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RESUMO

A malaria gestacional ¢ uma doencga parasitaria que representa importante problema de
saude publica, e quando presente na gestacao pode estar associada a complicagdes maternas
e fetais. O Mus musculus ¢ amplamente utilizado como modelo experimental para o estudo
da maléria; contudo, apresenta limitagdes relacionadas a diferengas imunoldgicas e
fisiopatoldgicas em comparagdo aos seres humanos, particularmente no que se refere as
alteracdes placentarias. Essas limita¢des evidenciam a necessidade da investigagdo de
modelos alternativos que possam reproduzir a interagado materno-fetal observada na malaria
gestacional. Nesse contexto, o Calomys callosus tem sido descrito na literatura como um
modelo experimental relevante para o estudo de infec¢des parasitarias, especialmente em
investigacoes relacionadas a transmissao vertical e a resposta materno-fetal. Além disso,
essa espécie apresenta caracteristicas biologicas que podem favorecer a andlise de
alteragdes gestacionais, tornando-se uma alternativa potencialmente util para
complementar os modelos murinos tradicionais. Diante disso, o presente estudo teve como
objetivo avaliar a aplicabilidade de C. callosus como modelo experimental para a
investigacdo da malaria gestacional. Fémeas gestantes de C. callosus foram infectadas
experimentalmente com a dose de 107 hemacias parasitadas por Plasmodium berghei
ANKA, sendo comparadas a fémeas ndo infectadas. Foram avaliados parametros
reprodutivos, incluindo numero de filhotes e peso gestacional final, além do peso esplénico
das fémeas. Também foram realizadas analises macroscopicas dos fetos e placentas, bem
como avalia¢do histologica de tecidos de filhotes, incluindo pulmao, figado, baco e cérebro.
Adicionalmente, foi realizada analise morfométrica da area dos septos alveolares
pulmonares. Os resultados ndo evidenciaram alteragdes histologicas ou placentarias
associadas a infec¢dao nas condig¢des experimentais analisadas. Da mesma forma, embora
tenham sido observadas variagdes em alguns parametros reprodutivos, a maioria nao
apresentou diferengas estatisticamente significativas entre os grupos avaliados. Ainda
assim, os dados obtidos contribuem para a caracterizagao inicial da resposta materno-fetal
a infeccdo por Plasmodium nesse modelo experimental, fornecendo subsidios para
investigacdes futuras e para o aprimoramento de delineamentos experimentais voltados ao

estudo da malaria gestacional.

Palavras-chave: malaria gestacional; Calomys callosus; Plasmodium berghei; modelo

experimental; patogénese.



ABSTRACT

Gestational malaria is a parasitic disease that represents an important public health problem,
and when present during pregnancy it may be associated with maternal and fetal complications.
Mus musculus is widely used as an experimental model for the study of malaria; however, it
presents limitations related to immunological and pathophysiological differences compared to
humans, particularly regarding placental alterations. These limitations highlight the need to
investigate alternative models that can reproduce the maternal-fetal interaction observed in
gestational malaria. In this context, Calomys callosus has been described in the literature as a
relevant experimental model for the study of parasitic infections, especially in investigations
related to vertical transmission and maternal-fetal response. In addition, this species presents
biological characteristics that may favor the analysis of gestational alterations, making it a
potentially useful alternative to complement traditional murine models. Therefore, the present
study aimed to evaluate the applicability of C. callosus as an experimental model for the
investigation of gestational malaria. Pregnant C. callosus females were experimentally infected
with a dose of 107 parasitized erythrocytes of Plasmodium berghei ANKA and compared to
non-infected females. Reproductive parameters were evaluated, including number of offspring
and final gestational weight, as well as splenic weight of the females. Macroscopic analyses of
fetuses and placentas were also performed, as well as histological evaluation of offspring
tissues, including lung, liver, spleen, and brain. Additionally, morphometric analysis of the area
of pulmonary alveolar septa was performed. The results did not show histological or placental
alterations associated with infection under the experimental conditions analyzed. Likewise,
although variations were observed in some reproductive parameters, most did not present
statistically significant differences between the evaluated groups. Even so, the data obtained
contribute to the initial characterization of the maternal-fetal response to Plasmodium infection
in this experimental model, providing support for future investigations and for the improvement

of experimental designs aimed at the study of gestational malaria.

Keywords: gestational malaria; Calomys callosus; Plasmodium berghei; experimental model;

pathogenesis.
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1 INTRODUCAO

A maléria ¢ uma doenca de carater infectoparasitaria que se faz presente em regides
tropicais e subtropicais, transmitida pela picada de mosquitos pertencentes ao género
Anopheles (Fiocruz, 2023). Os protozoarios causadores de malaria em humanos se classificam
em cinco espécies, sendo o Plasmodium vivax € o Plasmodium falciparum os mais relevantes,
este ultimo responsavel por mais casos de malaria gestacional (Arora et al., 2023; Bauserman
et al., 2019; Poespoprodjo et al., 2023).

A apresentacdo da doenga ocorre de duas formas, ndo grave e grave (Bauserman et al.,
2019; Fried; Duffy, 2017). A primeira variacdo se caracteriza por apresentar sintomas
inespecificos, como cefaleia, nduseas, vomitos, calafrios ¢ a “febre ter¢cd” sinal clinico
caracteristico (Brasil, 2021; Gaw et al., 2019). Ja a forma grave pode ter como manifestagdes
clinicas a cianose, convulsdo e dor abdominal intensa causada, por exemplo, pela ruptura de
baco (Brasil, 2023). A evolucdo da doenga e o quadro clinico da malaria dependem de fatores
como parasitemia e nivel de imunidade adquirida do individuo, sendo gestantes e criangas os
grupos afetados mais gravemente (Brasil, 2023; Umbers; Aitken; Rogerson, 2011).

Quando presente na gestacao, a malaria pode desencadear anemia independentemente
da presenca de sintomas, bem como sequestro macigo de parasitos na placenta, o que pode, por
sua vez, levar a condi¢des como aborto espontaneo, restricao do crescimento fetal, natimortos,
prematuridade e baixo peso no nascimento (Bauserman et al., 2019;).

A malaria ndo pode ser diagnosticada apenas por meio de sinais clinicos, sendo
indispensavel a utilizacdo de exames laboratoriais para confirmagao diagnostica (Brasil, 2023;
Yin et al., 2022). No Brasil, o teste padrdo ouro para diagndstico de malaria € o esfregago de
gota espessa (Brasil, 2023). No entanto, testes rapidos, teste de PCR (Reacdo da cadeia em
Polimerase) e esfregaco com gota delgada de sangue também sdo utilizados de acordo com a
finalidade do procedimento e disponibilidade de recursos (Brasil, 2021; Brasil, 2023).

Essa doenga, apesar de antiga, ¢ muito relevante em ambos os contextos internacional e
nacional (Varo; Chaccour; Bassat, 2020). A maléria ¢ endémica em cerca de 100 paises, sendo
21 deles na regido das Américas (ONU, 2026.). Estima-se que mundialmente 247 milhdes de
pessoas sejam infectadas, enquanto cerca de 600 mil pessoas morrem por ano, sendo a maioria

criancas (WHO, 2015).
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O Brasil ainda contribui com cerca de 42% dos casos de malaria reportados no conjunto
de América latina e Caribe (Ferreira; Castro, 2016). A maior parte dos casos, cerca de 99.5%,
foram registrados em regides de bioma amazonico, onde a doenca perdura endémica (Recht et
al.,2017). Dado o fato de que a malaria representa uma ameaca a satide publica, ha uma gama
de estudos referentes ao patdgeno causador desta doenga (Varo; Chaccour; Bassat, 2021). No
entanto, considerando sua complexa natureza, buscar um modelo experimental para estuda-la é
um desafio, como no que tange a busca por um modelo preciso que simule individuos
assintomaticos (Savi, 2022).

Atualmente, existe uma densa bibliografia a respeito de estudos com a malaria, a maioria
deles realizado com o camundongo (Mus musculus) como modelo experimental (Doritchamou
et al., 2017; Georgiadou et al., 2022). Entretanto, esse modelo apresenta algumas limitacdes,
como por exemplo a diferenga da resposta e dindmica imunoldgica quando comparado com
humanos e os danos teciduais da placenta que levam ao comprometimento fetal na infec¢ao
pela maléria (Chua et al., 2021; Hoo; Nakimuli; Vento-Tormo, 2020).

Diante do exposto, existe um incentivo crescente para desenvolver e validar modelos
experimentais alternativos, como Calomys callosus, que podem oferecer uma representagao
mais fiel da patogénese da maléria gestacional. Apesar desse modelo animal se mostrar eficaz
em estudos de doencas infecciosas (Rosa ef al., 2022), ainda nao ha relatos do uso desse animal
como modelo para malaria. Sendo assim, o presente estudo teve como objetivo testar o uso de
Calomys callosus como modelo experimental para estudo da malaria, por meio da infec¢do
hematogena por Plasmodium berghei ANKA, uma cepa amplamente reconhecida e utilizada
em modelos experimentais para investigacao da patogénese da infec¢do e de suas complicacdes

(Niikura et al., 2021).
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2  REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1  Ciclo biologico do Parasito

A transmissdo da malaria ocorre quando as fémeas de mosquitos do género Anopheles
se alimentam do sangue do hospedeiro (Brasil, 2025; Meibalan; Marti, 2017), inoculando os
parasitos (esporozoitos) na corrente sanguinea (Brasil, 2025; Meibalan; Marti, 2017).

Quando no figado, transportados por via hematdgena, P. falciparum e P. vivax se
desenvolvem por cerca de uma semana, sendo que este ultimo pode se desenvolver em uma
forma latente (hipnozoitos), o que explica os possiveis casos de recaida da malaria cerca de seis
meses depois do primeiro contato com o parasito (Brasil, 2021). A partir de entdo, a infec¢ao
continua quando os esporozoitos invadem os hepatdcitos (Brasil, 2021; Fikadu; Ashenafi,
2023). Nessas células, multiplicam-se e originam milhares de novos parasitos, chamados entao
de merozoitos, que rompem a membrana dos hepatdcitos e entdo invadem a série vermelha do
sangue (Brasil, 2021; Fikadu; Ashenafi, 2023). Essa fase ¢ chamada de esquizonia sanguinea,
marcada pelo inicio da sintomatologia da doenga (Brasil, 2021; Fikadu; Ashenafi, 2023).

Na fase sanguinea do ciclo do Plasmodium, os merozoitos formados lisam as hemacias
e invadem outras, completando o chamado ciclo eritrocitico, que se repete em aproximadamente
48 horas para P. falciparum e P. vivax (Brasil, 2021). Durante esta fase, o merozoito ¢ uma
forma uninucleada, vacuolada e apresenta uma morfologia em anel (Brasil, 2021). Uma vez
dentro dos globulos vermelhos, os merozoitos se diferenciam em trofozoitos, que representam
a fase de crescimento do parasita (Brasil, 2020; Fikadu; Ashenafi, 2023).

A medida que os trofozoitos se desenvolvem, seus niicleos iniciam o processo de
divisdo, caracterizando o estagio de esquizonte em desenvolvimento (Fikadu; Ashenafi, 2023;
Garcia, 2010). Os esquizontes maduros contém multiplos merozoitos, que sdo liberados na
corrente sanguinea quando os esquizontes se rompem (Fikadu; Ashenafi, 2023). Alguns desses
merozoitos sdo eliminados pelo sistema imunoldgico do hospedeiro, enquanto outros invadem
novos globulos vermelhos, perpetuando assim o ciclo eritrocitico (Garcia, 2010). O ciclo de
vida do parasito, incluindo as diferentes fases de desenvolvimento no hospedeiro vertebrado e

no vetor, esta ilustrado na Figura 1.



Figura 1 - Ciclo de desenvolvimento continuo do Plasmodium
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Esquema representativo do ciclo biologico do Plasmodium spp. O ciclo compreende a fase assexuada no
hospedeiro vertebrado, dividida em ciclo exoeritrocitico (hepatico) e ciclo eritrocitico (sanguineo), ¢ a fase sexuada
no hospedeiro invertebrado (ciclo esporogdnico). Estdo indicados os estagios infectantes (tridngulos azuis) e os
estagios passiveis de diagnéstico (letras "d" azuis), destacando-se a formagdo de trofozoitos, esquizontes,

gametocitos e o desenvolvimento de oocistos no mosquito vetor.
Fonte: Adaptado de CDC (2026).

2.2 Plasmodium vivax e Plasmodium falciparum

No Brasil, até meados de 1998, os casos de malaria eram causados em igual proporgao

pelo P. vivax e P. falciparum (Dayananda; Achur; Gowda, 2018; Reyes-Sandoval, 2021). Na

atualidade, entretanto, assim como na maioria dos paises do continente americano, o P. vivax

se faz responsavel pela maioria das notificagdes da doenga no Brasil (Recht et al., 2017).

Contudo, infecgdes causadas por P. falciparum sdo mais letais (Ashley; White, 2014).

Razdes pelas quais o P. vivax se mostra desafiador ao controle sdo a capacidade de

crescimento mais rapida no vetor e a presenca de hipnozoitos, que sdo formas latentes do

parasita que se depositam no figado e suas menores densidades parasitrias, que tornam a

infecg¢ao possivelmente despercebida pelo hospedeiro (Reyes-Sandoval, 2021).

Além disso, o P. vivax apresenta preferéncia por eritrocitos jovens (reticulocitos) e

utiliza predominantemente o antigeno de Duffy como receptor para a invasdo das hemacias,

embora essa interagdo ndo seja exclusiva (Veiga et al., 2023). Essas particularidades bioldgicas

limitam a expansao do parasita na corrente sanguinea, o que contribui para niveis de parasitemia
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geralmente mais baixos quando comparados aos observados nas infecgdes por P. falciparum
(Mueller; Zimmerman; Reeder, 2007).

Em contrapartida, o P. falciparum ¢ responsavel por causar anemia severa, a maior causa
de hospitalizagdo da maléria (Patel; Dunican; Cunnington, 2020). Ainda, o parasito ¢
responsavel pela maioria dos casos do curso grave da doenga, bem como de maléria gestacional
(Patel; Dunican; Cunnington, 2020). Esse elevado potencial patogénico estd relacionado a
capacidade do P. falciparum de modificar a superficie dos eritrocitos infectados, gerando um
fenodtipo adesivo que permite o sequestro do parasita fora da circulagdo periférica por quase
metade do ciclo de vida assexuado, um mecanismo Unico entre os parasitas humanos da malaria
(Craig et al., 2012). A citoaderéncia dos eritrocitos parasitados pode ocorrer em endotélio
vascular, plaquetas ou eritrocitos nao infectados, favorecendo a obstru¢ao microvascular e a
disfun¢ao tecidual (Dvorin; Goldberg, 2022; Milner, 2018).

Esse estado citoaderente ¢ mediado principalmente pela proteina de membrana do
eritrocito 1 do P. falciparum (PfEMP1), codificada pelos genes da familia var (Hviid; Jensen;
Deitsch, 2024). A expressdo destes genes ¢ regulada por diversos mecanismos, incluindo
pressao seletiva do sistema imune do hospedeiro e controle epigenético, ocorrendo em todas as
formas de infeccdo, inclusive nos quadros assintomaticos € nao complicados (Hviid; Jensen;

Deitsch, 2024; Milner, 2018; Smith et al., 2013).

2.3 Patogenia da Malaria Gestacional

A infec¢do por Plasmodium durante a gestacdo se faz responsavel por cerca de 10 mil
obitos maternos, um niumero nao estimado de casos de aborto e ainda cerca de 20 mil obitos de
criancas de até 1 ano, devido ao baixo peso ao nascer (Chagas, Eda Cristina et al., 2009;
Schantz-Dunn; Nour, 2009).

Mulheres gravidas sdo mais vulneraveis a malaria, pois a gestagdo altera parametros de
imunidade, o que ndo s6 aumenta a probabilidade de infec¢ao malarica, mas também o risco de
evolucdo da doenca para sua forma complicada e o risco de morte em 3 vezes mais (Desai et
al., 2007).

A placenta ¢ considerada um local propicio para a multiplicacdo dos parasitos, o que
aumenta a probabilidade de multiplicacdo do parasita e exacerbacao de sintomas das gestantes
infectadas (Schantz-Dunn; Nour, 2009). Durante a infeccdo por maldria na gestagdo, os
eritrocitos infectados por Plasmodium falciparum na placenta apresentam propriedades

biologicas distintas daquelas observadas em eritrdcitos parasitados provenientes de individuos
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ndo gestantes (Rogerson et al., 2007). Nessas células, o padrao de adesdo ¢ modificado, com
reconhecimento  preferencial de receptores de glicosaminoglicanos encontrados
especificamente no ambiente placentario (Hviid; Jensen; Deitsch, 2024).

A patogénese da malaria na interface materno-fetal ainda nao ¢ completamente
compreendida, tornando crucial o aprofundamento de investigagdes que elucidam a interagdo
entre as respostas imunes pro e anti-inflamatoérias (Rasmussen; Arguin; Jamieson, 2023). Sabe-
se, no entanto, que a patogenia da maléria gestacional esta fortemente associada a uma resposta
imunologica alterada durante a gravidez e ao sequestro dos parasitas no espago intervilositario
da placenta (Bauserman et al., 2019; Rasmussen; Arguin; Jamieson, 2023). Esse processo ¢
mediado pela proteina VAR2CSA do P. falciparum, que se liga ao sulfato de condroitina A,
expresso nos trofoblastos placentarios, dificultando a eliminacao dos parasitas (Rasmussen;
Arguin; Jamieson, 2023). Como consequéncia, podem ocorrer desfechos adversos, como
anemia, pré-eclampsia e aumento do risco de malaria grave.

A imunidade materna é mais comprometida em primeiras e segundas gestacdes,
enquanto fatores como desnutri¢ao e infec¢ao pelo HIV também aumentam a suscetibilidade a
infeccdo e suas complicagdes (Bauserman et al., 2019). Portanto, o entendimento dos
mecanismos imunoldgicos subjacentes & malaria gestacional permanece essencial para o

desenvolvimento de intervengdes mais eficazes.

2.4 Diagnostico

No Brasil, um dos métodos diagnosticos de maléaria ¢ a PCR (Reagdo em Cadeia da
Polimerase), uma técnica molecular que permite a amplificacdo in vitro de fragmentos
especificos do DNA do parasita, caso este esteja presente no organismo (Brasil, 2024;
Haanshuus ef al., 2019). A partir de uma quantidade minima de DNA do Plasmodium ou de
RNA previamente convertido em cDNA, essa metodologia amplifica o material genético do
patogeno, viabilizando sua detec¢do por meio de uma curva (Echeverry et al., 2016; Fiocruz,
2024). Embora a PCR seja uma 6tima ferramenta diagnostica, seu custo elevado e a necessidade
de mao de obra especializada a restringe a laboratorios de referéncia (Brasil, 2023). Além disso,
esta técnica ¢ somente indicada para casos de pesquisa, ja que ¢ de carater qualitativo e nao
permite a definicao do estddio em que o parasita se encontra no hospedeiro (Fiocruz, 2023).

Diante disso, o método da gota espessa, considerado padrao ouro pela Organizacao
Mundial da Satde (OMS), por ser igualmente simples e eficaz, é tido como o método padrao

de diagnostico de malaria no Brasil (Brasil, 2023; Santos-Ciminera et al., 2007). O teste consiste
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na visualizacdo do parasito sob microscopia Optica, apos coloragdo com os corantes Azul de
Metileno e Giemsa. Alguns beneficios deste método sdo a possibilidade de determinacao de
densidade parasitaria e a diferenciagdo dos estddios de desenvolvimento do Plasmodium
(Brasil, 2023; Santos-Ciminera et al., 2007).

J4 os testes rapidos sdo utilizados em 4reas sem acesso a microscopia € em situagdes em
que nao ¢ possivel garantir um diagnéstico em menos de 24 horas por outros métodos (Brasil,
2023). Esses testes sdo baseados em anticorpos monoclonais que se ligam aos antigenos do
parasita, se presente, gerando uma reagao cromatografica (Brasil, 2023). Eles apresentam alta
sensibilidade para P. falciparum e P. vivax, sendo eficazes em parasitemias superiores a 100
parasitas/pl. (Brasil, 2023). No entanto, esses testes ndo permitem a avaliacdo da densidade
parasitaria, ndo detectam outros hemoparasitas e podem gerar resultados falso-positivos apds o
tratamento, o que limita seu uso para o controle de cura (Brasil, 2023; Santos-Ciminera et al.,
2007).

Existe ainda a técnica de esfregaco com gota delgada de sangue, que apesar de possuir
baixa sensibilidade, permite a diferenciagao especifica dos parasitos a partir da analise de sua
morfologia e das alteracdes provocadas no eritrdcito infectado (Brasil, 2023; Santos-Ciminera

et al., 2007).

2.5 Sintomas

O periodo de incubagdo da malaria varia de acordo com a espécie do parasita. Para o P.
falciparum, de 8 a 12 dias, ja P. vivax, 13 a 17 dias (Milner, 2018). Os sinais e sintomas
causados pelo Plasmodium nao sao distintivos, apresentando semelhangas com os de diversas
outras doencas febris agudas, como dengue, chikungunya, zika, febre amarela, leptospirose,
febre tifoide, infeccdo urindria, gripe, entre outras (Li ef al., 2025; Milner, 2018). A falta de
especificidade desses sinais desafia o diagnoéstico clinico da maldria (Li ef al., 2025; Brasil,
2024). A crise aguda da malaria consiste em sintomas como cefaleia, mal-estar, émeses, febre,
cansaco e dores no corpo. (Brasil, 2024; Fiocruz, 2024). Contudo, a febre terca, classico sinal
clinico da doenca, pode ndo ser observada (Brasil, 2024).

Em sua forma grave, crises convulsivas, hemorragias, dispneia, prostracao e alteracao
da consciéncia sdo os principais sinais clinicos (Brasil, 2024). Como alteracdes laboratoriais,
hipoglicemia, insuficiéncia renal, acidose metabolica e hiperlactatemia podem ser observados

(Brasil, 2024; Milner, 2018). Determinados grupos populacionais, entretanto, apresentam maior
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vulnerabilidade ao desenvolvimento dessas formas graves da doenca, entre eles as mulheres
durante o periodo gestacional (Brasil, 2024).

A gestagdo esta associada a um aumento da suscetibilidade a infeccdo malarica, e
mulheres gravidas acometidas pela doenga apresentam maior risco de evoluir a gestacdo com
desfechos maternos desfavoraveis, como o desenvolvimento de formas graves da malaria
(Rasmussen; Arguin; Jamieson, 2023). Ainda que a ocorréncia de quadros graves seja mais
frequentemente atribuida ao Plasmodium falciparum, infecgdes causadas por outras espécies
do parasito também podem resultar em formas graves da doenca durante a gravidez (Patel;
Dunican; Cunnington, 2020; Rasmussen; Arguin; Jamieson, 2023).

Entre os desfechos adversos mais comuns destaca-se a anemia materna, resultado da
diminui¢do da eritropoiese, destrui¢ao dos eritrocitos parasitados ¢ hemolise de hemacias nao
infectadas, condi¢do essa que tende a agravar o risco de complicagdes tanto para a gestante
quanto para o concepto. Ademais, a malaria placentaria, caracterizada pela presenga do parasito
ou de hemozoina no tecido placentario, tem sido associada ao desenvolvimento de pré-
eclampsia (Felician ef al., 2022). Ainda, as consequéncias da malaria gestacional para a mae
incluem também hipoglicemia e até mesmo a morte (Desai et al., 2007).

No que diz respeito ao feto, as complicagdes variam conforme o estagio da gestagdo em
que ocorre a infecg¢do (Desai et al., 2007; Li et al., 2025; Schantz-Dunn; Nour, 2009). Entre as
possiveis complicagdes fetais estdo o aborto espontaneo, o parto prematuro, a restricao do
crescimento intrauterino e o baixo peso ao nascer (Li ef al., 2025; Schantz-Dunn; Nour, 2009).
Este ultimo ¢ especialmente significativo, pois ¢ um dos principais fatores de risco para
mortalidade perinatal, neonatal e infantil, além de provocar alteragdes no crescimento € no

desenvolvimento cognitivo da crianca (Li et al., 2025; Schantz-Dunn; Nour, 2009).

2.6 Prevencao e controle

No Brasil, o controle da malaria comegou no século XX no estado de Sao Paulo por
Carlos Chagas, responsavel pela implementacdo da primeira campanha antimalaria (Ferreira;
Castro, 2016; Melo et al., 2020). Para isso, coletas de mosquitos dentro de casas em areas de
construgdo eram realizadas, além de fumigacao interna com enxofre e instalagdo de telas nas
janelas (Ferreira; Castro, 2016). Cerca de 1 més apds essas medidas, o nimero registrado de
casos de malaria, além de diminuir drasticamente, cessou em novos casos apos 3 meses

(Ferreira; Castro, 2016; Griffing et al., 2015).
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Ja em meados de 1940, cerca de dois ter¢os dos entao 40 milhdes de brasileiros viviam
em areas endémicas de maldria, com 80.000 mortes anualmente devido a doenca (Ferreira;
Castro, 2016; Griffing et al., 2015; Melo et al., 2020). Com o estabelecimento do Servigo
Nacional de Malaria e a pulverizagdo em larga escala de casas com dicloro-difenil-tricloroetano
(DDT), em 1957 a estimativa foi de que apenas 250 mil casos de malaria ocorreram em 62
milhdes de brasileiros (Laporta et al., 2022).

Em 1965, estratégias do Programa Global de Erradicacdo da maldria da OMS foram
adotadas, como a ampliacdo da pulverizagdo com DDT em dareas endémicas, bem como
detecgdo de casos seguido com o tratamento por cloroquina (Ferreira; Castro, 2016; Laporta et
al., 2022).

Posteriormente, a medida em que a composicdo demografica da Amazonia comegou a
mudar, devido os esforcos geopoliticos para integrar a drea com o restante do pais, a taxa de
casos de malaria se elevou na regido (Ferreira; Castro, 2016; Lopes, 2025). Tal cenario
geopolitico teve como base principalmente as ondas de migrantes das regides Sul, Nordeste e
Sudeste (livres de maldria), bem como a implementacdo de atividades como mineracdo e
extracdo de madeira na regido (Griffing et al., 2015; Lopes, 2025). Como resultado, mesmo
abrigando apenas 4% dos habitantes do Brasil, foram diagnosticadas cerca de 50 mil infec¢des
na regido (Ferreira; Castro, 2016; Laporta et al., 2022).

Ja no comeco da década de 80, gracas ao extremo aumento de inflagdo, todos os
indicadores sociais do pais deterioraram, inclusive aqueles relacionados a satide e saneamento
basicos (Ferreira; Castro, 2016; Lopes, 2025). Esse cenario, por sua vez, teve como
consequéncia mais de meio milhao de casos notificados.

Posteriormente, em 1989, o Ministério de Saude do Brasil implantou o Programa de
Controle de Maléria na Bacia Amazodnica, a fim de prevenir a transmissdo da doenga para areas
ndo endémicas, bem como diminuir sua reincidéncia em areas mais afetadas (Lopes, 2025).
Para isso, foram ampliados os chamados postos de diagndstico e tratamento de malaria (Laporta
et al., 2022; Oliveira-Ferreira et al., 2010). O resultado foi a queda de 60% da incidéncia geral
da doenga, progresso esse que foi perdido cerca de 10 anos depois (Ferreira; Castro, 2016). Tal
situacdo, por sua vez, a criagdo do Plano de Intensificacdo das Atividades de Controle da
Maléria, que contava com medidas de controle especificas para cada cenario epidemioldgico
da regido (Ferreira; Castro, 2016; Melo ef al., 2020).

Em 2003, o Ministério da Satide implementou o Programa Nacional de Prevencao e
Controle da Maldria, permitindo que cada municipio adotasse estratégias especificas de

controle (Ferreira; Castro, 2016; Melo et al., 2020; Oliveira-Ferreira et al., 2010). Como
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resultado dessas iniciativas, a bacia amazonica, que atualmente conta com cerca de 27 milhdes
de habitantes, alcangou uma redugdo significativa na incidéncia da doenga (Griffing et al., 2015;
Melo et al., 2020). Em 2014, foram notificados mais de 140.000 casos de maléria na regido, o
que representou a menor incidéncia da doenga em 35 anos (Griffing et al., 2015; Melo et al.,
2020).

No final de 2015 o Brasil recebeu uma premiagao pela OPAS, com o prémio Campedes
contra a malaria nas américas (Lopes, 2025; Oliveira-Ferreira et al., 2010). Neste mesmo mes,
o Ministério da saude criou outro plano de eliminagdo da doencga, que faz parte dos objetivos
de desenvolvimento sustentavel das nagdes unidas, visto que mesmo com a melhora no
controle, o Brasil ainda contribui com cerca de 42% dos casos de maléria reportados no

conjunto de América latina e Caribe (Ferreira; Castro, 2016).

2.7 C. callosus como modelo experimental para malaria gestacional

Ao longo da histdria, devido a dificuldades éticas e praticas do trabalho com infecgdes
humanas por maldria, a investigacdo sobre o parasita da doenga e sua biologia foi facilitada por
modelos animais, que continuam sendo utilizados para a compreensdo da patogé€nese do
Plasmodium (Simwela; Waters, 2022).

Os modelos experimentais mais reconhecido para o estudo da maldria gestacional
envolve camundongos C57BL/6 infectados com P. berghei NK65 ou P. berghei ANKA
(Niikura et al., 2021; Pattaradilokrat et al., 2022). Contudo, ha controvérsias sobre a adequagao
dos modelos animais para o estudo da maléria grave, uma vez que muitos camundongos nao
apresentam uma infec¢do cronica natural, exceto com P. chabaudi, e alguns sistemas
hospedeiro/parasita conseguem desenvolver quase total imunidade apds uma unica infec¢ao
(Craig et al., 2012). Por essa razdo, a pesquisa sobre os efeitos da maldria em multiplas
gestagdes torna-se impraticavel em muitos roedores, com excecdo do P. berghei, um dos
modelos utilizados para o estudo da malaria placentaria em roedores.

Calomys callosus sao roedores provenientes da familia Cricetidae, nativos da América
do Sul e que, em tamanho, sdo similares aos camundongos (Rosa et al., 2022). Desde 1967,
quando comegaram a ser criados com este proposito, esses animais possuem caracteristicas
como facil manejo e boa reprodutibilidade (Pattaradilokrat et al., 2022). Ainda, C. callosus tém
sua anatomia e comportamento bem reconhecidos (Pattaradilokrat et al., 2022; Rosa et al.,

2022).
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Esse modelo experimental, hodiernamente, ¢ muito utilizado em estudos de doencgas
infecciosas, como Toxoplasmose, Leishmaniose, Chagas ¢ Esquistossomose (Ferro et al.,
2002). Apesar de seu grande potencial para estudo de doengas infecciosas, esses roedores ainda

sao subutilizados na pesquisa (Rosa et al., 2022).



23

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Caracterizar C. cétoallosus como novo modelo experimental animal para estudar

mecanismos da patogénese da maléria gestacional.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar os desfechos gestacionais em fémeas de C. callosus infectadas com Plasmodium
berghei ANKA a partir do 14° dia de gestagdo, por meio do acompanhamento até o
parto;

e Comparar o numero de filhotes nascidos de fémeas infectadas e ndo infectadas.

e Investigar a possivel ocorréncia de infec¢do transplacentaria em filhotes provenientes
de fémeas infectadas durante a gestacao;

e Analisar alteracdes histopatoldgicas no cérebro, pulmao, figado e bago de filhotes
oriundos de fémeas infectadas ou ndo, apos seis semanas de vida;

e Investigar possiveis alteracdes morfologicas fetais decorrentes da infec¢cdo materna
durante o periodo gestacional,

e Analisar as alteragdes histopatologicas placentérias associadas a infec¢ao no tergo

final da gestagao.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais utilizados

Fémeas de camundongos C57BL/6 com idade entre 6-8 semanas foram utilizadas
para a manutencao e obtencdo de hemadcias infectadas com o parasito foco do estudo. Para
a realizacdo dos experimentos de gestagdo, foram utilizadas fémeas de Calomys callosus
com idade entre 8—12 semanas, as quais constituiram o grupo experimental. Machos da
mesma espécie e idade foram empregados exclusivamente para o acasalamento, ndo sendo
incluidos nas andlises experimentais. Ambas as espécies foram mantidas em salas
especificas para cada espécie nas instalacdes da Rede de Biotérios de Roedores da
Universidade Federal de Uberlandia (REBIR - UFU).

A realizagao do estudo com uso de modelos animais ocorreu sob aprovagao prévia pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Uberlandia (CEUA/UFU),
conforme registro protocolar n® 23117.074819/2023-04. As etapas experimentais foram
conduzidas respeitando os principios de ética em experimentagao animal e as normas técnicas
e recomendacdes institucionais estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA), assegurando a adocdo de praticas compativeis com o

bem-estar dos animais envolvidos.

4.2 Condigdes de alojamento e manutengdo dos animais

Os animais utilizados neste estudo, pertencentes as espécies Calomys callosus € Mus
musculus (linhagem C57BL/6), foram mantidos em microisoladores ventilados adequados a
espécie, instalados em racks com sistema de ventila¢ao individual. Cada unidade possuia fluxo
de entrada e exaustdo de ar equipado com filtros HEPA, garantindo o isolamento dos animais
em relacdo ao macroambiente.

As condigdes ambientais da sala foram devidamente controladas, com temperatura
mantida em 22 °C £ 2 °C, umidade relativa de 55% + 5% e ciclo de luz ¢ escuriddo de 12 horas
cada. Os microisoladores continham maravalha de Pinus elliottii previamente autoclavada
como material de cama, sendo a manutencdo e limpeza dos alojamentos realizadas

semanalmente.
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A alimentagdo consistiu em ra¢do autoclavada e 4gua previamente filtrada e
autoclavada, ambas disponibilizadas continuamente (ad libitum).

Durante todo o periodo experimental, foi implementado um programa sistematico de
enriquecimento ambiental em todos os alojamentos. Essa pratica ¢ reconhecida como uma
estratégia essencial para a promoc¢do do bem-estar de animais de laboratério, sendo
particularmente relevante para o modelo experimental C. callosus. A adogao de tais protocolos
contribui para a preservagdo da saude fisica e comportamental dos espécimes, atendendo

rigorosamente aos principios €ticos da experimentacao animal.

4.3 Cepa do parasito

Os animais do presente estudo foram infectados com a cepa de P. berghei ANKA
(PbANKAGFP+). A cepa do parasito, mantida em nitrogénio liquido, foi descongelada e
posteriormente aplicada nos camundongos C57BL/6 até que se desenvolveu em forma de anel
(trofozoitos) nas hemadcias. A partir de entdo, o sangue foi coletado do plexo orbital dos
camundongos, as hemadcias parasitadas foram contadas sob microscopia e a aliquota contendo
1x107 hemdcias infectadas foi congelada para posterior infec¢io dos Calomys via

intraperitoneal.

4.4 Condi¢ao Experimental 1

Para a conducdo dos experimentos, fémeas de C. callosus com idade entre 8 e 12
semanas foram colocadas para acasalamento com machos férteis da mesma espécie, na
proporcao de 1:1. Apds 24 horas, procedeu-se a verificacdo da presenga de tampao vaginal,
estrutura formada ap6s a copula e utilizada como indicador de fecundagao, sendo este
momento considerado como o primeiro dia de gestacao (DG1).

Decorridos 14 dias da identificagdo do tampao vaginal (DG14), as fémeas gestantes
foram distribuidas em dois grupos experimentais, infectado e nao infectado (n = 4 por
grupo). O grupo infectado recebeu indculo contendo 1 x 107 hemadcias parasitadas por
Plasmodium berghei ANKA. A infeccao foi realizada no terco final da gestacdo uma vez
que esse periodo corresponde a uma fase critica do desenvolvimento fetal, caracterizada
por intenso crescimento e maturagao tecidual. Em humanos, a infec¢ao por Plasmodium
durante a gestagdo estd frequentemente associada a desfechos adversos, como restrigdo de

crescimento intrauterino e baixo peso ao nascer, especialmente quando ocorre em fases
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mais avangadas da gestagdo, nas quais ha maior demanda metabolica e desenvolvimento
fetal acelerado. Dessa forma, a escolha desse periodo buscou aproximar o modelo
experimental das condi¢des fisiopatologicas observadas na maléria gestacional humana,
favorecendo a detec¢do de possiveis impactos da infeccdo materna sobre o
desenvolvimento da prole.

As fémeas foram acompanhadas e avaliadas até o momento do parto, correspondendo
a um periodo total de sete dias de infecgao.

Ao nascimento, foi realizado o registro do numero de filhotes por ninhada, os quais
foram mantidos para posterior avaliacdo da possivel ocorréncia de infec¢do transplacentaria.
Apds completarem seis semanas de vida, os filhotes foram submetidos a eutanasia, seguida da
coleta de fragmentos de figado, pulmao, bago e cérebro, que foram processados para analise
histopatologica por meio de coloragdo com hematoxilina e eosina (H&E). O delineamento

experimental adotado nesta etapa do estudo esta representado esquematicamente na Figura 2.

Figura 2 - Esquema metodologico do experimento 1
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Delineamento experimental do estudo de malaria gestacional em Calomys callosus. Fémeas foram acasaladas na
proporgdo de 1:1 com machos férteis, sendo o dia de identificagdo do tampao vaginal considerado o primeiro dia
de gestacdo (DG1). No décimo quarto dia gestacional (DG14), as fémeas foram distribuidas em grupos
experimentalmente infectado e controle (n =4 por grupo). O grupo infectado recebeu indculo contendo 1 x 107
hemacias parasitadas por Plasmodium berghei ANKA. Apds o nascimento, foi realizado o registro do numero de
filhotes por ninhada. Os filhotes foram mantidos até seis semanas de vida, quando foram submetidos a eutanasia
para coleta de figado, pulmao, baco e cérebro, destinados a analise histopatologica.

Fonte: Autoria propria (2026).
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Condicao Experimental 2

Em um segundo momento, em experimento subsequente, foi adotado um novo
delineamento experimental com o objetivo de investigar possiveis alteracdes fetais ainda
durante a vida intrauterina. Essa abordagem foi proposta considerando a possibilidade de
que alteracdes decorrentes da infeccdo materna pudessem ser transitorias ou sofrer
compensagdo apds o nascimento, o que poderia dificultar sua detec¢do em andlises
realizadas em estagios mais tardios do desenvolvimento, como observado no primeiro
delineamento experimental.

Para isso, fémeas de C. callosus foram acasaladas com machos férteis da mesma
espécie, na propor¢ao de 1:1. Apos 24 horas, a presencga de tampao vaginal foi verificada,
sendo este considerado como o dia 1 de gestagao (DG1).

No décimo segundo dia de gestacdo (DG12), as fémeas do grupo experimental
foram entdo infectadas por via intraperitoneal com 1 x 107 hemacias parasitadas, enquanto
a fémea do grupo controle permaneceu nao infectada. J4 no décimo nono dia de gestacdo
(DG19), correspondente ao sétimo dia pds-infeccdo, como padronizado no primeiro
delineamento experimental, as fémeas foram submetidas a eutandsia. Os tUteros foram
dissecados para contagem dos fetos e avaliagdo macroscopica. Adicionalmente, as
placentas foram coletadas para analise morfoldgica, visando identificar possiveis
alteragdes estruturais associadas a infec¢do materna no terco final da gestacao.

Esse delineamento experimental permitiu a avaliagdo de possiveis efeitos agudos
da infeccdo materna sobre parametros fetais e placentarios, contrastando com o primeiro
experimento, no qual foram investigados potenciais efeitos tardios apos o nascimento. A
Figura 3 apresenta um esquema do delineamento experimental adotado nesta etapa do

estudo.
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Figura 3 - Esquema metodologico do experimento 2
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Delineamento experimental do segundo protocolo do estudo para avaliagdo fetal durante a gestagdo em Calomys
callosus. Fémeas foram acasaladas com machos férteis na proporcao de 1:1, sendo o dia de identificagdo do tampao
vaginal considerado o primeiro dia de gestagdo (DG1). No décimo segundo dia gestacional (DG12), as fémeas do
grupo experimental foram infectadas por via intraperitoneal com 1 x 107 hemacias parasitadas por Plasmodium
berghei ANKA, enquanto as fémeas do grupo controle permaneceram nédo infectadas. No décimo nono dia de
gestagdo (DG19), correspondente ao sétimo dia pos-infec¢do, as fémeas foram submetidas a eutandsia para
dissec¢do uterina, contagem dos fetos e avaliagdo macroscopica. As placentas foram coletadas para analise
morfoldgica.

Fonte: Autoria propria (2026).

4.6 Eutanasia e Coleta de orgdos

Os procedimentos de eutanasia foram realizados nas dependéncias do REBIR-UFU. Os
animais foram entdo anestesiados com uma associa¢do na mesma seringa de Cetamina e Xilazina
na proporcdo de 2:1 pelavia intraperitoneal. Apos a inducdo anestésica, os animais foram
eutanasiados com a técnica de deslocamento cervical. Posteriormente a eutanésia, fragmentos
de cérebro, figado, baco e pulmao foram coletados, pesados e posteriormente fixados em

formol a 10% e incluidos em parafina para analise histologica.

4.7  Coloragao histologica

Os fragmentos teciduais coletados foram inicialmente fixados em solu¢do de formalina

tamponada a 10% por 24 horas. Ap0s a fixacdo, os tecidos foram submetidos ao processamento
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histologico convencional, incluindo desidratacdo em séries crescentes de alcool, diafanizacao
em xilol e inclusdo em parafina. Os blocos de parafina obtidos foram entdo submetidos ao corte
em microtomo, produzindo secc¢des histologicas de 4 um de espessura.

Cortes histologicos de baco, figado, pulmao e cérebro de 4 um de espessura foram
realizados e corados com hematoxilina e eosina (H&E) para a avaliagdo morfoldgica dos
tecidos e deteccdo de areas de necrose. Os cortes histologicos foram desparafinados em xilol
por 45 minutos, hidratados em dalcoois de concentragdes decrescentes ¢ lavados em agua
corrente e dgua destilada antes das coloragdes. As laminas com os cortes foram imersas em
hematoxilina de Harris por 1 minuto e 30 segundos, lavadas em agua corrente por 10 minutos
e em agua destilada por 5 minutos. Posteriormente, foram imersas em eosina-floxina por 1
minuto e 30 segundos e rapidamente lavadas em dgua corrente. Para a montagem das laminas,
estas foram desidratadas em alcoois de concentracdes crescentes por um minuto cada, seguidas
de imersdo em xilol por 30 minutos. As laminas foram montadas utilizando laminula e goma de

Damar e os cortes examinados em microscopio de luz.

4.8 Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados utilizando o software GraphPad Prism versao 10
(GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). A normalidade das distribui¢des foi avaliada pelo
teste de Shapiro-Wilk. Para as varidveis numéricas com distribui¢do normal, utilizou-se o teste
t de Student ndo pareado, enquanto para os dados ndo paramétricos utilizou-se o teste de Mann-
Whitney. Ja as varidveis categoricas foram analisadas por meio de tabelas de contingéncia
utilizando o Teste Exato de Fisher. Em todas as analises, adotou-se o nivel de significancia de

5% (p < 0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente estudo foi conduzido com nimero amostral reduzido, o que se deve, em parte,
as particularidades do modelo experimental empregado, no que se refere a taxa de
acasalamento. A utiliza¢ao de Calomys callosus para investigacdo da malaria gestacional ainda
ndo se encontra descrita na literatura, o que confere a este trabalho carater inovador e
exploratdrio. Além disso, aspectos técnicos inerentes ao manejo da espécie, como a dificuldade
na identifica¢do do tampao vaginal para determinagdo precisa do inicio da gestac¢do, impactou

diretamente o numero final de animais avaliados.

5.1 Resultados da primeira etapa experimental

A analise dos desfechos reprodutivos revelou que a infeccdo por Plasmodium
comprometeu o sucesso gestacional em diferentes niveis, conforme detalhado na Figura 4.
Observou-se que a malaria reduziu a taxa de prenhez positiva em 50% (Figura 4A); contudo,
devido ao tamanho amostral limitado (n=4), essa variagdo ndo atingiu significancia estatistica
pelo teste de Fisher. Paralelamente, entre as fémeas que mantiveram a gesta¢do, houve uma
redugdo estatisticamente significativa no numero de filhotes nascidos vivos em comparagdo ao
grupo controle (p = 0,0408; Figura 4B).

Esses achados corroboram os estudos de Neres e colaboradores (2008), que associaram
a maldria gestacional em camundongos tanto a ocorréncia de perdas reprodutivas quanto a
redu¢do da viabilidade da prole. Tais resultados reforgam que o parasitismo por Plasmodium
interfere diretamente no desenvolvimento fetal e na manutengdo da gravidez, evidenciando
efeitos biologicos deletérios no que tange a parametros reprodutivos, ainda que a confirmagao

estatistica da taxa de prenhez demande grupos amostrais mais robustos.
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Figura 4 - Impacto da infeccao por Plasmodium no sucesso gestacional e nimero de filhotes
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Em (A), observa-se a taxa de prenhez (%) nos grupos controle ¢ infectado (n=4/grupo), com desfechos de prenhez
positiva (azul escuro) e negativa (azul claro). Em (B), nimero médio de filhotes nascidos por fémea. As barras
representam a média aritmética e as barras de erro indicam o erro padrdo da média (SEM). Em azul escuro, esta
representado o grupo controle e em azul claro, o grupo infectado. O asterisco (*) indica diferenca estatistica
significativa entre os grupos (p < 0,05). As comparagdes foram realizadas utilizando o Teste Exato de Fisher (taxa
de prenhez) e o Teste t de Student ndo pareado (ntimero de filhotes), apds confirmacgdo de normalidade pelo teste
de Shapiro-Wilk.

Fonte: Autoria propria (2026).

No quesito histopatolégico, a anélise do figado dos filhotes oriundos de fémeas
infectadas ndo evidenciou diferencas morfoldgicas quando comparada ao grupo controle.
Em ambos os grupos (Figura 5), observou-se preserva¢do da arquitetura hepdtica, com
corddes de hepatdcitos organizados, espagos sinusoides bem definidos e auséncia de sinais
de inflamagdo, necrose, congestdo vascular ou hemorragia. Também nao foram
identificados depdsitos de pigmento maldrico (hemozoina) ou outras alteragdes
compativeis com lesdo hepatica. Esses achados contrastam com descri¢des da literatura em
infec¢des por Plasmodium, nas quais sdo frequentemente relatadas alteracdes
histopatologicas hepaticas, como hepatocitos congestos e tumefeitos, hiperplasia de células
de Kupffer, deposicao de pigmento maldarico, infiltragao de células mononucleares e micro-
oclusdes por hemadcias parasitadas (Viriyavejakul; Khachonsaksumet; Punsawad, 2014;
White ef al., 2014). Nesse contexto, a auséncia dessas alteragdes nos filhotes avaliados no
presente estudo pode indicar que, nas condi¢cdes experimentais analisadas, ndo houve

evidéncia de comprometimento hepatico decorrente da infecgdo materna.
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Figura 5 - Avaliagdo histopatologica do figado

Micrografias representativas de cortes histologicos de figado de filhotes provenientes de fémeas controle

(A) e infectadas por Plasmodium berghei ANKA (B), evidenciando preservacgdo da arquitetura hepatica, sem
alteragdes morfoldgicas significativas entre os grupos. Coloragdo por Hematoxilina e Eosina (H&E), aumento de
400x.

Fonte: Dados da pesquisa (2025).

O tecido pulmonar dos filhotes provenientes das fémeas do grupo controle e infectado
ndo apresentou alteragdes histopatologicas (Figura 6) nas condi¢des experimentais avaliadas.
Observou-se preservacao da arquitetura pulmonar, com septos alveolares bem definidos e
espacos alveolares preservados, sem sinais de edema pulmonar, hemorragia, infiltragao
leucocitaria ou dano ao epitélio alveolar. No entanto, Wu e colaboradores (2023) descrevem
alteragdes pulmonares importantes durante a infeccao ativa por Plasmodium berghei em modelos
experimentais, incluindo edema pulmonar, lesao do epitélio alveolar, extravasamento de células
sanguineas para os alvéolos e infiltrado inflamatdrio intenso. Nesse cenario, a ndo observacao
dessas alteracdes nos animais avaliados no presente estudo indica que, nas condigdes
experimentais empregadas, o tecido pulmonar manteve sua integridade morfoldgica, sem

evidéncias de comprometimento estrutural detectavel.

Figura 6 - Avaliacdo histopatoldgica do pulmao

Micrografias representativas de cortes histologicos de pulmao de filhotes provenientes de fémeas controle (A) e
infectadas por Plasmodium berghei ANKA (B), evidenciando preservagao da arquitetura pulmonar, sem alteragoes
morfologicas significativas entre os grupos. Coloragdo por Hematoxilina e Eosina (H&E), aumento de 400x.
Fonte: Dados da pesquisa (2025).
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Ainda sobre parametros, pulmonares, como demonstra a Figura 7, a andlise quantitativa
da area dos septos alveolares ndo revelou diferengas significativas entre os filhotes provenientes
de fémeas nao infectadas (NI) e aquelas infectadas por Plasmodium berghei ANKA (PbA). Os
valores observados indicam preservagdo da arquitetura pulmonar, sem evidéncias de
espessamento septal ou alteragdes estruturais associadas a processo inflamatério ou lesdo
tecidual nos animais avaliados. Estes achados se apresentam contrastantes com a literatura, que
aponta septos alveolares mais espessos como resultado da infeccdo por Plasmodium em
camundongos (Wu et al., 2023).

Desta forma, a falta de espessamento septal observada nos animais infectados neste estudo
indica que, nas condigdes experimentais empregadas, o tecido pulmonar manteve sua

integridade morfolégica.

Figura 7 - Grafico de mensuragdo de area de septos pulmonares
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Analise quantitativa da area dos septos alveolares no pulmao de filhotes provenientes de fémeas ndo
infectadas (NI) e infectadas por Plasmodium berghei ANKA (PbA). A barra em azul escuro representa
o grupo NI, enquanto a barra em azul claro representa o grupo PbA. Nao foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos avaliados.

Fonte: Autoria propria (2025).

A andlise histopatologica do baco (Figura 8) ndo evidenciou alteragdes morfoldgicas
relevantes entre os grupos controle e infectado nas condi¢cdes experimentais avaliadas.
Observou-se preservacao da arquitetura esplénica, com adequada distin¢do entre polpa branca
e polpa vermelha, sem sinais de desorganizagao estrutural. Nao foram identificadas areas de
necrose, hemorragia, congestdo vascular expressiva ou infiltrado inflamatério significativo
associado a infec¢do. Contudo, Mubaraki e colaboradores (2016), e Ha e equipe (2016) apontam
que infec¢des por Plasmodium estdo associadas a alteragdes esplénicas, incluindo evidéncias
de esplenomegalia e modificagdes estruturais do 6rgao, como alteragdes na capsula esplénica e

na organiza¢do do parénquima. Portanto, a auséncia dessas alteracdes nos animais analisados
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sugere que, nas condicdes experimentais empregadas, o tecido avaliado ndo apresentou

evidéncias histologicas de dano ou comprometimento estrutural.

Figura 8 - Avaliacdo histopatologica do bago
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Micrografias representativas de cortes histologicos de bago de filhotes provenientes de fémeas controle
(A) e infectadas por Plasmodium berghei ANKA (B), evidenciando preservacdo da arquitetura
esplénica, com adequada distingdo entre polpa branca e polpa vermelha, sem alteragdes morfologicas
significativas entre os grupos. Coloracdo por Hematoxilina e Eosina (H&E), aumento de 400x.
Fonte: Dados da pesquisa (2025).

A andlise histopatologica do tecido cerebral (Figura 9) ndo evidenciou alteragdes
morfologicas relevantes entre os grupos controle e infectado nas condi¢des experimentais
avaliadas. Observou-se preservacdo da arquitetura encefalica, com organizagdo tecidual
compativel com a morfologia esperada para a espécie. Nao foram identificados sinais de edema,
congestdo vascular significativa, hemorragias, necrose, infiltrado inflamatorio ou areas de
desorganizagdo neuronal associadas a infec¢do. Em contrapartida, no que diz respeito a
literatura, modelos experimentais de maldria cerebral por Plasmodium berghei ANKA
frequentemente descrevem alteragdes como acumulo de hemacias parasitadas na
microvasculatura cerebral, obstrugdo capilar, infiltragdo de células mononucleares e
hemorragias no parénquima encefélico (Ding et al., 2016; Strangward et al., 2017). No entanto,
tais achados sdo geralmente observados em animais diretamente infectados durante o curso

ativo da doenga.
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Figura 9 - Avaliagdo histopatoldgica do cérebro
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Micrografias representativas de cortes histologicos de cérebro de filhotes provenientes de fémeas
controle (A) e infectadas por Plasmodium berghei ANKA (B), evidenciando preservagio da arquitetura
encefalica, sem alteragdoes morfoldgicas significativas entre os grupos. Ndo foram observados sinais de
edema, hemorragias, necrose, congestao vascular ou infiltrado inflamatério no parénquima cerebral.

Coloracao por Hematoxilina e Eosina (H&E), aumento de 400x.
Fonte Dados da pesquisa (2025).

Em suma, no conjunto das andlises histopatoldgicas de figado, pulmao, bago e cérebro
realizadas ndo foram observadas alteracdes morfoldgicas relevantes nos tecidos avaliados, com
preservacdo da arquitetura e auséncia de sinais evidentes de inflamacdo, necrose, congestao
vascular ou outras lesdes associadas a infec¢do. Entretanto, ¢ importante considerar que as
analises foram realizadas em filhotes provenientes de fémeas infectadas, avaliados apenas apds
seis semanas de vida. Dessa forma, eventuais alteracdes teciduais transitorias decorrentes da
infeccdo materna durante a gestagdo podem ter ocorrido em fases mais precoces do
desenvolvimento e ndo estarem mais presentes no momento da avaliacdo. Além disso,
mecanismos de adaptacdo, maturacao tecidual ou recuperagdo pos-natal podem ter contribuido
para a preservacdo da morfologia observada, o que também pode estar relacionado a auséncia
de infec¢do transplacentaria detectavel ou a inexisténcia de efeitos tardios da exposi¢do
intrauterina ao parasito sobre os tecidos da prole.

Assim, embora os achados indiquem auséncia de lesdes estruturais evidentes neste
momento da vida, ndo se pode descartar completamente a ocorréncia de efeitos mais sutis ou
transitorios decorrentes da infeccdo materna, o que reforga a importancia de investigagdes
futuras que avaliem diferentes estagios do desenvolvimento, bem como abordagens
complementares capazes de detectar alteragdes funcionais ou moleculares que ndo sao

evidentes na andlise histologica convencional.
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5.2 Resultados da segunda etapa experimental

Foram avaliados, de forma conjunta, o peso gestacional final das fémeas e o numero de
fetos por ninhada nos grupos controle e infectado, cujos resultados estao apresentados na Figura
10. Em relagdo ao peso gestacional final, os valores observados indicam semelhanga entre os
grupos avaliados, ndo sendo evidenciada alteragdo aparente associada a infec¢ao nas condigdes
experimentais analisadas. Esses achados sugerem que, neste delineamento, a infeccao nao
promoveu impacto expressivo sobre o peso materno ao final da gestacao.

Esse resultado difere parcialmente do descrito por Andrew e colaboradores (2022), que
relataram reducdo do peso fetal em descendentes de fémeas infectadas por Plasmodium. Uma
possivel explicagdo para essa divergéncia pode estar relacionada as diferencas no desenho
experimental entre os estudos. Enquanto Andrew e colaboradores avaliaram parametros dos
fetos provenientes de gestacdes infectadas, no presente trabalho a analise de peso corporal foi
realizada nas proprias fémeas prenhes. Além disso, os fetos foram coletados no 19° dia de
gestacdo, considerando que a gestacdao de Calomys callosus tem duragdo aproximada de 21 dias,
o que pode ter limitado a detecg¢ao de possiveis diferencas no peso fetal.

No que se refere ao nimero de fetos por fémea, os dados indicam uma variagdo entre os
grupos avaliados, sugerindo uma possivel diferenca no desempenho reprodutivo. No entanto, o
numero amostral reduzido ndo permitiu a realizacdo de analises estatisticas robustas, podendo
também ter limitado a detec¢do de uma diferenga mais expressiva entre os grupos. Em contraste,
Neres e colaboradores (2008) relatam que a maldria durante a gestacdo compromete
significativamente o sucesso reprodutivo, sendo descritos casos de abortos € menor natalidade.
Nesse contexto, as variagdes observadas no presente estudo podem indicar uma tendéncia de
alteragao reprodutiva, ainda que ndo conclusiva nas condi¢des avaliadas.

Dessa forma, os achados obtidos fornecem uma analise inicial do impacto da infec¢ao
sobre parametros maternos e reprodutivos no modelo experimental, destacando que o tamanho
amostral reduzido, caracteristico de um estudo piloto, pode ter influenciado a magnitude e a
deteccdo das diferengas observadas. Ainda assim, os resultados apontam para possiveis
tendéncias bioldgicas relevantes, reforcando a viabilidade do modelo e a importancia de sua

continuidade em estudos futuros com maior nimero amostral.
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Figura 10 - Parametros reprodutivos individuais de fémeas de C. callosus nos grupos controle
e infectado
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Em (A), peso gestacional final das fémeas (g) e, em (B), numero de fetos por fémea ao término do periodo
gestacional. Cada barra representa um animal individualizado: azul escuro (Controle 1), azul (Controle 2) e azul
claro (Infectado 1). Devido ao tamanho amostral reduzido (n=2 para o grupo controle e n=1 para o grupo
infectado), os dados sdo apresentados de forma estritamente descritiva, impossibilitando a analise estatistica
comparativa.

Fonte: Autoria propria (2026).

Estudos experimentais de maldria gestacional também descrevem alteragdes
macroscopicas no desenvolvimento fetal. Em modelos animais, fetos provenientes de maes nao
infectadas geralmente apresentam coloracdo rosada, pele translucida com vasos sanguineos
visiveis e placentas bem vascularizadas. Em contraste, fetos de maes infectadas podem
apresentar coloragdo mais palida, menor preenchimento vascular e placentas com menor
contetdo sanguineo, além de redu¢do do tamanho corporal, como elucidado por (Boareto et al.,
2019; Neres et al., 2008). De maneira semelhante, na avaliagdo macroscopica realizada no
presente estudo, como mostra a Figura 11, no 19° dia de gestagdo, observou-se que os fetos
provenientes das fémeas do grupo controle apresentavam morfologia compativel com a idade
gestacional, com conformacao corporal bem definida e coloragdo relativamente homogénea
entre os filhotes da mesma fémea.

Ja os fetos provenientes da fémea infectada apresentaram, de modo geral, coloracao
mais palida e aspecto menos homogéneo quando comparados aos controles. Além disso,
visualmente foi possivel notar uma diferenga no volume corporal médio desses fetos em relacao
aos grupos controle. Em relacdo as placentas, ndo foram observadas diferengas macroscopicas
evidentes entre os grupos avaliados.

Embora essas observacdes sejam baseadas apenas em avaliagdo macroscopica € ndo
tenham sido acompanhadas por mensuragdes morfométricas, os achados sugerem possiveis
alteragdes no desenvolvimento fetal associadas a infec¢do materna, em concordancia com

descri¢des previamente relatadas na literatura.
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Figura 11 - Aspecto macroscopico de fetos no 19° dia de gestagdo provenientes de fémeas
infectadas e ndo infectadas por Plasmodium berghei ANKA

(A) Fetos e respectivas placentas provenientes da fémea Controle 1 no 19° dia de gestacdo (DG19); (B) fetos e
placentas da fémea Controle 2 no DG19; (C) fetos e placentas provenientes da fémea Infectada 1 por Plasmodium
berghei ANKA no DG19.

Fonte: Autoria propria (2025).

Foram avaliados, de forma conjunta, o peso fetal e o peso esplénico das fémeas nos
grupos controle e infectado, cujos resultados estdo apresentados na Figura 12. Em relacdo ao
peso fetal, observa-se uma expressiva amplitude de varia¢do intragrupo nos animais do grupo
controle. O valor registrado na fémea infectada posiciona-se proximo ao limite inferior dessa
faixa de variagdo, e a sobreposicao dos resultados sugere que esse achado acompanha a variagao
fisiologica da espécie neste delineamento, ndo evidenciando uma redug¢do de massa fetal
estritamente associada ao quadro infeccioso. Em contraste, estudos experimentais de malaria
gestacional descrevem redugdo do peso fetal associada a infec¢do materna, como relatado por
Boareto ef al. (2019). Essa divergéncia pode estar relacionada a diferengas no delineamento
experimental, incluindo momento da infecc¢do, carga parasitaria e condigdes experimentais,
fatores que podem influenciar de maneira distinta o desenvolvimento fetal.

No que se refere ao peso esplénico, a andlise do perfil grafico demonstra que o valor
registrado na fémea infectada se posiciona discretamente acima do limite superior da variagao
estabelecida pelos animais controle. Esse comportamento qualitativo aponta para um leve
aumento nominal da massa do 6rgdo, o que pode sugerir uma possivel resposta esplénica
(esplenomegalia) frente a infec¢do por Plasmodium no presente delineamento. Esse achado esta
em consonancia com observacdes descritas na literatura, nas quais a infec¢ao esta associada a
ativacgao policlonal do sistema imunoldgico e ao aumento do tamanho do baco (Boareto et al.,
2019; Neres et al., 2008). Em modelos experimentais com fémeas gestantes infectadas por

Plasmodium berghei, foi relatado aumento expressivo do peso esplénico em comparacdo aos
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animais controle, interpretado como reflexo da ativagdo imunologica materna frente a infec¢ao
(Boareto et al., 2019; Neres et al., 2008).

Dessa forma, enquanto os dados de peso fetal se mantém dentro da variabilidade
fisiologica observada para o modelo, o discreto aumento do peso esplénico pode refletir uma
resposta imunolédgica inicial a infec¢do. Considerando o niimero amostral reduzido, essas
observagdes devem ser interpretadas de forma descritiva; ainda assim, apontam para tendéncias

biologicas coerentes com a literatura.

Figura 11 - Comparacao do peso fetal e esplénico no 19° dia de gestacao entre fémeas dos
grupos controle e infectado
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Peso fetal total (g) em (A) e peso esplénico total (g) em (B) obtidos no 19° dia de gestagdo em fémeas pertencentes
aos grupos Controle ¢ Infectado. Cada barra representa um animal. As barras em azul escuro correspondem ao
animal Controle 1, as barras em azul correspondem ao animal Controle 2 e a barra em azul claro corresponde ao
animal infectado 1. Os dados sdo apresentados de forma estritamente descritiva devido ao tamanho amostral
reduzido (n = 2 para o grupo controle ¢ n = 1 para o grupo infectado), impossibilitando a analise estatistica
comparativa.

Fonte: Autoria propria (2026).
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6 CONCLUSAO

O presente estudo avaliou os efeitos da infec¢do por Plasmodium berghei ANKA
durante a gestagdo em Calomys callosus, investigando parametros reprodutivos,
desenvolvimento fetal e alteragdes histologicas. De modo geral, ndo foram observadas
alteracdes histopatologicas na progénie, e as variagdes nos parametros reprodutivos entre os
grupos, em sua maioria, nao apresentaram relevancia estatistica.

Entretanto, a interpretacdo desses resultados ¢ limitada pelo reduzido tamanho amostral
(N), o que pode ter comprometido a detec¢do de diferengas significativas. Ainda assim, os
dados contribuem para a caracterizagdo inicial da resposta materno-fetal nesse modelo,
indicando auséncia de alteracdes marcantes nas condi¢des avaliadas.

Dessa forma, o estudo fornece subsidios para investigagdes futuras, que devem incluir
maior N amostral e diferentes momentos de infeccao, a fim de melhor elucidar os efeitos da

infeccdo durante a gestacao.
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7 ORCAMENTO

Para execucdo desta pesquisa, foram utilizados recursos financeiros e consumiveis
financiados pelo Conselho nacional de Densenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq) -
Edital nimero 149660/2024-3. Ainda, o estudo usufruiu da infraestrutura do Laboratorio de
Biotecnologia em Modelos Experimentais (LABME) e da Rede de Biotérios de Roedores da
Universidade Federal de Uberlandia (REBIR - UFU).
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