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RESUMO 

A infecção por Plasmodium é uma das infecções parasitárias com maior incidência no mundo, 

sendo a complicação mais grave a malária cerebral causada por P. falciparum. Além dos 

sintomas cerebrais, também causa manifestação no sistema gastrointestinal, sendo os 

mecanismos que levam a sintomas intestinais pouco conhecidos. Assim, neste trabalho 

objetivou-se avaliar as possíveis alterações intestinais em um modelo animal de malária 

cerebral, buscando entender se existe relação entre o desenvolvimento de malária cerebral e 

alterações intestinais. Camundongos C57BL/6 foram inoculados com Plasmodium berghei 

ANKAGFP+ e observados quanto às manifestações clínicas, atividade intestinal e mensuração 

das características macro e microscópicas do intestino, além de analisar a expressão de alguns 

genes como ChrgA, Tph-1, Muc-2, VIP, Piezzo-2, Hes-1 e Noch-1. Animais com malária 

cerebral apresentaram diminuição do peso, motilidade e aumento do muco intestinal. Além 

disso, foi observado que os animais com malária cerebral apresentaram uma hiperplasia e 

hipertrofia de células caliciformes, ao contrário dos animais infectados que não desenvolveram 

malária cerebral. Por outro lado, os animais infectados que desenvolveram malária cerebral 

apresentam uma diminuição de células enterocromafins. Também, foi observado diminuição na 

expressão de mRNA de VIP no intestino dos animais que desenvolveram malária cerebral. Estes 

resultados sugerem que a infecção por P. berghei ANKA afeta os intestinos de forma distinta 

quando os animais desenvolvem ou não malária cerebral e que a diminuição da expressão de 

mRNA de VIP pode estar envolvida nas alterações nos animais que desenvolvem malária 

cerebral. 

 

Palavras chaves: Plasmodium berghei ANKA, malária cerebral, intestino, células 

enterocromafins, células caliciformes.  

 

  



 

 

ABSTRACT 

Plasmodium infection is one of the parasitic infections with the highest incidence in the world, 

the most serious complication being cerebral malaria caused by P. falciparum. In addition to 

brain symptoms, it also causes manifestation in the gastrointestinal system, and the mechanisms 

that lead to intestinal symptoms are poorly understood. Thus, this study aimed to evaluate 

possible intestinal alterations in an animal model of cerebral malaria, seeking to understand 

whether there is a relationship between the development of cerebral malaria and intestinal 

alterations. C57BL/6 mice were inoculated with Plasmodium berghei ANKAGFP+ and observed 

for clinical manifestations, intestinal activity and measurement of macro and microscopic 

characteristics of the intestine, in addition to analyzing the expression of some genes such as 

ChrgA, Tph-1, Muc-2, VIP, Piezzo-2, Hes-1 and Noch-1. Animals with cerebral malaria 

showed decreased weight, motility and increased intestinal mucus. Furthermore, it was 

observed that animals with cerebral malaria showed hyperplasia and hypertrophy of goblet 

cells, unlike infected animals that did not develop cerebral malaria. On the other hand, infected 

animals that developed non-cerebral malaria show a decrease in enterochromaffin cells. Also, 

a decrease in the expression of VIP mRNA was observed in the intestine of animals that 

developed cerebral malaria. These results suggest that P. berghei ANKA infection affects the 

intestines differently when animals develop cerebral malaria or not, and that decreased VIP 

mRNA expression may be involved in the changes in animals that develop cerebral malaria. 

Keys words: Plasmodium berghei ANKA, Cerebral Malaria, intestine, enterochromaffin cells, 

goblet cells. 
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1 INTRODUÇÃO 

A malária é uma doença aguda e crônica causada pelos parasitos protozoários 

intracelulares obrigatórios do gênero Plasmodium, transmitida pela picada de fêmeas de 

mosquitos Anopheles (FAURE, 2014). Em 2020 houve 241 milhões de casos de malária, e 

estima-se que tenha causado 627.000 mortes (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).  

Diferentes manifestações clínicas podem ocorrer durante a infecção por Plasmodium, que pode 

ser assintomática e também causar doença fulminante, dependendo da espécie, idade e estado 

imunológico do hospedeiro (ENGWERDA et al., 2005). Em particular, a malária cerebral (MC) 

resultante principalmente da infecção por Plasmodium falciparum é responsável pela maioria 

das mortes causadas pela malária. 

P. falciparum é a espécie mais virulenta de plasmodium que infecta o homem  porque 

pode invadir tanto eritrócitos maduros quanto precursores, o que gera um alto nível de 

parasitemia (LH et al., 2002; HORA et al., 2016; TORRE; LANGLAIS; GROS, 2018). 

Alterações gastrointestinais também tem sido observadas durante a infecção por P. falciparum, 

como o aumento da presença de edema de mucosa, microtrombose, sangramento superficial, 

atrofia gástrica e metaplasia intestinal. Essas alterações explicam os sintomas gastrointestinais, 

como dor, vômito e diarreia, que têm sido associados à infecção por esse parasito (LEE; 

COBAN, 2020). 

O estudo da malária cerebral levou ao desenvolvimento de modelos murinos com o 

objetivo de obter um melhor entendimento da doença, sendo que o modelo mais utilizado até 

agora é a infecção de camundongos C57BL/6 com Plasmodium berghei ANKA (PbA) (REST, 

1982a; ENGWERDA et al., 2005). Este modelo animal desenvolve os principais sintomas de 

doenças humanas, como convulsões, paralisias e ataques, o que permitiu estudar as diferentes 

alterações em diferentes órgãos, como cérebro, baço, pulmão, rins e fígado (HEARN et al., 

2000; MARTINS et al., 2009; BASIR et al., 2012; HOWLAND et al., 2015). Estudos 

mostraram que camundongos jovens C57BL/6 (8 semanas) infectados com P. berghei ANKA 

desenvolvem os principais sintomas de malária cerebral logo após a infecção, apesar de 

apresentarem parasitemia relativamente baixa (HEARN et al., 2000). No entanto, a indução da 

malária cerebral experimental apresenta alguns desafios, pois nem todos os animais infectados 

desenvolvem a doença, que está associada tanto à cepa do camundongo quanto à quantidade e 

origem dos glóbulos vermelhos infectados inoculados (AMANI et al., 1998).  

 Alguns estudos têm buscado compreender a fisiologia do sistema gastrointestinal e as 

alterações na microbiota intestinal durante a infecção por Plasmodium (TANIGUCHI et al., 
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2015; SHIMADA et al., 2019). A relação entre MC e distúrbios gastrointestinais pode estar 

relacionada à comunicação cérebro-intestino, que ocorre principalmente por meio da serotonina 

(5-TH), sendo que 95% desse hormônio é produzido e armazenado no sistema gastrointestinal 

em células enteroendócrinas, especificamente células enterocromafins (EC), e apenas 5% 

armazenados no sistema nervoso central (MARTIN et al., 2018b). Na parede do trato 

gastrointestinal encontra-se o plexo mioentérico, que apresenta uma variedade de receptores 5-

TH que permite a comunicação entre o epitélio intestinal e os neurônios entéricos através de 

células EC (GRIBBLE; REIMANN, 2016). O plexo mioentérico tem um papel fundamental na 

regulação da motilidade gastrointestinal, peristaltismo e renovação do muco (HEARN et al., 

2000). Este último, muco intestinal, é composto por mucinas, predominantemente MUC2, que 

são produzidas por células especializadas chamadas células caliciformes (TYTGAT et al., 

1994).  

Embora alguns estudos do sistema gastrointestinal durante a infecção por P. berghei 

ANKA tenham sido realizados, as alterações presentes ainda não foram descritas ou explicadas 

em profundidade. Por isso, decidimos investigar como a malária cerebral, doença que afeta o 

sistema nervoso central, afeta o trato gastrointestinal.  
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2 REVISAO DA LITERATURA 

2.1 Malária 

A malária é uma doença parasitária causada pelo coccídio protozoário do gênero 

Plasmodium, que é transmitido pelo Anopheles spp. e capaz de infectar humanos e animais. 

Existem aproximadamente 156 espécies de Plasmodium dos quais P. falciparum, P. ovale, P. 

vivax e P. malariae causam malária em humanos. A sintomatologia da doença pode variar de 

acordo com a espécie do parasito, assim, P. vivax causa diversos sintomas, mas raramente é 

fatal, porém o P. falciparum causa a forma mais grave da doença, levando a milhões de mortes 

por ano (GOMES et al., 2018). 

A malária é um problema significativo para as pessoas em áreas de vulnerabilidade 

social e sanitária como na África, Ásia e América Central e do Sul (PHILLIPS et al., 2017a). A 

Organização Mundial da Saúde (OMS) estimou mais de 241 milhões de casos de infecção em 

85 países e 627.000 mortes por malária em 2020 (LI; MANAGI, 2022). A África é responsável 

pelo maior número de casos com (88%), seguida pelo Sudeste Asiático (10%), região do 

Mediterrâneo Oriental (2%) e América Central e do Sul (<1%). No continente americano, em 

termos de incidência anual, o Brasil apresentou a quinta maior incidência de malária na América 

Latina depois de Guiana, Venezuela, Peru e Colômbia (GOMES et al., 2018). 

Entre as espécies conhecidas por infectar humanos, P. falciparum é a mais letal, embora 

P. vivax tenha uma distribuição geográfica mais ampla (ADDERLEY et al., 2022). Além disso, 

P. falciparum é responsável por causar mais de 60% da malária presente em crianças entre 2-

10 anos de idade (LI; MANAGI, 2022). No entanto, a infecção não necessariamente causa 

malária grave, pois a alta exposição ao parasito produz imunização, impedindo que a doença 

chegue a esse ponto (REAL; MANCIO-SILVA, 2022),  ou seja, a malária grave ocorre 

principalmente em indivíduos que não possuem imunidade protetora, então geralmente ocorre 

em crianças maiores de 6 meses e menores de 5 anos, além de pessoas que estão em áreas de 

pouca exposição ao parasito (ADEYEMO et al., 2022). 

Assim como a malária é causada por diferentes espécies de parasitos, a infecção pode 

causar vários sintomas, desta forma a doença pode ser classificada da seguinte forma 

(PHILLIPS et al., 2017b): 

Malária assintomática: Como o próprio nome diz, não apresenta sintomas apesar de 

ter parasitos circulantes, este tipo de malária pode ser causado por todas as espécies de  

Plasmodium spp. 
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Malária não complicada: Assim como a anterior, pode ser causada por todos os 

Plasmodium spp. Os sintomas tornam-se inespecíficos e podem incluir febre, calafrios 

moderados a intensos, sudorese profusa, cefaleia, náuseas, vômitos, diarreia e anemia, sem 

achados clínicos ou laboratoriais de disfunção orgânica grave. 

Malária grave (complicada): está frequentemente associada à hiperparasitemia e 

aumento da mortalidade. Este tipo de malária é geralmente causado por infecção por P. 

falciparum, embora menos comumente também possa ser causado por P. vivax ou P. knowlesi. 

As complicações pela infecção incluem anemia grave e lesão de órgãos-alvo, além de coma, 

complicações pulmonares e hipoglicemia ou lesão renal aguda. 

Malária placentária: quando há infecção durante a gestação e os parasitos estão 

presentes na placenta, levando a complicações para o feto e a mãe.  

 

2.2 Plasmodium  

Ciclo de vida de Plasmodium 

Os parasitos do gênero Plasmodium têm ciclos de vida complexos devido a múltiplas 

transições fenotípicas envolvendo hospedeiros vertebrados e invertebrados. O ciclo de vida do 

parasito ocorre intra e extracelularmente, onde os principais locais de diferenciação e replicação 

compreendem o intestino médio das fêmeas de mosquitos Anopheles, hepatócitos no fígado e 

eritrócitos no sangue. Plasmodium também pode proliferar na medula óssea e no baço. Quando 

o mosquito pica, inocula através da pele os parasitos na forma de esporozoítos. Os esporozoítos 

tornam-se altamente móveis em resposta a uma mudança no ambiente, o que lhes permite 

migrar através do tecido até atingir um vaso sanguíneo onde entram na circulação sanguínea. 

Grande parte dos esporozoítos invade o fígado, nos hepatócitos, os parasitos se diferenciam e 

se multiplicam por esquizogonia para gerar milhares de merozoítos, que são liberados de volta 

na corrente sanguínea onde realizam ciclos de invasão eritrocitária e replicação intracelular 

(REAL; MANCIO-SILVA, 2022) (Figura 1). 
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Figura 1. Desenvolvimento do Plasmodium ao longo do ciclo de vida. 

Esquemas dos diferentes estágios fenotípicos e trajetórias de desenvolvimento de 

parasitos Plasmodium no hospedeiro mamífero e no mosquito vetor. Parasitos são mostrados 

em azul, hepatócitos em marrom claro e eritrócitos em vermelho. O desenvolvimento assexuado 

é representado por setas vermelhas, enquanto o compromisso e/ou desenvolvimento sexual são 

indicados por setas roxas. A fileira central de hepatócitos infectados representa o estágio latente 

de hipnozoíta de Plasmodium vivax. Abreviatura: SG, glândula salivar. (REAL; MANCIO-

SILVA, 2022). 

 

2.3 Malária cerebral  

A malária cerebral (MC) é a forma mais grave e potencialmente letal das complicações 

associadas à malária, é causada pelo parasito P. falciparum, sendo que esta complicação da 

malária leva ao desenvolvimento de sequelas neurocognitivas e tem uma alta taxa de 

mortalidade  (NGO-THANH et al., 2020; ASIEDU et al., 2022). A OMS define MC como uma 

síndrome clínica caracterizada por coma com a presença de formas assexuadas de P. falciparum 

no sangue periférico, quando há a exclusão de outros fatores que podem causar inconsciência, 

como outras infecções ou hipoglicemia (GHAZANFARI; MUELLER; HEATH, 2018). 

A malária cerebral inclui o sequestro microvascular de eritrócitos infectados com P. 

falciparum, levando a processos cerebrais inflamatórios e perda da integridade da barreira 

hematoencefálica (NISHANTH; SCHLÜTER, 2019; ASIEDU et al., 2022) . Esses processos 

são iniciados através da exposição ou adesão dos eritrócitos infectados ao endotélio cerebral, 

desencadeando a resposta imune do hospedeiro gerando sinais inflamatórios (NISHANTH; 
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SCHLÜTER, 2019; ASIEDU et al., 2022). Também durante a malária cerebral, P. falciparum 

tem a capacidade de infectar eritrócitos imaturos,  o  que gera processos alterados da 

eritropoiese, além da infecção causar estresse oxidativo (TORRE; LANGLAIS; GROS, 2018; 

NISHANTH; SCHLÜTER, 2019; ASIEDU et al., 2022). 

2.4 Modelo de malária experimental  

Modelos animais de doenças humanas são utilizados há muitos anos em diferentes áreas 

de pesquisa, constituindo uma das etapas fundamentais da biomedicina. São necessários tanto 

para projetos de pesquisa quanto em testes diagnósticos e terapêuticos e no controle de produtos 

farmacológicos (YUNTA, 2007). Os modelos experimentais têm permitido o desenvolvimento 

do conhecimento em diferentes áreas da ciência. No caso específico do estudo da malária, o 

modelo murino é uma importante ferramenta para compreender o desenvolvimento do parasito 

no hospedeiro e no vetor invertebrado, o comportamento da doença, a resposta imune do 

hospedeiro ao parasito e o desenvolvimento da vacina. O modelo experimental na malária 

cerebral compreende o uso do parasito P. berghei ANKA e do camundongo C57BL/6 (OCA; 

ENGWERDA; HAQUE, 2013). 

2.4.1 Malária em camundongos  

O início do modelo experimental para a malária ocorre a partir da descoberta dos 

parasitos do gênero Plasmodium que infectam roedores, em 1948, por pesquisadores da 

Universidade de Edimburgo, no Reino Unido, denominado Plasmodium berghei Vincke & 

Lips, 1948 (VINCKE; DE; 1948), isolado de um roedor originário da República Democrática 

do Congo na África (PATTARADILOKRAT et al., 2022). Posteriormente, outros parasitos do 

gênero Plasmodium têm sido isolados em diferentes partes da África. Inicialmente, a descrição 

das diferentes espécies de parasitos foi complexa porque morfologicamente são muito 

semelhantes, por isso, só a partir do desenvolvimento de técnicas moleculares foi possível 

demonstrar que os parasitos isolados de diferentes lugares da África eram realmente espécies 

diferentes, pois as novas técnicas permitiram analisar a variação de pesos moleculares e padrões 

enzimáticos, assim como determinar polimorfismos genéticos (CARTER, 1973). Foi assim que 

em 1973 foi demonstrado que P. berghei e P. vinckei correspondem a espécies diferentes. 

Posteriormente, as diferentes técnicas que foram surgindo permitiram a descrição do P. 

chabaudi Landau, 1965 (LANDAU, 1965), P. yoeli (LANDAU; KILLICK-KENDRICK, 1966) 

e P. vinckei Rodhain, 1952 (RODHAIN, 1952) e diferentes cepas atualmente reconhecidas. 
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A possibilidade de ter o parasito isolado sob condições controladas, assim como mantê-

lo em camundongos de laboratório, tem permitido que cruzamentos genéticos mapeiem os 

genes do parasito e do hospedeiro, o que tem contribuído ao entendimento da infecção e da 

gravidade da doença. Em relação ao entendimento da malária, o isolamento da espécie P. 

berghei e a descrição de cepas como ANKA e NK65 foi muito importante, tendo em conta que 

mimetizam alguns efeitos da infecção em humanos como respostas inflamatórias excessivas. 

Além disso, cada cepa gera uma resposta diferente, é assim que o P. berghei ANKA é altamente 

virulento e gera sintomas cerebrais enquanto o NK65 não (PATTARADILOKRAT et al., 

2022). Além dos sintomas neurológicos P. berghei ANKA também gera alterações 

histopatológicas, sequestro de hemácias infectadas nos vasos sanguíneos do cérebro de 

camundongos, o que acontece da mesma forma nos humanos. As características da infecção por 

P. berghei ANKA em camundongos são as mais semelhantes às de humanos (Tabela 1), 

embora esse modelo não compartilhe todas as sintomatologias da malária cerebral humana, 

tornando-se o parasito mais utilizado no modelo experimental de malária cerebral (YAÑEZ et 

al., 1999; GRIFFITH et al., 2007; TANIGUCHI et al., 2015; SHIMADA et al., 2019). 

2.4.2 Camundongo como modelo experimental. 

O modelo de camundongo tem sido amplamente estudado devido às muitas semelhanças 

entre a via de resposta imune e os antígenos da malária definidos em parasitos murinos e 

humanos (BASIR et al., 2012). Embora tenha limitações em mimetizar todas as características 

da doença humana, a maior parte do conhecimento atualmente disponível é basicamente 

baseado em dados de modelos animais (BASIR et al., 2012). O modelo mais comum da Malária 

é camundongo infectado com Plasmodium o qual pode gerar malária cerebral quando a 

linhagem do camundongo é susceptível a cepa do parasito P. berghei ANKA, e embora a 

maioria das linhagens de camundongos sejam suscetíveis à malária cerebral (CBA/ca, CBA/J, 

CBA/HN, C57BL/6J, C57BL/6N, SLJ/J, 129/Ola, Swiss y NMRI), existem algumas linhagens 

que podem apresentar resistência à infecção e não gerar malária cerebral, como C3H, BALB/c, 

DBA/2 y 129Sv/ev (ENGWERDA et al., 2005). Os camundongos ICR e C57BL/6 são cepas 

suscetíveis para o desenvolvimento de malária cerebral, e são usados como modelo 

experimental, porém, camundongos ICR geram malária cerebral com altos níveis de 

parasitemia 60-80% (BASIR et al., 2012), enquanto C57BL/6 apresenta parasitemias muito 

mais baixas (CARROLL et al., 2010; OCA; ENGWERDA; HAQUE, 2013; TANIGUCHI et 

al., 2015). Portanto, o modelo mais utilizado e melhor descrito compreende o uso de C57BL/6 

infectado com o parasito da malária de roedores, P. berghei ANKA. (REST, 1982b; CARROLL 

et al., 2010; OCA; ENGWERDA; HAQUE, 2013). 
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2.4.3 Modelo de Malária Cerebral Experimental  

O modelo experimental de malária cerebral utilizando-se o camundongo C57BL/6 

infectado com P. berghei ANKA é um dos melhores descritos e desenvolve a doença mais 

semelhante ao humano. O desenvolvimento da doença em humanos compartilha a maioria das 

caraterísticas física, comportamental, imunológica, biológica e histopatológicas no cérebro, 

como se apresenta na Tabela 1, embora, um dos sintomas que diferem, é a presença de febre, 

no modelo animal a hipotermia é apresentada ao invés de febre (TORRE; LANGLAIS; GROS, 

2018).  

Tabela 1. Comparação da doença malária entre homens e modelo experimental 

murino. Comparação das características da doença do cérebro humano com malária vs. malária 

cerebral no modelo experimental camundongo infectado com P. berghei. Tabela retirada e traduzida 

de (TORRE; LANGLAIS; GROS, 2018) 

 
Parâmetro MC Humano MC Experimental 

Físico e comportamental   

convulsões, paralisia, ataques. + + 

Febre + - 

Hipotermia - + 

Histopatologia cerebral   

Astrócitos e mudanças na micróglia  + + 

Sequestro de pRBCs + + 

Sequestro de leucócitos  + + 

Sequestro de plaquetas +* + 

Protuberâncias semelhantes a botões em 

pRBCs 

+ - 

Hemorragia parenquimatosa + + 

Danos neuronais  + + 

Edema + + 

Imunológico   

Expressão de citocinas pró-

inflamatórias 

+ + 

Superexpressão de moléculas de MHC 

Classe I e II 

+ + 

Regulação positiva da molécula de 

adesão celular 

ICAM-1, VCAM-1,  

E-selectina, 

TSP, CSA, ácido hialurônico. 

ICAM-1, VCAM-1 

Bioquímico   

Aumento de lactato + + 

Aumento dos metabólitos da via da 

quinurenina 

+ + 
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*Presente em crianças com MC da África Subsaariana, mas não relatado em MC adulto 

pRBCs: Sigla do inglês parasitized red blood cells; pRBC. parasitized red blood cells   MHC, Major Histocompatibility Complex.; 

CSA- Chondroitin Sulfate A; ICAM-1: Intercellular Adhesion Molecule 1; VCAM-1- vascular cell adhesion molecule 1; 

TSP – trombospondina 

 

Para esse modelo Carroll et al 2010, desenvolveram uma escala quantitativa e rápida de 

comportamento e coma murino (RMCBS), que permite ao pesquisador acompanhar cada 

animal rapidamente. Isso foi projetado para avaliar cada animal em 3 minutos e é composto por 

10 parâmetros (andar, equilíbrio, desempenho motor, posição corporal, força dos membros, 

escape ao toque, reflexos auditivos, reflexos digitais, agressividade e higiene), cada parâmetro 

é pontuado de 0 como o mais baixo, para 2 como o mais alto, com uma pontuação máxima 

possível de 20, então, a mínima pontuação indica a presença da malária cerebral. Os autores 

relataram que animais infectados com 1x106 hemácias infectadas com parasito P. berghei 

ANKA, desenvolvem sintomas neurológicos e evoluem rapidamente para a morte dentro de 5 

a 10 dias da infecção, apresentando parasitemia relativamente baixa. Além disso, eles 

associaram os parâmetros com alterações histopatológicas. A importância deste modelo está 

em que o desenvolvimento da doença pela infecção do parasito é independente em cada 

indivíduo porque a idade e o sistema imunológico do animal podem influenciar a severidade da 

doença. 

2.5 Intestino 

O trato intestinal é um dos órgãos mais complexos do corpo em relação ao seu 

funcionamento e arquitetura e é subdividido em cinco domínios funcionais ao longo do eixo 

proximal para distal: duodeno, jejuno e íleo no intestino delgado, e o ceco e o cólon que formam 

o intestino grosso  (HOUNNOU et al., 2002). O intestino compreende tipos especializados de 

células e tecidos de todas as três camadas germinativas. Os tecidos intestinais incluem epitélio 

derivado do endoderma, que abriga células-tronco intestinais especializadas (SATO; 

CLEVERS, 2013), músculo liso derivado do mesoderma, vasculatura, células linfáticas e 

imunes e o sistema nervoso entérico derivado do ectoderma (WELLS; SPENCE, 2014). 

Contribuições de todas as camadas germinativas são necessárias para ajudar a coordenar uma 

infinidade de funções intestinais (WELLS; SPENCE, 2014). 

2.5.1 Intestino delgado 

O intestino delgado é especializado em funções digestivas e absortivas, apresenta 

vilosidades em toda sua extensão. A digestão requer um pH neutro que é alcançado pelas 

secreções das glândulas de Brunner e do pâncreas exócrino. O intestino delgado é dividido em 

três regiões: 
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Duodeno: é a porção proximal adjacente ao estômago. Apresenta vilosidades altas e 

delgadas que se estendem até o lúmen. No duodeno também estão as glândulas de Brunner, as 

quais estão localizadas na submucosa. 

Jejuno: é a porção intermediaria, as vilosidades são altas e delgadas que se estendem 

até o lúmen, não apresenta glândulas na submucosa. 

Íleo: é a porção distal adjacente ao intestino grosso. Apresenta vilosidades curtas e 

largas com extremidades rombas que se estendem para dentro do lúmen; não apresenta 

glândulas na submucosa (TREUTING; VALASEK; DINTZIS, 2012).  

2.5.2 Diferentes populações de células intestinais 

O intestino é revestido por um epitélio simples, formado por uma monocamada de 

células epiteliais. Essas células são originárias de células-tronco multipotentes presentes nas 

criptas, dentre elas estão: enterócitos, células de Paneth, células caliciformes e células 

enterocromafins (NOAH; SHROYER, 2013).  

2.5.2.1 Enterócitos 

São as principais células intestinais, absortivas que constituem > que 80 % de todas as 

células epiteliais do intestino delgado (CHENG; LEBLOND, 1974; SNOECK; GODDEERIS; 

COX, 2005). Enterócitos desempenham um papel na absorção de nutrientes, e atuam como uma 

barreira à entrada de micróbios e toxinas do lúmen para o tecido, podem secretar citocinas e 

quimiocinas em resposta a sinais inflamatórios. Por meio dessa secreção, os enterócitos podem 

ativar e recrutar células inflamatórias e imunes, podendo também atuar como células 

apresentadoras de antígenos quando são estimuladas(CHOUGULE et al., 2012).  

2.5.2.2 Celulas de Paneth 

As células de Paneth são células epiteliais altamente especializadas do intestino delgado, 

povoam a base das criptas de Lieberkühn, as quais são pequenas invaginações que revestem a 

superfície da mucosa ao longo do intestino (PORTER et al., 2002; STAPPENBECK, 2009). 

Tem uma morfologia única caracterizada por um extenso retículo endoplasmático e rede de 

Golgi que direcionam grandes e densos grânulos secretores para a membrana apical 

(OUELLETTE, 2010; CLEVERS; BEVINS, 2013). Os grânulos secretores das células de 

Paneth são ricos em diversas proteínas e peptídeos de defesa do hospedeiro, lisozima, proteína 

de ligação ao lipopolissacarídeo, RegIII-γ e xantina oxidase, metaloproteinase de matriz 7 

(MMP7), ligante CD95, IgA acho que não, CD1d, polipeptídeo intestinal rico em cisteína, 

CD15 e metalotioneína, e uma série de mediadores pró-inflamatórios que incluem interleucina-
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17ª (IL-17ª), fator de necrose tumoral-α (TNF- α), IL-1β e lipocinas (PORTER et al., 2002; 

TAKAHASHI et al., 2008; STAPPENBECK, 2009; OUELLETTE, 2010). No intestino 

delgado, a fonte primária, mas não exclusiva, de proteínas e peptídeos antimicrobianos 

presentes no lúmen são as células de Paneth. Essas proteínas provavelmente moldam a 

composição das espécies e a abundância dos micróbios locais que residem no lúmen do 

intestino, além de desempenhar um papel na eliminação de patógenos potenciais 

(STAPPENBECK, 2009) . 

2.5.2.3 Células caliciformes  

As células caliciformes são células epiteliais intestinais secretoras, especializadas na 

síntese e secreção de mucinas formadoras de gel. As camadas de mucina cumprem as funções 

de lubrificação e barreira física, mediante a criação de estruturas semelhantes a redes que são 

impenetráveis às baterias (BIRCHENOUGH et al., 2015). Existem dois tipos de camadas de 

mucina: uma camada fixa (ou firme) e uma camada solta, normalmente, o intestino delgado 

contém uma única camada de muco que não está ligada aos enterócitos, enquanto o cólon possui 

duas camadas de muco, a camada interna serve para separar as células epiteliais intestinais das 

bactérias presentes na camada mucosa externa (ATUMA et al., 2001; JOHANSSON et al., 

2008; BIRCHENOUGH et al., 2015). Entre várias moléculas da família das mucinas, MUC2 é 

a mais abundante nos grânulos secretores das células caliciformes e representa a primeira 

grande glicoproteína clonada (ALLEN; HUTTON; PEARSON, 1998). A importância das 

células caliciformes na proteção da mucosa intestinal é destacada pelos papéis de dois produtos 

de células caliciformes, MUC2 e o peptídeo trefoil factor 3 (TFF3) (KURASHIMA; KIYONO, 

2017). 

2.5.2.4 Células enterocromafins  

O epitélio intestinal está geralmente associado à absorção de nutrientes e função de 

barreira. As células enteroendócrinas (CEEs) constituem apenas 1% do epitélio intestinal e são 

células produtoras de hormônios que controlam os principais processos fisiológicos 

relacionados à ingestão alimentar, secretando mais de 20 peptídeos diferentes (BEUMER; 

GEHART; CLEVERS, 2020). Os hormônios são produzidos em uma célula individual e 

quando estimulada causa a liberação dependendo do tipo de CEE e mudam ao longo da vida de 

uma célula enteroendócrina individual (BEUMER; GEHART; CLEVERS, 2020). 

Classicamente, os CEEs são distinguidas pelo principal hormônio que secretam: células 

enterocromafins (EC) (serotonina, 5-HT), células I (colecistocinina, CCK), células K (peptídeo 

inibitório gástrico, GIP), células L (peptídeo semelhante ao glucagon 1, GLP-1), células X 

(grelina, GHRL), células S (secretina, SCT), células D (somatostatina, SST) e células N 
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(neurotensina, NTS) (DIWAKARLA et al., 2017; HABER et al., 2017). O repertório hormonal 

de uma célula individual é limitado pela linhagem enteroendócrina e gastrointestinal 

(BEUMER; GEHART; CLEVERS, 2020).  As células enterocromafins (EC) são o subtipo mais 

abundante de células enteroendócrinas intestinais, que podem entrar em contato direto com o 

lúmen intestinal e interagir com as terminações nervosas aferentes e eferentes localizadas na 

lâmina própria por meio de conexão sináptica (REZZANI et al., 2022). Embora representem 

menos que 1% das células epiteliais intestinais, podem produzir e liberar 90% da serotonina do 

corpo, que é essencial para a motilidade intestinal, função plaquetária, resposta imune e 

desenvolvimento ósseo ( Revisado em XU et al., 2021). As células EC produzem a 

Cromogranina A (ChrgA), que é uma proteína solúvel que compõe maioritariamente os 

grânulos de secreção destas células (VARNDELL et al., 1985).  

2.5.2.5 Mastócitos 

Os mastócitos são células importantes do sistema imunológico, encontradas nos tecidos 

conjuntivos de todo o corpo, em particular, na pele, perto dos vasos sanguíneos e linfáticos, dos  

nervos, dos pulmões e intestinos (KRYSTEL-WHITTEMORE; DILEEPAN; WOOD, 2016). 

Eles têm uma aparência arredondada e seus grânulos apresentam metacromasia (assumem uma 

cor diferente da apresentada pelo corante) (FONG; CRANE, 2022). Os mastócitos 

desempenham um papel importante na resposta do sistema imunológico a certas bactérias e 

parasitos, também ajudam a controlar outros tipos de respostas imunes e contêm substâncias 

químicas como histamina, heparina, citocinas e fatores de crescimento (SHIMOKAWA et al., 

2017).  

 Os mastócitos estão localizados nas camadas mucosa e submucosa em todo o trato 

intestinal e são frequentemente observados próximos das terminações nervosas dos neurônios 

sensoriais e autônomos. Os mastócitos são classificados como células mastocitarias da mucosa 

ou mastócitos de tecido conjuntivo,  são morfológica, bioquímica e funcionalmente distintos 

dos mastócitos do tecido conjuntivo (GURISH; AUSTEN, 2012). Tem sido relatado que 

existem dois tipos de degranulação em mastócitos: degranulação rápida geral e degranulação 

constante fragmentada. Supõe-se que a degranulação rápida geral é dominante em mastócitos 

de tecido conjuntivo, enquanto a degranulação constante aos poucos pode ser dominante em 

mastócitos de  tecido da mucosa (ABDELLAH et al., 2018; KADOWAKI; YAMAMOTO; 

HAYASHI, 2022). 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/degranulation
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2.6 Alterações intestinais na malária cerebral.  

A malária em humanos pode causar sérios distúrbios em os diferentes órgãos como nos 

pulmões, coração, fígado, baço, rins e intestinos (KEVIN BAIRD, 2013). Embora, durante a 

infecção são comuns os danos cerebrais e distúrbios respiratórios,  os sintomas gastrointestinais 

predominam (FAURE, 2014). Tem sido evidenciado que a infecção por P. falciparum pode 

apresentar altos níveis de parasitas nos vasos sanguíneos das membranas mucosas do intestino 

delgado, com relativamente poucos parasitas no resto do corpo (FAURE, 2014). A presença de 

sintomas gastrointestinais levou à avaliação de alterações gastrointestinais durante a infecção 

por plasmódio em diferentes modelos experimentais. Assim foi avaliado o Plasmodium 

chabaudi ao infectar camundongos C57BL/6, constatando que quando há desnutrição e 

infecção pelo parasita, ocorrem alterações intestinais como deformidade das células epiteliais e 

permeabilidade intestinal (MURR et al., 2021). Verificou-se também que uma única infecção 

com P. chabaudi levou a um aumento de TNF, IL-6 e IL-10 no cólon, mas não afetou a 

produção de citocinas no ceco (DOS SANTOS et al., 2021). Por outro lado, no modelo 

experimental de malária cerebral com P. berghei ANKA, em camundongos C57BL/6 com 7-8 

d.i., foram encontradas alterações como encurtamento do intestino, retenção de gases, perda da 

permeabilidade intestinal, além  de alterações da mucosa, como edema, afinamento da mucosa 

e muscular, aumento das células caliciformes e oclusão dos vasos sanguíneos (TANIGUCHI et 

al., 2015; SHIMADA et al., 2019).  

Embora alguns estudos a respeito de sintomas/alterações gastrointestinais durante a 

infecção por P. berghei ANKA tenham sido realizados, os mecanismos envolvidos nessas 

alterações ainda não foram elucidados. Além disso, não tem reportado se as alterações 

intestinais estão relacionadas com o desenvolvimento da infecção. É dizer, se apresenta 

diferenças nas alterações intestinais quando se desenvolve malária cerebral ou não. Assim, o 

objetivo do presente estudo foi investigar como a infecção por P. berguei ANKA afeta o 

intestino quando se desenvolve a malária cerebral ou não. 
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3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 

Avaliar as alterações intestinais no modelo de malária cerebral experimental em 

camundongos C57BL/6 infectados com P. berghei ANKA que desenvolvem malária cerebral 

ou não. 

3.2 Objetivos específicos 

• Avaliar o escore de morbidade em animais infectados com P. berghei ANKA; 

• Mensurar a parasitemia dos animais infectados com P. berghei ANKA durante o 

desenvolvimento da doença; 

• Avaliar a presença de gases gastrointestinais e o trânsito intestinal dos animais 

infectados que desenvolvem malária cerebral ou não, em relação aos não infectados; 

• Dosar hemoglobina e glicose no sangue dos animais infetados com P. berghei ANKA; 

• Analisar as alterações histológicas no intestino de animais infectados que desenvolvem 

malária cerebral ou não; 

• Quantificar os mastócitos no intestino de animais infectados e não infectados; 

• Quantificar as células caliciformes e mensurar as vesículas de secreção das mesmas em 

animais infectados e não infectados; 

• Detectar a camada de muco no intestino grosso de camundongos C57BL/6 infectados 

com P. berghei ANKA;   

• Detectar e quantificar as células enterocromafins no intestino de animais que 

desenvolvem malária cerebral ou não, e animas não infectados; 

• Analisar a expressão de Mucina 2 (Muc2), 

Triptofano hidroxilase (Tph1), Cromogranina A (ChrgA), Peptídeo intestinal vasoativo 

(VIP), Receptor Notch 1 (NOTCH-1), Interleucina-13 (IL-13), PIEZO-2 e HES-1 por 

PCR quantitativa (qPCR) em tecido intestinal de animais infectados e não infectados;  
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Animais 

Em todo o estudo foram utilizados 49 Camundongos C57BL/6 fêmeas de 7-8 semanas 

de idade, os quais foram criados e mantidos em condições específicas livres de patógenos na 

Rede de Biotérios de Roedores (REBIR) da Universidade Federal de Uberlândia (UFU), em 

ambiente com temperatura controlada (22-25ºC), ciclos claro/escuro de 12 h e livre acesso a 

ração e água. Todos os experimentos com animais foram realizados de acordo com as normas 

éticas do CONCEA (Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal) e foram 

previamente aprovados pelo Comitê de Ética na Utilização de Animais da Universidade Federal 

de Uberlândia (CEUA/UFU) sob protocolo de número 050/21 (ANEXO 1). 

4.2 Cepa do parasito e inóculo 

A cepa P. berghei ANKA, expressando a proteína fluorescente green fluorescent protein 

(GFP), foi usado para infectar os animais neste estudo. Com a finalidade de preparar inóculos 

com carga parasitaria conhecida e padronizada para todos os animais dos grupos experimentais, 

hemácias infectadas com a cepa de P. berghei ANKA foram mantidas em nitrogênio líquido e 

descongeladas para infectar camundongos C57BL/6 fêmeas pela via intravenosa (i.v.) (plexo 

retro orbital). Amostras de sangue da cauda destes animais foram coletadas para avaliar a 

porcentagem de parasitemia. Quando as fêmeas atingiram parasitemia de 1-2 %, o sangue foi 

coletado e alíquotas de parasitos com 1×105 hemácias infectadas foram preparadas em um 

volume final de 100 L cada, ressuspensas em 10% de glicerina e PBS. As alíquotas foram 

armazenadas a -80 °C até o momento de uso. Sendo assim, após descongelamento do inóculo 

os animais do grupo experimental foram infectados com 100 L do mesmo por via i.v. e os 

animais controles não infectados foram inoculados com 100µl de PBS.  

4.3 Desenho experimental 

Para a avaliação do intestino durante a malária cerebral, camundongos C57BL/6 foram 

infectados com a cepa P. berghei ANKA. O efeito da infecção foi comparado com 

camundongos C57BL/6 não infectados (NI), sob as mesmas condições experimentais.  Após o 

quarto dia de infecção até o momento da eutanásia os animais foram monitorados para análise 

da parasitemia. Para isso, amostras de sangue foram coletadas da cauda e fixadas em 

formaldeído 4%. As amostras foram armazenadas a 4 °C até a análise em citômetro de fluxo. 

Além disso a sobrevivência, perda percentual de peso e sinais clínicos dos animais foram 

avaliados diariamente a partir do dia 4 após a infecção (p.i.). Os sinais clínicos específicos da 
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malária cerebral experimental, foram avaliados de acordo com a Escala Rápida de Coma e 

Comportamento Murino (RMCBS - Rapid Murine Coma and Behaviour Scale) (Figura 2). 

Figura 2. Desenho experimental para desenvolvimento de Malária Cerebral. 

A figura representa o desenho experimental, desde o dia de infecção dos animais C57BL/6, com 1x105 hemácias infectadas com 

P. berghei ANKA +GFP (sinalado com a seta), até o último dia de eutanásia. O dia 7 representa o primer dia de eutanásia quando 

os animais desenvolvem malária cerebral de acordo com a pontuação do score. E o dia 9 a segunda eutanásia dos animais que não 

desenvolvem malária cerebral.  

 

A RMCBS é uma escala quantitativa que avalia dez parâmetros (andar, equilíbrio, 

desempenho motor, posição corporal, força dos membros, fuga ao toque, reflexo do pavilhão 

auricular, pinça do dedo do pé, agressão e higiene) e é pontuado de 0 a 20, onde a pontuação de 

0 corresponde ao animal mais doente e 20 a pontuação em animal saudável (CARROLL et al., 

2010).  

Tabela 2. Parâmetros avaliados no escore RMCBS  

Parâmetro Score Descrição 

Andar (0-2) Sem movimento (0), atáxico (1), movimentação normal (2) 

Equilíbrio (0-2) 
Sem extensão corporal (0), extensão das patas frontais na parede (1), 

corpo inteiro levantado (2) 

Desempenho motor (0-2) 
Nenhum (0), 2-3 cantos explorados em 90 segundos (1), exploração dos 

4 cantos em 15 segundos (2) 

Posição corporal (0-2) De lado (0), curvado (1), extensão completa (2) 

Força dos membros (0-2) 
Hipotônico, sem aperto (0);  aperto fraco, apenas das patas frontais (1);  

aperto forte (2) 

Escape ao toque (0-2) Nenhum (0), unilateral (1), bilateral e instantâneo em 3 tentativas (2) 

Reflexos auditivos (0-2) Nenhum (0), unilateral (1), bilateral e instantâneo em 3 tentativas (2) 

Reflexos digitais (0-2) Nenhum (0), unilateral (1), bilateral e instantâneo em 3 tentativas (2) 

Agressividade (0-2) 
Nenhuma (0), tentativa de mordida durante o corte da cauda (1), 

tentativa de mordida antes do corte da cauda (2) 

Higiene (0-2) Despenteado, com faixas de pelo fora de lugar (0), 

empoeirado/arrepiado (1), normal/ limpo e com brilho (2) 

(CARROLL et al., 2010) 
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Os animais foram eutanasiados quando a escala de comportamento indicava a presença 

de malária cerebral (pontuação de 5 ou menos, animais em coma), ou no dia 9 p.i pois os animais 

que sobreviveram neste dia não desenvolveriam a malária cerebral e foram considerados como 

animais com malária anêmica, os animais não infetados foram eutanasiados entre os dias 7 e 9 

(Tabela 3). Desta forma os animais foram divididos em três grupos: 

Tabela 3. Grupos experimentais 

GRUPO ABREVIAÇÃO DESCRIÇÃO 

Malária Cerebral MC Animais com pontuação de RMCBS ≤ 5. 

Malária Não Cerebral MNC 
Animais com 9 dias de infecção e pontuação do 

RMCBS de 16±1. 

Não Infectado NI Animais não infectados.   

 

4.4 Anestesia, eutanásia, coleta de amostras e órgãos 

Antes da eutanásia, os animais foram anestesiados com Xilazina 10 mg/Kg e Cetamina 100 

mg/Kg (Vetnil, Louveira, SP, Brasil) administradas por injeção intraperitoneal (i.p). No 

momento da eutanásia se fez observação macroscópica e registro fotográfico dos intestinos.  

Amostras de sangue da cauda foram coletadas para dosagem de hemoglobina. Posteriormente, 

os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical. O intestino delgado e o intestino 

grosso foram mensurados e pesados e as características macroscópicas foram documentadas. O 

intestino delgado foi coletado, cortado e dividido em quatro porções (duodeno, jejuno proximal, 

jejuno distal e íleo), e cada porção foi enrolada sobre si mesma para fazer um “rolo 

suíço”, para analises histológicas em toda sua extensão. Além disso, o cérebro e baço também 

foram coletados, o baço foi pesado e o cérebro foi coletado para analise histológica. Os órgãos 

coletados para histologia foram fixados em formol tamponado a 10% e processados 

rotineiramente para inclusão em parafina e seccionamento. O sangue do animal foi coletado 

pelo plexo retro orbital no momento da eutanásia com o animal anestesiado, posteriormente foi 

centrifugado para separar o soro para análise de glicemia, o qual foi coletado e mantido a -80ºC.  

Além disso, fragmentos de tecido intestinal (o íleo próximo ao jejuno distal), cérebro 

(hemisfério esquerdo) e colón (porção mais próxima ao seco) foram coletados para análises de 

biologia molecular, sendo anteriormente lavados em solução salina tamponada com fosfatos 

(PBS) e acondicionados em micro tubos, os quais imediatamente foram congelados em 

nitrogênio líquido e armazenados à -80 ºC até o momento do uso. 
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4.5 Parasitemia dos animais infectados com P. berghei ANKA  

A parasitemia dos animais foi avaliada por citometria de fluxo desde o dia 4 p.i até o 

dia da eutanásia. Para tal fim, foram coletadas aproximadamente duas gotas do sangue da cauda 

dos camundongos, e ressuspensas em 500 L de PBS estéril para depois serem centrifugadas a 

3500 r.p.m durante 5 minutos. Posteriormente o sobrenadante foi descartado e o pellet de 

hemácias foi ressuspendido em 500 L de formaldeido 4% em PBS. As amostras de sangue da 

cauda foram avaliadas em citômetro Cytoflex flow (Beckman Coulter, United States), 

estabelecendo um gate para a separação de hemácias de outras células de acordo com tamanho 

e granularidade. Em seguida, as hemácias infectadas foram detectadas de acordo com a 

fluorescência emitida pelos parasitos intracelulares. Um total de 50.000 células foram 

avaliadas, e os resultados foram analisados no software CytExpert. 

4.6 Determinação dos níveis de hemoglobina 

Os níveis de hemoglobina foram determinados no dia da eutanásia a partir das amostras 

de sangre dos camundongos infectados e não infectados usando um kit comercial seguindo as 

instruções do fabricante (Labtest Diagnóstica S.A. - Belo Horizonte, MG). Para essa análise, 

20 µl de sangue foram coletados da cauda dos animais, a absorbância para a dosagem de 

hemoglobina foi lida em comprimento de onda de 540 nm em leitor de microplacas (Versa Max 

ELISA Microplate Reader, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, United States). Os resultados 

foram expressos em g/dL. 

4.7 Quantificação dos níveis de Glicose no sangue. 

Os níveis de glicose no sangue, foram determinados no dia de eutanásia das amostras 

de soro dos camundongos infectados e não infectados, usando um kit comercial seguindo as 

instruções do fabricante (Labtest Diagnóstica S.A. - Belo Horizonte, MG). Para a realização do 

ensaio foi utilizado 5 µl de soro dos animais, e a absorbância para a dosagem de glicose foi 

mensurada em comprimento de onda de 505 nm num leitor de microplacas (Versa Max ELISA 

Microplate Reader, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, United States) e os resultados foram 

expressos em mg/dL. 

4.8  Avaliação da motilidade intestinal pelo teste de carvão ativado 

Para avaliação da motilidade intestinal os animais do grupo NI e animais do grupo 

infectado foram previamente colocados em jejum por 12 horas, e em seguida estes animais 

receberam 200 µL de suspensão de carvão ativado (5% de carvão ativado em solução de 

carboximetilcelulose a 0.5%, m/v) por via oral (DE REZENDE et al., 2021). Após 45 min de 
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administração de carvão, os animais foram eutanasiados como descrito anteriormente, e o 

intestino delgado foi removido para determinar a distância percorrida pelo carvão ativado. Os 

resultados do trânsito intestinal foram expressos como a relação entre o comprimento total do 

intestino e a distância percorrida pelo carvão ativado (HARRISON et al., 2004; UDDIN et al., 

2005). 

4.9 Análise de retenção gases gástricos (Teste de flotação) 

Para avaliar a disfunção do trato gastrointestinal durante a MC, foi analisada a retenção 

de gases no estômago. Para isso, o trato gastrointestinal foi coletado desde a parte final do 

esôfago até o reto do camundongo, tendo precaução de não pinçar e deixar sair os gases 

intestinais que poderiam estar presentes. Posteriormente, foram dispostos em um tubo de 

centrífuga de 50mL contendo PBS e foi observado se os órgãos apresentavam flutuação ou não. 

A retenção de gases foi mensurada a partir da distância de flutuação do estômago, considerando 

a graduação do tubo. Os dados foram representados como % da distância de flutuação, sendo 

100% de flutuação o volume máximo do tubo. 

4.10 Análises histológicas 

Para análises histológicas, as seções de tecido dos intestinos delgado e grosso foram 

seccionadas a uma espessura de 4 µm em micrótomo (Leica RM2125 RTS), posteriormente 

coradas para os diferentes analises histológicas descritas abaixo. 

 

4.10.1 Histologia geral do intestino.  

Os intestinos foram corados com Hematoxilina e Eosina (H&E) para a observação da 

estrutura histológica do tecido, alterações estruturais e presença de inflamação.   

 

4.10.2 Quantificação de mastócitos  

Para a quantificação de mastócitos secções teciduais do intestino delgado foram coradas 

com Azul de Toluidina (AT). O número de mastócitos foi obtido a partir da análise de 50 

campos por porção intestinal, totalizando 200 campos microscópicos por animal. Os tecidos 

foram analisados utilizando a objetiva de 40x de aumento. 

4.10.3 Análise de células caliciformes 

Para a análise das células caliciformes, os cortes de tecido foram corados com Alcian 

blue (AB). O número de células caliciformes foi mensurado em 100 vilosidades por porção de 

intestino para um total de 400 vilosidades por animal, utilizando uma objetiva de 40x. Além 
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disso, a área das porções secretoras das células caliciformes de 20 vilosidades aleatórias por 

intestino foi mesurada usando o software QuPath 0.3.2. 

 

4.10.4 Detecção de células enterocromafins 

As células enterocromafins foram detectadas com a coloração de prata de acordo com 

GRIMELIUS (2004), com modificações. Brevemente, secções do intestino delgado foram 

desparafinizadas em xilol e reidratadas em álcoois de concentrações decrescentes seguida por 

passagem em água. Posteriormente os cortes foram incubados em solução de impregnação 

(água destilada com 70 mg de nitrato de prata) a 60°C durante 3 horas, e transferidos para 

solução de redução (1% de hidroquinona e 5% de sulfito de sódio anidro dissolvido em solução 

tampão de Walpole 1:20, m /v) pré-aquecido a 60°C por 1 minuto, onde em seguida foram 

contra coradas com safranina. Para a quantificação das células enterocromafins foram 

analisados 50 campos por porção intestinal, totalizando 200 campos teciduais por camundongo, 

usando uma objetiva de 40x. 

 

4.11 Analise da camada de Muco  

Para o analise da camada do muco no intestino grosso, o tecido foi coletado e fixado 

imediatamente após ser retirado do animal,  todo o conteúdo intestinal foi preservado. A fixação 

foi feita com metacarnoy (60% metanol, 30% cloroformio% e 10% Ácido acético glacial) a 4°C 

durante 2 horas, depois incubado por uma hora em etanol absoluto a 4°C, onde posteriormente 

foram feitos 3 banhos no xilol por 10 minutos, seguido pela inclusão em parafina. O tecido foi 

seccionado com uma espessura de 5 µm e corado com Alcian blue.  

 

4.12 Análise da expressão de mRNA no tecido intestinal 

A extração de RNA foi realizada utilizando amostras de tecido intestinal (Íleo). Estas 

amostras foram pulverizadas utilizando nitrogênio líquido, e foram em seguida 

homogeneizadas em 1000 µL TRIzol ® (Life Technologies, Carlsbad, USA) com auxílio de 

um homogeneizador (IKA Works GmbH & Co. KG-Staufen– Alemanha). A 

extração do RNA total foi realizada conforme instruções do fabricante. As concentrações de 

RNA foram mensuradas no equipamento NanoDrop (1000, Thermo). Em seguida, o DNA 

complementar (cDNA) foi sintetizado a partir de 1 µg de RNA por transcrição reversa 

ImPromII™ (Promega, Madison, WI, EUA) realizada no termociclador (Thermo Fisher 

Scientific, Eugene, OR, EUA). A reação de PCR quantitativa (qPCR) foi realizada no 



34 

 

equipamento de PCR em tempo real ABI 7500 (Applied Biosystems, Life Technologies) 

utilizando o Kit GoTaq® qPCR Master Mix (Promega, Madison, WI, EUA). Foram utilizadas 

sequências de primers especificas para cada gene alvo (Tabela 4). Os dados da expressão gênica 

foram analisados em relação ao gene glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), 

esses resultados foram normalizados em relação ao grupo NI usando o método do 2-ΔΔCt 

(LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). 

 

Tabela 4. Sequências de primers 

Nome do gene Sequência do primer 

ChrgA Forward 5’-3’ CCAAGGTGATGAAGTGCGTC 

Reverse 5′-3’ GGTGTCGCAGGATAGAGAGGA 

Tph-1 Forward 5’-3’ CACGAGTGCAAGCCAAGGTTT 

Reverse 5′-3’ AGTTTCCAGCCCCGACATCAG 

VIP Forward 5’-3’ TGTGCTGTTCTCTCAGTCGC 

Reverse 5′-3’ AAACGGCATCCTGTCATCCA 

Muc-2  Forward 5’-3’ TGCTGTGTTTGGAAGGCTG 

Reverse 5′-3’ TAGGCTGGTTATCTGCTGAC 

Notch-1 Forward 5’-3’AGCAAGAAGAAGCGGAGAGAGC 

Reverse 5′-3’ TGTCGTCCATCAGAGCACCATC 

Piezo-2 Forward 5’-3’ GCACTCTACCTCAGGAAGACTG 

Reverse 5′-3’ CAAAGCTGTGCCACCAGGTTCT 

Hes-1 Forward 5’-3’GGAGAGGCTGCCAAGGTTTT 

Reverse 5′-3’ GCAAATTGGCCGTCAGGA 

IL-13 Forward 5’-3’GAGCAACATCACACAAGACCAGA 

Reverse 5′-3’ GAATCCAGGGCTACACAGAACC 

 

4.13 Análise estatística 

A análise estatística e gráficos foram feitas com o programa GraphPad Prism versão 

8.0 (GraphPad Software). Os dados foram expressos como a média ± erro padrão da média 

(SEM). Os dados que apresentaram distribuição paramétrica foram analisados pelo teste One-

way ANOVA seguido do pós-teste de comparação de Sidak. Os dados que apresentaram 

distribuições não paramétricas foram analisados com o teste de Krustal-Wallis seguido do teste 

de comparações múltiplas de Dunn para análise entre os grupos. Valores de p<0,05 foram 

considerados estatisticamente significantes. 
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5 RESULTADOS 

5.1 Desenvolvimento da infecção por P. berghei ANKA em camundongos C57BL/6 

Para o modelo de malária cerebral, utilizamos o inóculo 1x105 hemácias infectadas com 

P. berghei ANKA buscando obter um número considerável de animais que desenvolvem 

malária cerebral. Infectamos um total de 49 animais em todo o trabalho, dos quais 37 

desenvolveram malária cerebral, ou seja, 75,63% entre os quatro experimentos realizados 

(Tabela 5). Os animais que desenvolveram malária cerebral foram consequentemente 

considerados no grupo de malária cerebral (MC) e os que não a desenvolveram foram atribuídos 

ao grupo de malária não cerebral (MNC). 5 animais não infetados foram utilizados por 

experimento realizado.  

Tabela 5. Porcentagem de desenvolvimento de malária 

 Malária cerebral (MC) Malária Não Cerebral (MNC) 

Porcentagem de animais 

inoculados com 1x105 hemácias 

infectadas com P. berghei 

ANKA 

75,63 % 24,38 % 

 

Para acompanhar o desenvolvimento da infecção, os camundongos infectados foram 

monitorados para análise de sinais clínicos de malária cerebral desde o dia 4 após a infecção. A 

partir do dia 5 p.i., foram observados parâmetros como ataxia e pelos eriçados, e no dia 7 p.i., 

os animais desenvolveram ataxia progressiva, paralisia, perda da força dos membros e do 

reflexo digitais, pelagem despenteado e chegaram ao coma, ou tiveram escore de 4 RMCBSPor 

outro lado, os animais que sobreviveram até o dia 9 apresentaram os primeiros sintomas 

descritos, mas não desenvolveram progressão da doença, com escore médio de 16 RMCBS 

(Figura. 3A).  

Camundongos infectados apresentaram perda de peso progressiva durante os dias de 

infecção. Os animais que desenvolveram MC perderam até 8% do seu peso corporal no dia 7 

p.i., entretanto, embora os animais com MNC tenham perdido peso semelhante no dia 7 p.i., 

eles recuperaram em média 4,7% do peso, no dia 9 p.i. (Figura. 3B).  

Alterações na parasitemia periférica foram avaliadas em animais infectados com P. 

berghei ANKA a partir do dia 4 p.i. até o dia 7 p.i (para animais que desenvolveram MC) ou 

até o dia 9 p.i (para animais com MNC). A porcentagem de células sanguíneas infectadas foi 

quantificada por citometria de fluxo. Camundongos infectados apresentaram um aumento 

progressivo da parasitemia. No entanto, os níveis de parasitemia foram maiores nos animais 
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que desenvolveram MC, com 8,3 % de hemácias infectadas no dia 7 p.i., enquanto nos animais 

com MNC foi observado uma média de 5,2% e 6,5% de parasitemia entre nos dias 7 e 9 p.i. 

respectivamente (Figura. 3 C,D) . 

 

 
Figura 3. Avaliação do Escore RMCBS, variação do peso e parasitemia durante o desenvolvimento 

da infecção por P. berghei ANKA.  

 Camundongos C57BL/6 foram inoculados com 1×105 hemácias infectadas com P. berghei ANKAGFP+ via i.v. (A) Pontuação 

RMCBS, peso corporal (B), e porcentagem de parasitemia estimado por citometria de fluxo (C). Figura representativa dos plots 

da parasitemia feita no citometro de fluxo (D), grupo de animais não infectados (D-a), grupo CM no dia 7 p.i. (D-b), e grupo MNC 

no dia 9 p.i. (D-c) mostrando a frequência de hemácias infectadas. Representação de esfregaço de sangue periférico de animais 

infectados aos 7 p.i. (D-d). Escala da barra: 10 µm. Os dados são apresentados como a média de cada grupo ± SEM e são 

representativos de pelo menos dois experimentos independentes. Os dados foram analisados por Two Way ANOVA e pós-teste 

de Sidak (A, B, C). As diferenças estatísticas em relação ao grupo NI são apontadas de acordo com a cor do símbolo de cada 

grupo. ***p<0,001; ****p<0,0001. Animais com Malária Cerebral (CM) (n=11), animais como Malária Não Cerebral (MNC) 

(n=4), e camundongos controles não infectados (NI) (n=10). 
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5.2 Sinais de malária nos animais infectados com P. berghei ANKA 

 Na malária os níveis baixos de hemoglobina, glicose e presença de esplenomegalia são 

sintomas comuns, devido a isso nós avaliamos a hemoglobina no sangue dos animais no dia da 

eutanásia. Dessa forma, foi observado que os animais infectados com P. berghei ANKA 

apresentaram níveis de hemoglobina mais baixos, animais com MC (p<0,001) e animais com 

MNC (p<0,0001) comparados com os animais NI (Figura. 4A). Níveis de glicose no soro dos 

animais também foram mensurados, se observou que diminuição de glicose no soro de animais 

com MC (p<0,01) e MNC (p<0,001) respeito aos animais NI (Figura. 4B). Além disso, o baço 

dos animais foi avaliado para determinar se os animais apresentavam esplenomegalia. Foi 

possível observar que nos dois grupos com malária os baços apresentaram aumento de peso 

quando comparado com o grupo NI (p<0,0001), além disso baços dos animais com MNC 

apresentaram peso mais elevado que baços dos animais com MC (p<0,0001) (Figura 4C). 

Avaliação da hemoglobina, glicose e peso do baço durante o desenvolvimento da infecção por 

P. berghei ANKA.   

 

Figura 4. Avaliação da hemoglobina, glicose e peso do baço durante o desenvolvimento da infecção 

por P. berghei ANKA.   

Níveis de hemoglobina, glicose no sangue e peso do baço em camundongos C57BL/6 inoculados com 1×105 hemácias infectadas 

com P. berghei ANKAGFP+ i.v. Animais com Malária Cerebral (MC), animais com Malária Não Cerebral (MNC), e camundongos 

controles não infectados (NI) foram injetados com PBS. (A) Hemoglobina no sangue (NI, MC e MNC, n=6-11); (B) Glicose no 

sangue (NI, MC e MNC, n=6-7); (C) Peso do baço (NI, MC e MNC, n=6-11).  As mensurações correspondem para o grupo CM 

no dia 7 p.i., e grupo MNC no dia 9 p.i. Os dados são apresentados como a média de cada grupo ± SEM e são representativos de 

pelo menos dois experimentos independentes. Os dados foram analisados por Two way ANOVA seguido de testes de 

comparações post-teste de Sidak (A, B, C). Diferenças estatísticas em relação ao grupo NI. **p <0,01***p<0,001; ****p<0,0001. 
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Adicionalmente observamos os cérebros dos animais, a fim de saber se os mesmos 

apresentavam alterações histológicas características da doença. Evidenciamos que o grupo com 

MC apresentou hemorragias cerebrais evidentes no dia 7p.i. (Figura 5 C,D,E e Figura 6 B,b), 

o que não foi observado no grupo com MNC no dia 9 p.i. (Figura 5 B e Figura 6 C,c). Além 

disso, foi detectado acúmulos de sangue com hemácias infectadas nos vasos vasculares dos 

animais com MC (Figura. 5F) 

Figura 5. Avaliação histológica de cérebros de camundongos C57BL/6 /infectados com P. berghei 

ANKA.  

Fotomicrografias de tecido cerebral na zona do hipocampo de animais infectados com 1×105 hemácias infectadas com P. berghei 

ANKAGFP+ por via i.v. Animal controle não infectado (A). Animal com malária cerebral com 7 d.i (C), animal com malária não 

cerebral com 9 d.i (C). Ampliação de zonas com hemorragia. (D, E) as setas sinalam as hemorragias. Vaso sanguíneo no cérebro 
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de camundongo com MC que apresenta hemácias infectadas, as setas sinalam as hemácias infectadas (D).  Barra de escala: 200µm 

(A, B, C), 100 µm (D, E) e 60 µm (F). 

 

 

Figura 6. Avaliação histológica de cérebros de camundongos C57BL/6 /infectados com P. berghei 

ANKA.  

Fotomicrografia tecido cerebral na zona do bulbo olfatório de animais infectados com 1×105 hemácias infectadas com P. berghei 

ANKA GFP+ por via i.v. Animal controle não infectado (A). Animal com malária cerebral com 7 d.i (B), animal com malária não 

cerebral com 9 d.i (C). Se pode apreciar hemorragia no cérebro de animal MC (B-b).  Barra de escala: 200 µm (A, B, C), 60 µm 

(a,b,c). 

 

5.3 Análise de retenção gases gástricos e motilidade intestinal durante a malária  

Com o objetivo de analisar se durante a infecção ocorrem alterações a nível 

gastrointestinal, primeiramente foi analisada a retenção de gases gástricos. Foi possível 

observar que animais infectados com P. berghei ANKA apresentaram ausência de gases no 

estômago, afundando assim que colocados em solução salina tamponada, enquanto o estômago 

de animais NI flutuaram apresentando gases gástricos (Figura. 7 A-B). Por outro lado, 

analisamos a motilidade intestinal pelo método do carvão ativado e observamos que os animais 

com MC apresentaram redução na motilidade intestinal (p<0,05) em comparação com animais 

não infectados, já os animais com MNC não apresentaram diferença quando comparados com 

camundongos NI (Figura. 7 C-D). 
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Figura 7. Avaliação de retenção gases gástricos e motilidade intestinal em camundongos infectados 

com P. berghei ANKA.  

Presença de gases gástricos e motilidade intestinal em camundongos C57BL/6 inoculados com 1×105 hemácias infectadas com 

P. berghei ANKA GFP+ i.v. Animal controle não infectado (NI) (n=5), Animal com malária cerebral (CM) (n=5), animal com 

malária não cerebral (MNC). (A) Gráfico porcentagem de flotação (NI, MC, MNC n=4-8); (B) Imagem representativa do teste 

de flotação;(C) Gráfico porcentagem do trânsito intestinal (NI, MC, MNC n= 4-5). Imagem representativa do teste de motilidade 

intestinal, as linhas sinalizam a distância percorrida pelo carvão ativado (D). As mensurações correspondem para o grupo CM no 

dia 7 p.i., e grupo MNC no dia 9 p.i e grupo NI.  Os resultados representam média ± SEM. Os dados foram analisados por One-

way ANOVA seguido por testes de comparações post-teste de Sidak (A-B). Diferenças estatísticas em relação ao grupo NI. 

*p<0,05.  

 

5.4 Alterações no tamanho e peso do intestino durante a infecção com P. berguei ANKA 

No momento da eutanásia, os intestinos delgado e grosso dos animais foram mensurados 

para determinar se durante a infecção esses órgãos eram afetados em termos de tamanho e peso. 

Foi observado macroscopicamente que os animais infectados apresentaram menor quantidade 

de conteúdo intestinal quando comparado com animais NI, como pode ser observado na figura 

8, além de alterações na sua coloração a qual pode ser por falta de conteúdo intestinal e aumento 

de muco.  
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Figura 8. Imagem representativa dos intestinos de animais C57BL/6 não infectados e infectados com 

P. berghei ANKA apresentando Malária Cerebral e Malária não Cerebral.  

 

A partir da análise do peso intestinal foi possível observar que os camundongos com 

MC apresentaram intestinos delgados com menores pesos em relação ao grupo NI (p<0,01) e 

ao grupo MNC (p<0,05) (Figura 9 A). Enquanto no intestino grosso houve diferença 

significativa de peso somente entre o grupo com MC, apresentando menor peso quando 

comparado ao grupo NI (p<0,01) (Figura 9B). Além disso, a mensuração intestinal mostrou 

que o intestino delgado dos animais com MC foi menor se comparada com os animais NI 

(p<0,05) (Figura 9C), um perfil semelhante foi observado no ceco e intestino grosso de animais 

com MC, ambos apresentando menor tamanho quando comparados com animais NI (p<0,001 

e p<0,05 respectivamente) (Figura 9D e 9E). Em contrapartida animais com MNC não 

apresentaram redução significativa quanto ao tamanho do intestino delgado, ceco e intestino 

grosso.    
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Figura 9.  Mensurações de peso e comprimento dos intestinos de camundongos C57BL/6 durante a infecção 

com P. berghei ANKA.  

camundongos C57BL/6 foram inoculados com 1×105 hemácias infectadas com P. berghei ANKA GFP+ i.v. e os intestinos foram 

avaliados quanto ao peso e comprimento nos dias 7 (MC) e 9 (MNC) d.i. Animal controle não infectado (NI), Animal com malária 

cerebral (CM), animal com malária não cerebral (MNC). (A) Peso do intestino delgado (NI, MC, MNC n=5-7); (B) Peso do 

intestino grosso (NI, MC, MNC n= 4-6); (C) Comprimento do intestino delgado (NI, MC, MNC n=9-15); (D) Comprimento do 

ceco (NI, MC, MNC n= 6-10); (E) comprimento do intestino grosso (NI, MC, MNC n= 6-12);. Os resultados representam média 

± SEM. Os dados foram analisados por One-way ANOVA seguido por testes de comparações post-teste de Sidak (A-E). 

Diferenças estatísticas em relação ao grupo PBS. *p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001. 

5.5 Analise histológica e detecção de Mastócitos no intestino delgado na infecção por P. 

berghei ANKA  

Após analisar macroscopicamente as alterações no intestino delgado durante a malária 

experimental, o próximo passo foi fazer um estudo histológico para detectar possíveis 

alterações. Primeiramente foi realizada a coloração H&E para observação da histologia geral 

do tecido onde não foi observada alterações estruturais dos vilos entre os grupos experimentais 

NI, MC e MNC (Figura. 10 A, B, C).  
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Figura 10. Histologia do intestino delgado de camundongos C57BL/6 infectados com P. berghei 

ANKA.  

Fotomicrografia de tecido do jejuno proximal corado por H&E de animais infectados com 1×105 hemácias infectadas com P. 

berghei ANKA GFP+ por via i.v. Animal controle não infectado (A). Animais com malária cerebral com 7 d.i. (B), animais com 

malária não cerebral com 9 d.i. (C). Barra de escala: 50 µm.  

 

Posteriormente foi detectado a presença de mastócitos no intestino delgado (Figura. 

11A) e realizada a quantificação destas células ao longo de todo o intestino delgado bem como 

por porção intestinal (duodeno, jejuno proximal, jejuno distal e íleo). Encontramos que os 

animais com MC apresentaram aumento de mastócitos comparado com os animais NI (p<0,01) 

e MNC (p<0,05) (Figura. 11B). Quando analisados por porção intestinal, foi possível observar 

que animais do grupo que desenvolveram MC apresentaram maior quantidade de mastócitos no 

duodeno (p<0.5), nas outras porções intestinais não foi observado diferenças estatísticas 

(Figura. 11C). 

 

Figura 11. Avaliação de mastócitos no intestino delgado de camundongos C57BL/6 infectados com P. 

berghei ANKA.  

Animais infectados com 1×105 hemácias infectadas com P. berghei ANKA GFP+ por via i.v. Animal controle não infectado (NI), 

Animal com malária cerebral (MC), animal com malária não cerebral (MNC). (A) Mastócitos totais no intestino delgado de 

animais NI, MC e MNC (NI, MC, MNC n=5-10); (B) Quantificação de mastócitos por porção intestinal (NI, MC, MNC n=5); 

Os resultados representam média ± SEM.  As mensurações correspondem para o grupo CM no dia 7 p.i., e grupo MNC no dia 9 

p.i.  Os dados foram analisados por teste de Krustal-Wallis seguido do teste de comparações múltiplas de Dunn. Diferenças 

estatísticas em relação ao grupo NI. *p<0,05; **p<0,01. 
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5.6 Avaliação da camada do muco no intestino grosso e detecção de células caliciformes 

e avaliação da expressão do gene MUC-2 no intestino delgado de camundongos 

infectados com P. berghei ANKA 

Com a finalidade de observar se havia alteração na camada do muco do intestino grosso, 

coletamos os intestinos preservando o conteúdo intestinal. Após processamento do material, as 

secções teciduais foram coradas com Alcian blue e analisadas. Observou-se que a camada de 

muco está presente nos grupos NI e MNC (Figura. 12 A, C), mas não foi possível detectar a 

mesma no grupo de animais com MC (Figura. 12B). 

Figura 12. Detecção de camada de muco no intestino grosso de camundongos C57BL/6 infectados com 

P. berghei ANKA.   

Fotomicrografia de cólon de animais infectados com 1×105 hemácias infectadas com P. berghei ANKA GFP+ por via i.v. Animal 

controle não infectado (A). Animais com malária cerebral com 7 d.i. (B), animais com malária não cerebral com 9 d.i. (C). As 

linhas pretas mostram a camada do muco (A, C), a seta branca mostra a luz do intestino, e a falta de camada do muco (B). Barra 

de escala: 200 µm. 

 

Depois de observar macroscopicamente que o intestino delgado dos animais com MC 

apresentava aumento de muco, foi realizada a detecção e quantificação de células caliciformes 

no intestino delgado corados com Alcian Blue (Figura. 13 A, B, C). Os resultados revelaram 

que o intestino delgado de animais com MC apresentou um aumento da quantidade de células 

caliciformes ao longo do intestino, em relação aos intestinos de animais NI (p<0,05) e com 

MNC (p<0,01) (Figura. 13D). Adicionalmente, a quantificação por porção intestinal mostrou 

que o aumento de células caliciformes foi significativamente maior na porção do jejuno 

proximal quando comparado com o grupo NI (p<0,05) e MC (p<0,001), e que o íleo do grupo 

MC tem maior quantidade de células que o íleo do grupo MNC (p<0,0001) (Figura. 13E). 

Além disso, a mensuração da área das vesículas de secreção apresentou uma relação similar, 

onde a área das vesículas de secreção do grupo com MC foi maior se comparada com animais 

NI (p<0,05) e MNC (p<0,001) (Figura. 13F).  Finalmente, a expressão de MUC-2 foi avaliada 

no intestino delgado dos animais e foi observado um aumento na expressão do mRNA de 
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MUC2 nos animais com MC em relação aos animais NI, apesar de não alcançar diferença 

estatística (Figura. 13G). 

 

Figura 13. Avaliação de células caliciformes e expressão do gene MUC-2 no intestino delgado de 

camundongo infectado com P. berghei ANKA.  

As células caliciformes foram avaliadas por coloração de Alcian Blue (AB) nos intestinos delgados de camundongos C57BL/6 

inoculados com 1×105 hemácias infectadas com P. berghei ANKA GFP+ i.v. (A) Animal controle não infectado, NI; (B) Animal 

com malária cerebral, MC; (C) Animal com malária não cerebral, MNC.  Fotomicrografia do íleo com a coloração AB, barra de 

escala: 50 µm (A,B,C); (D) Células caliciformes totais no intestino delgado de animais infectados e não infectados (NI, MC, MNC 

n=5-6); (E) Quantificação de células caliciformes por porção intestinal (NI, MC, MNC n=5-6);  (F) Mensuração da área das 

vesículas de secreção das células caliciformes (NI, MC, MNC n=5-6); (G) Expressão relativa do gene MUC-2. As mensurações 

correspondem para o grupo CM no dia 7 p.i., e grupo MNC no dia 9 p.i.  Os resultados representam a média ± SEM. Os dados da 

quantificação das células caliciformes foram analisados por One-way ANOVA seguido por testes de comparações post-teste de 

Sidak (D-F); A expressão do gene MUC-2 foi analisada por teste de Krustal-Wallis seguido do teste de comparações múltiplas de 

Dunn (G); Diferenças estatísticas. *p<0,05, **p<0,01; *** p<0,001.  

.   

5.7 Detecção de células enterocromafins, e avaliação da expressão dos genes ChrgA e 

Tph-1 no intestino delgado de camundongos infectados com P. berghei ANKA  

No epitélio intestinal estão presentes as células EC as quais são produtoras da serotonina 

(5-HT), dessa forma nosso próximo passo foi detectar e quantificar as células EC pela coloração 

de prata no intestino delgado (Figura. 14A). Foi observado que a quantidade das células EC 

foram menores ao longo do intestino dos animais com MC (p<0,001) e MNC (p<0,01) quando 

comparado com o grupo NI (Figura. 14B), no entanto, a quantificação por porção intestinal 

não apresentou diferença significativa entre grupos nem entre as porções (Figura. 14C). Além 
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da quantificação das células EC, foi analisada a expressão do gene ChrgA, que é uma proteína 

solúvel que compõe maioritariamente os grânulos de secreção das células EC, onde foi 

observado que o grupo MC apresentou tendência de aumento de expressão de ChrgA 

(p=0,0570) (Figura. 14D). A expressão do gene TpH-1 que é a enzima requerida para a síntese 

de 5-HT também foi avaliada e não foi observado diferença na expressão do mRNA de THP1 

nos animais MC em comparação com os animais NI (Figura. 14E).  

 

Figura 14. Avaliação de células enterocromafins e expressão mRNA para ChrgA e Tph-1 no intestino 

delgado de camundongos infectados com P. berghei ANKA.  

Avaliação de células enterocromafins (EC) pela coloração pela prata em intestinos delgados de camundongos C57BL/6 

inoculados com 1×105 hemácias infectadas com P. berghei ANKA GFP+ por via i.v.  Animal controle não infectado (NI), 

Animais com malária cerebral (MC), animais com malária não cerebral (MNC).  (A) Imagem representativa da coloração pela 

prata no tecido intestinal de um animal NI. barra de escala: 50 µm . (B) Células EC totais no intestino delgado dos grupos (NI, 

MC, MNC n=5-10); (C) Quantificação de EC por porção intestinal (NI, MC, MNC n=5-10); (D-E) Expressão relativa do gene 

ChrgA e Tph-1 (NI, MC, MNC n=6-8); Os resultados representam a média ± SEM. As mensurações correspondem para o grupo 

CM no dia 7 p.i., e grupo MNC no dia 9 p.i. Os dados da quantificação das EC e a expressão do gene Tph-1 foram analisados por 

teste de Krustal-Wallis seguido do teste de comparações múltiplas de Dunn (B,C,D);  a expressão relativa do gene ChrgA foi 

analisado por One-way ANOVA seguido por testes de comparações post-teste de Sidak Diferenças estatísticas em relação ao 

grupo PBS. **p<0,01; *** p<0,001.  

 

5.8 Detecção de mRNA dos genes Piezo-2, VIP, Notch-1 e Hes-1 no intestino delgado de 

animais infectados com P. berghei ANKA. 

Para tentar explicar os fenômenos que acontecem durante a infecção por P. berghei 

ANKA, foi avaliado um conjunto de genes como IL-13, que é secretado pelos linfócitos TH2 e 

está relacionado com a hiperplasia de células caliciformes (OLIPHANT; BARLOW; 

MCKENZIE, 2011), Piezo-2, que está relacionado com a estimulação mecânica e indução da 

liberação de 5-HT (WANG et al., 2017), VIP que está relacionado com a contração e 
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relaxamento dos músculos lisos gastrointestinais, com a mediação na resposta anti-inflamatória, 

homeostasia intestinal, entre outros (IWASAKI; AKIBA; KAUNITZ, 2019); Noch-1 que é a 

via de sinalização  responsável por regular  a diferenciação das células secretoras intestinais 

(NOAH; SHROYER, 2013; XIE et al., 2020) além de regular a expressão de Hes-1 que está 

envolvido na diferenciação de células absortivas do intestino (enterócitos) (NOAH; 

SHROYER, 2013). Foi observada uma diminuição significativa na expressão de VIP em 

animais com MC em relação aos animais NI (Figura. 15C). No entanto, não foram observadas 

diferenças na expressão de piezo2, Notch1 e Hes1 nos animais infectados ou não com P. 

berghei ANKA (Figura. 15). 

 

Figura 15. Avaliação da expressão de mRNA dos genes IL-13, Piezo-2, VIP, Notch-1 e Hes-1 no 

intestino delgado de camundongos infectados com P. berghei ANKA. 

Avaliação da expressão de mRNA dos genes Piezo-2, VIP, Notch-1 e Hes-1 em intestinos delgados de camundongos C57BL/6 

infectados com 1×105 hemácias infectadas com P. berghei ANKA GFP+ i.v. Animal controle não infectado (NI), Animal com 

malária cerebral (CM), animal com malária não cerebral (MNC). Expressão relativa de gene IL-13 (A); Expressão relativa de 

gene Piezo-2 (B); Expressão relativa de gene VIP (C); Expressão relativa de gene Notch-1 (D); Expressão relativa do gene Hes-1 

(E). As mensurações correspondem para o grupo CM no dia 7 p.i., e grupo MNC no dia 9 p.i. (NI, MC, MNC n=5-8);  Os 

resultados representam a média ± SEM. Os dados da expressão dos genes Piezo-2, VIP, Notch-1 foram analisados pelo teste de 

Krustal-Wallis seguido do teste de comparações múltiplas de Dunn (A,E); Os dados da expressão do gene Hes-1 foi analisado 

pelo One-way ANOVA seguido por testes de comparações post-teste de Sidak  (B,C,D).   
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6 DISCUSSÃO 

A malária cerebral em humanos é a complicação mais grave da infecção por P. 

falciparum (revisado em (LH et al., 2002)). O modelo experimental desta doença, camundongos 

C57BL/6 infectados com P. berghei ANKA, provou ser uma ferramenta eficiente para explicar 

o comportamento da doença (TANIGUCHI et al., 2015; SHIMADA et al., 2019). Vários 

estudos têm tentado descrever a doença a partir das diferentes alterações no sistema nervoso 

central durante a infecção por Plasmodium. No entanto, durante o desenvolvimento da doença, 

o sistema gastrointestinal também é alterado (TANIGUCHI et al., 2015; DENNY et al., 2019; 

SHIMADA et al., 2019; MOREIRA et al., 2021; MURR et al., 2021), o que representa um 

efeito colateral da malária cerebral que é pouco estudado e que precisa ser melhor elucidado.  

No presente estudo foi possível desenvolver o modelo de malária cerebral no dia 7 p.i. 

com incidência média de 75,63% dos animais infectados com 1x105 hemácias infetadas por via 

i.v., que é maior do que o apresentado no modelo utilizando camundongos Swiss Webster com 

inóculos intraperitoneais de 1x106 hemácias infectadas (62,7%) (MARTINS et al., 2009). Além 

disso, nós obtivemos uma parasitemia periférica com média de 8,3% em animais com 7-8 

semanas de idade. Em corroboração, estudos anteriores demonstraram que camundongos 

C57BL/6 com malária cerebral experimental, inoculados com diferentes inóculos e vias de 

infecção apresentaram parasitemia entre 6 e 11% no dia 7 p.i. (TANIGUCHI et al., 2015; 

CARIACO et al., 2018; SHIMADA et al., 2019). Por outro lado, os animais sem malária 

cerebral apresentaram comportamento diferente, com níveis de parasitemia menores em relação 

aos animais com MC. Embora, nos animais com MNC tenha ocorrido um aumento nos níveis 

de parasitemia gradualmente ao longo dos dias, no dia 7 p.i. foi observado um valor 

significativamente menor em relação à parasitemia presente no mesmo dia em animais com 

MC, atingindo um máximo de 6,2% no dia 9 p.i., valor ainda menor que a parasitemia presente 

nos animais com MC. Os mais baixos níveis de parasitemia em relação aos animais com MC e 

a esplenomegalia mais pronunciada no grupo MNC sugerem que nestes animais exista um 

processo sistêmico diferente que os leva a não desenvolverem MC. 

Características típicas da infecção por Plasmodium, tais como: baixos níveis de 

hemoglobina, causados pela fase eritrocitária do parasito onde digerem a hemoglobina como 

parte de seu metabolismo e desenvolvimento do parasito (FRANCIS; SULLIVAN; 

GOLDBERG, 2003; RODRÍGUEZ-RAVELO et al., 2013; CORONADO; NADOVICH; 

SPADAFORA, 2014); diminuição da glicose nos animais devido à demanda adicional gerada 

pelo parasito (BINH et al., 1997); e presença de esplenomegalia, o que ocorre normalmente na 

malária devido a estimulação do sistema de monócito-macrófago e a eliminação de eritrócitos 
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pelo baço, mesmo que não estejam infectados, pois apresentam alterações na membrana 

causadas pela fragilidade osmótica (GHOSH, 2007), foram evidenciadas em nosso modelo 

experimental. Adicionalmente, a análise da histologia cerebral dos camundongos, mostrou que 

os animais com MC apresentavam hemorragias cerebrais e eritrócitos infectados nos vasos 

sanguíneos, o que corrobora com o diagnóstico de MC. 

A avaliação da retenção de gases gástricos mostrou que os animais infectados tanto com 

MC como MNC não apresentaram nenhum indicio deste processo, enquanto nos animais NI foi 

observado a presença de gases, situação que é totalmente oposta com o reportado por Shimada 

e colaboradores (2019), em camundongos C57BL/6 e BALB/c. Embora o modelo experimental 

seja semelhante (animais C57BL/6 com 7-8 semanas infectados com P. berghei ANKA), é 

importante destacar que os resultados deste teste, pode estar relacionado com fatores como a 

microbiota intestinal do animal, a qual está associada com o ambiente do mesmo, e pode variar 

nas condições que encontram, ou seja, o ambiente microbiano dos animais é diferente em cada 

biotério. Além da carga parasitaria não foi controlada porque a infecção foi feita com mosquito. 

Nossos animais e aqueles utilizados por Shimada et al., (2019) são animais livres de patógenos 

específicos, que por definição são “animais mantidos em acomodações que lhes privam de 

contato com potenciais agentes patogênicos, tornando sua microbiota controlada” (POLITI et 

al., 2008). Esta definição elucida que os animais apresentam microbiota especifica para cada 

biotério, o que provavelmente pode estar associado com a discordância dos resultados 

encontrados. Tudo isso pode ser associado  ao fato de ter sido demonstrado que a infecção por 

Plasmodium gera alterações na homeostase intestinal alterando a microbiota (TANIGUCHI et 

al., 2015; MOREIRA et al., 2021). Além disso, a avaliação das características macroscópicas 

do intestino no momento da eutanásia, mostrou que assim como os resultados obtidos no estudo 

de Taniguchi e colaboradores (2015) e Shimada e colaboradores (2019), os animais com MC 

apresentam redução do tamanho e peso do intestino delgado, além do ceco e o intestino grosso.  

Por outro lado, foi observado o aumento do muco intestinal no intestino delgado, 

fenômeno que tem sido relatado para infecções intestinais causadas por vermes e também por 

alterações na microbiota (PARK et al., 2005; SHIMOKAWA et al., 2017; MOREIRA et al., 

2021), devido a camada de muco ter uma função protetora no lúmen intestinal (KIM; KHAN, 

2013). Shimada e colaboradores (2019), observaram metaplasia de células caliciformes durante 

a infecção por P. berghei ANKA, mas não quantificaram estas células. As células caliciformes 

são responsáveis pela produção de muco, composto principalmente por MUC2 (revisão de 

(KNOOP; NEWBERRY, 2018).  De forma similar, em nosso estudo uma análise quantitativa 
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foi realizada, demostrando que existe um aumento não só na quantidade, mas também no 

tamanho de células caliciformes durante a infecção por P. berghei ANKA.   

A evidencia de hiperplasia em células caliciformes nos levou a avaliar a presença de 

mastócitos e de IL-13, que tem papel importante na resposta imune intestinal do hospedeiro 

durante infecções parasitárias (PARK et al., 2005). Além disso, foi sugerida uma relação entre 

a hiperplasia de células caliciformes e a presença de mastócitos.  LAKE e colaboradores (1980) 

verificaram que a liberação de histamina por mastócitos induz o aumento de muco no duodeno 

de ratos. No presente trabalho foi evidenciado aumento de mastócitos e células caliciformes em 

animais com MC no intestino delgado, embora, esta relação não esteja presente na avalição por 

porção intestinal. De outro lado, a avaliação de IL-13 não apresentou diferença significante que 

permita relacionar sua expressão com a hiperplasia das células caliciformes.  A diferenciação 

das células secretoras no intestino, está regulada pela via Notch, a qual controla o destino das 

células tronco intestinais regulando a expressão dos genes Hes e reprimindo Atoh1 (NOAH; 

SHROYER, 2013). Dessa forma, foi analisada a expressão destes genes para verificar se a via 

Notch de sinalização estava envolvida no aumento do número de células caliciformes em 

animais com MC, contudo não foram encontradas diferenças na sua expressão, o que pode 

indicar que o aumento na quantidade de células e secreção das mesmas pode estar relacionada 

a outros mecanismos. 

Indivíduos com malária cerebral causada por P. falciparum apresentam baixos níveis de 

serotonina no sangue, o que pode ser resultado de níveis reduzidos de triptofano, o precursor 

de 5-HT (ENWONWU et al., 1999; LOPANSRI et al., 2006; BRIGGS et al., 2022). A 5-HT 

derivada de células EC tem uma ampla gama de ações no intestino, incluindo a modulação da 

motilidade gastrointestinal (MARTIN et al., 2018a). 95% da serotonina do organismo é 

encontrada no intestino e produzido por células EC, (revisado de GERSHON; TACK, 2007). 

Além de ser usada como mensageiro parácrino, ativa neurônios aferentes primários intrínsecos 

e extrínsecos para iniciar reflexos peristálticos e secretores e transmitir informações ao sistema 

nervoso central (GERSHON; TACK, 2007). E tem sido associada a diminuição de 5-HT à 

patologia de doença grave em humanos (ENWONWU et al., 1999; LOPANSRI et al., 2006). 

As anteriores são razões pelas quais no presente trabalho foram analisadas as células EC. Foi 

verificado que animais com MC e com MNC apresentaram diminuição de células EC, 

adicionalmente foi avaliado os níveis de expressão de ChrgA e Tph-1. Tph-1 é o marcador mais 

específico das células EC, pois é a enzima necessária para a síntese de 5-HT especificamente 

em células não neuronais (CÔTÉ et al., 2003). Apesar de ser observado uma diminuição de 

células EC nos animais MC, não foi observado diferença na expressão de Thp1 em relação aos 



51 

 

animais NI. A ChrgA é uma das proteínas mais abundantes localizadas nos grânulos secretores 

de células enteroendocrinas no trato gastrointestinal (revisão de  EISSA et al., 2018). 

Observamos uma tendencia em aumento de ChrgA nos animais MC em relação aos animais NI 

e ao mesmo tempo uma diminuição de células EC, sugerindo que outras células do sistema 

enteroendócrino estão envolvidas na expressão de ChrgA em animais com MC. 

Embora esperássemos uma relação diretamente proporcional entre a quantidade de 

células EC e ChrgA e a expressão de 5-HT e Piezo-2, ou seja, uma diminuição na expressão 

desses genes para o grupo MC, verificamos que há um aumento de ChrgA nos animais MC e 

não foi encontrada diferença na expressão de Tph1 nem do Piezo-2 entre os grupos. Esses 

resultados podem ser explicados se levado em consideração que as CEE apresentam 

plasticidade e sua atividade hormonal varia durante a migração no epitélio intestinal, além de 

ser modulada pelo ambiente (BEUMER; GEHART; CLEVERS, 2020). Isso significa que a 

população celular provavelmente está sendo afetada no momento da diferenciação celular, mas 

que a população de células presentes está gerando um maior número de grânulos de secreção. 

No entanto, isso não significa que as células estejam necessariamente gerando serotonina, mas 

sim que podem estar gerando outro tipo de hormônio, razão pela qual não mostramos alterações 

na expressão de Tph-1.  

A motilidade intestinal, um movimento rítmico das paredes do intestino com contrações 

e dilatações regularmente alternadas do lúmen (FROEHLICH et al., 2010), é gerada pela 

interação especializada de vários elementos integrados como o sistema nervoso entérico. O 

sistema nervoso entérico é a parte mais complexa do sistema nervoso periférico e, embora tenha 

a capacidade de gerar respostas coordenadas por conta própria, está intimamente relacionado 

ao sistema nervoso central, que cria respostas aferentes e eferentes e troca informações entre os 

dois sistemas (ROMERO T et al., 2012). Além do sistema nervoso, a motilidade também está 

relacionada ao sistema endócrino por meio de mecanismos de resposta e neurotransmissores 

envolvidos em ambos (NOZAWA et al., 2009). Verificamos que durante a MC ocorre a perda 

da motilidade intestinal, pelo qual foi analisada a expressão de Tph-1 e VIP. VIP foi avaliado 

por exercer efeitos na contração e relaxamento dos músculos por se relacionar com neurônios 

inibitórios (IWASAKI; AKIBA; KAUNITZ, 2019). A inflamação intestinal tem sido associada 

a diminuições significativas nos neurônios VIP+, bem como a expressão alterada de 

subpopulações neuronais VIP+ (revisão de WU et al., 2015). Além disso, foi demonstrado que 

VIP e seu receptor VPAC1 não foram detectados em tecidos de pacientes com Doença intestinal 

inflamatória que sofrem danos graves na mucosa (revisão de (WU et al., 2015). No presente 

estudo verificamos que houve uma diminuição de expressão do mRNA de VIP e em paralelo 
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uma diminuição no trânsito gastrointestinal, sugerindo um envolvimento do peptídeo nessa 

alteração. Apesar de não verificarmos alterações na expressão de tph1, não mensuramos 5-HT 

nos tecidos dos animais, portanto, são necessários estudos adicionais para verificar se além da 

diminuição de VIP, serotonina estaria envolvida na alteração do trânsito intestinal. 

O trabalho permitiu determinar que durante a infecção por P. berghei ANKA se 

apresentam algumas alterações no intestino, como mudança no comprimento e peso; hiperplasia 

e hipertrofia de células caliciformes, além de aumento de mastócitos e alteração na quantidade 

de células EC. Estas mudanças podem variar respeito ao desenvolvimento da doença, e dizer se 

a infecção se desenvolve em malária cerebral ou não. 

  



53 

 

7 Conclusões 

 

A infecção por P. berghei ANKA em camundongos C57BL/6 afeta os intestinos de 

forma desigual quando os animais desenvolvem ou não malária cerebral. 

A malária cerebral gera hiperplasia e hipertrofia de células caliciformes e por 

conseguinte aumento de muco intestinal no intestino delgado.  

As células enterocromafins estão reduzidas em infecção por P. berghei ANKA. No 

entanto, nenhuma relação foi mostrada com a expressão do mRNA de Tph1. 

A expressão de VIP foi diminuída em animais com MC sugerindo que essa diminuição 

poderia estar envolvida com o desenvolvimento de alterações gastrointestinais observadas 

nesses animais. 
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