta espécie parasita roedores e,
na natureza, ¢é transmitida, principalmente, pelos anofelinos
das espécies A. du.te.nZ, A. qu.adtZma.cu.la.Zu.4, A. i1tzphzno™0o z A.

gambZae (Bastardo e Peraza, 1980).

No hospedeiro vertebrado, o ciclo de vida do plasmédio
ira determinar inumeras alteracfes decorrentes da interacao pa-
rasito-hospedeiro. Hall, em 1977, relatou que na infeccdo mala-
rica humana ocorrem algumas modificagcbes nas células vermelhas
do sangue, as quails sao seguidas de alteracb6es TfTisiopatoldgicas,
tendo como conseqiéncias, lesdes em varios 6rgaos e sistemas.En
tre estas modificacgbes das hemaeilias sdo citadas: diminuicdao da
deformabilidade, aumento da adesividade e da fragilidade, Ilibe-
racao de antigenos e, possivelmente, de uma toxina e reducdo do

transporte de oxigénio.

0O aumento da fragilidade das hemaeias, aliado a parti-
cipacdo do sistema,complemento, provocaria, segundo Hall, 1977,
hemélise com liberacdo de hemoglobina na corrente sanguinea. E.s
te quadro conduziria a hemoglobindria malarica e/ou a precipita
cdo de hemoglobina nos tubulos renais que contribuiria, parcial_
mente, para os danos tubulares- Este mesmo autor descreveu ou-
tro fator que leva ao aparecimento de les6es renais,que se ca-
racterizam pela deposicao de imunocomplexos na membrana basal
glomerular

Hepatoesplenomegalia é um achado comum do exame Ffisico
em pacientes com infeccgbes malaricas. 0 figado apresenta seus

sinusdides congestionados, repletos de elementos figurados e as
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células de Kupffer apresentam aumento de volume com pigmentos
mal&ricos no seu interior. O baco apresenta-se com grandes dguan

tidades de hemacias parasitadas e pigmentos no seu interior.

Tosta, 1976 e Hall, 1977, descreveram que durante 1in-
feccdes malédricas o sistema fagocito-mononuclear é intensamente
estimulado, destruindo hemacias parasitadas bem como as ndo pa-

rasitadas, o0 que contribuiria para a iIntensa anemia observada.

O enrijecimento das hemacias e o aumento de sua adesi-
vidade sdo eventos que poderiam conduzir a8 obstrucdo de peque-
nos vasos, fatos estes, que somados a diminuicdo da quantidade

de oxigénio transportado, determinariam andxia tecidual.

Em 1951, Maegraith e colaboradores, trabalhando com ma
cacos .Rhesus infectados com Pto.4modZu.rn bnoivte”™Z, relataram que
as lesdes hepaticas observadas foram devidas a alteragbes da ir

rigacao sanguinea do figado.

Bergin, 1967 e Brooks e colaboradores, 1968, descreve-
ram edema pulmonar em humanos infectados com Pta-imod-cum ”“afc.d.pa
stum

Hall, 1977, observou- em casos de malaria humana,a pre
senca de edema em varias partes do organismo, como pulmdo, cére
bro e miocardio, durante o desenvolvimento da doenca. No pulméo
foi encontrado um infiltrado de células mononucleares no septo
alveolar, tendo sido postulado que a causa do edema estaria re-
lacionada apenas com a diminuicdo da pressao oncética do plat
ma, uma vez que o0s niveis de albumina éncontravam-se baixos du-
rante a infeccdo, em funcdo, provavelmente, da reducdo de sua
sintese hepatica. Outro achado comum na iInfeccdo malarica ¢é a
hipotensdo ortostatica, provavelmente,em funcdo da diminuicao da

resisténcia periférica total ((Hall, 1977).

Neva e colaboradores, em 1970, descreveram que, em iIn-
feccdes malaricas em humanos, a participacao do sistema imunold
gico é evidente. 0Os niveils séricos de anticorpos das classes IgM,
1gG e IgA encontravam-se elevados, sendo que o aumento total das
imunoglobulinas chegou a 357% acima dos controles. O0Os niveis de

complemente? circulante apresentavam-se baixos, i1ndicando, prova
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velmente, ativacao desse sistema durante o desenvolvimento da
doenca. Hall, 1977, apontou como provavel Tfator responsavel pe-
lo inicio da coagulacdo intravascular disseminada observada em

infeccdes malaricas, a ativacdo do sistema complemento.

Neva e colaboradores, 1970, sugeriram a participacao
de fTatores de imunidade celular na malaria, o que foi mais tar
de confirmado por Cohen, em 1979. Estes mesmos autores reporta
ram que soldados que Tforam do Vietnd para os EUA e que se encon
travam infectados com Piaomodd.u.m , apresentavam edema
pulmonar com hemorragia intra-alveolar e formacado de membrana
hialina. N&o existiam sinais de faléncia cardiaca, pois nestes
pacientes o0 coracdo apresentava-se com tamanho e batimentos nor

mais.

Brooks e colaboradores, em 1967, ndo encontraram corre
lacdo entre os edemas TfTacial e periorbital encontrados em pa-
cientes malaricos, com disfuncado renal ou mesmo com.hipoprotei-
nemia. Segundo estes autores o0os edemas estariam correlacionados
com o aumento da permeabilidade vascular e retencdo de Iiquido

nestes locais.

Boonpucknavig e Sitprija, 1979, relataram que um dos
eventos mais iImportantes da malaria provocada por Péct-6mo dZam

€ o aumento da permeabilidade vascular.

Telia e Maegraith mostraram, em 1966, que Macaca mula-
ta infectados com PZaimo k.nou)£iAd, apresentavam niveis de ca-
licreina, enzima que cinde o bradicindgeno liberando bradicini-
na, elevados em relacdo aos animais controles. Neste mesmo tra-
balho, os autores postulapam que a estase observada em peque-
nos vasos cerebrais de animais malaricos seria devida a um au-
mento da permeabilidade, vascular, de maneira semelhante aquela
gque ocorre em processos iInflamatérios. Migasena e Maegraith, em
1967, demonstraram a passagem de albumina e agua para o liqui-
do cefaloraquidiano de macacos e camundongos infectadPs com

P. knoMizéd, e P. be.tgke.Z, respectivamente.

Onabanjo e Maegraith, em 1970, demonstraram aumento nas

concentracdes de adenosina e histamina na corrente sanguinea de



macacos infectados com P. linowE.£-id.

Goodwin e Richards em 1960, trabalhando com camundon
gos infectados com Bab&Ada ko dhadnd, TKdpa.noA60ma bKu.ce.d e PdaA_
moddum biKghzd, demonstraram a presenca de polipeptideos Tfarma-

cologicamente ativos, cinina-similes, na urina destes animais.

Em 1972, Ohtomo e Katori demonstraram em in
fectados com P. be.Kghe.d, cuja parasitemia era superior a 30% ,
uma queda significativa nos niveis de bradicindgeno plasmatico

além de hipotensao arterial.

Weiss,em 1978, descreveu que os pulrioes.de camundongos

t
infectados com P. apresentavam-se edematOsos com presen
ca de imunocomplexos, positivos para imunoglcbulina, C3 e antige-

nos malaricos.

Skirrow e colaboradores, 1965, demonstraram que Macaca
mulata 1nfectada com Pdaomoddu.m knowde.6d apresentava hiperativi

dade do sistema nervoso simpatico.

Rothschild e colaboradores, 1975, demonstraram que a
injecao endovenosa de adrenalina em ratos provocou edema pulmo-
nar, o qual tem componente cininico, uma vez que concomitante -
mente ao edema ocorreu consumo do bradicininégeno plasmatico.Es
ses mesmos autores ja haviam demonstrado, em 1974, que 0 consu
mo de bradicinindégeno plasmatico evocado pela adrenalina, tanto
"in vivo" como '"in vitro', dependia da presenca de leucdcitos |,

mais especificamente de neutréfilos e/ou basoéfilos.

Os dados da Iiteratura-com relacdo ao comportamento do
leucograma em i1Infeccdes malaricas nas diversas espécies ani -
mails ainda sao bastante controversos. Cannon, 1941, observou em
malaria humana causada por Pda6moddu.m “adcdpaKu.m, Bleucopenia a-
companhada de linfocitose relativa. Brooks e colaboradores, 1968,
nao encontraram alteracdes do numero de leucbcitos, mas Falco-
ner, 1919, e Rigdon, 1942, encontraram leucocitose em casos de

malaria humana. .

A participacao de serotonina, histamina, bradicinina e

prostaglandinas no .aumento da permeabilidade e extravasamento de



Iliquido e células é bem conhecida (Hurley, 1978).

A liberacdo de prostaglandinas da série E, por acao da
bradicinina, Tfoil demonstrada por Colina-Chourio e colaboradores,
1976, quando perfundiam o rim de coelho com bradicinina e/ou bra

dicinindgeno

A literatura relacionada com cs mecanismos envolvidos
na alteracdo da temperatura corporal e na patogénese da febre,
aumentou intensamente na ultima década. Entre as varias revi-
sbes envolvendo estes assuntos, podem ser citadas as de Feldberg,

1975, Hellon, 1975, Milton, 1976 e Feldberg e Milton, 1978.

Os agentes que iInvadem 0sS organismos e que apresentam
capacidade de produzir alteracdes na temperatura interna corpo-
ral, sdo chamados de pirégenos exégenos (Hellon, 1975 e Milton,
1976). Como exemplo, podem ser citadas as bactérias (Jgram-posi-
tivas e gram-negativas, micobactérias, virus, Tfungos, protozoa-

rios, etc.

Ap6s Tagocitarem os pirogenos exogenos, as células de
defesa liberam na corrente sanguinea, uma proteina conhecida co
mo piroégeno endégeno. Todas as células que fagocitam tém capaci

dade de liberar pirdégenos endégenos Milton, 1976).

Os pirogenos endégenos, provavelmente, atravessam a
barreira hematoencefalica e agem no hipotalamo anterior.Milton,
1976, relatou que iInjecBes de PGE™ nos ventriculos cerebrais de
gatos, caes e coelhos, provocaram aumejito da temperatura coOrpo
ral, e que durante a febre provocada por pirégenos, o nivel de
PGE™ no Iiquido cefaloraquidiano, encontrava-se elevado. 0 mes-
mo autor descreveu também, que o aumento da concentracao de PGEN
juntamente com a febre, Tforam abolidos quando os animais foram
tratados com drogas anti«piréticas.

Baseados nestas evidéncias, os autores concluiram que,
no hipotalamo anterior, os pirogenos endoégenos liberariam pros-
taglandinas, as quais seriam os mediadores responsaveis pela fe

bre.

Por outro lado, tem sido demonstrada a participacado de
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aminas biogénicas e de outros mediadores quimicos em nucleos do
hipotalamo, envolvidos no controle da temperatura corporal. Ad-
ministracdes intracerebrais destas substancias provocam varia-
¢cbes na temperatura corporal. Estas variacOes sao dependentes da

dose e da espécie, bem como da temperatura ambiente (Hellon, 1975).

Os dados da literatura com relacao a alteracao de tem-
peratura em ratos e camundongos apds injecdes de aminas biogéni

cas sao bastante controversos.

Segundo Hellon, 1975 e Brittain e Handley, 1967, nora-
drenalina e serotonina injetadas nos ventriculos cerebrais de
camundongos, a uma temperatura ambiente abaixo de 25°C, provoca
ram hipotermia. Entretanto, adrenalina promoveu uma resposta bi
fasica e a isoprenalina apenas hipertemia (Brittain e Handley |,
1967). Hellon, 1975, descreveu também, que a hipotermia provoca

da pela noradrenalina pdde ser revertida em hipertemia,quando a
temperatura ambiente era elevada para 35°C.

Em ratos, esse mesmo autor demonstrou que iInjecbes de
serotonina nos ventriculos cerebrais, provocaram hipotermia, en
quando que as de noradrenalina produziram hipertermia. Entretan
to, Bugajski e colaboradores, 1980, relataram que o efeito hi-
pertérmico da noradrenalina sé ocorreu em baixas doses, visto

que em altas doses a resposta observada foi bifasica.

Dopamina i1njetada nos ventriculos cerebrais de ratos

provocou, também, resposta hipotérmica (Cox e oolaboradores,1980).

Hellon, 1975, demonstrou que iInjecdes de histamina nos

ventriculos cerebrais de camundongos provocaram hipotermia.

Estas observacbes®™ tomadas em conjunto indicam que al-
gumas das alteracdes fTisiopatoldgicas que ocorrem na malaria as
semelham-se a um quadro ’inflamatdrio agudo. Dentro destas pers-
pectivas e utilizando camundongos como animais de experimenta -
cdo e o0 PZa.-t>mod.Zu.m be.tighe.d. como agente iInfectante, sao objeti -

vos deste trabalho:

a) Analisar o comportamento da parasitemia ,e hematocri.

to dos.animais, como indice de desenvolvimento da



b)

©)

d)

10.

doenca

Caracterizar a existéncia de edema pulmonar em camun

dongos submetidos a essa condicdo experimental;

Correlacionar a sua génese com a instalacdo de umqua
dro inflamatdério (liberacdo de mediadores inflamato-

rios e participacao celular);

Analisar as alteracdes de temperatura corporal, rela
cionando-as aos mecanismos envolvidos na producéo e

manutencao dessas alteracodes.
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MATERIAIS E METODOS

1. ANIMAIS

Os animais utilizados foram camundongos Swiss-44 ma-
chos, pesando entre 18 e 25 gramas, Tfornecidos pelo Biotério Cen
trai da Universidade de Brasilia e também, pelo Biotério do De-
partamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal

do Ceara.

Durante a realizacdo dos experimentos, os animais fo-
ram mantidos em caixas com, no maximo, 25 animais, com livre a-

cesso a agua e alimentos.

As condicgcBes ambientais dos grupos infectados foram i-

dénticas aquelas do grupo controle.

2' agente INFECTANTE

0 agente infectante utilizado foi o PZaomod*ciim be.A.g he-c
(Vincke e Lips, 1948), cepa proveniente do Instituto Pasteur de
Paris, que vem sendo mantida ha mais de 30 anos no Instituto Os
waldo Cruz do Rio de Janeiro e, posteriormente, na Universidade
de Brasilia. Atualmente, vem sendo mantida, também, no Departa-
mento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do

Ceara.

A manutencao da cepa de PZa.6modZu.rn be.SLgke.Z (Pb) ou a
infeccdo de grupos experimentais, Toi Tfeita colhendo-se sangue
por puncdo cardiaca de animais que apresentavam parasitemia su-

perior a 40%, contada em esfregaco de sangue. A seguir,cada ani

mal recebeu 0,2 ml da solucdo de sangue diluido em salina fisio
I6gica, por via intraperitoneal, contendo aproximadamente 5x10"

eritrocitos parasitados.

Ao, Final de sete dias os animais i1nfectados morreram,
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devido a8 infeccdo. Cada parametro foi analisado diariamente,até

o ultimo dia de infeccdo.

3. PARASITEMIA

A parasitemia foil determinada através de um pequeno cor
te na extremidade da cauda do animal, para a obtencdo de uma go
ta de sangue, com a qual foi TfTeita um esfregaco para contagem
de hemacias parasitadas. Os esfregacos foram Ffixados com meta-
nol durante 2 a 3 minutos, corados pelo método de Giemsa e exa-

minados sob objetiva de imerséao.

Foram contadas de 500 a 1000 heméacias em, pelo menos,
cinco campos diferentes, expressando-se em percentagem o numero

de hemécias parasitadas, segundo a relagcao abaixo:

Numero de hemacias parasitadas x 100 = Percentagem de hemacias

Numero de hemacias totais parasitadas

4. HEMATOCRITO

0 hematdocrito foi feito através de microtécnica

Apb6s pequeno corte na ponta da cauda do animal, o san-
gue Toi colhido por capilaridade em tubos capilares hepariniza-
dos (Cat. n9 21112 - Sherwood), os quais foram fechados em uma
das extremidades por material -plastico Critoseal (Recorder n?
8889215003 - Sherwood), e centrifugados durante 15 minutos a

15 000 G, & temperatura ambiente.

Utilizou-se umai régua graduada em milimetros para medi
cdo do comprimento total da coluna de sangue e do comprimento da
coluna de elementos figurados. 0 hematdcrito foi calculado e ex
presso em percentagem através da relacao: ,

Comprimento (mm) da coluna de elementos Tigurados
e e X 100 = hematd



13.

5' PROTEINAS plasméticas totais

As proteinas plasmaticas totais foram determinadas pe-
lo método do biureto (Reinhold, 1953). O sangue foi retirado por
puncado cardiaca, em seringa siliconizada contando 10% do volume
de oxalato de sdédio a 1%, e centrifugado a 1.200 G durante 10 n.i

nutos a temperatura ambiente. Uma aliquota de 0,1 ml de plasma

ao qual foram adicionados 4 ml do reagente de biureto. Os tubos,
preparados desta maneira, foram deixados a temperatura ambiente
durante 15 minutos e a seguir, determinadas suas densidades Opti.
cas em um espectrofotdémetro Zeiss, a um comprimento de onda de
540 nm. No tubo "branco'™, o volume correspondente ao plasma foi
substituido por salina Tfisioldgica. A curva padrdo foi realizada
utilizando-se, em lugar do plasma, solugBes contendo concentra-
¢cOes crescentes de albumina sérica bovina, cristalina, de 1, 2,

4, 8 e 16 mg/ml de salina a 0,9%.

6+ BRADICININOGENO PLASMATICO

Para a quantificacdo do bradicinindégeno plasmatico, uti.
lizou-se a técnica de Diniz e Carvalho, 1963, com modificacdes
introduzidas pelo Departamento de Farmacologia da Faculdade de

Ribeirao Preto, USP.

Através de seringa siliconizada contendo 0,1 ml de oxa
lato de sdédio a 1%, foi retirado- 1 ml de sangue por puncao cardia-
ca, transferido para tubos de polietileno e centrifugado, poste-
riormente, a 1 200 G durante 10 minutos a temperatura ambiente.A
seguir, 0,2 ml do plasma foi transferido por intermédio de uma
pipeta siliconizada para outro tubo de polietileno, contendo 1,8
ml de acido acético a 0,2% (V/V). Ap6s este procedimento, os tu-

bos foram fervidos durante 30 minutos em agua em ebulicao.
/

Os tubos foram resfriados em agua corrente,seguindo-se

0 processamento para dosagem biologica, ou entdo, armazenados em
"freezer'"™ a"-20°C./Para a dosagem bioldégica, os tubos foram des-
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congelados a temperatura ambiente e o pH foi ajustado para 7,8
com, aproximadamente, 0,06 ml de NaOH 1IN. A seguir, Toi adiciona
do 0,5 ml de tampdo tris 0,2 M, pH 7,8 e acrescentado 0,1 ml de
uma solucdo de 2 mg/ml de tripsina diluida em salina Ffisioldgica.

Os tubos foram mantidos posteriormente, durante 30 minutos, a uma
temperatura de 37°C.

Em seguida & digestdo triptica, o volume do tubo foi

completado para 4 ml com salina a 0,9%.

A dosagem de cininas foi realizada em ileo de cobaio |,
intercalando-se doses da amostra com doses de solucao padrao de

bradicinina 1 pg/ml.

6.1. DOSAGEM BIOLOGICA DA BRADICININA

Cobaios adultos, machos, pesando entre 200 a 300 gra-
mas, Toram sacrificados com uma pancada na nuca e exsanguinados
por seccao dos vasos cervicais. Apds a abertura da cavidade peri_
toneal, foil retirado um segmento de trés a cinco centimetros de
ileo terminal, gue foi montado em aparelho de Dale e conectado a
uma alavanca de aluminio, de inscricao frontal, com ampliacdo de
trés vezes. 0O segmento de musculo foi mantido em uma cuba de 10

ml, banhado com solucdo de Tyrode a 37°C e aerado com uma bomba

de aquario. Sulfato de atropina e difenidramina foram dissolvi-

dos na solucdo de Tyrode para uma Concentragéo final de 10_7 g/1
de base livre.
0 registro. das contracdes foi Tfeito em papel enfurna

cado, montado em quimografo.

7. CONTAGEM DE LEUCOCITOS

7.1. CONTAGEM TOTAL
/

Para a contagem total de leucécitos,,o sangue foi cole

tado em uma micropipeta de vidro (Herka, 25 microlitros), por
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puncdo do plexo orbital, e diluido em solucdo de Turk na propor-
cdo de 1:20. A contagem foi realizada em camara de Neubauer atra
vés de microscopio 6ptico, com objetiva de aumento de 10 vezes.
Os resultados foram expressos em numeros de leucdcitos totais por

milimetro cubico de sangue.

7.2. CONTAGEM DIFERENCIAL

Esfregacos de sangue, para as contagens diferenciais

foram corados segundo a técnica de Giemsa.

As contagens foram feitas em microscopio Optico coro ob
jetiva de imersdo. Foram contados 100 leucdcitos, utilizando-se
um contador de células digital marca Phoenix (Mod. EC 906 - Bra-

sil) , e o resultado, expressado em percentagens referentes aos
diversos tipos de células da linhagem leucocitaria

8+ DETERMINACAO do edema pulmonar

A quantificacdo do edema pulmonar foi realizada, utili.
zando-se a relacdo peso do pulmdo (peso umido)/peso corporal
(Stadb, 1974). Para isto, o0s animais, apos pesados, Toram aneste -
siados com éter etilico e em seguida exsanguinados, seccionando-
se 0s vasos cervicais, e aberta a cavidade toracica. Os pulmbées

+
foram retirados, lavados rapidamente em salina a 0,9% e coloca -
dos sobre papel de fTiltro para retirar o excesso de umidade. Em

seguida, Toram pesados em bgilanca analitica.

Realizaram-se também cortes histoldégicos dos pulmdes
dos animais, no sétimo dih de infeccdo, com a Ffinalidade de evi-
denciar, microscopicamente, as alteraclOes teciduails encontradas

no edema pulmonar malarico.

Para tanto, os pulmbes foram fixados em formol' a 10 %
(V/V), durante 48 horas e incluidos em paraFfFinaOs cortes histo

I6gicos fToram obtido.s através de micrétomo, para preparados em pa
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rafina, com expessura de 5 micra e corados com Hematoxilina-eosji
na. A seguir, Toram examinados em microscopio o6ptico e TfTotografa
dos, utilizando-se conjunto para microfotografia, modelo Carl

Zeiss - Jena, com objetivas de 10x e 40x.

9. TEMPERATURA CORPORAL

A temperatura corporal foi avaliada medindo-se a tempe
ratura retal dos animais, através de um thermistor (teleterrodme-
tro NE - X - Ribeirao Preto - SP), iInserindo-se a ponta da sonda,
que Toi vaselinada para facilitar a penetracdo e evitar lesdes,

2 a 3 cm no anus dos camundongos (Bodel e Miller, 1976).

Apb6s a iInsercao,aguardaram-se 30 a 45 segundos para es-
tabilizacdo da leitura.

As mensuracdes foram realizadas em ambientes com tempe
raturas variando entre 23 a 24°C, utilizando-se para isto, sala

com ar condicionado.

10. FORMAGCAO DE SUBSTANCIAS PROSTAGLANDINA-SIMILE NO
SISTEMA NERVOSO CENTRAL (SNC)

A determinacao de substancias prostaglandina-simile no
SNC foi feita realizando-se a técnica proposta i1nicialmente por
Gilmore e colaboradores, 1968, com adaptacdes introduzidas em

nosso laboratério.

Os animais foram anestesiados com éter etilico, exsan
guinados através de seccdo dos vasos cervicais e, imediatamente
apods, a calota craniana foi removida com auxilio de pequenos al_i

cates de unha, e os cérebros retirados.

Os cérebros, em numero de cinco, foram pesados e colo-
cados em um tubo de ensaio contendo 9 ml de solucado de itrebs aci_
dificada com 0,45ml de HCt 5,75 N. A esta solucdo foram adiciona

dos também, 2,0 pg/ml de indometacina (Eisen e Walker,1976) pa
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ra evitar uma possivel formacdo de prostaglandinas, durante a

realizacdo do método.

A seguir, através de um homogenizador Potter, o conjun
to de cérebros foi homogeneizado. 0 homogeneizado assim obtido
foi, entdo, centrifugado a 5 000 G durante 20 minutos & tempera-

tura ambiente, e desprezado o precipitado.

Ao sobrenadante, foi adicionado i1gual volume de aceta-
to de etila, e agitado o tubo, vigorosamente, através de um agi-

tador Vortex.

Ap6s pequeno intervalo de tempo, formaram-se duas fa -
ses, que Toram separadas para tubos diferentes, utilizando-se fTu

nis de separacao.

A fase inferior (fase aquosa) Toi adicionado, novamen-
te, 1i1gual volume de acetato de etila, procedendo-se entdao, da ma
neira descrita acima. Apds este procedimento, a fase aquosa foi

desprezada

As duas fases organicas onde se encontravam a substan-
cia prostaglandina-simile, foram juntadas e secadas em um "Flash

Evaporator'™, a temperatura ambiente.
0 material seco foi armazenado em "freezer'™ a -20°C a-

té o dia da dosagem bioldgica.

Para a dosagem, o material foi diluido em O,Iml de eta

nol, acrescentando-se apds, 4,9ml de solucdo de Krebs.

9

As substancias prostaglandina-simile foram quantifica-
das em 6rgdos isolados pela técnica de superfusdao em cascata, in
tercalando-se doses do desconhecido com doses de prostaglandina

E2 (PGE2) + Esta técnica forneceu um recobro de aproximadamente 76%.

t

10.1. TECNICA DA SUPERFUSAO EM CASCATA (Vane, 1964)
/
Foram superfundidos com solucdo de Krebs a 37°C conten
do diversos inibidores, 2 ou 3 orgaos em cascata com um Fluxo

constante de 2 ml/mihuto.



A solucdo de Krebs foi aquecida até 37°C, Ffazendo-a cir

cular em uma jaqueta d"agua a 37°C.

Os Orgdos utilizados foram estdmago de rato, colon de
rato e reto de pinto, e suas contracgfes registradas em um poli-

grafo H. Packard, modelo 7754 B.

10.2. PREPARACAO DOS ORGAOS ISOLADOS UTILIZADOS
NA SUPERFUSAO EM CASCATA

A) Estémago e Coélon de rato

Ratos machos, pesando entre 250 a 350 g, foram sacrifi
cados com uma pancada na nuca e exsanguinados pela seccdo dos va
sos cervicais. Aberto o abdomem, Tfoi retirado o estbmago e apro-
veitada, somente, a porcdo fundi ca. Esta porcado foil cortada em
espiral, obtendo-se uma tira de 3 a 4 centimetros de comprimento
e 0,5 a 1 centimetro de largura, a qual foi amarrada e adaptada

ao sistema de cascata.

Do mesmo animal Tfoi retirado o célon, o qual foi corta
do em tiras de 1 a 2 centimetros de largura e 3 a 4 centimetros

de comprimento, sendo também, adaptado ao sistema.

B) Reto de pinto

Pintos de 1 a 3 dias.de idade foram decapitados, e em
seguida dissecados cs retos, dos quais utilizaram-se apenas 2 a 3 centi.
metros de comprimento da parte terminal. Apds lavagem com solu-
cado de Krebs, foi também adaptado ao sistema da cascata. Ao tér-
mino da montagem, o0s O6rgados foram deixados estabilizar, por um
periodo de 15 a 30 minutos, durante o qual fToram superfundidos a

penas com solucdo de Krebs.
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11. PRODUGCAO DE MEDIADOR LEUCOCITO ENDOGENO (LEM)j,
A PARTIR DE LEUCOCITOS, PROVENIENTES _DE__ANEq
MAIS INFECTADOS COM PZfI6fflpdZum b6.Ag hGA.

11.1. OBTENGCAO DE LEUCOCITOS CIRCULANTES

Para extracao de leucoécitos circulantes, foi utilizada
a técnica de Henson (1971), com modificacdes iIntroduzidas em nos
so laboratério. 0 sangue fToi retirado de camundongos normais ou
infectados, por puncao cardiaca, utilizando-se uma seringa sili-
conizada, contendo 10% do volume de sangue a ser retirado,de oxa
lato de so6dio a 1%(p/v) . 0 sangue TfToi centrifugado a 550 G, por
20 minutos & temperatura ambiente, em tubos siliconizados. Com
uma pipeta Pasteur siliconizada, removeu-se o plasma e o0 creme
leucocitidrio que contém a maioria das células roononucleares. Ao
creme leucocitario foram adicionados 5 a 10 ml de salina Tfisiold
gica que, apdbs homogeneizacao,foi centrifugado a 550 G por 10
minutos a temperatura ambiente. Apds este procedimento, o0 sobre-
nadante foi desprezado e ao sedimento foram adicionados 7,0 ml
de cloreto de aménio dilluido a 0,83% (p/v), pH 7,2, para
a lise dos eritréocitos restantes. Depois de 5 minutos em banho-
maria a 37°C, a amostra foi centrifugada a 400 G por 10 minutos
a4 temperatura ambiente. 0 sobrenadante foil desprezado e o proces
so de lise foi repetido. Apds nova centrifugacdo, o sedimento foi
lavado por duas vezes com solucdo salinad tamponada (SST). A se-

guir, os leucdcitos foram ressiuspendidos em SST (1—-2 ml) e man
tidos a 4°C.
\

Ap6s a retirada do creme leucocitario e do plasma, o]
tubo com hemacias e leucdécitos remanescentes, fToi enchido com ge
latina a 2,5%(p/v) diluida em SST estéril, em quantidade igual ao
plasma retirado na primeira fase, homogeneizado e colocado em ba-
nho-maria a 37°C por 30 minutos. Apd6s este intervalo de tempo, as
hemacias sedimentaram-se e o sobrenadante, rico em leucd6citos

foi retirado e centrifugado a 400 G por 10 mindtfos a4 temperatura

ambiente, pata prevenir a solidificacdo da gelatina. Em seguida,
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0 sobrenadante foi desprezado e ao sedimento, adicionados 7,0 ml
de cloreto de amdénio 0,83%, pH 7,2 e, posteriormente,incubado du
rante 5 minutos em banho-maria a 37°C. A amostra foi entdo cen-
trifugada a 300 G por 10 minutos. Desprezou-se o0 sobrenadante e
lavou-se o0 sedimento por duas vezes com SST. Os leucdcitos fToram
ressuspendidos em 0,5 a 1,0ml de SST e em seguida, misturados com

0s obtidos a partir do creme leucocitario.

Esta técnica fornece um recobro de aproximadamente 90%
dos leucdcitos circulantes, com viabilidade de mais de 95%, quan
do verificada por exclusadao de eosina Y a 1% em salina Ffisioldogi-

ca.

11.2. PRODUCAO DO MEDIADOR LEUCOCITICO ENDOGENO
(LEM)

Todo o material utilizado, tanto na producédo de LEM co
mo na obtencdo de leucdcitos periféricos, foi siliconizado e au-
toclavado, a 120°C, durante 30 minutos. A suspensadao de leucdci
tos proveniente de animais normais ou iInfectados, teve sua con-

centracdo ajustada com SST para que, em cada 0,1 ml da suspenséao
final, existissem 10™ ou 10& leucdcitos. A seguir, os tubos fo-

ram incubados em agitador Dubnoff a 37°C por 3 horas. Apds a iIn-

cubacdo, as amostras foram centrifugadas a 600 G por 10 minutos

a4 temperatura ambiente.

11.3. INJECAO DO "LEM" EM ANIMAIS NORMAIS

Camundongos normais tiveram sua temperatura retal me-
dida, a uma temperatura ambiente entre 23°C e 24°C. A seguir, ca
da grupo de animails recebeu, via plexo orbital, sobrenadantes da
incubacéo de leucdcitos provenientes de animais infecta?os com P.
be.A.ghe.i. (LEM) e de animais normais, nas concentracdes menciona
das anteriormente (10 ou 10n células). 0 volumte de i1njecado foi

sempre de Orl ml, e/os animais controle, receberam o mesmo volu-
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me de salina Ffisioldégica. A temperatura retal de cada grupo foi
tomada em iIntervalos de 30, 60, 120 e 180 minutos apds a iInjecao

do sobrenadante ou salina.

TRATAMENTOS DOS ANIMAIS COM DIVERSOS ANTAGONISTAS FARMACOLOGICOS

Na segunda fase do trabalho trataram-se grupos de ani-
mais infectados e controles com diversas drogas, e foram analisa-

dos alguns parametros ja descritos.

Os animais receberam iInjecbes dos antagonistas (esque-
ma proprio para cada droga) e Tforam infectados com modfum
be.tgh.e.Z (Pb). Os parametros: parasitemia, edema pulmonar e tempe
ratura, foram avaliados nos trés ultimos dias da iIinfeccao, ou se

ja, quinto, sexto e sétimo dias.

Para cada tratamento foram realizados grupos-controle,
onde substituiu-se a aplicacdo do Pb, por iInjecdo de salina TfTi-

sioldgica.

a) FENOXIBENZAMINA (a-BLOQUEADOR)

Para 1 mg de fenoxibenzamina utilizou-se 0,05 ml de e-
tanol para sua completa diluicdo e o volume completado com sali-
na Tfisioldgica para se obter a concentracdo desejada. A via de
administracao foi a intraperitonial, sendo que os camundongos nun

ca receberam volume superior a" 0,3 ml.
0 esquema de tratamento foi o0 seguinte:

tempo O Img/kg de fTenoxibenzamina
1 h apos 3mg/kij de Tenoxibenzamina
2 h apos 3mgs/kg de Tenoxibenzamina
3 h apos Toi realizado a infecgdo com PZaomodd.u.m be.A.g_

he.Z e injetada salina 0,9% nos controles.

Diariamente, foi aplicada uma dose”de manutencdo de

3mg/kg -



b) METISERGIDA (DESERILA) (ANTISEROTONINERGICO)

Deserila fToi diluida em 0,1 ml de metanol e o volume

foil com-

pletado com salina Tisioldégica.

0O esquema utilizado para tratamento foi o0 seguinte:

tempo O Inig/kg de metisergida
1 h apés xmg/kg os metisergida
2 h apods infecgdo dos animais com Pb e aplicacédo de

salina 0,9% nos controles.

Diariamente foi iInjetada uma dose de manutencdo de Img/

kg.-

A via de administracao foi a iIntraperitonial.

c) p-CLOROFENILALANINA (PCPA) - (INIBIDOR DE SINTESE DE SEROTCNINA)

p-Clorofenilalanina foi diluida em O,Iml de acetona e
acidificada com 0,05 ml de HCO 0,5 N. Para obtencdo da concentra

cio desejada completou-se o volume com salina 0,9%.

0O esquema de tratamento utilizado foi o0 seguinte:

Tempo O : 300 mg/kg de p-clorofenilalanina
24 h apbs : infeccdo dos animais com P£a.Amo (Ltum beAglieA.

e aplicacédo de salina nos grupos-controles

No 49 dia de infecgcdo os animailis receberam, novamente,

uma dose de manutencéo de 300 mg/kg-

A via de administracao foi a intraperitonial e o volu-

me injetado nao foi superior a 0,3ml.

d) INDOMETACINA - (INIBIDOR DE SINTESE DE PROSTAGLANDINAS)

Injdometaci-na foi diluida em tampdo tris a 0,2M,pH 7,8,
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obedecendo ao seguinte esquema de tratamento:

tempo O 8 mg/kg de i1ndometacina
8 h apods 8 mg/kg de iIndometacina
16 h apé6s: 8 mg/kg de iIndometacina
24 h apbs: 8 mg/kg de iIndometacina e infecgcdo dos ani

mais com PZa.nnodd.am be.Jighe.d. e aplicacao

de salina nos animais-controle.

Durante todo o periodo de infeccdo, continuou-se iInje-
tando i1ndometacina na dose de 8mg/kg, em intervalos de 8 em 8 ho
ras.

A via de administracdo da droga foi a iIntraperitonial,

e o volume iInjetado em cada animal ndo foi superior a 0,2 ml.

REAGENTES E SOLUCOES

1) Reaoente de Biureto

Solucao 1 : 180g de NaOH diluido em 450 ml de agua

destilada

Solucdo Il : 50 ml de NH™MOH (25%) diluido em 450ml de

adgua destilada.

Solucdo 11l : 2,5 ml de CaSONTH™NO diluido em 450ml de

agua destilada.

Preparacdo: Adicionar a solucdo Il1l1 & solucéao I1, com
agitacdo. Apds completa dissolucdo, juntar & mistura, lentamente,

e com agitacdo, a solucédo, 1.

2) Solucdo de Tyrode
Concentracdo mM
Cloreto de sodio 13¢>,8

Cloéreto de potassio 2,7
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Concentrag
Cloreto de calcio 0,9
Cloreto de magnésio hexa-
hidratado 1,1
Bicarbonato de soédio 11,9
Fosfato monobasico de soédio 0,41
Glicose 5,6

3) Solucédo de Krebs
Concentracdo mM

Cloreto de soédio 115,50
Cloreto de potassio 10,00
Cloreto de calcio (bi-hidra

fado) 2,09
Sulfato de magnésio (hepta-

hidratado) 0,62
Bicarbonato de soédio 25,00
Fosfato monobasico de potas-

sio 1,44
Glicose 7,22

A solucdo de Krebs preparada, foram adicionados os se
guintes antagonistas:
ll-7

Atropina 3,5 lo M (anti-colinérgico muscarinico)
Metisergida 5,7 io" M (anti-serotoninico)
Difenidramina -3,9 107 = (anti-histaminico)

Fenoxibenzamina 3,3 iO'_7 M (alfa-adrenérgico)

X X X X X

Propranolol 7.7 io™® w (beta-adrenérgico)

4) Preparacao da solucdo de Turk

1
Foram diluidos 2 ml de acido acético glacial em 100 ml
de agua destilada. Apds, aclicioraram-se alguns ctistais de violeta

genciana, cuja Ffuncao foi aumentar o contraste dos leucocitos na
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camara de Neubauer.

5) Solucéo salina tamponada (SST)
Concentracdo mM
Cloreto de sdodio 140,00
Fosfato de soédio dibéasico
hidratado 2,61
Fosfato de sodio secunda-
rio 7,40
Agua bidestilada q. s.p.
0 pH ajustado para 7,4

DROGAS E REAGENTES

As substancias empregadas foram,sempre que disponiveis,

de grau analitico (PA ou CP) .
- Acetato de etila (Merck Darmstadt e Reagen)
- Albumina sérica bovina (Sigma)
- Bradicinina (Sandoz e Penninsula)
- p-Clorofenilalanina (Sigma)
- Difenidramina ('Benadryl™ Sigma)
- Eosina Y /Merck Darmstadt)
- Eter Etilico (Reagen)
- Fenoxibenzamina (Smith, Kline e French)
- Formol (40%) &Diolab)
- Gelatina (Difco)
- Giemsa (Merck Darmstadt e Reagen) '
- Hematoxilina - Eosina (Merck- Darmstadt)

- 1ndometacina (Sigma)
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- Metanol (Merck - Darmstadt)

- Metisergida (Sandoz)

- Parafina Histoldgica (Qeel)

- Propranolol (Sigma)

- Prostaglandina EE (Doacdo ao Dr. John E. Pike,Upjohn
Co., Kalamazoo, U.S.A.)

- Siliclad (Clay-Adams)

- Sulfato de Atropina (Sigma)

- Tripsina 2x Cristalizada Worthihgton e Sigma)

- Tris-Hidroximetilaminometano (Sigma)

- Violeta Genciana (Merck - Darmstadt)

Os demais reagentes utilizados foram de pureza anali_

tica.

ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Aos dados experimentais Tforam aplicados tratamentos es
tatisticos (Snedecor, 1963), para determinacao de erro padrao(E.
P.M.) da média e da significdncia entre grupos (teste "t" - Stu

dent) .



RESULTADOS

Qsefeitosda iIinfeccdo malarica sobre os niveis de para-
sitemia, hematdcrito e proteinas plasmaticas totais de camundon
gos iInfectados por P£aamo d-cam (Pb), estdomostrados na ta
bela 1. A parasitemia aumentou,progressivamente, a partir do se
gundo dia, atingindo niveis de 60% no sétimo e ultimo dia de 1in
feccdo. O hematdecrito diminuiu drasticamente durante o desenvol-
vimento da doenca,, caindo de niveis de 54% nos animais normais
para valores em torno de 18% no ultimo dia de i1nfeccdo, revelan
do uma severa anemia. Pela técnica utilizada, ndo foram observa
das alteracdes estatisticamente significantes nos niveis de pro

teinas plasmaticas totais durante o decorrer da doenca.

Alteracdes percentuais nos niveis de bradicinindgeno
plasmatico de animais iInfectados, em relagcdo aos animais-contro
les,estéo representadas na Ffigura 1. Observou-se que os valores
do bradicinindégeno de animais malaricos permaneceram aumentados
até o sexto dia da infeccdo, sendo que, no sétimo dia, Os ni-
vels encontravam-se abaixo dos controles. Nos 29, 49 e 69 dias da
infeccdo, observou-se uma queda relativa do bradicinindgeno pias
matico dos animais infectados, nao significativa, em relacdo aos
seus respectivos dias anteriores, ou seja, 19, 39 e 59 dias-Quan
do se comparou a queda do 79 dia, com os valores do bradicinind-
geno plasmatico observados no 59 dia de infeccdo, notou-se uma
queda estatisticamente signrficante (p < 0,05), 0 que represen-

tou uma reducédo de 64% durante os ultimos dias da iInfeccéao.

Os animais infectados | com PtaAmo dZnm apresen-
taram progressivo e drastico edema pulmonar, demonstrado pelo au-
mento na relacdo peso pulmonar/peso corporal, estatisticamente

diferente dos animais normais, a partir do quarto dia de infec-

cado (Figura 2). Os animais infectados ndo apresentaram variacoes
t
significativas no peso corporal durante o desenvolvimento da

doenca.

Histopatplogicamente, observou”se, no sétimo dia de iIn-



TABELA 1

Valores de parasitemia,

dos com Puacc™mociZam beAg/iti,

PERTODO DE INFECCAO PARASITEMIA

(DIAS) (% )

0 (b) -

1 B}

2 » 0,71 + 0,14(a)
3 5,31 + 0,96

4 18,35 + 3,20

5 25,64 + 4,18

6 39,20 + 7,09

7 60,33 + 8,95

@
EPM

(b)

Média * EPM

Erro padrdao da média

no curso de sete dias de infeccao.

HEMATOCRITO
(%)

55,28 + 1,23(a)
53,05 +1,40
45,94*+ 1,32
36,36* + 1,45
30,55* +1,56
22,25* + 3,65
19,52**+ 5,91
18,13* + 5,93

(10)
(10)
(10)
(10)
(9

hematdécrito e proteinas plasmaticas totais de camundongos

infecta

PROTETNAS PLASMA
TICAS TOTAIS (g%)

7,09
5,96
6,81
7,31
6,31
6,12
5,77
7,03

I+

1+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

0,44(a)
0,44
0,31
0,10
0,54
0,31
0,83
0,31

©)
©)
©)
©)
©)
©®)
©)
©)

0 hematécrito e as proteinas plasmaticas totais de animais normais nao sofreram al

teracbes estatisticamente significantes durante os 7 dias analisados.

Numero de animais utilizados

Estatisticamente sinificante (p < 0,01)

Diferenca de médias em relacdo ao grupo controle,

(p < 0,05).

estatisticamente sinificante

to
co



FIGURA 1

Bradicinindgeno plasmatico %

Alteracdes percentuais do bradicinindgeno plasmatico
de camundongos i1nfectados com PZ<iz>moc/Zum em
relacdo a animais normais, ao longo de sete dias apos
a infeccao. '

Cada resultado representa a média de 5 animais.

* Médias significativamente diferentes (p < 0,05) em
relacdo aos animais nao iInfectados. (
** Demonstra diferenca significativa entre as médias

(p < 0,05) dos 59 e 79 dias de infeccgéao.

29.
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feccdo, intenso iInfiltrado inflamatdrio peri-bronquiolar, predo
minantemente mononuclear, representado por linfocitos, plasmoéci
tos e macrofagos (Figuras 3E e 3F). Além disso, identificou-se

intenso edema pulmonar caracterizado pela nitida distensdo dos
alvéolos, que estavam preenchidos por niaterial eosinofilico (de
vido & riqueza do edema em albumina) Ffinamente granuloso ou ho-
mogéneo. Os septos alveolares apresentaram-se isquéinicos, res-
tando ar em poucos alvéolos, que se mostraram, &as vezes, com hi_

perinsuflacdo ou com enfisema secundario (Figuras 3B e 3D)

Alteracdes na temperatura retal dos camundongos sao a-
presentadas na figura 4. Os animais maléricos apresentaram in-

tensa e progressiva hipotermia no decorrer da infeccéo.

A infeccdo malarica induziu alteracdes nos niveis de
substancias prostaglandina-simile no sistema nervoso central dos
camundongos, coroo pode ser observado na tabela 2. Apenas no 7?
dia os niveis de substancias prostaglandina-simile - apresenta -
ram-se aumentados, de forma estatisticamente significante (p<0,05),
em relacdo aos controles. N&ao foi observada uma relacéo linear
entre a sintese desses acidos graxos no sistema nervoso central

e o desenvolvimento cronoldégico da infeccédo.

0 comportamento dos leucécitos circulantes, durante a
infeccao, ¢é observado na tabela 3. 0s leucdcitos totais aumen-
taram progressivamente com o desenvolvimento da doenca, atingin
do valores superiores a 20.000 ceTulas/m  de sangue, no esta-
gio Ffinal da i1infeccdo. A contagem diferencial dos principais ti
pos da populacdo de células brancas mostraram que, em nameros
absolutos, todas as células (neutrofilos, linfécitos e mondci -
tos) aumentaram de nudmero durante o decurso da doenca. Percen -
tualmente, os neutrﬁfil?s e os mondcitos aumentaram com o desen
volvimento da doenca, enquanto que os linfocitos diminuiram, le
vando como conseqtiéncia, a uma iInversao do leucograma no 79 dia
de infeccdo, onde as células predominantes passaram a ser O0S neu

¢
trofilos, diferentemente do grupo controle, onde predominaramos
linfocitos. “i
Cbefeito do tratamento dos animais i1nfectados com di-

versas drogas sobre o desenvolvimento do edema pulmonar malari-



HtSO COHtOKAL

Variacao da relacao de Staub, considerada como medi

dema pulmonar induzido--em camundongos pela i1Infeccao

PtcLAmo dAu.m bznghe.Z (e----- ¢) ; Camundongos normais (o

31.

da do e

com

As barras verticais indicam erro padrdo da média (EPM), e

0sS numeros entre parénteses representam o numero de
mais observados.
* Diferenca de médias em relacdo ao grupo controle,

tisticamente significante (* p < 0,01; ** p < 0,05)

ani-

esta -



FIGURA 3-A

FIGURA 3-B
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FIGURA

-C
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FIGURA 3-E

FIGURA 3-F
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FIGURA 3
Pulmdo de camundongos normais e de iInfectados com PiaAmo diam

(79 dia de infeccdo). Corado em Hematoxilina-Eosina

FIGURA 3-A

Animais normais (Fotografado em microscopio Carl-Zeiss Jena com

Objetiva 10 X).

FIGURA 3-B
Edema pulmonar alveolar em camundongos infectados(Fotografadoem

microscopio Carl-Zeiss Jena com Objetiva 10 X).

FIGURA 3-C
Animais normais (Fotografado em microscopio Carl-Zeiss Jena com

obj etiva 40 X) .

FIGURA 3-D
Edema pulmonar alveolar em camundongos infectados (Fotografado

em microscopio Carl-Zeiss Jena com objetiva 40 X).

FIGURA 3-E
InFiltrado inflamatério linfocitario perivascular e peribronquji
olar em camundongos infectados (Fotografado em microscopio Carl

-Zeiss Jena com objetiva 10 X).

FIGURA 3-F

Ildem 3-E (Fotografado em microscopio Carl-Zeiss Jena com Objet_ i

va 40 X) .
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FIGURA 4

Temperatura retal (°C) de camundongos infectados com Pucu-

modZu.m be.Jighe.Z, no curso de 7 dias de doenca ®----°¢); Ca -

mundongos normais (0----o0) , temperatura ambiente mantida en
tre 24-25°C.

Barras verticais i1ndicam o erro padrdo da média (EPM), e o
namero entre parénteses refere-se a quantidade de animais
utilizados.

* Diferenca de médias em relagcdo ao grupo controle, esta -
tisticamente significante (* p < 0,05; ** p < 0,0,05; e
*** p < 0,001).



TABELA 2

Concentracdo (pg/g de tecido) de substancia prostaglandina-simile no Sistema Nervoso Cen-

tral (SNC) de camundongos iInfectados com PZ<x4inoc/Zum be.tgh.eZ ao longo dos sete dias de iIn-

feccéo.

DIAS DE INFECCAO
CCNTROLES

19 DIA 29 DIA 39 DIA 49 DIA 59 DIA 69 DIA 79 DIA

Substancia Prosta-

glandina-simile no 3,82 + 4,22 t 3,60 + 4,54 + 3,25 + 3,89 + 3,80 = 11, 76*%

SNC(pg/g de tecido 1,61 (3 1,50 (3) 0,87 (3) 1,73 (3 2,20 (3 1,22 () 1,90 (3) 3,642
cerebral; + EPM) .

% de aumento (I1)ou

queda () em rela- - 10,471 5,764- 18,851 14,924~ 1,831 0,524-
cdo aos controles

207 ,851

Os numeros entre parénteses representam a quantidade de experimentos realizados. Em cada

experimento utilizou-se um "pool™ de 5 cérebros.

I+

E7PM = + Erro padrao da media

* Significa que as diferencas das médias dos animais iInfectados em relacao aos
estatisticamente diferentes (p < 0,05).

normais sao



TABELA 3

Valores médios absolutos (nP/mm3) e relativos (%) de leucdcitos totais, neutrofilos, lin-
focitos e mondcitos em camundongos Swiss-44, ao longo de sete dias de i1infeccdo cora

ctiam btighe.Z.

kdias de LEUCOCITOS TOTAIS CONTAGEM DIFERENCIAL (%)
INFECCAO POR ram3 DE SANGUE NEUTROFILOS LINFOCITOS MONOCITOS
23,13 1 2,38 74,81 1 2,67 2,06 0,44
< Controles 5.673,07 * 598,44

(1.295,90 1 392,13) ( 3.344,60 1 379,53) ( 128,12 + 50,19)
. 6.340.00 + 890 94 32,25 1 2,66 66,83 1 2,72 0,92 = 0,39
’ . (1.511,91 1 284,77) ( 4.145,95 1 814,46) ( 76,41 t 33,76)
9 7 029.16 + 880,69 39,37 1 3,25 58,90 1 3,56 1,72+ 0.54
( 2.945,90*1 582,86) ( 3.854,50 1 390,93) ( 158,59 +  70,18)
3 7.785,71 #1..191,58 35,41 + 2,89 63,33 1 2,94 1,25 + 0,35
(2.377,09 1 409,54) ( 4.232,63 1 514,50) (99,36 *+ 25,17)
A 9. 446 1(;“@1 278,50 40,27 1 3,52 52,33 1 6,69 2,41 0,52
( 3.767,50*1 665,06) ( 4.874,10*+ 396,16) ( 235,59 * 57,56)
V~5 16.633,3(1* + 982 60 47,00 % 3,62 52,07 1 3,54 1,69 + 0,49
( 7.862,90*1 863,25) ( 8.541,80*1 798,10) ( 268,07 * 79,95)
6 23.350,08* 15 025 00 42,16 + 1,84 ' 55,00 1 2,99 2,75 + 0,49
( 9.716,50*1 L112, 63) (13.001,12*1 1.724,15) ( 696,29* *+ 171,40)
7 22.411 5gAr +1 .719,40 55,27 + 3,52 39,09 1 3,40 5,63 + 1,07
(12.126,22*1 806,99) ( 9.248,00*1 L_390,95) (1..271,22* * 266,11)

OjT? de animais usados foi de 14 para cada~resultado. Os_n?s. entre parénteses representam o n? de cada leu
cocito por mm3 de sangue. +EPM = Erro padrao da média. Diferenca entre as médias dos animais infectados em

relacdo aos normais, estatisticamente significativa - * p < 0,01; ** p < 0,001.

00
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co é visto na tabela 4. Nenhum dos 1inibidores utilizados alterou
0 grau de parasitemia dos animais, bem como a relacdo peso pul-
mao/peso corporal (indice de edema), de animais normais. 0 tra-
tamento dos animais com TFfenoxibenzamina, provocou um profundo e
feito sobre o desenvolvimento do edema pulmonar. Este bloquea-
dor reduziu drasticamente o edema, em todos os dias analisados,ou
seja, 59, 69 e 79 dias de iInfeccdo, Metisergida, um inibidor aos
receptores serotoninérgicos, também inibiu o aumento da relacao
de Staub no 69 e 79 dias da doenca,ndo o reduzindo no 59 dia. O
tratamento dos animais infectados, com um depletor da sintese
de 5-hidroxitriptamina, p-clorofenilalanina, apresentou efeito si
milar &8 metisergida, variando apenas quanto ao grau de inibicdo.
Um potente inibidor da sintese de prostaglandinas, indometacina,
também reduziu acentuadamente o edema pulmonar malarico dos ani_

mais, em ambos os dias analisados.

A influéncia destes i1nibidores sobre a hipotermia ob-
servada nos camundongos infectados é vista na tabela 5. Essas
drogas nao alteraram a temperatura corporal dos animais normais A
fenoxibenzamina potenciou a hipotermia dos animais nos 59, 69 e
79 dias da infecgdo. A metisergida provocouuma potenciacgao da
hipotermia, estatisticamente significante apenas no 69 dia da
doenca (p < 0,005). A potenciacdo da hipotermia provocada pela
p-clorofenilalanina, nos animais iInfectados,ndo foi estatistica-
mente significante. A indometacina potenciou significativamente
a hipotermia, nos 59 e 69 dias. No 79 dia, a potenciacao ndo foi

estatisticamente significante.

Nas figuras 5 e 6 sao mostrados os efeitos da iInje-
¢cdo endovenosa de sobrenadante de leucécitos oriundos de ani-
mais i1nfectados com P. be.tg/ie.l no sétimo dia de infeccdo. A ad
ministracado de 0,1 ml do sobrenadante que esteve em contato pré
vio com 10~ leucdécitos provocou uma reducao significativa da tem
peratura corporal nos intervalos de 30, 60, 120 e 180 minutos a
p6és a aplicacdo endovenosa (Fig. 5). 0 efeito da in_ge(;ép de
0,1 ml do sobrenadante que esteve em contato com 10 leucécitos

fol mais persistente e apresentou um aspecto monoiasico (Fig.-6). A

administracdo de salina estéril No.CZ 0,9%), bem como sobrena -



TABELA 4

Percentagem de inibicdo do edema pulmonar de camundongos infectados com P.

tante do tratamento com Ffenoxibenzamina metisergida, paraclorofenilalanina e

¢m relacdo aos animais apenas iInfectados.

FARMACOS % DE INIBICAO DO EDEMA PULMONAR
59 DIA 69 DIA
Fenoxibenzamina 63,36*** (10) 52,71%**  (9)
[
Metisergida 6,6 ( 4 76,35**** (5)
Paraclorofenilalanina 9,1 ( 5) 32,36* o)
Indometacina 64 ,82**** (11) 55,62%**  (7)

() Numero de animais utilizados

* A diferenca entre as médias foi estatisticamente significante

*** p <0,005  **** p < 0,001).

* p < 0,05

beAghez, resul-

76,

55,

71,

60,

**

indometacina

79 DIA
27*F** O]
23** A3)
18**** (5)
59** 4
p < 0,02

ov



TABELA 5

Percentagem de potenciacao da hipotermia de camundongos

tante do tratamento com fenoxibenzamina,

na em relacdo aos animails apenas

FARMACOS

Fenoxibenzamina

Metisergida

Paraclorofenilalanina

Indometacina

()

* A diferenca entre as

*** p < 0,001).

59 DIA

70,72%**

15,97

15,97

99, 62***

Numero de animais utilizados

médias foi

®)

*

*

an

metisergida,

infectados.

% DE POTENCIACAO DA HIPOTERMIA

infectados com P.

69 DIA
50,51%* (10)
58,07 (4
48,45 ( 5)
73,54%**  ( §g)

Os experimentos foram realizados numa temperatura ambiente entre 23 - 24°C.

paraclorofenilalanina e

resul-

indometaci

79 DIA
52,62* 4)

8,43 4)
10,46 )
32,84 ®3)

estatisticamente significante (* p < 0,05 *

p < 0,01
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dantes de suspensdo de leucécitos em quantidades equivalentes
(10)5 e 106) de animais normais nao modificou a temperatura cor-

poral de Tforma significativa (Fig. 5 e 6).
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FIGURA 5

Temperatura corporal média de camundongos normais apos iInje-
cdo endovenosa de 0,1 ml de sobrenadante de suspensdo de 10"
leucdcitos extraidos de animais infectados e i1ncubados por 3
horas (g w); de 0,1 ml de sobrenadante de suspensao de
10 leucécecitos extraidos de animais normais e incubados por
3 horas (& —=A) e de 0,1 ml de salina Tfisioldégica (——--- °).

e
0O ndmero de animais utilizados para cada tempo experimental

foi de 5.
As barras verticais indicam o erro padrdo da média (EPM)

Nivel de significancia (p) obtido pela aplicacdo do teste't"

de Student para amostras pareadas - * p < 0,05; ** p < 0,01;
*** p < 0,005.
A temperatura ambiente foi mantida entre 23 - 24°C durante as

mensuracdes.
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FIGURA 6

60 120 180
TEMPO (min)

*T~ —rr— —_— —_—>.

Temperatura corporal média de camundongos normais apos iIinje-
cdo endovenosa de 0,1 ml de sobrenadante de suspensado de 100

leuc6citos extraidos de animais infectados e incubados por 3
horas (s.- =1); de 0,1 ml de sobrenadante de suspensao de
10 leucotcitos extrartdos de animais normais e incubados por
3 horas (& -——~A) e de 0,1 ml de salina fisioldgica (e----—- ).
0 numero de animais utilizados para cada tempo experimental

foi de 5.
As barras verticais indicam o erro padrao da média (EPM).

Nivel de significancia (p) obtido pela aplicacdo do teste't"

de Student para amostras pareadas * p < 0,005; ** p < 0,001.
A temperatura ambiente fol mantida entre 23 - 24°C durante

as mensuracodes.



FIGURA 6
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Temperatura corporal média de camundongos normais apds iInje-
cdo endovenosa de 0,1 ml de sobrenadante de suspensdo de 100

leucécitos extraidos de animais iInfectados e incubados por 3
horas (»---- —1); de 0,1 ml de sobrenadante de suspensao de
10 leucoécitos extraidos de animais normais e incubados por
3 horas (im A) e de 0,1 ml de salina fisiologica (0—-- °).

0 numero de animais utili-zados para cada tempo experimental

foi de 5.
As barras verticais indicam o erro padrdao da média (EPM)

Nivel de significancia (p) obtido pela aplicacao do teste't"

de Student para amostras pareadas * p < 0,005; ** p < 0,001.
A temperatura ambiente foi mantida entre 23 - 24°C durante

as mensuracodes.



DISCUSSAO

O presente trabalho demonstrou que a iInfeccdo malarica
induzida em camundongos pelo PtaAmodiam belJig.h.e.d. provocou uma
progressiva e iIntensa parasitemia durante 0$>,7 dias em que os a

nimais sobreviveram (Tabela 1) .

0 hematocrito destes animais sofreu um decréscimo pro
gressivo com o desenvolvimento da doenca (Tabela 1). A causa des
ta reducdo se encontra na forma de evolucdo do plasmddio, ja que
sua multiplicacdo ocorre, também, no interior dos eritrdcitos. U
ma vez parasitado, o eritrécito pode sofrer ruptura e/ou ser fa
gocitado pelas células do sistema fagoécito-mononuclear. Outro fa-
to que contribui para a intensa anemia observada é a fagocitose
de hemacias nao parasitadas, que ocorre por motivos ainda nao mui

to bem elucidados (Tosta, 1976; Hall, 1977).

Apesar dos niveis de proteinas plasmaticas totais nao
terem sofrido alteracdes estatisticamente significantes (Tabela
1), provavelmente, em termos qualitativos, variacdes devem ter
ocorrido, ndo tendo sido detectadas pela técnica utilizada. En-
tretanto, o0s niveils séricos do precursor da bradicinina, o bradi_
cinindgeno (BKG) plasmatico, sofreram variacdes no decurso da
doenca (Figura 1). E possivel que estas alteracdes (aumentos sig
nificativos nos 19, 39 e 59 dias e qued? progressiva a partir do
59 dia de i1nfeccdo) estejam correlacionadas com a génese de al-
gumas das alteracdes Tfisiopatoldgicas que se desenvolvem na i1n-
feccéo.

Varios dados da literatura indicam o envolvimento de

cininas na iInfeccdo maldpica e, entre eles, podemos citar:

a) Presenca de cininas na urina de camundongos infecta
dos com PZa-6nwd-iam be.A.ghed. (Goodwin e Rich?rds,1960)
e queda dos niveis de BKG nos animais com parasite-

mia superior a 30% (Ohtomo e Katoird, 1972);
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b) Queda progressiva e brusca nos niveis séricosde BKG
nos estagios Tfinais da infeccdo em Macaca mulata in
fectados com P-La™mad-ium knowZi-6Z (Telia e Maegraith,
1966), bem como elevacdo da concentracdo plasmatica

de calicreinas (Onabanjo e Maegraith, 1970);

c) Aumento de atividade de cininases plasmaticas em Ma
caca, mulata iInoculados com P. fenctvfe6Z. Apesar dis-
to, o0s niveis circulantes de cininas encontravam-se
elevados (Onabanjo e colaboradores, 1970; Onabanjo
e Maegraith, 1971), o que levou os autores a postu-
lar a existéncia de um alto 'turnover'™ de cininas

durante a i1nfeccdo.

E possivel entdo, que nos animais infectados com P. beA
g/ieZ, tenha ocorrido a produgédo de cininas a partir do bradicini_
noégeno plasmatico durante a iInfeccdo. A elevacao das concentra -
¢cOes de BKG plasmatico observada nos 5 primeiros dias da doencga
pode ter sido devido a um aumento de sua sintese por parte do fi
gado, estimulada tanto pelo seu consumo, como pela instalacao de
um quadro Inflamatdrio, similarmente ao aumento da sintese de
BKG pelo figado de ratos apds injecdes do agente inflamatdrio tur

pentine (Borges e Gordon, 1976).

Cordeiro, 1978, demonstrou que a iInjecdo endovenosa de
adrenalina em ratos provocou queda seguida de aumento nos niveis
de BKG plasmatico. O aumento ocorreu ja a partir de 25 minutos
ap6s a aplicacdo da catecolamina. Curiosamente, o0 mesmo autor ob
servou que ratos, diferentemente do homem, quando submetidos a
exercicios Tfisicos exaustivos (por exemplo, natacdo), nos quais
ocorre hiperatividade do sistema nervoso simpatico, apresentavam
aumento dos niveis de BKG plasmatico. Este aumento Toi inibido
pelo tratamento prévio dos animais com o a-bloqueador, fenoxiben
zamina. Hiperatividade simpatica foi descrita em Macaca mulata
inoculado com P. knowZio-i (Skirrow e colaboradores, 1965). Shar-
ma e colaboradores, em 1979, relataram que, em infecgﬁeg malari-
cas, ocorre hipertrofia das adrenais. Quando s& trataram os ca -

mundongos infectadps com P. betgheZ, com fenoxibenzamina, o ede-
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ma pulmonar foi parcialmente i1nibido (Tabela 4).

Estas observacbes tomadas em conjunto sugerem que pro-
vavelmente o sistema nervoso simpatico dos camundongos i1nfecta-
dos encontrava-se hiperativado, e mais ainda, que o controle dos
niveis de BKG plasmatico sofreu influéncia dos mediadores adre -

nérgicos semelhantes ao observado em ratos.

0 comprometimento do Ffigado nos estagios TFfinais da 1iIn
feccdo, bem como a potenciacao do consumo do BKG, levou ao predo
minio dos mecanismos de sua degradacdo sobre os de sua sintese,

ocasionando a queda do precursor cininico no 79 dia de infeccao.

Embora existam poucas informacdes na literatura sobre
a participacdo dos leuctécitos nas alteracdes TFisiopatoldgicas que
ocorrem na malaria, acredita-se que em camundongos infectados com
P. EittghtZ, os leucécitos participem direta e/ou indiretamente no
desenvolvimento da doenca. 0 leucograma dos animais infectados
mostrou uma iIntensa leucocitose com predominio de linfdcitos e

neutrofilos (Tabela 3).

Ja foi demonstrado que o consumo do BKG plasmatico po-
de ocorrer por acado de enzimas provenientes de leucécitos poli -
morfonucleares (Melmon e Cline, 1967; Movat e colaboradores, 1973).
Posteriormente, Rothschild e colaboradores, 1974,demonstraram que
a acao cininogenopénica da adrenalina ou da noradrenalina em ra-
tos, se da através dos granuldécitos, e que, possivelmente, neu-
trofilos e/ou basofilos sao as células responsaveis por este e-
feito. Com relacdo a participacao dos granuldécitos em processos
infFlamatdrios, existem extensas revisdes (Hurley, 1978;Wilkinson,
1978; Bainton, 1980; Baggiouni, 1980; Smith e Goetzl, 1980) que
nao colocam davidas no envolvimento desta espécie celular na efe
tuacdo e mediacdo de varios estados inflamatdrios. Portanto, e
razoavel supor que os neutrofilos participem iIntermediariamente
liberando mediadores responsaveis pelo consumo do BKG e geracao

de cininas, nos animais iInfectados.
I
Outros eventos que ocorrem na malaria podem também con
tribuir para a degradacao do BKG. Entre eles, podem ser citados:
ativacao do sistema complemento (Neva e colaboradores, 1970;Weiss>

1978), coagulacdo intravascular disseminada e andxia tecidual (Hall, 1977).
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Cannon, em 1941, postulou que os fenbmenos circulato-
rios da malaria sao similares aos de uma inflamacdo aguda, com a
possivel liberacdao dos mesmos mediadores de um processo inflama-
torio agudo. RevisfGes mais recentes sobre a fisiopatologia da ma
laria suportam, em parte, a visdao de Cannon e entre elas, podem
ser citadas a de Hall, 1977, e cs trabalhos do grupo de Maegraith.

(ref. 38; 48; 49; 50; 51; 52; 53 e 61)

Quando animais iInfectados foram tratados com o agente
leucopenizante methotrexate (Cordeiro e colaboradores, 1977), ou
com drogas anti-inflamatdorias (Tabela 4), observou-se uma rever
sdo parcial do quadro patoldgico nestes animais. Estes fTatos de-

ram suporte & tese de Cannon, bem como & sugestdo da participa -

cdo i1Intermediaria de leucdocitos na infeccdo malarica.

Acredita-se que uma das principails '‘causae mortis"™ dos
camundongos malédricos seja o desenvolvimento de um drastico e
progressivo edema pulmonar (Figura 2) durante a infeccdo. Apesar
de existirem iInumeras técnicas para avaliacdo do edema pulmonar,
a Relacdo de Staub, Peso do pulmdo (peso umido) / peso corporal
(Staub, 1974) , forneceu um indice de grande confiabilidade e re-
produtibilidade. Além da utilizacdo desta relacdo com indice de
mensuracao do edema pulmonar, cortes histoldgicos dos pulmdes de
animais, realizados no ultimo dia de infecgcdo, revelaram intenso
edema alveolar concomitante com um infiltrado inflamatdrio peri.

bronquiolar, com predominio de células mononucleares (Figura 3).

Apesar de escassos o0os dados na literatura descrevendo
edema pulmonar em modelos experimentais de malaria, ja em 1905
Watson descreveu edema pulmonar em humanos malaricos. Apds este
relato, varias publicacdes tém descrito casos de edema pulmonar
em humanos infectados com Ptaomo (Ltum ~aZc-i.paA.um (Falconer, 1919;
Rigdon, 1942, Bergin, 1967; Brooks e colaboradores, 1968; Malloy
e colaboradores, 1967; Neva e colaboradores, 1970; Brooks e cola
boradores, 1968; Hall, 1977). Com relacdo a causa do edema pulmo
nar na malaria, existem divergéncias entre autores. Hail, 1977 |,
descreveu que a queda da pressao oncdtica, devido a diminuicado

da sintese jproteica hepatica, principalmente albumina, seja a
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principal causa do edema. Entretanto, Brooks e colaboradores,1967,
correlacionaram o edema pulmonar com o aumento da permeabilidade

vascular

Os resultados obtidos neste trabalho sdo evidéncias ex
perimentais que suportam a tese de Brooks e colaboradores, pois
0 tratamento dos animais iInfectados com drogas que bloqueiam a
sintese ou o0s receptores de mediadores vasoativos e permeabilizan
tes, iInibiu significativamente o edema pulmonar (Tabela 4). 0 fa
to de que os niveis de proteinas séricas totais nao sofreram va
riagcbes significativas durante o desenvolvimento da doenca, tam-
bém suporta a inferéncia de que a pressdo oncdtica nao seja a

principal causa do edema, em nosso sistema.

A 1nibicdo do edema pulmonar devido ao tratamento dos
animais infectados com o a-bloqueador Ffenoxibenzamina (Tabela 4),
corrobora a observacdo do aumento da atividade do sistema nervo-
so simpatico em infecgcbes malaricas (Skirrow, 1965; gharma, 1979).
Possivelmente, o mediador simpatico iInterage com 0s receptores
a-adrenérgicos dos leucécitos e ativa o sistema de formacgéao de
cininas (Assreuy Filho, Comunicacdo Pessoal), as quals seriamres

ponsaveis, em parte, pelo edema.

Visscher e colaboradores, 1956, estudando edema pulmo-
nar adrenalinico em ratos, sugeriram a possibilidade de uma acao
direta do mediador simpatico, provocando alteragcdes hemodinami-
cas que teriam como consequéncia, o desenvolvimento do edema pul
monar. Possivelmente 1sso ndo ocorreu nos animais parasitados ,
visto que a pressao arterial de camundongos infectados com P.

caiu do nivel normal de 80,2 para 51,4 inmHg na fase Ffi-

nal da infeccdo (Ohtomo e Katori, 1972) .

E provavel que (a serotonina também participe da media-
cdo das alteracdes pulmonares encontradas na infeccdo malarica
Maegraith e colaboradores, 1959, descreveram que Macaca mulata
infectados com P. fe.nou)fe.4Z encontravam-se em estado de choque no
estagio final da i1nfeccao. Freire-Maia e Beraldo, 1965,<demons -
traram que, no choque anafilatico em ratos, existe participacao
de serotonina. Conspmo de plaquetas, grandes armazenadoras e po-

tenciais liberadoras de serotonina, ocorre na malaria (Neva e co
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laboradores, 1970). A fenoxibenzamina tem também uma acdo antise
rotoninérgica (Siwadlowski e colaboradores, 1970), e além disto,
0 tratamento dos animais infectados com metisergida ou com o ini
bidor da sintese de serotonina, paraclorofenilalanina ((PCPA),ini
biu o edema nos dois ultimos dias de infeccdo, falhando em alte-
rar o quadro edematoso no 59 dia (Tabela 4). Outros estudos de-
vem ser realizados com a finalidade de demonstrar se a serotoni-
na é liberada apenas na fase final da iInfeccdo ou durante todos

0s estagios da doenca.

A participacdo de prostaglandinas aumentando a permea-
bilidade vascular ou potenciando o efeito de outros mediadores
da inflamacdo tem sido amplamente demonstrada (Komoriya e colabo
radores, 1978; Williams, 1979; Thomas, 1980). O tratamento dos
animais com um potente iInibidor da sintese destes derivados de
acidos graxos, indometacina, inibiu significativamente o0 edema
pulmonar. Tal fato sugere que prostaglandinas estdo sendo forma

das e interferindo na génese do edema pulmonar.

0 envolvimento de cininas no desenvolvimento do edema,
possivelmente, é um dos Tfatores preponderantes, visto que além
da producéo deste potente mediador inflamatdrio via ativacdo do
sistema nervoso simpatico (Cordeiro, 1978), varios outros even -
tos discutidos anteriormente, podem ativar o sistema gerador de

cininas, o0s quais poderiam, entdo, contribuir para a génese e ma

nutencdo do edema.

A participacao intermediaria dos leucécitos liberando
fatores de permeabilidade, enzimas hidroliticas, fatores quimio-
taticos (Valone, 1980; Bainton, 1980), ou ativando o sistema ci-
nondgeno-cininas por mecanismos outros que nao através da parti-
cipacdo de mediadores simpaticos, possivelmente ocorre na malda -
ria. Greenbaum, 1975, relatou a existéncia das leucocininas, po-
lipeptideos com propriedades semelhantes a da bradicinina e que
seriam liberadas de um precursor inativo do plasma, o leucocini-
ndédgeno. 0 autor afirmou que o aparelho enzimatico formador de
leucocininas estaria presente em todos os leucécitos. 0 tratamen

to dos anijnais iInfectados com pepstatina, um inibidor das enzi -
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mas TFformadoras de leucocininas, deve ser realizado a fim de in-
vestigar o possivel papel destas cininas na TFfisiopatologia da in

feccdo malarica.

Apresentando comportamento diferente do observado na
espécie humana, onde observam-se acessos TfTebris periddicos (Pes-
soa, 1974 ; Hall, 1977), camundongos infectados com P. be.igiie.-c ,
apresentaram intensa e progressiva hipotermia no decorrer da in-
feccdo (Figura 4). Esses resultados sugerem que a hipotermia ob-
servada nos camundongos se deveu, em parte, ao resultado de um

conjunto de fenbmenos onde ocorrem:

a) Participacdo intermediaria dos leucécitos liberando

mediadores leucociticos;

b) Acdo das catecolaminas e de serotonina a nivel dos

centros termorreguladores existentes no hipotalamo;

¢c) Possivel envolvimento de outros mediadores nao ana-

lisados no presente trabalho.

Apesar de Brittain e Handley, 1967, terem descrito que,
em camundongos normais, a estimulacdo dos receptores a-adrenérgi
cos centrais provocou hipotermia, e a dos receptores | hiperter-
mia, o0s camundongos infectados que foram tratados com fFfenoxiben-
zamina tiveram a hipotermia significativamente potenciada (Tabe
la 5). Estes dados sugerem uma acao hipertermiante para as cate-
colaminas. Esta hipdtese esta de acordo com os resultados de
Slater e colaboradores, 1979-,- os quais reverteram a hipotermia
de camundongos tratados com reserpina, utilizando i1nibidores de
recaptacao das catecolaminas, enquanto que iInibidores da recapta
cdo de serotonina falharam em reverter o quadro. Segundo estes
autores, a hipotermia intiuzida pela reserpina foi devido & deple
cdo das catecolaminas e, reforcando esta i1déia, o0s autores des-
creveram que iInibidores das monoaminas oxidases também bloquea -

ram o fendébmeno hipotérmico. ¢

Brittain e Handley, 1967, Feldberg, d*975, e Hellond-975,
descreveram que a s.erotonina, iInjetada nos ventriculos cerebrais

causou hipotermia em camundongos. O tratamento dos animals com
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inibidor da sintese de serotonina, paraclorofenilalanina (PCPA)
bem como com o Inibidor dos receptores serotoninérgicos, metiser
gida, tiveram efeitos muito semelhantes (Tabela 5), sendo que a-
penas a metisergida potenciou significativamente a hipotermia
no 69 dia de infeccdo. Nos demais resultados, a potenciacdo néao
Toi estatisticamente significativa. Outros estudos devem ser rea
lizados para demonstrar se a serotonina apresenta um efeito hi -
pertérmico em camundongos infectados com P. ou se o efei
to observado foi devido a uma interferéncia com o sistema cateco
laminérgico, jJa que Welch e Welch, 1968, mostraram uma acdo ini-

bidora da sintese de catecolaminas causada pelo PCPA.

0 tratamento dos animais iInfectados com o inibidor de
sintese de prostaglandinas, indometacina (Vane, 1971, 1973; Wil-
lis e Cornelsen, 1973), potenciou a hipotermia em niveis signifi
cativos no 59 e 69 dias de infeccdo (Tabela 5). No 79 dia esta
potenciacdo ndo foi significativa. A participacao das prostaglan
dinas da série E na génese da febre é amplamente demonstrada (Mil-
ton, 1976; Feldberg, 1978). Segundo estes autores, as prostaglan
dinas sdo sintetizadas ao nivel do hipotdlamo anterior devido a
uma acao estimulante dos pirdégenos enddgenos e que o mecanismo de
acdo de drogas antipiréticos se da através da inibicdo da sinte
se destes derivados de acidos graxos. O tratamento dos animais
com indometacina, possivelmente, determinou o predominio dos me-
canismos hipotérmicos. A potenciacgdo da hipotermia no 79 dia néao
foi estatisticamente significativa, talvez, devido ao reduzido

tamanho da amostra.

Quando tentou-se correlacionar as alteracbes de tempe-
ratura observadas nos camundongos infectados com a formacéo de

substancia prostaglandina-simile no sistema nervoso central(SNC),

observou-se que no decorrer da iIinfeccao ocorreram variacdes nas
concentracfes de substancias prostaglandina-simile no SNC, mas
somente no ultimo dia de infecgcao os valores encontrados foram

estatisticamente diferentes dos observados em animais normais(Ta
bela 2). Neste dia os niveis de substancia prostaglandina-simile
no SNC encontravam-se extremamente elevados, mas 0s animailis esta

vam profundamente hipotérmicos. Uma possivel explicacdo para o]



fenbmeno é que, devido a dificuldades técnicas utilizou-se o ceé-

rebro como um todo para realizar as dosagens de substancias pros

taglandina-simile e ndao somente o hipotalamo, que é a area dire-

tamente envolvida com os mecanismos de alteracbes da temperatura
a i1sto, provavelmente,

referem tanto as prostaglandinas da série E, liberadas

lamo e que estéo 'tam-
bém a outras sé ries de prost como por eterrolo, a

com

1968,

PGF?a. Hellon, 1975 e Milton, 1976, descreveram que prostaglandi

nas , Fra e F2« ndo sado efetivas, quando comparadas & PGE!, en
estimular os centros Com relacao aos orcaos
na-simile, notou-se que a preparacio ae apresentou

maior sensibilidade em relacdo as outras preparacdes utilizadas
(estbmago de rato e reto de pinto , para um mesmo volume do ex-
trato de cérebro. Esta observacdo esta em concordancia com a de
Moncada e colaboradores, 1978, que descreveram que o colon de ra
to & mais sensivel &8 acdo de PGF?a do que &8s aclOes das prostaglan

dinas da série E.

Desta forma acredita-se que, embora prostaglandﬁnas da
série E (agentes hipertérmicos, pois o0 tratamento com indometaci
na potenciou a hipotermia malarica) estejam sendo produzidas
centralmente nos camundongos malaricos, o0s mecanismos hipotérmi-
cos devem ser predominantes, pois o efeito resultante é uma enér
gica hipotermia. Além do mais, os resultados obtidos ndo permi -
tem dizer ao certo, qual(is) série(s) de prostaglandina(s) esta
(4o) sendo produzida(s) cirt maior concentracdo durante a iInfec -
cdo. Estudos de analise quimica devem ser realizados para que se

possa resolver este problema.

<
Também devem ser realizados estudos para demonstrar se
outros mediadores conhecidos pela literatura comq hipotermiantes,
estao contribuindo para a hipotermia malarica (dentre os quais a

histamina, Hellon, 1975; dopamina, Brittain e Handley, 1967; bem
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como as endorfinas, Lin e colaboradores, 1979).

Os resultados obtidos com relacdo a participacao dos
leucdcitos na génese das alteracdes de temperatura abrem novas

perspectivas para o entendimento da hipotermia malarica.

A Injecdo do sobrenadante proveniente da incubacdo de
leucOcitos extraidos do sangue de camundongos infectados em ani-
mais normais, mimetizou a hipotermia observada durante a infec-
cdo. O decréscimo da temperatura observada foil dose-dependente
(Figuras 5 e 6). Cordeiro e colaboradores, 1977, demonstraram que
a hipotermia observada durante a infeccdo malarica foi inibida
quando os animais foram tratados com methotrexate (agente leuco-
pénico), o que os levou a postular uma possivel participacdo In-
termediaria dos leucdcitos no desenvolvimento da hipotermia. Va-
rios autores tém demonstrado que os leucb6citos, bem como varias
células do sistema fagdcito-rnononuclear, quando apropriadamente
estimuladas, liberam mediadores conhecidos como pirdgenos endo-
genos, o0s quais, ao nivel do hipotalamo anterior, liberam pros-
taglandinas da série E (Bornstein e Woods, 1969; Hellon, 1975 ;
Milton, 1976, Feldberg e Milton, 1978).

Kampschmidt e colaboradores, 1973, 1isolaram e purifica
ram parcialmente o Mediador Leucocitico Enddégeno (LEM) extraido
de granuldécitos de exsudato peritonial de coelhos. Quando injeta
do em ratos, o LEM produziu, entre outras alteracées, elevacéao
dos niveis séricos de proteinas da fracadao a-2 globulina, que taro
bém sdo liberadas na fase aguda de um processo i1inflamatdrio, e
liberacdo de neutr6filos da medula 6ssea. Embora o LEM, quando
injetado em coelhos, tenha provocado febre (Kampschmidt e colabo
radores, 1973), em ratos, o mediador leucocitico produziu hipo-
termia (Merriman e colaboradores, 1974). Como os pirdégenos endd-
genos sao produzidos pela* mesma técnica utilizada para obtencgéao
de LEM, foi aventada a hipotese de uma similaridade entre ambos.
Entretanto, Gordon e Limdos, 1979, descreveram que os pirdgenos

endbgenos sao um dos constituintes do LEM.

Bodel e Miller, 1976, descreveram gue-"~camundongos, por

possuirem alta condqtancia térmica, respondem aos pirégenos endd
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genos com febre, somente em ambientes com temperatura acima de
30°C e que em temperaturas ambientes inferiores a 30°C, os ani-

mais respondem com normotermia ou hipotermia.

Apesar da necessidade de uma caracterizacao TFTisicoqui-
mica, sugere-se que a resposta hipotérmica obtida em animais nor
mais com o sobrenadante proveniente da incubacdo de leucocitos de
animais iInfectados é devido ao LEM, demonstrando que este media
dor leucocitario, ja bastante estudado em modelos experimentais,
é também liberado em doencas nas quais se desenvolve um quadro in
flamatdério. Dentro desta perspectiva pode-se explicar, parcial -
mente, o0s dados obtidos por Telia e Maegraith, em 1966, que en -
contraram aumento na fracdo a-2 globulina concomitantemente com
gqueda nos niveis de bradicinindgeno plasmatico, em Macaca mulata

infectados com P.

Pretende-se futuramente determinar qual(is) célula(s)
estad(do) envolvida(s) na producdo do Mediador Leucocitico Enddge
no durante o desenvolvimento da infeccdo malarica, bem como sua

caracterizacdo quimica.

Em conclusado, acredita-se que as alteracdes Tisiopato-

Idgicas observadas em camundongos infectados com P. sao
excelentes parametros para estudo "in vivo’ da malaria e inflama

cdo experimental.
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