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EFEITO DO TRATAMENTO DA MALÁRIA CEREBRAL COM CÉLULAS DA MEDULA 
ÓSSEA EM CAMUNDONGOS INFECTADOS PELO Plasmodium berghei ANKA. 

A malária cerebral hum ana é a manifestação mais grave do Plasmodium falciparum que 

ocorre em 1% das infecções, sendo responsável por mais de dois milhões de mortes anuais entre 

crianças abaixo de cinco anos. O modelo experimental mais aceito da malária cerebral é o 

camundongo C57BL/6 infectado pelo Plasmodium berghei ANKA (PbA). A administração da 

fração mononuclear da medula óssea, contendo principalmente células tronco mesenquimais e 

hematopoiéticas, constitui uma estratégia promissora no tratamento de danos neurais causados 

por acidente vascular cerebral. Neste estudo,  foi avaliado o efeito de células da medula óssea de 

camundongos transgênicos C57BL/6 GFP HET transplantadas em C57BL/6JUnib infectados 

com 106 hemácias parasitadas pelo PbA. Resumidamente, células perfundidas da medula do 

fêmur e tíbia de C57BL/6 GFP HET foram purificadas por gradiente de Ficoll (Histopaque) a 

1000 x g por 15 minutos. Após duas lavagens em meio RPMI, as células foram ressuspensas em 

NaCl 0,15 M. No segundo dia após a infecção (dai) pelo PbA, foram injetadas 3,0 x 106 a 4,6 x 

107 células de medula óssea (CMO) no plexo oftálmico dos camundongos devidamente 

anestesiados com ketamina/xylasina (protocolo 1078-1 CEEA/Unicamp). Alguns camundongos 

receberam apenas a injeção de células totais da medula óssea (CTMO), sem a purificação pelo 

gradiente de Ficoll. Foi avaliada a integridade da barreira hemato-encefálica, mediante a injeção 

de azul de Evans 1% no plexo oftálmico em camundongos transplantados e não transplantados 

com células mononucleares da medula óssea (CMoMO) no 2º dai. Após 3 e 4 dias do 

transplante, não houve proteção da barreira hemato-encefálica. Para constatação da presença das 

células de medula óssea no cérebro, outro grupo de camundongos infectados pelo PbA recebeu 

no 2º dai, 4,6 x 107 CMoMO provenientes de camundongos GFP. Após a manifestação de 

sinais clínicos da MC os camundongos foram sacrificados para remoção do cérebro e preparo de 

cortes em criostato. Foi possível observar, sob microscópio de fluorescência, a presença de 

células da medula no bulbo olfatório de camundongos com MC+. Também foram avaliadas a 

sobrevivência, a parasitemia e a ação  coadjuvante do tratamento com cloroquina (0,8 

mg/dia/animal). Todos os 38 animais do grupo controle morreram até o 7º dia de infecção pelo 

PbA (13,16% no 5º dia, 68,42% no 6º dia e 18,42 % no 7º dai). A injeção  de células  da medula  
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óssea não interferiu na parasitemia dos animais. Apesar dos animais que superaram a fase aguda 

da malária cerebral morrerem em decorrência de hiperparasitismo e anemia, o tratamento com 

células da medula óssea (fração mononuclear ou células totais) mostrou-se capaz de ampliar a 

sobrevivência em 10 a 21 dias, resultados considerados promissores. As células da medula óssea 

promoveram a melhora clínica do quadro neurológico da malária cerebral. 

 

Palavras-chave: malária cerebral; células da medula óssea, camundongo GFP; C57BL/6; 

Plasmodium berghei ANKA 
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ABSTRACT 

 
EFFECT OF TREATMENT OF CEREBRAL MALARIA WITH BONE MARROW CELLS 

IN MICE INFECTED BY Plasmodium berghei ANKA 

 

The cerebral malaria (CM) is the most serious complication of Plasmodium falciparum 

occurring in 1% of infections, and is responsible for more than two million of annual deaths 

among children under five years old. The experimental model for brain malaria currently used is 

the C57BL/6 mice infected by Plasmodium berghei ANKA (PbA). Administration of 

mononuclear population from bone marrow containing mainly mesenchymal stem cells and 

haematopo ietic stem cells, is a promising strategy to treat neural damages caused by stroke. In 

this  study was evaluated the effect of bone marrow mononuclear cells of transgenic mice 

C57BL/6 GFP HET transplanted into C57BL/6JUnib, infected by 106 parasitized erythrocyte 

PbA. Briefly, bone marrow mononuclear cells flushed from femur and tibia of C57BL/6 GFP 

HET were purified through Ficoll (Histopaque) gradient at 1000xg during 15 minutes. After two 

washes with RPMI medium, the cells were resuspended in NaCl 0,15M. On the second day after 

infection (DAI) by PbA, were injected into mice orbital plexus 3x10 6 to 4.6x107 cells of after 

anaesthesia with Ketamine/Xylazine (protocol nº 1078-1 CEEA/UNICAMP). Some mice 

received only injection of total bone marrow cells without purification on Ficoll gradient. The 

injection of bone marrow mononuclear cells on the second day of infection by PbA was unable 

in recovering the brain blood barrier after three or four days. In order to confirm the presence of 

bone marrow cells in the brain, another group of infected C57BL/6JUnib received on the second 

day after infection 4.6 x 107 bone marrow mononuclear cells from GFP mice. They were 

sacrificed between 6th and 8th day after onset of clinical signs of the CM. After removal and 

preparation of the brain for criostate cuts, was possible to observe, under fluorescence 

microscope, the presence of GFP bone marrow cells in the olfactory bulb on CM+ mice. It was 

evaluated survival, parasitemia and action of the adjuvant treatment of chloroquine (0.8 

mg/day/animal) as well. All the 38 animals from control group died until 7th DAI. (13.16% at 5th 

DAI,68.42% at 6th DAI and 18.42% at 7th DAI). The transplantation of bone marrow cells did 

not affect the parasitemia. The bone marrow cells therapy infected mice by PbA was able to 

revert the clinical signs of cerebral malaria, increasing the survival up to 21 days.  
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1. Introdução  

 

 

1.1. Aspectos Gerais 

 

 

 Segundo dados da Organização Mundial da Saúde de 2008, cerca de 3,3 bilhões de 

pessoas, metade da população mundial, vive em áreas onde há o risco de transmissão da 

malária, abrangendo 109 países, 45 dentro da região africana. Estima-se que a incidência da 

doença seja da ordem de 300 a 500 milhões de casos clínicos por ano com aproximadamente um 

milhão de mortes (LUHAN, 1996). Mais de 90% destes casos ocorrem na África tropical, região 

ao sul do deserto de Saara e o restante se distribui pelos países tropicais da Ásia, América Latina 

e Caribe (Fig.1) (BYK & ANHALT, 1971). 

 Uma em cada cinco mortes infantis (20%) na África é atribuida à malária e a cada 30 

segundos morre uma criança. Em 2004, o Plasmodium falciparum representou um dos 

principais agentes letais em todo o mundo (WHO, 2008). 

 

                          

        Figura 1 : Mapa da área endêmica de malária mundial. Fonte: adaptado da OMS, 1997 
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No Brasil, de acordo com a base de dados do Sistema de Informação de Vigilância 

Epidemiológica (SIVEP)/MS (http://dw.saude.gov.br/portal/page/portal/sivep_malaria/) do 

Ministério da Saúde, em 2007, 99% dos casos foram registrados na região da Amazônia Legal, 

que abrange Amazonas, Acre, Amapá, Maranhão, Mato Grosso, Pará, Rondônia, Roraima e 

Tocantins. (Figura 2). 

    A doença afeta principalmente populações vivendo em condições insatisfatórias de 

habitação e trabalho. Tais populações estão relacionadas à ocupação desordenada de terras, à 

exploração de minérios e aos movimentos migratórios (SILVEIRA & RESENDE, 2001). 
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Figura 2 : Prevalência de malária por UF da região Norte-2007 (por mil hab.). 
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 Os agentes etiológicos da malária são protozoários da família Plasmodiidae, do gênero 

Plasmodium que apresenta quase 100 espécies descritas. Em humanos são encontradas quatro 

espécies: P. vivax, P. falciparum, P. malariae e P. ovale. 

O P. vivax é o mais disperso no mundo, ocorre em países tropicais, subtropicais e 

temperados e está associado à chamada febre terçã benigna. O P. malariae é de menor 

incidência, restrito a pequenas áreas das regiões tropicais e temperadas, produz a febre quartã. O 

P. ovale está restrito principalmente a algumas áreas da África e descrito ocasionalmente na 

Ásia, até o momento indene no Brasil. 

 O P. falciparum é responsável pelos quadros clínicos mais graves da doença; predomina 

nos países africanos ao sul do Saara e nas regiões tropicais e subtropicais das Américas e do 

sudeste asiático. Este plasmódio está associado à chamada febre terçã maligna e estima-se que 

ocorra 1,5 a 2,7 milhões de óbitos por ano (WHO,2008). Crianças, gestantes e pessoas não-

imunes recém-chegadas a áreas endêmicas compõem os grupos de maior risco de óbito pela 

malária. 

 

 

1.2. Ciclo Biológico 

 

  

Os vetores biológicos da malária em mamíferos são insetos fêmeos da ordem Diptera, da 

família Culicidae e do gênero Anopheles. No Brasil, as principais espécies vetoras são: 

Anopheles (Nyssorhynchus) darlingi, Anopheles (Nyssorhynchus) aquasalis, Anopheles 

(Nyssorhynchus) albitarsis, Anopheles (Kerteszia) cruzi e Anopheles (Kerteszia) bellator. 

O ciclo de vida é essencialmente o mesmo entre as quatro espécies de Plasmodium que 

afetam o homem (figura 3). A fase sexuada ocorre na fêmea do mosquito e a fase assexuada no 

hospedeiro vertebrado. Durante o repasto sanguíneo o inseto inocula os esporozoítos que em 

questão de minutos alcançam o fígado, fase pré-eritrocítica (assintomática) e, nos hepatócitos 

começam a se multiplicar, transformando-se em esquizontes. Centenas de merozoítos são 

liberados na corrente  sanguínea e rapidamente  penetram nas células vermelhas, que caracteriza  
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a fase eritrocítica (sintomática). O tempo para a liberação dos merozoítos no sangue varia 

geralmente de uma a duas semanas. No interior dos eritrócitos ocorre divisão assexuada com 

desenvolvimento do parasita em estágios de anel, trofozoíto, esquizonte jovem até esquizonte 

maduro, sendo este responsável pela liberação de merozoítos na circulação sanguínea, dando 

inicio a um ciclo de novas invasões eritrocíticas. 

 Este ciclo assexuado de invasão das hemácias pelos merozoítos até a ruptura do 

esquizonte leva 48 horas na malária causada pelos Plasmodium falciparum, P. vivax e P. ovale e 

72 horas no caso do P. malariae (ASHLEY et al., 2006). 

Depois de algumas gerações de merozoítos sanguíneos ocorre diferenciação em estágios 

sexuados, os gametócitos, que completarão seu desenvolvimento vetor. Durante o repasto 

sanguíneo, a fêmea do anofelino ingere as formas sanguíneas do parasito, porém somente os 

gametócitos evoluirão no inseto originando os esporozoítos. 

No intestino médio do mosquito os gametócitos se diferenciam em gametócitos 

masculinos e femininos e posteriormente em micro e macrogametas respectivamente. A fusão 

destes resulta no zigoto que dentro de 24 horas passa a movimentar-se, sendo então denominado 

oocineto, que atinge a parede do intestino médio encistando-se na camada epitelial, agora então 

denominado de oocisto. Em seguida, mediante a reprodução assexuada se divide em inúmeros 

esporozoítos, sua parede se rompe e os esporozoítos agora livres no meio extracelular migram 

até as glândulas salivares e serão eliminados, juntamente com a saliva, durante o repasto 

sanguíneo infectante. 
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Figura 3. Ciclo biológico de Plasmodium spp (Adaptado: http://www.cdc.gov) 

 

 

A sintomatologia na malária varia de acordo com a espécie e cepa do plasmódio. A 

destruição das hemácias é um dos aspectos importantes da patologia malárica, tendendo a levar 

o paciente a certo grau de anemia. A maioria dos pacientes apresenta febre, dor de cabeça, 

calafrios e sudorese. Outros sintomas como tonturas, dores abdominais, náuseas, diarréia e 

vômitos também podem estar presentes (TRAMPUZ et al., 2003). 
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Em infecções causadas pelo Plasmodium falciparum observa-se uma profunda e severa 

anemia podendo levar a óbito (MENENDEZ et al., 2000). 

 

 

1.3. Malária Cerebral (MC) 

 

  

A complicação mais importante na infecção pelo P. falciparum é a Malária Cerebral 

(MC). Esta síndrome neurológica ocorre em cerca de 1% das infecções, porém é responsável 

por mais de dois milhões de mortes anualmente entre crianças abaixo de cinco anos na África 

Sub-Saariana. A histopatologia de cérebros pos-mortem mostra que a MC é caracterizada por 

um bloqueio dos microvasos cerebrais, devido ao acúmulo de células do hospedeiro, 

predominantemente eritrócitos invadidos pelo parasito, mas também leucócitos e plaquetas. 

Edema cerebral e alterações da integridade da barreira hemato-encefálica podem ser 

acompanhadas por micro-hemorragias e necroses de tecidos vizinhos (COLTEL et al, 2004). 

 A mortalidade na malária cerebral ainda permanece elevada, podendo atingir de 20 a 

50% dos casos (WALKER et al., 1992). Alguns fatores tais como o nível do coma, a presença 

de rigidez de descerebração , hipoglicemia, elevados níveis de uréia, idade menor que dois anos 

e a predominância de formas maduras do parasita (esquizontes) no sangue periférico são 

indicadores de mal prognóstico (SILLAMUT & WHITE, 1993). 

 Nos pacientes que sobrevivem a um episódio de malária cerebral, particularmente nas 

crianças, sequelas neurológicas podem ocorrer com uma frequência de 9 a 18% (CAME et al, 

1993). As mais proeminentes são: deficit da fala, desordens de tono muscular, ataxia, mono ou 

hemiparesia e perda visual. Pacientes com hipoglicemia persistente, convulsões severas e coma 

prolongado foram particularmente propensos a desenvolver deficits neurológicos (BONDI, 

1992; WHITE et al., 1987). 

A malária cerebral é consequência de uma cascata de eventos, envolvendo a produção de 

toxinas pelo parasito, de citocinas  pelo hospedeiro e a ampliação da expressão de receptores 

para citoaderência nas células do endotélio capilar cerebral. 
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 Em experimentos com camundongos suscetíveis à malária cerebral e Plasmodium 

berghei ANKA (PbA) foram evidenciados altos níveis de TNF, citocinas que aumentam a 

expressão de moléculas de adesão do endotélio celular como ICAM-1 ou CD54 (molécula de 

adesão intercelular), Elam ou selectina E e VCAM-1 (molécula de adesão celular/vascular). Na 

infecção humana estes e outros antígenos de superfície das células do hospedeiro têm sido 

incriminados como ligantes para a citoaderência de eritrócitos parasitados por P. falciparum 

incluindo trombospondina (proteína da matriz extracelular) de CD36 (antígeno de diferenciação 

de leucócitos, expresso em células endoteliais). Vários estudos confirmaram, na infecção 

humana, a correlação positiva de níveis plasmáticos de TNF com a gravidade da doença, mas 

não necessariamente com a forma cerebral (HOMMEL,1993; PORTA et al., 1993). 

 Não se sabe ao certo o mecanismo envolvido na MC, mas acredita-se que esteja 

associado à sequestração dos parasitos e obstrução dos vasos cerebrais. Turner (1997) explica a 

etiologia com duas hipóteses: a mecânica e a humoral. 

A hipótese mecânica tem a seu favor a interação específica mediada por proteínas do P. 

falciparum (PfEMP1) na superfície dos eritrócitos com antígeno de diferenciação leucocitária 

(CD36) e a molécula de adesão (ICAM1) principal ligante na malária cerebral. TNF-α e outras 

citocinas podem estimular a expressão de moléculas de adesão, principalmente ICAM1 nos 

capilares cerebrais. A citoaderência seletiva entre hemácias parasitadas e não  parasitadas 

formam as chamadas rosetas, que ocorrem nas vênulas do cérebro, podendo levar à obstrução da 

microcirculação com consequente redução do fluxo sanguíneo, induzindo hipóxia, metabolismo 

anaeróbico e acidose láctica, levando às complicações da malária cerebral. Esta característica 

parece ser necessária mas não suficiente para induzir a malária cerebral considerando que o 

seqüestro de eritrócitos infectados ocorre em quase todos os casos de infecção por P. 

falciparum, mesmo sem implicações cerebrais (ARTAVANIS-TSAKONAS et al., 2003; DE 

SOUZA & RILEY., 2002; HUNT & GRAU, 2003; TAYLOR et al., 2004). 

A hipótese humoral tem a seu favor a liberação pelos macrófagos de TNF-α e outras 

citocinas, como IL-1, ativadas por metabólitos do parasito. Estas citocinas estão associadas à 

febre e mal estar da malária aguda e sua ação inibitória sobre a gliconeogênese é responsável 

pela hipoglicemia. Citocinas também  induzem a  produção  adicional  e descontrolada  de óxido  
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nítrico pelos leucócitos, musculatura lisa, micróglia e endotélio muscular que poderia difundir 

pe las barreiras hematogênicas cerebrais e alterar as funções sinápticas, tal como acontece sob o 

efeito de alguns anestésicos ou de altas concentrações de etanol, levando a um estado de 

redução de consciência com coma reversível. 

 

1.3.1. Citoaderência 

  

Estudos de microscopia eletrônica têm revelado que os eritrócitos parasitados  com os 

estágios tardios do P. falciparum, em geral, desenvolvem na sua superfície pequenas 

protuberâncias denominadas “knobs”, através das quais aderem ao endotélio dos capilares e das 

vênulas pós-capilares (AIKAWA et al., 1990). Este fenômeno, denominado citoaderência, 

constitui a base da patologia microvascular, observada em vários órgãos (cérebro, pulmões, 

intestino, coração, etc) nas formas graves causadas pelo P.falciparum (AIKAWA et al., 1990; 

NAGATABE et al., 1992). 

A citoaderência é responsável pela observação de que os esquizontes e merozoítos do P. 

falciparum não são vistos no sangue periférico, uma vez que se encontram sequestrados em 

capilares profundos das vísceras. Pelo menos três proteínas derivadas dos plasmódios estão 

associadas aos “knobs”: Pf – EMP1 (EMP = proteína da membrana do eritrócito), PfEMP2 e 

PfHRP1 (HRP = proteína rica em histidina) (UDEINYA & ADOGYERAM, 1993). Moléculas 

na superfície das células endoteliais funcionam como receptoras para as hemácias parasitadas 

contendo “knobs” realizarem a adesão: estas moléculas são denominadas trombospondina, 

CD36, ICAM1 (molécula de adesão intercelular), VCAM1 e ELAM1 (UDEINYA & 

ADOGYERAM, 1993). A expressão destes receptores endoteliais (e também a extensão da 

citoaderência) pode variar com as concentrações de citocinas no sangue, particularmente fator 

de necrose tumoral (TNF) e a interleucina I, capazes de exacerbar a adesividade das hemácias 

(ROCKETT et al., 1994). 

 A citoaderência leva à formação de massas de eritrócitos que acabam bloqueando a luz 

dos capilares induzindo aumento da permeabilidade com perda de fluidos e proteínas com 

anóxia e consequente edema dos tecidos.  A formação de “rosetas” refere-se ao aparecimento de  
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hemácias parasitadas, no interior dos pequenos vasos cerebrais, circundadas por hemácias não-

parasitadas.  

 

1.3.2. Patologia do Sistema Nervoso Central 

 

 Em indivíduos infectados exclusivamente pelo P. falciparum são observadas lesões do 

sistema nervoso central. Macroscopicamente, o encéfalo mostra-se congesto, com edema 

proeminente em 36% dos casos e, em mais de 80% deles, observam-se evidentes hemorragias 

petequiais distribuídas especialmente na substância branca. O cérebro apresenta-se com uma cor 

cinza-azulada devido à impregnação pelo pigmento malárico (hemozoína) e as meninges 

também se apresentam congestas. Microscopicamente, observam-se em praticamente todos os 

casos, hemácias infectadas com esquizontes aderidas ao endotélio dos capilares e vênulas 

cerebrais (citoaderência) ou então, formando agregados com células não-parasitadas. Este 

fenômeno, conhecido como sequestração microvascular das hemácias, leva a profundas 

alterações na circulação cerebral devido à obstrução parcial ou completa dos pequenos vasos 

(AIKAWA et al., 1990). Isto é importante para o parasito porque o acúmulo dos glóbulos 

parasitados fora da circulação geral constitui uma adaptação biológica essencial à sobrevivência 

parasitária, uma vez que a passagem através do baço pode resultar na destruição do protozoário. 

 A gravidade da malária cerebral está na dependência direta do grau de sequestração 

eritrocítica que está ocorrendo no sistema nervoso (NAGATABE et al., 1992). 

 Um aspecto de particular interesse na patologia da malária cerebral é que a percentagem 

de vasos com sequestração de eritrócitos parasitados varia em diferentes regiões do sistema 

nervoso, sendo maior no cerebelo. Isto se deve ao fato de que o grau de vascularização do 

cerebelo (sete vasos por mm3) é maior do que no cérebro (cinco vasos por mm3). Outras lesões, 

tais como as hemorragias perivasculares, também são mais comumente vistas no cerebelo do 

que no cérebro (SEIN et al., 1993). 

 Na histopatologia do tecido nervoso no paciente com malária, podem ser observadas 

algumas lesões como necrose perivascular, necrose neuronal com reação glial e os denominados 

granulomas de Durck; estes consistem em uma zona central constituída por um pequeno vaso  
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com trombose envolvido por tecido necrótico e hemácias, ao redor das quais se dispõem células 

da glia em constante multiplicação. Estes granulomas provavelmente representam um processo 

de reparação desencadeado pelo extravasamento de sangue com parasitas, seus produtos e 

mediadores de inflamação no tecido nervoso (NAGATABE et al., 1992). 

 

 

1.4. Tratamento 

 

 

O tratamento anti-malárico convencional nas formas brandas baseia-se no uso de  

quinino, visto que é a droga mais barata. Entretanto, em áreas onde casos de resistência ao 

quinino já foram detectados, aconselha-se a utilização de cloroquina. O artesunato, outra droga 

utilizada, é um derivado de artemisina e solúvel em água. O artesunato apresenta eficiência 

semelhante ao do quinino, porém com custo mais elevado (TRAMPUZ et al., 2003; Newton & 

KRISGNA, 1998). 

O tratamento das formas severas da malária, como a malária cerebral, é feito com as 

mesmas drogas utilizadas na malária branda, porém sua aplicação se faz por via intravenosa ou 

intramuscular pois os pacientes com malária severa apresentam intolerância à medicação oral 

(TRAMPUZ et al., 2003; IDRO et al., 2005).  

Devido às complicações apresentadas na malária severa, terapias adjuvantes como 

administração de antitérmicos, anticonvulsivos, antiinflamatórios, vasodilatadores, aplicação de 

glicose e transfusão sanguínea também são utilizadas (NEWTON & KRISHNA, 1998). 

A grande capacidade de adaptação dos parasitas da malária evidencia-se na rapidez com 

que se desenvolveu, particularmente em P. falciparum, a resistência a praticamente todos  os 

antimaláricos sintéticos desenvolvidos a partir de 1940 (HILDEBRANDO & OLIVEIRA, 

2002). O uso inadequado dos medicamentos e/ou a administração de fármacos com baixa 

qualidade também contribuem para o surgimento de resistência.  

Acredita-se que a primeira ocorrência de cepas de P. falciparum cloroquina-resistentes 

ocorreu no final dos anos 50, no  Sudeste  Asiático  e  também na  América do Sul.  Atualmente,  
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cepas com esta característica estão espalhadas por todas as áreas endêmicas do mundo e uma 

diminuição da sensibilidade à quinina e à mefloquina tem sido relatada na América do Sul 

(GUERIN et al., 2002). 

  Com o aparecimento de cepas de P. falciparum resistentes à cloroquina (MABERTI, 

1960; MOORE & LANIER, 1961) e a rápida dispersão dessas cepas nas áreas malarígenas da 

Ásia (CLYDE et al., 1972, DEGOWIN & POWELL, 1965), Américas (FERRRARONI et al.,  

1981, RIECKMANN & LOPEZ-ANTUNANO, 1971) e África (KEAN, 1979), a pesquisa para 

o encontro de novas drogas antimaláricas foi substancialmente intensificada.  

A emergência da resistência, principalmente do P. falciparum, tem contribuído para a 

ressurgência global da malária nas últimas três décadas (MARSH, 1998). 

Na ausência de uma vacina efetiva contra a malária, a quimioprofilaxia e a quimioterapia 

são atualmente as únicas armas capazes de controlar e combater os parasitas da malária. Assim 

sendo, o desenvolvimento de cepas de Plasmodium falciparum resistentes às drogas é um 

grande obstáculo ao combate e controle desta protozoose e asseguram a permanência do 

problema global que a malária representa (COWMAN & CRABB, 2006). 

 

 

1.5. Modelo Experimental na Malária Cerebral 

 

 

Atualmente são reconhecidas quatro espécies distintas de Plasmodium de roedores: 

Plasmodium berghei, Plasmodium yoelii, Plasmodium vinckei e Plasmodium chabaudi, cada 

uma, com exceção do Plasmodium berghei, representada por duas ou mais subespécies. Os 

plasmódios de roedores são divididos em dois grupos: o grupo berghei (P. berghei e P. yoelii) e 

o grupo vinckei (P. vinckei e P. chabaudi). As similaridades entre os dois grupos são avaliadas 

em múltiplos aspectos, incluindo a morfologia dos parasitos no estágio sanguíneo, padrão de 

proteção cruzada, sorologia e polimorfismo enzimático (CARTER & DIGGS, 1977). 

O modelo para pesquisa in vivo desenvolvido para o estudo da malária cerebral é o 

Plasmodium berghei, linhagem ANKA (MACKEY et al., 1980), conhecida como PbA.  
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Trata-se de um modelo com alto grau de reprodutibilidade, com histopatologia e 

manifestação clínica conhecidas. A infecção de camundongos pelo PbA resulta, em linhagens 

suscetíveis, uma síndrome letal conhecida como malária cerebral, em que os camundongos 

morrem de 7 a 9 dias após infecção em um estágio de coma associada com manifestações 

neurológicas (WRIGHT, 1968; WHITE & HO, 1992). 

A síndrome neurológica ocorre de 6 a 14 dias após a infecção, acarretando uma 

mortalidade acumulativa de 90%. É baixa a parasitemia no momento da morte e as 

manifestações neurológicas referem-se a hemi ou paraplegia, desvio da cabeça, tendência a rolar 

quando estimulado, ataxia e convulsões. Os camundongos sobreviventes acabam morrendo com 

anemia severa e hiperparasitemia, sem sinais neurológicos 3 a 4 semanas após a infecção 

(GRAU et al., 1987). 

O rompimento da barreira hemato-encefálica, detectada pelo vazamento de azul de 

Evans, microhemorragias, sequestro de macrófagos e plaquetas nas veias corticais, assim como 

o aumento da permeabilidade vascular no pulmão, são evidentes durante a infecção induzida 

pelo PbA (THUMWOOD et al., 1988; FAVRE et al., 1999). 

 

 

1.6. Terapia com Células  Tronco 

 

  

Existe a tendência do desenvolvimento de uma nova área terapêutica utilizando o 

potencial das células tronco no tratamento de algumas doenças degenerativas. É consenso a 

capacidade de organismos adultos regenerarem tecidos como o epitélio intestinal, a pele, tecido 

nervoso e o sangue. 

Células tronco, por definição, são capazes tanto de auto-renovação como diferenciação 

em diversos tipos celulares do organismo. São geralmente classificadas de acordo com sua 

capacidade em diferenciar nos diversos tecidos. Assim, podemos mencionar as células: 

• Unipotentes: dão origem apenas a um tipo celular de tecido;  
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• Oligopotentes: originam tipos celulares de somente alguns tipos específicos de 

tecidos; 

• Multipotentes: capazes de originar muitos tipos celulares de diversos tecidos; 

• Pluripotentes: provém da medula óssea e dão origem a inúmeros tipos celulares dos 

muitos tecidos; 

• Totipotentes: são as embrionárias e são capazes de originar todos os tipos celulares 

dos tecidos do organismo. 

Estudos recentes têm transformado esta visão de restrição tecido-específica. Células-

tronco de medula óssea mostram-se capazes de dar origem a um grande número de células de 

tipos não medulares. 

O reparo de órgãos e tecidos é um fenômeno constante durante a vida de organismos 

complexos. Este processo pode ser dirigido por células-tronco que se encontram no tecido e  que 

são providas por precursoras da medula óssea. Três mecanismos básicos são propostos para 

explicar como as células-tronco fazem o reparo de injúrias teciduais: i. Criação de um ambiente 

que aumente a regeneração de células endógenas; ii. Transdiferenciação (capacidade das células 

de se transformarem em qualquer tipo de tecido); iii. Fusão celular (PROCKOP et al., 2003). A 

regeneração completa dos tecidos é um processo complexo e demanda integração do tecido 

regenerado com os tecidos adjacentes e diferenciação. Estudos mostraram que células-tronco 

medulares possuem a capacidade de se infiltrarem em vários tecidos e órgãos quando infundidos 

sistemicamente, e esta infiltração têm mostrado ser estável a longo período (DEVINE et al., 

2000). Mesmo as células infundidas na circulação periférica têm a habilidade de migrar para 

sítios específicos de injúria, o que sugere um evento complexo de sinalização, reconhecimento e 

reparo. Este fenômeno tem sido reportado em modelos animais de fratura de osso, isquemia 

cerebral e infarto do miocárdio (SHAKE et al., 2002; WANG et al., 2002). 

A medula óssea contém populações de precursores celulares oligopotentes que dão 

origem às linhagens celulares do sangue e também uma porção de células multipotentes que 

podem se diferenciar em vários tipos celulares incluindo osso, cartilagem e células 

mesenquimais (PROCKOP, 1997). Mais recentemente, células da medula óssea demonstraram 

se diferenciar em células hepáticas (BLANC et al., 2000; PETERSEN et al., 1999), miócitos  
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(KAMO et al., 1990), neurônios e glia (BRAZELTON et al., 2000). Essas células 

demonstraram atravessar a barreira hemato-encefálica após infusão intravenosa e entrarem no 

cérebro (EGLITIS & MEZEY, 1997) e em áreas de desmielinização na medula espinhal 

(AKIYAMA et al., 2002; AKIYAMA et al., 2002b; INOUE et al., 2003; SASAKI et al., 2001). 

Além disso, têm sido relatado melhora funcional e redução da morte celular na região da zona 

isquêmica após infusão intra-cerebral (CHEN et al., 2001) e sistêmica (LI et al., 2002) de 

células estromais de medula óssea. 

A plasticidade das células-tronco presentes em fígado, músculo esquelético, pâncreas e 

sistema nervoso não se restringe exclusivamente ao seu órgão de origem po is sua 

multipotencialidade permite que essas células gerem células de outros órgãos e tecidos 

(FERRARI et al., 1998).  

Alguns dos alvos terapêuticos são órgãos considerados por muito tempo como incapazes 

de desenvolver quaisquer processos de regeneração, como o cérebro e o coração. Os relatos da 

constatação de que os tecidos adultos possuem células-tronco pluripotentes próprias 

(BELTRAMI et al., 2003; KRAUSE, 2002; PITTENGER et al., 1999), de que há migração de 

célula tronco do sangue periférico e sua diferenciação para tipos celulares residentes em órgãos 

como o coração (QUAINI et al., 2002) e de que células já diferenciadas podem proliferar em 

resposta a agressões teciduais (LERI et al., 2002), tem sido cada vez mais frequentes na 

literatura. Estes fatos são indicadores de que o processo de regeneração ocorre nestes tecidos, 

embora possa não ser eficiente para levar à cura dependendo do grau de dano tecidual instalado. 

 Estudos experimentais desenvolvidos para o tratamento de cardiopatia isquêmica crônica 

em ratos evidenciaram que as células-tronco de medula óssea foram capazes de tratar a 

insuficiência cardíaca (OLIVARES et al., 2004). Estes resultados animadores estimularam o 

teste de eficácia da terapia com células de medula óssea na cardiopatia chagásica no modelo 

murino com a cepa Colombiana de Trypanosoma cruzi. Os camundongos transplantados 

apresentaram melhoria na miocardite dois meses após o transplante. Nesta metodologia, houve 

ainda a possibilidade de monitorar a distribuição da repopulação das células-tronco porque 

foram adotadas células de camundongos transgênicos para a proteína verde fluorescente (GFP) 

ou para beta galactosidade de Escherichia coli (Gtrosa26) (SANTOS et al., 2004).  
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A administração de células derivadas de medula óssea constitui uma das mais novas 

estratégias promissoras no tratamento de danos neurais causados por acidente vascular cerebral 

(AVC). Vários estudos têm descrito os efeitos benéficos desse tratamento em modelos animais 

na fase aguda do AVC isquêmico (CHOPP & LI, 2002; MEZEY, 2007). 

Em ratos adultos, submetidos à oclusão transitória ou permanente da artéria cerebral 

média, diferentes tipos de células-tronco (medula óssea de camundongos, medula óssea humana, 

cordão umbilical humano, etc) administrados por via intravenosa ou intra-arterial, acarretaram a 

diminuição da área isquêmica e melhor recuperação funcional comparados ao grupo controle 

(KONDZIOLKA et al., 2000). 

A medula óssea contém uma população de células que secretam citocinas e fatores de 

crescimento como VEGF (Fator de crescimento endotelial vascular) e bFGF (“ba sic fibrob last 

growth factor”) (HAMANO et al, 2000), que podem impedir o dano isquêmico das células 

endoteliais e pode ser associado com a melhora neurológica do infarto. Esses e outros fatores 

mostraram salvar o tecido neural lesionado pelo estresse isquêmico através de mecanismos 

como o sequestro de radicais livres, atividade antiapoptótica, atividade antiinflamatória e 

excitotoxicidade antiglutamato, promovendo assim a preservação do funcionamento neural após 

infarto cerebral (HIROUCHI & UKAI, 2002). Além disso, essas células produzem mediadores 

solúveis que atenuam a resposta imune (BERNSTEIN & SHEARER, 1988). Então, a influência 

trófica das células de medula óssea transplantadas que migraram para a lesão pode prevenir o 

cérebro isquêmico de lesões secundárias. 

Embora viável, o uso terapêutico de células tronco mesenquimais de medula óssea 

envolve cultura de células por várias semanas antes do transplante, o que aumenta o risco de 

contaminação e atrasos no início do tratamento para além da fase aguda, momento em que este 

pode ser mais bem sucedido. Além disso o cultivo dessas células in vitro fora do seu ambiente 

natural pode acarretar modificações citogenéticas que podem por à prova a confiabilidade de 

sua integridade. 

 Um protocolo alternativo é o uso da fração mononuclear da medula óssea (CMoMO) em 

substituição às células tronco mesenquimais MSC. Além de progenitores hematopo iéticos e 

células diferenciadas, essa fração contém dois tipos de células tronco adultas que estão presentes  
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na medula óssea, ou seja, as células tronco mesenquimais e as células tronco hematopoéticas 

(ORKIN, 2000; WEISSMAN et al., 2001). As células-tronco mesenquimais são estimadas em 

0,001 a 0,01% do total de células nucleadas da medula óssea (PITTENGER et al., 1999), e as 

células tronco hematopoiéticas representam aproximadamente 0,0001% do total da população 

de células da medula óssea (ORKIN, 2000; WEISSMAN et al., 2001). Essas células tronco e as 

células progenitoras hematopoiéticas têm sido descritas como capazes de serem quimioatraídas 

para tecidos lesionados e capazes de produzir e liberar várias citocinas e fatores tróficos 

(KRAUSE et al., 2001; CHOPP & LI, 2002; CRAIN et al., 2005; SHYU et al., 2006). Além 

disso, CmoMO também contém as células progenitoras endoteliais, que tem sido descritas 

contribuir com a revascularização de tecidos isquêmicos e reparação de endotélio lesionado. 

Essas observações endossam a fração mononuclear da medula óssea como uma candidata para 

ser usada em terapia celular. Com efeito, a utilização de células mononucleares da medula óssea 

demonstrou ser segura e eficaz em cardiopatias (PERIN et al., 2003; SOARES et al., 2004; 

STRAUER et al., 2008) e isquemias (YOSHIDA et al., 2003; SPRENGERS et al., 2008). 

 Em contraste ao longo processo necessário para obter as MSC, as CMoMO podem ser 

colhidas em 3-4 h e, portanto, o tratamento pode ser realizado durante a fase aguda da doença. 

 Poucos estudos estão disponíveis usando o transplante das CMoMO em modelos animais 

de AVC isquêmico. Estes estudos são importantes para a compreensão sobre o potencial 

molecular e celular e o mecanismo de ação das CMoMO em AVC. 

 Vários pesquisadores têm mostrado que células derivadas de medula óssea contribuem 

funcionalmente para a neoangiogênese durante a cura de ferimentos e isquemia de membros 

(MAJKA et al., 2003; ASAHARA et al., 1997; ASAHARA et al., 1999a; ASAHARA et al., 

1999b; IWAGURO et al., 2002; KALLA et al., 2000; SCHATTEMAN et al., 2000; CROSBY 

et al., 2000; TAKAHASHI et al., 1999; LUTTUN et al., 2002; RAFII, 2000), infarto do 

miocárdio (ORLIC et al., 2001a; ORLIC et al., 2001b; KOCHER et al., 2001; JACKSON et al., 

2001; EDELBERG et al., 2002), endotelização de enxertos vasculares (SHI et al., 1998, 

BHATTACHARYA et al., 2000, KAUSHAL et al., 2001, NOISHIKI et al., 1996), aterosclerose 

(SATA et al., 2002), neovascularização de órgãos linfóides e retinal (OTANI et al., 2002, 

GRANT et al., 2002, CRISA et al., 1999), vascularização durante crescimento neonatal (OTANI  
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et al., 2002) e crescimento de tumores (ASAHARA et al., 1999a, GRANT et al., 2002, CRISA 

et al., 1999, LYDEN et al., 2001, REYES et al., 2002, MOORE et al., 2002).  

Em estudo pré-clínico, a introdução de células progenitoras endoteliais (EPCs) derivadas 

da medula óssea melhorou efetivamente a formação de vaso colateral, minimizando assim a 

isquemia em membros (ASAHARA et al., 1999b KALLA et al., 2000, TAKAHASHI et al.,  

1999, HILLEBRANDS et al., 2003, WAGERS et al., 2002, KRAUSE et al., 2001). 

 Em pacientes sofrendo de doença arterial periférica, a utilização de células autólogas 

mononucleares de medula óssea dentro do músculo gastrocnêmico isquêmico resultou em 

restauração da função do membro (TATEISHE-YUYAMA et al., 2002). 

O sucesso da revascularização de membros isquêmicos depende da formação balanceada 

de vasos linfáticos e sanguíneos. A disfunção linfática resulta em formação de edema que 

contribui para a não cicatrização de úlceras. A introdução de VEGF-C (Fator de Crescimento 

Endotelial Vascular) tem sido efetiva na aceleração da recuperação funcional de membros 

isquêmicos pelo aumento da linfangiogênese e angiogênese e diminuição da formação de edema 

(YOON et al., 2003, SAARISTO et al., 2002, SZUBA et al., 2002). 

Terapias com células tronco adultas de medula óssea estão sendo desenvolvidas no 

Brasil em alguns Centros de Terapia Celular. Em se tratando de medicina regenerativa, o 

transplante de células-tronco é considerado um procedimento seguro para doenças cardíacas, 

hepáticas e neurológicas, dentre outras.  

Em casos de lesões decorrentes de autoimunidade, tais como diabetes tipo 1,  a estratégia 

difere porque é preciso remover as células auto-reativas no paciente por imunossupressão com 

agentes quimioterápicos, e depois, o paciente recebe de volta as células da medula que foram 

mantidas criopreservadas para reconstituir um novo sistema imune livre de auto-agressão. Em 

2008, por meio de uma abordagem clínica que recorre a altas doses de quimioterapia seguidas 

de um transplante autólogo de células-tronco hematopoéticas do sangue periférico no diabete 

melito do tipo 1 recém-diagnosticado, Voltarelli et al. conseguiram livrar 14 diabéticos da 

necessidade diária de tomar doses de insulina, dentre 21 pacientes transplantados no Hospital 

das Clínicas da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, da Universidade de São Paulo. 
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Todos os protocolos terapêuticos adotados são frutos de pesquisa básica onde o principal 

modelo animal para rastreamento do destino das células-tronco provém de transgenia para beta-

galactosidase ou para a proteína fluorescente verde (GFP). A transgenia para obtenção de 

células fluorescentes neste camundongo é produto da inserção da proteína bioluminescente da 

água viva Aequorea victoria . A expressão da GFP sob excitação luminosa ocorre em todas as 

células, com exceção de eritrócitos e pêlos (OKABE et al.,1997). 

 Considerando a dificuldade de obtenção de uma droga eficaz para a malária humana, há 

interesse no desenvolvimento de um tratamento alternativo explorando o potencial regenerativo 

de células de medula óssea, uma opção de tratamento de baixo custo, relativamente simples e 

facilmente aplicável, caso sejam comprovadas sua segurança e eficácia. 

Para esta finalidade, pretende-se transplantar células de medula óssea em camundongos 

acometidos pela malária cerebral e avaliar a distribuição destas células no cérebro, assim como 

o eventual benefício para o hospedeiro na reversão do quadro neurológico e redução da 

mortalidade. 
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2. Objetivos 

 

 

O presente trabalho visa avaliar o efeito do transplante de células de medula óssea de 

camundongos transgênicos C57BL/6 GFP HET em camundongos C57BL/6/JUnib infectados 

pelo Plasmodium berghei ANKA. 

Os principais objetivos específicos são: 

1 – Avaliação da sobrevivência dos camundongos infectados pelo P. berghei ANKA e 

tratados com células de medula óssea;  

2 – Avaliação da sobrevivência dos camundongos infectados pelo P. berghei ANKA 

tratados com células de medula óssea e com cloroquina; 

3 – Avaliação da ação das células de medula óssea na parasitemia dos animais infectados 

pelo P. berghei ANKA; 

4 – Avaliação da integridade hemato-encefálica dos camundongos com malária cerebral; 

5 – Detecção de hemácias parasitadas pelo P. berghei ANKA nos capilares cerebrais dos 

camundongos com malária cerebral; 

6 – Detecção de células de medula óssea no cérebro dos camundongos com malária cerebral. 
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3. Material e Métodos 

 

 

3.1. Camundongos 

 

 

Camundongos livres de patógenos específicos (SPF), fêmeas isogênicas da linhagem 

C57BL/6/JUnib, com idade mínima de 7 semanas foram adotados para desenvolvimento da 

malária cerebral. 

 Os camundongos C57BL/6 GFP HET foram adotados como doadores de células da 

medula óssea. Todos os animais foram provenientes do Centro Multidisciplinar para 

Investigação Biológica da Unicamp (CEMIB). 

Os camundongos C57BL/6/JUnib foram mantidos em rack ventilada no Laboratório de 

Parasitologia do Departamento de Biologia Animal na Unicamp, com ração Nuvilab CR-1 

autoclavada e água filtrada ad libitum. O protocolo experimental n ° 1078-1 foi aprovado pelo 

Comitê de Ética em Experimentação Animal (CEEA/Unicamp). 

Os camundongos transgênicos C57BL/6 GFP HET foram mantidos nas dependências do 

CEMIB, CQB 0237/07, CiBIO 005/08. 

 

 

3.2. Plasmodium berghei ANKA (PbA) e Plasmodium berghei ANKA GFP (PbA GFP) 

 

 

Foram testadas duas linhagens de Plasmodium : o Plasmodium berghei ANKA, doado 

pelo Prof. Dr. Laurent Rénia (Institut Cochin, Paris, França) ao Prof. Dr. Fábio T. M. Costa 

(Instituto de Biologia, Unicamp) e o Plasmodium berghei ANKA GFP, gentilmente cedido pelo 

Dr. Andrew Waters (Leiden University Medical Center, Leiden (Holanda) à Profa. Dra. Rosa 

Elias (USP/SP). 
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Os camundongos foram infectados por injeção intraperitonial de 106 hemácias 

parasitadas de acordo com o protocolo descrito por Engwerda et al. (2005), provenientes de 

animais que receberam um volume de 100µL de papa de hemácias, até então mantidas em 

criotubo a -80°C. 

 

 

3.3. Transplante de Células Mononucleares de Medula Óssea (CMoMO) 

 

 

 Conforme preconizado por Soares et al. (2004), células retiradas por perfusão da medula 

do fêmur e tíbia dos camundongos C57BL/6 EGFP foram purificadas por centrifugação em 

gradiente de Ficoll (Histopaque) a 1000 x g por 15 minutos (Histopaque 1119 e 1077, 1:1; 

Sigma®). Após duas lavagens em meio RPMI as células foram ressuspensas em NaCl 0,15M, 

foi feito teste de viabilidade, contagem em câmara de Neubauer e finalmente as células foram 

injetadas intravenosamente no 2º dai pelo plexo oftálmico dos animais a serem avaliados. O 

número de células variou para cada experimento na faixa de 3 x 106 a 4,6 x 107. Os animais 

foram anestesiados com ketamina/xylasina. O teste de viabilidade celular foi realizado com o 

azul de Trypan. Os camundongos do grupo controle, não transplantados, receberam injeção 

intravenosa de 200µL do NaCl 0,15 M  pelo plexo oftálmico. 

 

 

3.4. Transplante de Células Totais de Medula Óssea (CTMO) 

 

 

 Conforme descrito por Braga et al. (2008), os animais foram sacrificados por 

deslocamento cervical e a medula do fêmur e tíbia foram perfundidas com meio RPMI. Após 

extração das células foi realizada a lavagem por centrifugação a 800xg por 10 minutos, foi feito 

teste de viabilidade, contagem em câmara de Neubauer e finalmente as células foram injetadas 

intravenosamente pelo plexo  oftálmico dos  animais a  serem  avaliados. O  número  de  células  
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variou para cada experimento na faixa de 3 x 106 a  107 células. Os animais foram anestesiados 

com ketamina/xylasina. O teste de viabilidade celular foi realizado com o azul de Trypan. Os 

camundongos do grupo controle, não transplantados, receberam injeção intravenosa de 200µL 

do NaCl 0,15 M  pelo plexo oftálmico. 

 

 

3.5.Tratamento com cloroquina  

 

 

Quando necessário, foi feita associação do tratamento de células CMO com Cloroquina 

(Chloroquine diphosphate salt - Sigma®), a partir dos sinais neurológicos da malária cerebral, 

como: paralisia total ou parcial de membros, ataxia (incapacidade de coordenar os movimentos 

dos músculos voluntários), perda visual e coma. Os camundongos foram tratados com doses de 

0,8 mg/dia/animal pela via intraperitoneal, até o desaparecimento dos sinais neurológicos da 

malária cerebral, esquema adaptado conforme a evolução da doença nos camundongos.  

 

 

3.6. Detecção de células GFP de medula óssea  no cérebro  de camundongos 

C57B L/6JUnib infectados pelo PbA. 

 

Com o intuito de avaliar o efeito da malária cerebral na possível migração da CMoMO 

para as áreas de lesão no cérebro, três grupos de camundongos C57BL/6/JUnib receberam os 

seguintes tratamentos: 

1) Três camundongos sem infecção pelo PbA e sem injeção de CMoMO GFP; 

2) Dois camundongos não infectados e que receberam 4,6 X 10 7 CMoMO GFP e 

sacrificados quatro dias após a inoculação das células; 

3) Um animal infectado com PbA, que recebeu 4,6 x 107  CMoMO GFP no 2ºdai, foi 

sacrificado no 10º dai, quando apresentou sinais clínicos da malária cerebral. 
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Todos os animais tiveram os cérebros cuidadosamente removidos e mergulhados em 

sacarose 20% “overnight” na geladeira. Em seguida, foram embebidos em Tissue-TeK 

(Sakura®), congelados em nitrogênio líquido e os blocos mantidos em freezer a -20ºC. 

Cortes histológicos com 12µm de espessura foram preparados em criostato (Micron, HM 

525, Alemanha) e montados em lâminas silanizadas, visando diminuir a fluorescência residual. 

Os cortes  montados em PBS pH 7,2 com lamínula, foram examinados sob o microscópio de 

fluorescência - Olympus® (Tokyo, Japão), acoplado a uma câmera digital para captura de 

imagens (Image Proplus Software, O lympus®). 

 

 

3.7. Detecção de formas parasitárias do PbA no cérebro de camundongos 

 

 

A pesquisa dos parasitos foi feita em cortes de cérebro de animais infectados pelo 

Plasmodium berghei ANKA. Camundongos com malária cerebral positiva (CM+), apresentando 

sintomas neurológicos, foram sacrificados entre o 6º e 8º dai, os cérebros imediatamente 

removidos, sem perfusão e fixados em formaldeído 4% tamponado por 6h à temperatura 

ambiente. A coloração foi feita pela Hematoxilina-Eosina. Os parasitos foram visualizados em 

microscópio Zeiss Axiophot®. 

 

 

3.8. Monitoramento da integridade da barreira hemato-encefálica em camundongos 

 

 

Três grupos  de camundongos  foram avaliados: animais infectados com PbA, animais 

infectados com PbA + 4,6 x 107 CMoMO no 2º dai e o grupo controle, animais não infectados 

pelo PbA e sem CMoMO.  

A permeabilidade da barreira hemato-encefálica foi determinada inoculando 200µL de 

solução de azul de Evans 1% em PBS pelo plexo oftálmico. 
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O procedimento foi realizado quando os animais infectados apresentaram os sinais 

clínicos de malária cerebral, o que se deu entre o 5º e 6º dai.  

Após 1 hora da inoculação do azul de Evans, os animais foram sacrificados e os 

respectivos cérebros imediatamente removidos e fotografados em microscópio estereoscópico 

(Zeiss SV-11®) com captação de imagens pelo software Image Manager 50 Leica®, na mesma 

posição e sob a mesma intensidade de luz. 

 

 

3.9. Análise Estatística 

 

 

A sobrevivência dos camundongos C57BL/6JUnib infectados pelo Plasmodium berghei 

ANKA obtida nos grupos experimentais (controle, transplantados com células mononuc leares 

da medula óssea (CMoMO), tratados com cloroquina, transplantados com células totais de 

medula óssea (CTMO), transplantados com CTMO + tratamento com cloroquina) foi avaliada 

pela análise de Variância de Medidas Repetidas e o teste de Duncan, executados pelo programa 

estatístico SAS (SAS Institute 1987). 
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4. Resultados  

 

 

4.1. Determinação da Sobrevivência de camundongos C57BL/6JUnib infectados pelo 

Plasmodium berghei ANKA 

 

4.1.1. Tratamento com células mononucleares de medula óssea (CMoMO)  

 

 

 

 

Figura 4: Sobrevivência de camundongos  infectados pelo Plasmodium berghei ANKA GFP 

(PbA GFP). Linha pontilhada: resultado de 10 animais infectados com PbA GFP;  

Linha contínua: 3 animais infectados com PbA GFP + inóculo de 107 CMoMO no 2º dai. 
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 Com o objetivo de avaliar o efeito das CMoMO na sobrevivência dos animais, dois 

grupos de animais receberam 106 eritrócitos infectados de PbA GFP. O primeiro grupo 

(n=3) recebeu também no 2º dai 107 CMoMO de medula óssea adulta e o segundo grupo, o 

controle (n=10), recebeu 200µL de salina. Como mostra a Figura 4, um animal morreu no 

6º dai, outro no 10º dai e o 3º animal no 28º dai, todos apresentando sinais clínicos de 

malária cerebral (ataxia, paralisia, coma). O 3º animal embora tivesse apresentado sinais 

clínicos de MC no 6º dai com perda do movimento dos membros inferiores teve uma 

melhora significativa a partir do 8º dai, perdurando até o 25º dai, inclusive com recuperação 

dos  movimentos, quando novamente voltou a exibir os sinais clínicos da MC. Nesse 

momento utilizamos terapia adjuvante administrando glicose via oral e aquecimento 

artificial com o intuito de minimizar a hipotermia e hipoglicemia, sintomas característicos 

durante desenvolvimento de MC em murinos e a dificuldade do animal em se alimentar 

pela ataxia e paralisia. O quadro clínico se manteve até o 28ºdai quando então o animal 

morreu. Os animais do grupo controle apresentaram uma mortalidade acumulativa de 100% 

até o 7º dai, assim distribuídos: 13,2% morreram no 5º dai; 68,4% no 6º dai e 18,4% no 7º 

dai. Estes resultados demonstram a possível influência de CMoMO na melhoria do quadro 

clínico da MC, com aumento de até 21 dias do período de sobrevivência após infecção. 
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4.1.2. Sobrevivência de camundongo C57BL/6JUnib infectado por Plasmodium 

berghei ANKA, tratados com células totais de medula óssea (CTMO) comparado ao 

grupo não tratado 

 

   

                           

Figura 5 : Sobrevivência dos camundongos C57BL/6JUnib infectados pelo Plasmodium 

berghei ANKA GFP (PbA GFP). Linha pontilhada: 8 animais infectados com PbA GFP;  

Linha contínua: 1 animal infectado com PbA GFP + inóculo de 107 CTMO no 2ºdai. 

 

 

 Visando testar o potencial das CTMO um animal recebeu 106 EI de PbA GFP e no 

2º dai 107 de células tronco totais de medula óssea sem purificação pelo gradiente de Ficoll 

enquanto o grupo controle (n=8) recebeu 106 EI de PbA GFP e no 2º dai 200µL de salina. 

O animal que recebeu CTMO apresentou no 6º dai cegueira bilateral, porém nenhum sinal 

clínico de MC foi observado; por volta do 9º dai, mostrou sinais de hipotermia e prostração, 

se movimentando pouco na gaiola, e este quadro perdurou até o 14º daí. Foi administrada 

glicose via oral e o animal foi mantido aquecido artificialmente nesse período. 
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Houve melhora considerável até o 17º dai quando o animal novamente entrou em 

estado de prostração e morreu 10 horas depois, ainda no 17º dai. Os animais do grupo 

controle morreram até o 7º dai.  

 

 

4.1.3. Sobrevivência de camundongos C57BL/6JUnib infectados por Plasmodium 

berghei ANKA, tratados com Cloroquina ou células totais de medula óssea (CTMO) 

associadas à cloroquina 

 

 

 

 

Figura 6: Sobrevivência dos camundongos C57BL/6JUnib infectados pelo Plasmodium 

berghei ANKA GFP (PbA GFP). Linha Tracejada: 10 animais infectados com PbA GFP; 

Linha Contínua Azul:  6 animais infectados com PbA GFP + cloroquina após sinais clínicos 

de MC; Linha Contínua Preta: 7 animais infectados com PbA GFP + inóculo de 107 

CTMO no 2ºdai + cloroquina após sinais clínicos de MC; 
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 A Fig. 6 (linha contínua azul) ilustra um grupo de seis animais que foram infectados 

com 106 EI de PbA GFP e que receberam, a partir dos sinais clínicos de MC, 

0,8mg/dia/animal de cloroquina. Cinco animais morreram no 6º dai, dos quais quatro 

receberam uma única dose de cloroquina no quinto dia de infecção. Dois animais 

apresentaram cegueira. Um único animal sobreviveu até o 14º dai, tendo recebido quatro 

doses de cloroquina do 6º ao 9º dai mantendo um quadro estável até o 14º dai quando 

entrou em estado de prostração intensa e mor reu. 

Estes resultados demonstram que apenas a cloroquina administrada aos animais 

infectados, após a manifestação de sinais clínicos de MC, não impediu a morte dos animais. 

Visando minimizar a severidade da fase aguda da malaria cerebral, sete 

camundongos infectados com 106 EI de PbA GFP (linha contínua preta) receberam no 2º 

dai inóculo de 107 CTMO e foram tratados, a partir dos sinais clínicos de MC, com 0,8 

mg/dia/animal de cloroquina, via intraperitoneal, até o desaparecimento dos sinais clínicos 

de MC. Como apresentado na Fig.6, quatro animais morreram até o 6º dai. O animal que 

sobreviveu até o 13º dai recebeu cloroquina e glicose no 5ºe 6º dai, pois apresentavam 

prostração e dificuldade para se alimentar; houve melhora clínica e o animal voltou a se 

movimentar bem na gaiola e a comer ração. No 5º dai observou-se também cegueira 

bilateral, porém esse quadro se reverteu após 24hs. O animal se manteve bem, se 

movimentando e se alimentando, sem hipotermia e cegueira até o 13º dai, quando voltou a 

ficar prostrado; foi administrada nova dose de cloroquina e glicose, mas o animal morreu 

12hs depois, ainda no 13º dai. 

  O animal que sobreviveu até o 16º dai recebeu cloroquina e glicose do 5º ao 7º dai, 

nesse período apresentou prostração e cegueira bilateral. O quadro de cegueira bilateral se 

reverteu após 24hs. Até o 15º dai o quadro clínico do animal era bom, se locomovia e se 

alimentava e não voltou a apresentar cegueira. Na segunda metade do 15ºdai a animal 

voltou a apresentar prostração e hipotermia, foi administrada nova dose de glicose e 

cloroquina, o animal morreu 20hs depois, no 16ºdai. 

O animal que sobreviveu até o 17ºdai recebeu cinco doses de cloroquina, do 5º ao 

9ºdai, nesse período apresentou hipotermia,  se locomovia  lentamente  pela gaiola. A partir  
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do 10ºdai passou a se locomover melhor e a se alimentar, o animal manteve esse quadro até 

o 17ºdai quando então voltou a ficar prostrado, nova dose de cloroquina foi administrada, 

mas o animal morreu 3hs depois, ainda no 17ºdai. Os animais do grupo controle (n=10) 

receberam apenas 106 EI de PbA GFP e 200µL de salina no 2º dai e todos morreram até o 

7ºdai.  

  Como pode ser observado na figura 6, a administração de células totais de medula 

óssea aumentou a sobrevida média dos camundongos. 

 

4.2. Determinação da Parasitemia de camundongos C57BL/6JUnib infectados pelo 

Plasmodium berghei ANKA 

 

 

Segundo Golenser et al (2006) os camundongos normalmente morrem quando a 

parasitemia está entre 5 e 15%, o que ocorre entre o 6º e 8º dia da infecção. 
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4.2.1. Tratamento de C57BL/6JUnib com células totais de medula óssea (CTMO)  

 

 

Figura 7: Parasitemia dos camundongos C57BL/6JUnib  infectados pelo Plasmodium 

berghei ANKA GFP (PbA GFP). Linha pontilhada: 4 animais infectados com PbA GFP; 

Linha Contínua: 1 animal infectado com PbA GFP + 107 de CTMO 

 

Na figura 7 é possível comparar a parasitemia do animal que recebeu apenas PbA 

GFP e outro animal que recebeu no 2º dai 107 de células totais de medula óssea (CTMO). 

Houve tendência da injeção de células da medula óssea controlar a parasitemia (11 dai), e 

ampliar a sobrevivência em 10 dias, quando comparado ao grupo controle. 
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4.2.2. Tratamento de C57BL/6JUnib com células totais de medula óssea (CTMO) , 

associada ao tratamento com  cloroquina. 

 

 

 

Figura 8: Parasitemia dos camundongos C57BL/6JUnib infectados pelo Plasmodium 

berghei ANKA GFP (PbA GFP). Linha pontilhada: animal infectado com PbA GFP; 

Linhas contínuas: animais infectados  com PbA  GFP + 107 de CTMO + Cloroquina após 

sinais clínicos da MC. 

 

É possível comparar na Fig. 8 a parasitemia do animal que recebeu apenas PbA GFP 

e 2 outros que receberam no 2ºdai 107 CTMO e foram tratados com cloroquina a partir dos 

sinais clínicos de MC. Foram dadas duas doses de cloroquina (5º e 6º dai) para o animal 

que morreu no 13º dai e três doses de cloroquina (5º, 6º e 7º dai) no caso do animal que 

morreu no 16º dia.  

Quando comparamos a sobrevivência de animais que receberam apenas cloroquina, 

mesmo com 4 doses (Fig. 6) é possível constatar a eficácia do tratamento com células da 

medula óssea.  

Comparando os resultados expressos nas Figuras 7 e 8, podemos observar que o 

animal tratado com células totais de medula óssea, mesmo sem a proteção da cloroquina e  
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com altas taxas de parasitemia (8º dai = 25,3% e 17º dai = 52,3% ) sobreviveu 10 dias a 

mais que o grupo não tratado.  

Em se tratando da sobrevivência dos animais, apesar do grupo tratado que recebeu 

apenas células mononucleares da medula óssea resultar em um único camundongo 

sobrevivente aos 28 dias após a infecção, dado que inviabiliza a análise estatística, convém 

enfatizar que o tratamento com células mononucleares induziu melhoria no quadro 

neurológico dos camundongos que superaram 7 dias da infecção, conforme consta na 

descrição dos itens 4.1.1 e 4.1.2. 

A análise estatística da parasitemia dos camundongos foi feita com os resultados do 

5º, 6º e 7º dai. Foram comparadas as parasitemias de animais tratados com células totais da 

medula óssea e células totais da medula óssea associados à cloroquina (Fig 8). Houve 

diferença significativa apenas para o grupo associado com a cloroquina (anexo1), onde 

houve o controle da parasitemia.  

 

 

4.3. Monitoramento da Integridade da Barreira Hemato-Encefálica 

 

 

 A barreira hemato-encefálica é uma interface altamente especializada, estrutural e 

funcionalmente, entre o espaço intravascular e o sistema nervoso central (HAWKINS & 

DAVIS, 2005)  

A adesão dos eritrócitos infectados nos endotélios vasculares na malária grave, 

causada pelo P. falciparum, provoca o bloqueio do fluxo sanguíneo, reduzindo a perfusão 

nos tecidos e consequentemente o suprimento de oxigênio, gerando assim um ambiente 

hipóxico e hipoglicêmico.  

Essas alterações no metabolismo sistêmico levam a distúrbios na integridade 

funcional e estrutural das células endoteliais cerebrais, provocando a quebra da barreira 

hemato-encefálica, e consequentemente hemorragia cerebral (MEDANA & TURNER, 

2006). 



46 
 
 

 RES ULTADOS  

 

Considerando que a barreira hemato-encefálica é um ponto crítico de interação 

parasito-hospedeiro na MC foi avaliado o comportamento das células mononucleares de 

medula óssea na proteção dessa integridade. 

Os animais não infectados não apresentaram o tecido nervoso central corado pelo 

azul de Evans (Fotomicrografia 1). Em contraste, os animais infectados pelo PbA 

apresentaram graus variados de coloração e concentração em determinadas seções do 

cérebro, principalmente na região do bulbo olfatório (Fotomicrografia 2) no 5ª dia após a 

infecção por PbA. 

Os animais que receberam a injeção de células de medula óssea no 2º dai e foram 

sacrificados  quatro dias mais tarde, com sinais clínicos de malária cerebral, evidenciaram o 

extravazamento do azul de Evans em toda a extensão do cérebro.  

 Estes resultados que indicam o rompimento da barreira hemato-encefálica são 

esperados, mesmo com o tratamento dos animais com a injeção de células mononucleares 

da medula óssea porque a lesão cerebral induzida pelo PbA dificilmente teria condições de 

se regenerar em 4 dias. Portanto, a validação da quebra da barreira hematoencefálica, 

indicada pelo extravazamento do azul de Evans possivelmente só se aplique após a 

regeneração dos vasos.  
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Fotomicrografia 1: Cérebros de camundongos C57BL/6/JUnib do grupo controle: sem 

PbA, sem tratamento pelas CMoMO (Objetiva 10x). 

 

 

                                A     B 

 

Fotomicrografia 2 : Cérebros de camundongos  infectados com PbA, com sinais clínicos de 

malária cerebral, sem tratamento pelas CMoMO, no 5º dai. 

 

 

              C     D     E 

 

Fotomicrografia 3: Cérebros de camundongos infectados  com PbA + 4,6 x 107  CMoMO 

no 2ºdai, sacrificados após manifestação de sinais clínicos da malária cerebral, no 6º dai. 

 

              F     G     H 
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Os animais não infectados não apresentaram o tecido nervoso central corado pelo 

azul de Evans (Fotomicrografia 1). Em contraste, os animais infectados pelo PbA 

apresentaram graus variados de coloração e concentração em determinadas seções do 

cérebro, principalmente na região do bulbo olfatório (Fotomicrografia 2) no 5ª dia após a 

infecção por PbA. 

Os animais que receberam a injeção de células de medula óssea no 2º dai e foram 

sacrificados  quatro dias mais tarde, com sinais clínicos de malária cerebral, evidenciaram o 

extravazamento do azul de Evans em toda  a extensão do cérebro. 

 Estes resultados que indicam o rompimento da barreira hemato-encefálica são 

esperados, mesmo com o tratamento dos animais com a injeção de células mononucleares 

da medula óssea porque a lesão cerebral  induzida pelo PbA dificilmente teria condições de 

se regenerar em 4 dias. Portanto, a validação da quebra da barreira hemato-encefálica, 

indicada pelo extravazamento do azul de Evans possivelmente só se aplique após a 

regeneração dos vasos.  

 

 

4.4. Detecção de células GFP de medula óssea no cérebro de camundongos  

C57BL/6JUnib infectados pelo Plasmodium berghei ANKA 

  

Fotomicrografia 4: Bulbo olfatório de camundongo C57BL/6/JUnib sem infecção 

pelo Plasmodium berghei ANKA, sem tratamentento com célula mononuclear de medula 

óssea. M icroscopia de fluorescência (Objetiva 60x). 

         4A    4B  
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  4C 

 

 

Fotomicrografia 5: Células GFP de medula óssea em bulbo olfatório de 

camundongo C57BL/6/JUnib sem infecção pelo Plasmodium berghei ANKA, 4 dias após a 

inoculação de 4,6 x 107 CMoMO GFP. Microscopia de fluorescência (Objetiva 60x). 

      5A       5B 
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Fotomicrografia 6: Células GFP de medula óssea em bulbo olfatório de 

camundongo C57BL/6/JUnib infectado pelo Plasmodium berghei ANKA, 8 dias após a 

inoculação de 4,6 x 107 CMoMO GFP. Microscopia de fluorescência (Objetiva 60X). 

 

    6A         6B 

 

    6C         6D 

  

 

 

É possível observar a presença das células GFP nos animais que receberam as 

células de medula óssea, com ou sem infecção pelo PbA. O número de células GFP 

detectadas no bulbo é maior nos animais com a malária cerebral. Foi possível constatar a 

presença de células GFP ao redor de vasos (6A,6B,6C,6D) 
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4.5. Detecção de formas parasitárias do PbA no cérebro de camundongos 

 

PRANCHA I – Microfotografia de cérebro de camundongo C57BL/6/JUnib após 6 

dias de infecção por Plasmodium berghei ANKA. As setas indicam a presença de 

esquizontes no interior de vasos cerebrais. Coloração HE (Objetiva 100x)  

 

  A        B 

  C        D  

              E        F 
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5. Discussão 

A malária cerebral é a mais grave manifestação da infecção pelo Plasmodium 

falciparum, sendo responsável por alta taxa  de mortalidade de crianças no continente 

africano.  

Modelos experimentais da malária cerebral são bem aceitos porque há várias 

linhagens de camundongos suscetíveis à infecção por várias espécies de Plasmodium, fato 

que contribui para a compreensão da patogênese da malária (DE SOUZA & RILEY, 2002). 

Vale ressaltar que a interpretação dos resultados obtidos no modelo murino de malária 

cerebral deve ser feita com cautela porque em roedores, o leucócito é o tipo celular 

predominantemente sequestrado na microcirculação cerebral, ao contrário da malária 

cerebral humana, onde o alvo de adesão é o eritrócito (ADAMS et al., 2000; NEILL & 

HUNT, 1992; POLDER et al.,1992). Entretanto, já ficou comprovada em crianças a 

presença de monócitos aderidos ao endotélio (GRAU & KOSSODO, 1994). Os sintomas 

clínicos apresentados pelos camundongos suscetíveis também evidenciam agonia 

respiratória com acidose láctica, anemia e nefrite, muito semelhantes à malária por P. 

falciparum (VAN DER HEYDE et al., 2001) e o edema pulmonar induzido pelo PbA em 

C57BL/6 foi relatado por Egima et al.(2007).  

Alta percentagem de camundongos C57BL/6 infectados pelo PbA desenvolve 

sintomas cerebrais entre o quinto e sétimo dia de infecção. A despeito da parasitemia se 

manter baixa, os camundongos morrem em dois ou três dias (JENNINGS et al., 1998; 

GRAU et al., 1987). 

Nos 38 animais que constituíram o grupo controle deste estudo, a evolução da 

malária cerebral mostrou-se extremamente regular porque todos os C57BL/6JUnib 

desenvolveram os sinais clínicos da malária cerebral, desde o comprometimento da 

atividade motora e respiratória, paralisia, hipotermia, tendência a rolar, convulsão antes do 

coma e morte em sete dias (13,16% no 5º dai, 68,42% no 6º dai e 18,42 % no 7º dai). A 

evolução para a cegueira ocorreu na maioria dos  camundongos. Foi interessante observar a  
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aparente reversão da cegueira em dois  animais dos 7 que receberam células da medula 

óssea associadas a cloroquina.  

O branqueamento da retina é um fenômeno que ocorre em algumas crianças com 

malária cerebral, porém não parece afetar a acuidade visual dos pacientes observados após 

um mês do coma (BEARE et al., 2004 e 2009). Este fenômeno é pouco relatado em função 

da criança estar muito comprometida, o que inviabiliza o diagnóstico dos oftalmologistas 

que teriam que fazer uma angiografia para a constatação desta lesão. O branqueamento da 

retina se deve a um edema intracelular reversível em resposta à hipóxia, provocada pelo 

sequestramento de hemácias infectadas pelo P. falciparum e se assemelha à descrição de 

alguns casos de oclusão da veia central da retina (LEWALLEN et al., 1996; HERO et al., 

1997; LEWALLEN et al., 1999). A descrição do branqueamento da retina na oclusão não 

isquêmica da veia central retiniana foi feita por Browning em 2002. Não se deve também 

negligenciar o eventual efeito que a cloroquina possa ter sobre a retina, pois o tratamento 

crônico em pacientes que se recuperam da malária cerebral por P. falciparum, pode 

provocar a cegueira definitiva como reação adversa à cloroquina (EASTERBROOK,1992). 

Este autor constatou esta triste realidade durante o acompanhamento da maculopatia de 62 

pacientes por um período superior a 8 anos. A avaliação do campo visual de 22 pacientes 

que apresentavam escotomas indicou a ocorrência de cegueira bilateral definitiva em quatro 

pacientes que receberam o tratamento antimalárico e 63% perderam o campo visual por 

aumento absoluto dos escotomas. 

A análise histopatológica dos tecidos uveal e retiniano em camundongos CBA/J 

sacrificados no 3º, 7º e 9º dia de infecção por PbA revelou, na fase tardia da infecção, 

alterações endoteliais nos vasos retinianos, adesão de monócitos na parede vascular e 

congestão do lúmen vascular por sequestro de hemácias parasitadas em tecido uveal, 

provavelmente com base nos fenômenos obstrutivos similares aos processos que envolvem 

o sistema nervoso central (SILVA et al., 2003). 

As alterações histopatológicas envolvidas tanto na malária cerebral humana como 

na murina são caracterizadas pela perda da integridade da célula do endotélio, edema e 

congestão dos capilares com eritrócitos parasitados e/ou células mononucleares (MEDANA  
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et al., 2001). Os resultados obtidos nas infecções de C57BL/6JUnib corroboram estes 

achados porque foram evidenciadas pequenas áreas de microhemorragias no parênquima 

cerebral e muitos leucócitos na parede do vaso. (Prancha I).  

Alguns animais que receberam as células totais da medula óssea puderam reverter o 

coma, apresentaram melhora do estado de saúde, porém, sucumbiram mais tarde 

possivelmente em decorrência da hiperparasitemia, hipóxia e hipotermia. Este quadro de 

reversão do coma pode estar relacionado com a produção de citocinas. O excesso de 

produção do TNF-alfa parece ser a chave da patogênese da malária cerebral murina porque 

o tratamento de camundongo com anticorpo anti-TNF-alfa previne o desenvolvimento de 

sintomas cerebrais e a patologia da malária cerebral (GRAU et al., 1987). Em 1994 surgiu a 

teoria idealizada por inúmeros autores: Berendt et al; Clark e Rockett; Clark et al. Estes 

autores sugeriram que o TNF-alfa induz a liberação do óxido nítrico (NO) e esta molécula 

contribui para a patologia da malária. A hipótese está fundamentada na capacidade do NO 

liberado pelas células do endotélio vascular estimulada pelo TNF-alfa difundir no cérebro, 

onde rompem a regulação do NO induzido pelo glutamato neural, resultando em alteração 

da neurotransmissão, o que leva ao coma.Grau e Kossodo (1994) propuseram que o NO 

pode mediar alterações precoces na malária cerebral, tais como distúrbios na 

neurotransmissão, quando a síndrome ainda  é reversível, mas que é improvável que o NO 

esteja envolvido no processo que causa o dano neurovascular. 

A hemozoína, presente em grande quantidade nos monóc itos e neutrófilos  

circulantes persiste em macrófagos por muitos meses. Estudos in vitro com beta-hematina, 

um cristal estruturalmente idêntico à hemozoína, demonstraram que este pigmento ativa 

neutrófilos peritoneais murinos e induz a quimiotaxia de neutrófilos, sugerindo que a 

hemozoína pode ativar leucócitos a liberarem TNF-alfa e participar da patologia da malária 

grave (HUY et al., 2006). A constatação de agregados de esquizontes sequestrados nos 

capilares cerebrais dos camundongos em nosso estudo (Prancha I) indica a possibilidade de 

haver liberação maciça in situ de TNF-alfa, causando mais dano do que seria esperado caso 

estes esquizontes estivessem circulando. 
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Lesões cerebrais na malária grave são caracterizadas pelo sequestro de eritrócitos 

infectados, leucócitos e plaquetas nos capilares cerebrais e aumento excessivo de citocinas 

pro-inflamatórias induzindo o rompimento da barreira hemato-encefálica. 

Wassmer et al. (2004) comprovaram in vitro que plaquetas aumentam a adesão de 

eritrócitos infectados às células endoteliais. Experimentos de co-incubação de plaquetas, 

células endoteliais cerebrais deficientes para CD36 e eritrócitos infectados, confirmam que 

plaquetas, via seus receptores ICAM -1 e CD36, podem servir como uma espécie de ponte 

para a adesão de eritrócitos infectados às células endoteliais cerebrais que usualmente não 

serviriam como local de citoadesão (WASSMER et al., 2003; COMBES et al., 2006). 

Plaquetas também potencializam a citotoxidade de eritrócitos infectados  presentes nos 

capilares sob as células endoteliais por induzir alteração da integridade e aumento da 

apoptose dessas células. Isso justifica o efeito deletério das plaquetas sobre o endotélio 

cerebral durante a malária grave. 

Outro aspecto a ser considerado é a ativação de células vasculares e sanguíneas nos 

processos inflamatórios; essa ativação resulta na liberação de micropartículas circulantes. 

Micropartículas são elementos sub-micron produzidos após remodelação da membrana de 

células eucariotas durante processos fisiológicos ou patogênicos como ativação ou 

apoptose. As micropartículas atuam como efetores biológicos que estão envolvidos na 

homeostase, quando se trata de eventos fisiológicos, ou na coagulação e  inflamação, 

quando se trata de eventos patológicos. Essas micropartículas podem se originar de várias 

células do hospedeiro e então participar do agravamento da lesão cerebral na malária grave. 

Após a infecção pelo PbA um aumento no número de micropartículas circulantes é 

observado. Em adição, essas micropartículas exibem potencial patogênico como pro-

coagulantes e pro- inflamatórias. 

As micropartículas ativam a coagulação e participam na formação de trombos em 

um modelo in vivo com danos vasculares na hemofilia. (HRACHOVINOVA et al., 2003). 

A barreira hemato-encefálica (BHE) contribui para o isolamento imunológico do 

sistema nervoso central. A primeira evidência in vivo do rompimento da barreira hemato-

encefálica   e  hemorragias  atribuídas  ao  processo  inflamatório  na  malária  cerebral   em  
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camundongos infectados pelo PbA foi realizada por Penet et al. (2005), mediante a 

utilização da ressonância magnética. Foi possível demonstrar a coexistência de lesões 

inflamatórias e isquêmicas que comprovam o importante papel do edema na morte dos  

animais. A quebra da barreira hemato-encefálica associada com edema cerebral resulta em 

uma significante compressão de artérias cerebrais que podem representar a causa da morte. 

Thumwood et al.(1988) observaram que a malária cerebral em camundongos A/J e 

CBA/H infectados pelo PbA é acompanhada de infiltração mononuclear, hemorragia e 

lesão nas células endoteliais. A lesão no endotélio é uma das causas da quebra da barreira 

hemato-encefálica que foi detectada mediante o extravasamento do corante azul de Evans e 

por albumina marcada por radioisótopos. Houve ainda a constatação de edema cerebral 

mediante a comparação da densidade do tecido cerebral.  

Os resultados da avaliação da integridade da BHE ilustrados nas Fotomicrografias 1 

a 3 evidenciaram o maior comprometimento da área do bulbo olfatório. Neste caso, o 

tempo de infecção não foi o mesmo porque o procedimento com o corante azul de Evans 

foi feito no momento em que os sinais clínicos da malária cerebral apareceram, o que 

aconteceu no 6º dai para os transplantados com células mononucleares da medula óssea e 

no 5º dai para os camundongos sem tratamento pelas CMoMO. Uma vez ocorrido o 

rompimento da BHE pela alteração da permeabilidade vascular pelo PbA, dificilmente a 

integridade da BHE seria refeita em pouco tempo, de modo que a injeção de CMoMO  feita 

no segundo dia de infecção não foi capaz de resgatar a permeabilidade dos  capilares. Neste 

caso, a validação da integridade da BHE deveria ser feita mais tardiamente, quando o 

animal sobrevivente à malária cerebral não apresentasse mais sinais clínicos, fato que 

aconteceu em poucos animais que sobreviveram 10 e 21 dias além do grupo controle. 

É importante ressaltar que fatores de crescimento endotelial vascular (VEGF) 

secretados pela população de células da medula óssea possuem potente fator de 

permeabilidade vascular, favorecendo a migração de proteínas do plasma sanguíneo 

minutos após a exposição ao VEGF (DVORAK, 1995). Em casos de isquemia cerebral em 

ratos, o rompimento da barreira  hemato-encefálica  ocorre  imediatamente, enquanto  que a  
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regeneração de capilares cerebrais se desenvolve na fase tardia da isquemia cerebral. 

(GOTOH et al., 1985; SBARBATI et al., 1996, LIU & CHEN,1994). 

Na tentativa de aumentar a sobrevida dos camundongos que receberam células de 

medula óssea e permitir a colonização destas no parênquima cerebral, foi administrada 

cloroquina após a apresentação dos sintomas clínicos da malária cerebral.  

A cloroquina, fármaco anti-malárico pertencente ao grupo das aminoquinolinas é 

um composto ativo contra formas eritrocíticas do P. falciparum, atuando como agente 

esquizonticida. Quando a forma merozoíta se reproduz assexuadamente dentro das 

hemácias ocorre degradação da hemoglobina humana como fonte de nutrientes para o 

parasito; como produto dessa degradação há liberação do grupo heme ou ferriprotoporfirina 

IX que é tóxico ao parasito devido á sua capacidade de gerar radicais livres. Para evitar essa 

toxicidade o grupo heme é agregado, pelo parasito, em um polímero insolúvel e não tóxico 

chamado hemozoína. Acredita-se que o mecanismo de ação da cloroquina se dê através da 

interação com o grupo heme, impedindo a formação de hemozoína. O aumento na 

disponibilidade de heme intracelular causado pela cloroquina aumenta o estresse oxidativo 

e interrompe o mecanismo de detoxificação do parasito, levando-o à morte (ROBERT et 

al., 2001; SILVA et al., 2005). 

A Figura 6 expressa o resultado de sobrevivência dos animais com período de 6 a 10 

dias superior ao dos animais que não receberam tratamento (células totais de medula óssea 

+ cloroquina).  

A parasitemia é baixa (de 5 a 15%) no momento da morte nos animais não 

transplantados. Nos camundongos tratados com células totais da medula óssea, há 

tendência do desenvolvimento rápido de intensa anemia na tentativa de um “clearance” dos 

protozoários, atingindo 52,3% de eritrócitos parasitados (Fig.7). A parasitemia de um dos  

animais no 16º dia após infecção pelo PbA, foi de 34,8%. As células da medula óssea 

foram eficientes na sobrevivência dos animais, porém não controlou a parasitemia. 

Apesar dos animais que superaram a fase aguda da malária cerebral morrerem em 

decorrência de hiperparasitismo e anemia, o tratamento com células mononucleares de 

medula óssea no segundo dia após a infecção, foi capaz de adiar a  morte dos camundongos 
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de 3 a 21 dias (Fig.4), resultados considerados promissores apesar da sobrevivência 

máxima de 21 dias ocorrer em um único animal. 

A utilização de células totais da medula óssea, sem a concentração da fração 

mononuclear pelo gradiente de Ficoll foi um recurso adotado com a intenção de garantir 

que alguns fatores de crescimento e células progenitoras/tronco de tecidos específicos 

estivessem presentes na população celular transplantada e pudessem impedir o dano 

isquêmico de células endoteliais.  

Segundo Kucia et al (2004) células tronco de tecidos específicos circulam em 

condição de estado estacionário no sangue periférico, aumentam em número durante 

estresse, lesão tecidual e mobilização farmacológica e são quimioatraídas para a medula 

óssea. A medula óssea é considerada um local não apenas de células tronco hematopoéticas 

mas também de células tronco/progenitoras circulantes de tecidos específicos e fatores de 

crescimento. Células progenitoras/tronco de tecido hematopoético, endotelial, muscular, 

neural e outros tecidos específicos, circulam em baixos níveis no sangue periférico e 

mantém um “pool” de células tronco em partes distantes do corpo, elas também expressam 

um receptor de superfície, o CXCR4. O fator derivado de estroma (SDF-1), ligante do 

CXCR4, é secretado em vários órgãos e é um quimioatraente para células tronco 

circulantes. Essas células competem para a ocupação de nichos positivos SDF-1 em 

diferentes órgãos, justificando assim o encontro, por exemplo, de progenitores 

hematopoéticos em tecido muscular ou células musculares e de fígado podendo ser isoladas 

de culturas de medula óssea. 

É importante relatar que um bom resultado também foi obtido com o transplante de 

107 células totais da medula óssea, que resultou em dez dias a mais de sobrevivência do 

camundongo com malária cerebral (Fig.5). 

A tendência de sucesso nesta terapia celular pode ser a obtenção de células 

mesenquimais murinas para garantia da proteção da patogênese envolvida na fase aguda da 

malária cerebral. O isolamento de células mesenquimais murinas da medula óssea exige o 

cultivo e expansão de culturas homogêneas livres de contaminantes  para estudos de terapia  
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celular em camundongos e desenvolvimento subsequente de protocolos pré-clínicos para 

um grande espectro de doenças.  
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6. Conclusões  

 

A terapia com células da medula óssea em camundongos C57BL/6JUnib infectados 

pelo Plasmodium berghei ANKA (PbA) proporcionou a reversão do quadro neurológico, 

aumentando o tempo da sobrevivência dos animais de 3 a 21 dias, quando comparados ao 

grupo controle. 

A mortalidade acumulativa dos camundongos C57BL/6JUnib infectados pelo PbA 

foi de 100% até o sétimo dia após infecção (13,2% no 5º dai, 68.4% no 6º dai e 18.4% no 7º 

dai.) Neste período os resultados da parasitemia foram: 9,4% (5º dai), 17,3 % (6º dai) e 15,9 

% (7º dai). 

A administração da cloroquina após a manifestação dos sinais clínicos da malária 

cerebral associada ao tratamento com células da medula óssea induziu maior sobrevivência 

aos camundongos, quando comparada à sobrevivência dos animais que receberam apenas 

cloroquina. 

O transplante de células totais da medula óssea no segundo dia após a infecção dos 

camundongos pelo PbA não foi capaz de controlar a parasitemia, que alcançou nível 

máximo de 52,3% no 17º dia de infecção. Apesar da alta parasitemia, um animal 

sobreviveu 10 dias além do período máximo de sobrevivência do grupo controle. 

A injeção de células mononucleares da medula óssea aplicada no segundo dia de 

infecção pelo PbA não foi capaz de resgatar a integridade da barreira hemato-encefálica no 

período de 3 e 4 dias após o transplante. 

Foi possível observar a presença de esquizontes e pigmento malárico nos capilares 

cerebrais em cortes histológicos dos camundongos com malária cerebral. 

Células mononucleares procedentes da medula óssea de C57BL/6 GFP HET 

inoculadas no plexo oftlámico dos camundongos C57BL/6JUnib infectados pelo PbA 

migram principalmente para o bulbo olfatório. 
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8. Anexo 
 
 
 

8.1. Análise estatística  
 

 

 

                            The SAS System                          10 

                                         10:11 Tuesday, August 4, 2009 

 

                          The GLM Procedure 

 

                       Class Level Information 

 

           Class         Levels    Values 

 

           trat               4    CLORO CMoMO CTMOC NTRAT 

 

 

               Number of Observations Read         112 

               Number of Observations Used          62 

 

                            The SAS System                          11 

                                         10:11 Tuesday, August 4, 2009 

 

                          The GLM Procedure 

 

Dependent Variable: dias 

 

Weight: lsobrev 

 

                                      Sum of 

Source                     DF        Squares    Mean Square   F Value 

 

Model                       3     274.742885      91.580962      6.13 

 

Error                      58     866.387153      14.937710 

 

Corrected Total            61    1141.130038 

 

                    Source                 Pr > F 

 

                    Model                  0.0011 

 

                    Error 

 

                    Corrected Total 

 

 

          R-Square     Coeff Var      Root MSE     dias Mean 

 

          0.240764      49.87494      3.864933      7.749250 

 

 

Source                     DF      Type I SS    Mean Square   F Value 

 

trat                        3    274.7428846     91.5809615      6.13 

 

                    Source                 Pr > F 

 

                    trat                   0.0011 
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Source                     DF    Type III SS    Mean Square   F Value 

 

trat                        3    274.7428846     91.5809615      6.13 

 

                    Source                 Pr > F 

 

 

                    trat                   0.0011 

 

                            The SAS System                          12 

                                         10:11 Tuesday, August 4, 2009 

 

                          The GLM Procedure 

 

                Duncan's Multiple Range Test for dias 

 

 NOTE: This test controls the Type I comparisonwise error rate, not 

                    the experimentwise error rate. 

 

 

                Alpha                             0.05 

                Error Degrees of Freedom            58 

                Error Mean Square             14.93771 

                Harmonic Mean of Cell Weights 5.344869 

 

                  NOTE: Cell weights are not equal. 

 

 

           Number of Means          2          3          4 

           Critical Range       4.733      4.978      5.140 

 

 

      Means with the same letter are not significantly different. 

 

 

        Duncan Grouping          Mean      N    trat 

 

                      A        11.370     27    CMoMO 

                      A 

                 B    A         6.669     16    CTMOC 

                 B 

                 B              4.389     13    CLORO 

                 B 

                 B              3.104      6    NTRAT 
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                            The SAS System                           7 

                                         10:11 Tuesday, August 4, 2009 

 

                          The GLM Procedure 

 

                       Class Level Information 

 

           Class         Levels    Values 

 

           trat               4    CLORO CMoMO CTMOC NTRAT 

 

 

               Number of Observations Read         112 

               Number of Observations Used         112 

 

                            The SAS System                           8 

                                         10:11 Tuesday, August 4, 2009 

 

                          The GLM Procedure 

 

Dependent Variable: sobrev 

 

                                      Sum of 

Source                     DF        Squares    Mean Square   F Value 

 

Model                       3     1.60381892     0.53460631      4.34 

 

Error                     108    13.30691977     0.12321222 

 

Corrected Total           111    14.91073869 

 

                    Source                 Pr > F 

 

                    Model                  0.0063 

 

                    Error 

 

                    Corrected Total 

 

 

         R-Square     Coeff Var      Root MSE    sobrev Mean 

 

         0.107561      117.0886      0.351016       0.299787 

 

 

Source                     DF      Type I SS    Mean Square   F Value 

 

trat                        3     1.60381892     0.53460631      4.34 

 

                    Source                 Pr > F 

 

                    trat                   0.0063 

 

 

Source                     DF    Type III SS    Mean Square   F Value 

 

trat                        3     1.60381892     0.53460631      4.34 

 

                    Source                 Pr > F 

 

                    trat                   0.0063 

 

                            The SAS System                           9 

                                         10:11 Tuesday, August 4, 2009 

 

                          The GLM Procedure 
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               Duncan's Multiple Range Test for sobrev 

 

 NOTE: This test controls the Type I comparisonwise error rate, not 

                    the experimentwise error rate. 

 

 

                  Alpha                        0.05 

                  Error Degrees of Freedom      108 

                  Error Mean Square        0.123212 

 

 

           Number of Means          2          3          4 

           Critical Range       .1860      .1957      .2022 

 

 

      Means with the same letter are not significantly different. 

 

 

        Duncan Grouping          Mean      N    trat 

 

                      A       0.48808     28    CMoMO 

                      A 

                 B    A       0.31633     28    CTMOC 

                 B 

                 B            0.21429     28    CLORO 

                 B 

                 B            0.18045     28    NTRAT 
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                            The SAS System                          16 

                                         10:11 Tuesday, August 4, 2009 

 

                          The GLM Procedure 

 

                       Class Level Information 

 

              Class         Levels    Values 

 

              trat               3    CTMO CTMOC Ntrat 

 

 

               Number of Observations Read           7 

               Number of Observations Used           7 

 

                            The SAS System                          17 

                                         10:11 Tuesday, August 4, 2009 

 

                          The GLM Procedure 

 

Dependent Variable: t1 

 

                                      Sum of 

Source                     DF        Squares    Mean Square   F Value 

 

Model                       2     7.57928571     3.78964286      1.78 

 

Error                       4     8.49500000     2.12375000 

 

Corrected Total             6    16.07428571 

 

                    Source                 Pr > F 

 

                    Model                  0.2793 

 

                    Error 

 

                    Corrected Total 

 

 

          R-Square     Coeff Var      Root MSE       t1 Mean 

 

          0.471516      15.06819      1.457309      9.671429 

 

 

Source                     DF      Type I SS    Mean Square   F Value 

 

trat                        2     7.57928571     3.78964286      1.78 

 

                    Source                 Pr > F 

 

                    trat                   0.2793 

 

 

Source                     DF    Type III SS    Mean Square   F Value 

 

trat                        2     7.57928571     3.78964286      1.78 

 

                    Source                 Pr > F 

 

                    trat                   0.2793 

 

                            The SAS System                          18 

                                         10:11 Tuesday, August 4, 2009 

 

                          The GLM Procedure 
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Dependent Variable: t2 

 

                                      Sum of 

Source                     DF        Squares    Mean Square   F Value 

 

Model                       2     77.8471429     38.9235714      5.73 

 

Error                       4     27.1500000      6.7875000 

 

Corrected Total             6    104.9971429 

 

                    Source                 Pr > F 

 

                    Model                  0.0669 

 

                    Error 

 

                    Corrected Total 

 

 

          R-Square     Coeff Var      Root MSE       t2 Mean 

 

          0.741422      17.31907      2.605283      15.04286 

 

 

Source                     DF      Type I SS    Mean Square   F Value 

 

trat                        2    77.84714286    38.92357143      5.73 

 

                    Source                 Pr > F 

 

                    trat                   0.0669 

 

 

Source                     DF    Type III SS    Mean Square   F Value 

 

trat                        2    77.84714286    38.92357143      5.73 

 

                    Source                 Pr > F 

 

                    trat                   0.0669 
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                          The GLM Procedure 

 

Dependent Variable: t3 

 

                                      Sum of 

Source                     DF        Squares    Mean Square   F Value 

 

Model                       2    200.3667857    100.1833929     94.79 

 

Error                       4      4.2275000      1.0568750 

 

Corrected Total             6    204.5942857 

 

                    Source                 Pr > F 

 

                    Model                  0.0004 

 

                    Error 

 

                    Corrected Total 
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          R-Square     Coeff Var      Root MSE       t3 Mean 

 

          0.979337      8.516343      1.028044      12.07143 

 

 

Source                     DF      Type I SS    Mean Square   F Value 

 

trat                        2    200.3667857    100.1833929     94.79 

 

                    Source                 Pr > F 

 

                    trat                   0.0004 

 

 

Source                     DF    Type III SS    Mean Square   F Value 

 

trat                        2    200.3667857    100.1833929     94.79 

 

                    Source                 Pr > F 

 

                    trat                   0.0004 
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                                         10:11 Tuesday, August 4, 2009 

 

                          The GLM Procedure 

                Repeated Measures Analysis of Variance 

 

                  Repeated Measures Level Information 

 

           Dependent Variable          t1       t2       t3 

 

                Level of time           1        2        3 

 

 

             MANOVA Test Criteria and Exact F Statistics 

                 for the Hypothesis of no time Effect 

                  H = Type III SSCP Matrix for time 

                        E = Error SSCP Matrix 

 

                         S=1    M=0    N=0.5 

 

Statistic                      Value  F Value  Num DF  Den DF  Pr > F 

 

Wilks' Lambda             0.01731865    85.11       2       3  0.0023 

Pillai's Trace            0.98268135    85.11       2       3  0.0023 

Hotelling-Lawley Trace   56.74123389    85.11       2       3  0.0023 

Roy's Greatest Root      56.74123389    85.11       2       3  0.0023 

 

 

              MANOVA Test Criteria and F Approximations 

              for the Hypothesis of no time*trat Effect 

                H = Type III SSCP Matrix for time*trat 

                        E = Error SSCP Matrix 

 

                        S=2    M=-0.5    N=0.5 

 

Statistic                      Value  F Value  Num DF  Den DF  Pr > F 

 

Wilks' Lambda             0.00623837    17.49       4       6  0.0019 

Pillai's Trace            1.02646350     2.11       4       8  0.1714 

Hotelling-Lawley Trace  154.05634197   123.25       4  2.9091  0.0014 

Roy's Greatest Root     154.02230757   308.04       2       4  <.0001 

 

    NOTE: F Statistic for Roy's Greatest Root is an upper bound. 

            NOTE: F Statistic for Wilks' Lambda is exact. 
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                          The GLM Procedure 

                Repeated Measures Analysis of Variance 

           Tests of Hypotheses for Between Subjects Effects 

 

Source                     DF    Type III SS    Mean Square   F Value 

 

trat                        2    143.2853571     71.6426786     12.08 

Error                       4     23.7308333      5.9327083 

 

                    Source                 Pr > F 

 

                    trat                   0.0202 

                    Error 
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                          The GLM Procedure 

                Repeated Measures Analysis of Variance 

      Univariate Tests of Hypotheses for Within Subject Effects 

 

Source                     DF    Type III SS    Mean Square   F Value 

 

time                        2     66.8445238     33.4222619     16.56 

time*trat                   4    142.5078571     35.6269643     17.66 

Error(time)                 8     16.1416667      2.0177083 

 

                                              Adj Pr > F 

          Source                 Pr > F     G - G     H - F 

 

          time                   0.0014    0.0119    0.0015 

          time*trat              0.0005    0.0075    0.0005 

          Error(time) 

 

 

                 Greenhouse-Geisser Epsilon    0.5507 

                 Huynh-Feldt Epsilon           0.9848 
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                          The GLM Procedure 

 

                 Duncan's Multiple Range Test for t1 

 

 NOTE: This test controls the Type I comparisonwise error rate, not 

                    the experimentwise error rate. 

 

 

                 Alpha                           0.05 

                 Error Degrees of Freedom           4 

                 Error Mean Square            2.12375 

                 Harmonic Mean of Cell Sizes 1.714286 

 

                   NOTE: Cell sizes are not equal. 

 

 

                Number of Means          2          3 

                Critical Range       4.370      4.466 

 

 

     Means with the same letter are not significantly different. 
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     Duncan Grouping          Mean      N    trat 

 

                   A        11.150      2    CTMOC 

                   A 

                   A         9.350      4    Ntrat 

                   A 

                   A         8.000      1    CTMO 
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                          The GLM Procedure 

 

                 Duncan's Multiple Range Test for t2 

 

 NOTE: This test controls the Type I comparisonwise error rate, not 

                    the experimentwise error rate. 

 

 

                 Alpha                           0.05 

                 Error Degrees of Freedom           4 

                 Error Mean Square             6.7875 

                 Harmonic Mean of Cell Sizes 1.714286 

 

                   NOTE: Cell sizes are not equal. 

 

 

                Number of Means          2          3 

                Critical Range       7.813      7.984 

 

 

     Means with the same letter are not significantly different. 

 

 

     Duncan Grouping          Mean      N    trat 

 

                   A        17.350      4    Ntrat 

                   A 

                   A        16.300      1    CTMO 

                   A 

                   A         9.800      2    CTMOC 
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                          The GLM Procedure 

 

                 Duncan's Multiple Range Test for t3 

 

 NOTE: This test controls the Type I comparisonwise error rate, not 

                    the experimentwise error rate. 

 

 

                 Alpha                           0.05 

                 Error Degrees of Freedom           4 

                 Error Mean Square           1.056875 

                 Harmonic Mean of Cell Sizes 1.714286 

 

                   NOTE: Cell sizes are not equal. 

 

 

                Number of Means          2          3 

                Critical Range       3.083      3.150 

 

 

     Means with the same letter are not significantly different. 
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     Duncan Grouping          Mean      N    trat 

 

                   A        15.875      4    Ntrat 

                   A 

                   A        13.600      1    CTMO 

 

                   B         3.700      2    CTMOC 
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8.2. Certificado CEEA/Unicamp  
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8.3. Certificado CIBio/Cemib 
 
 

 


	Introdução
	1.1. Aspectos Gerais
	1.2. Ciclo Biológico
	1.3. Malária Cerebral (MC)
	1.3.1. Citoaderência
	1.3.2. Patologia do Sistema Nervoso Central

	Tratamento
	1.5. Modelo Experimental na Malária Cerebral
	1.6. Terapia com Células Tronco

	2. Objetivos
	3. Material e Métodos
	3.1. Camundongos
	3.2. Plasmodium berghei ANKA (PbA) e Plasmodium berghei ANKA GFP (PbA GFP)
	3.3. Transplante de Células Mononucleares de Medula Óssea (CMoMO)
	3.4. Transplante de Células Totais de Medula Óssea (CTMO)
	Tratamento com cloroquina
	3.6. Detecção de células GFP de medula óssea  no cérebro  de camundongos C57BL/6JUnib infectados pelo PbA.
	3.7. Detecção de formas parasitárias do PbA no cérebro de camundongos
	3.8. Monitoramento da integridade da barreira hemato-encefálica em camundongos
	3.9. Análise Estatística

	4. Resultados
	4.1. Determinação da Sobrevivência de camundongos C57BL/6JUnib infectados pelo Plasmodium berghei ANKA
	4.1.1. Tratamento com células mononucleares de medula óssea (CMoMO)
	4.1.2. Sobrevivência de camundongo C57BL/6JUnib infectado por Plasmodium berghei ANKA, tratados com células totais de medula óssea (CTMO) comparado ao grupo não tratado
	4.1.3. Sobrevivência de camundongos C57BL/6JUnib infectados por Plasmodium berghei ANKA, tratados com Cloroquina ou células totais de medula óssea (CTMO) associadas à cloroquina

	4.2. Determinação da Parasitemia de camundongos C57BL/6JUnib infectados pelo Plasmodium berghei ANKA
	4.2.1. Tratamento de C57BL/6JUnib com células totais de medula óssea (CTMO)
	4.2.2. Tratamento de C57BL/6JUnib com células totais de medula óssea (CTMO) , associada ao tratamento com  cloroquina.

	4.3. Monitoramento da Integridade da Barreira Hemato-Encefálica
	4.4. Detecção de células GFP de medula óssea no cérebro de camundongos C57BL/6JUnib infectados pelo Plasmodium berghei ANKA
	4.5. Detecção de formas parasitárias do PbA no cérebro de camundongos

	5. Discussão
	6. Conclusões
	7. Referências bibliográficas
	CLYDE, D.F.; LAING, N.; TIN, F. Resistance to chloroquine of Plasmodium falciparum from Burma. Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine & Hygiene, v.66, p.369-70, 1972.
	GUERIN, P. J.; OLLIARO, P.; NOSTEN, F.; DRUILHE, P.; LAXMINARAYAN, R.; BINKA, F.; KILAMA, W. L.; FORD, N.; WHITE, N. J. Malaria: current status of control, diagnosis, treatment, and a proposed agenda for research and development. Infectious disease, v...
	KEAN, B.H. Chloroquine-resistant falciparum malaria from Africa., Journal of the American Medical Association, v.241, p.395-396, 1979.
	RIECKMANN; K.H.; LOPEZ-ANTUNANO, F.J. Chloroquine resistance of Plasmodium falciparum in Brazil detected by a simple in vitro method. Bulletin of the World Health Organization, v. 45, p. 157-167, 1971.

	8. Anexo
	8.1. Análise estatística
	8.2. Certificado CEEA/Unicamp
	8.3. Certificado CIBio/Cemib


