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RESUMO 

 

Malária é uma das doenças infecciosas de maior causa de morte no mundo. Modelos 

experimentais são necessários para melhor compreensão de mecanismos envolvidos na 

patogênese de doenças e desenvolvimento de novos tratamentos. Galinhas infectadas com 

Plasmodium gallinaceum fornecem bom modelo de malária devido a proximidade 

filogenética com o Plasmodium de humano assim como aspectos clínicos comuns, como a 

malária cerebral. O presente estudo objetivou investigar a participação do óxido nítrico no 

desenvolvimento da malária aviária, através do tratamento ou não com aminoguanidina 

(AG - inibidor da enzima Óxido Nítrico Sintase) in vivo de galinhas infectadas 

experimentalmente com P. gallinaceum. Foi verificado sobrevida, hematologia clássica, 

bioquímica sérica e patologia nos animais no percurso da infecção. Observou-se maior 

sobrevida nos animais tratados com AG, apesar de parasitemias mais elevadas. Houve 

ainda diminuição nos parâmetros hematológicos e aumento no Volume Corpuscular Médio 

de hemácias, indicando resposta medular para anemia. Linfopenia e trombocitopenia foram 

detectadas em animais infectados, com menor proporção nos animais tratados. Monócitos, 

linfócitos e heterófilos apresentaram aumento de tamanho e alterações que indicam 

ativação. Trombócitos também aumentaram de tamanho durante a infecção e apresentaram 

morfologia atípica. Os animais tratados mostraram lesões mais brandas nas secções 

histopatológicas de cérebro, fígado e baço, além de produção diminuída de NO, mesmo em 

alta parasitemia, em relação aos animais não tratados. Esses resultados confirmam a 

participação do mediador químico óxido nítrico na patogênese da malária no modelo 

experimental aviário. 

 

 

Palavras-chave: malária, óxido nítrico, galinha, Plasmodium gallinaceum, 

aminoguanidina, trombócito. 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

Malaria causes major losses to human populations in the world. Experimental models are 

needed for a better understanding of the pathological mechanisms of the diseases and the 

development of new treatments. Chickens infected with Plasmodium gallinaceum 

constitute an adequate malaria model due to the phylogenetic proximity of this parasite to 

human Plasmodium as well as similarities in disease manifestation, as cerebral malaria. 

The aim of the present study was to investigate the role of nitric oxide in avian malaria 

development in chickens experimentally infected with P. gallinaceum, treated or not with 

aminoguanidine (AG - nitric oxide synthase inhibitor). Survival, classical hematology, 

serum biochemistry and pathology was assayed during the development of the disease. The 

greatest survival was observed in animals treated with AG that also presented higher 

parasitemia. Decrease in hematological parameters and Mean Corspucular Volume of 

erythrocytes increase was showed, indicating bone marrow response to anemia. 

Lymphopenia and thrombocytopenia were detected in infected animals, but not at the same 

proportion in treated animals. Monocytes, lymphocytes and heterophils showed an increase 

in size and changes that indicated activation. Thrombocytes were also higher with the 

infection and with atypical morphology. Treated animals showed fewer lesions in 

histological sections of brain, liver and spleen, and NO production decreased, principally 

during high parasitemia, compared to untreated animals. These results characterize the 

participation of the chemistry mediator nitric oxide in the pathogenesis of malaria in the 

avian model. 

 

 

Keywords: malaria, nitric oxide, chickens, Plasmodium gallinaceum, aminoguanidine, 

thrombocytes. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 MALÁRIA: CONSIDERAÇÕES GERAIS 

 

Malária é uma das mais importantes doenças infecciosas do mundo. 

Silenciosamente atinge meio bilhão de pessoas no planeta todos os anos, e leva ao óbito 

centenas de milhares delas, principalmente crianças (OMS, 2009). Além de sua ampla 

distribuição pelo mundo, é relativamente comum em muitas espécies de animais (Schall, 

1990; Slater, 2005; Snow et al., 2005; OMS, 2009). Caracterizada pela tríade febre, 

calafrio e cefaléia, a malária é causada pelo hemoparasito do gênero Plasmodium 

(protozoários do filo Apicomplexa) e transmitida por vetores anofelinos fêmeas, 

principalmente Anopheles darlingi (Krettli, 1994). Atualmente, aproximadamente 200 

espécies de Plasmodium já foram identificadas, e são comuns a muitas espécies de 

vertebrados, como aves, répteis e mamíferos, sendo transmitidas por vetores hematófagos 

(Krettli, 1994; Valkiunas, 2005; Slater, 2005). 

Em humanos, foram reconhecidas apenas quatro espécies causadoras da 

malária: Plasmodium vivax, P. falciparum, P. malariae e P. ovale (Bruce-Chwatt, 1980). 

Destas, apenas o P. ovale não é encontrado no Brasil. O P. vivax é o responsável pelo 

maior número de casos clínicos, no entanto, o maior número de mortes é atribuído ao P. 

falciparum, que causa a malária grave com acometimento de múltiplos órgãos, dentre eles 

o cérebro (OMS, 2009). Recentemente, foi descrito infecção em humanos por P. knowlesi, 

antes descrito apenas como parasito de primatas não-humano (Ta Tang et al., 2010). Em 

outros vertebrados, podemos destacar as espécies P. berghei e P. chabaudi, responsáveis 
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pela infecção em camundongos (Slater, 2005), e P. juxtanucleare e P. gallinaceum, 

responsáveis pela infecção em galinhas (Garnhan, 1966; Slater, 2005). 

 

1.1.1 Ciclo biológico do gênero Plasmodium 

O ciclo é do tipo heteroexênico, com necessidade de dois hospedeiros – um 

definitivo para a fase sexuada ou esporogônica (artrópode) e um intermediário para a fase 

assexuada ou esquizogônica (vertebrado). Os plasmódios possuem complexo ciclo de vida, 

com várias formas dentro de cada hospedeiro que pode se diferenciar dependendo da 

espécie envolvida. De modo geral, o ciclo inicia logo após a picada do mosquito, que no 

repasto sanguíneo injeta os esporozoítos (forma infectante para o hospedeiro vertebrado) 

acumulados nas glândulas salivares. Estas formas, pequenas e móveis, permanecem na 

corrente sanguínea por 15-45 minutos, após os quais, desaparecem do sangue e são 

encaminhadas até o fígado onde invadem os hepatócitos. Nos hepatócitos, o parasito 

reproduz assexuadamente, formando os esquizontes hepáticos. Após 4 a 12 dias, 

dependendo da espécie, as células parasitadas se rompem, liberando os merozoítos nos 

capilares intra-hepáticos (Moore et al., 2002; Jaramillo et al., 2004; Slater, 2005). 

Nas infecções por P. falciparum e P. malariae, os esquizontes teciduais são 

liberados ao mesmo tempo, enquanto que nas infecções por P. vivax e P. ovale, formas 

denominadas hipnozoítos, persistem no interior dos hepatócitos, ficando latentes no fígado 

por vários meses. As recaídas observadas em infecções por estas duas espécies são 

atribuídas a estas formas latentes (Moore et al., 2002). 

Cada merozoíto é capaz de invadir uma hemácia e reproduzir assexuadamente, 

originando milhares, que se transformam em trofozoítos jovens, os quais crescem e 

dividem-se originando os esquizontes hemáticos, que são liberados após rompimento das 

hemácias, sob a forma de merozoítos, os quais invadem novas hemácias e o ciclo, 
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denominado esquizogonia eritrocítica, é renovado (Moore et al., 2002). A ruptura das 

hemácias é a causa da febre malárica, sendo nesta etapa do ciclo que os parasitos 

metabolizam a hemoglobina da hemácia, originando à hemozoína ou pigmento malárico, o 

qual é depositado em diversos órgãos durante o quadro clínico da doença. Após vários 

ciclos de reprodução, múltiplos novos merozoítos crescem e transformam-se em 

gametócitos (formas sexuadas), que se diferenciam em masculinos e femininos, micro e 

macrogametócitos, respectivamente. Esses gametócitos circulantes são as formas 

infectantes para o mosquito (Moore et al., 2002).  

O ciclo no mosquito é iniciado com o repasto sangüíneo em indivíduo portador 

das formas sexuadas do parasito. No estômago do mosquito o macrogametócito dá origem 

ao macrogameta e o microgametócito sofre mitoses, resultando em oito núcleos que 

formam microgametas, por processo denominado exflagelação. Após união dos gametas, 

há a formação de uma célula ovo ou zigoto. Algumas horas depois, o zigoto, agora 

chamado oocineto, migra para o epitélio intestinal do mosquito alojando-se no próprio 

epitélio ou entre este e a membrana basal. Adquire então um envoltório protetor, 

transformando-se em oocisto, dando início a uma multiplicação esporogônica gerando 

milhares de esporozoítos, que após ruptura do oocisto maduro, são liberados na hemolinfa 

do inseto de onde migram para a glândula salivar e serão passados a um novo hospedeiro, 

reiniciando o ciclo (Moore et al., 2002; Póvoa et al., 2000) (Figura 1). 

 

1.1.2 Manifestações clínicas 

As principais manifestações clínico-patológicas relacionadas à doença estão 

associadas ao ciclo biológico do plasmódio e surgem no início do ciclo eritrocítico. Os 

achados clínicos e patológicos são conseqüências de processos resultantes da invasão e 

ruptura da hemácia ou da obstrução de vasos capilares profundos. A patogenia da malária 
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passou a ser considerada como resultado da produção de citocinas pro-inflamatórias (–

TNF-α, interleucinas (como IL-1, IL-6), linfotoxinas e INF-γ) após o início de estudos que 

proporcionaram melhor conhecimento da participação das citocinas na resposta imune. A 

liberação destas citocinas é disparada pela infecção do parasito ou por toxinas parasitárias 

liberadas com a ruptura dos esquizontes, que causam o quadro característico da doença 

(Clark et al, 1997; Daniel-Ribeiro & Ferreira-da-Cruz, 2000; Wassmer et al., 2003). 

Dependendo da espécie, as manifestações clínicas podem evoluir e causar quadro de 

malária cerebral, que é a principal causa de morte pela doença (Green et al., 1994; Hunt & 

Grau, 2003; Clark & Cowden, 2003). 

 

1.1.3 Modelos experimentais 

Como uma das principais causas de morte pela infecção do Plasmodium sp. 

está relacionada a malária cerebral, inúmeros trabalhos e modelos experimentais foram 

desenvolvidos. Atualmente o modelo mais bem estudado é o de camundongos, com o P. 

berghei cepa ANKA (causa malária cerebral), no entanto encontramos modelos de 

macacos, ratos, e aves (De Souza & Riley, 2002; Slater, 2005). Embora nenhum deles seja 

exatamente igual à malária humana, eles reproduzem alguns aspectos comuns relacionados 

à patologia e imunologia, o que pode esclarecer mecanismos fisiológicos envolvidos na 

patogênese da doença (Mendis et al., 2001; De Souza & Riley, 2002; Slater, 2005). 

Recentemente, foi descrito alterações histopatológicas no cérebro, além de produção de 

óxido nítrico (NO), em galinhas infectadas por P. gallinaceum, tornando este modelo mais 

uma ferramenta de estudos para a patogênese da doença (Macchi et al., 2010). 
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Figura 1. Ciclo de vida do gênero Plasmodium envolvendo o hospedeiro definitivo 

(invertebrado/mosquito) e o hospedeiro intermediário (vertebrado/homem). (A-B) Ciclo 

esquizogônico no hospedeiro vertebrado; A, ciclo exo-eritrocítico e B, ciclo eritrocítico. 

(C) Ciclo esporogônico no hospedeiro invertebrado. (1) Injeção de esporozoítos pelo 

mosquito no repasto sanguíneo, com posterior infecção de hepatócitos (2) e formação de 

esquizonte hepático (3). A ruptura do esquizonte hepático libera merozoítos (4) e inicia o 

ciclo eritrocítico (5) com formação do esquizonte hemático (6), que ao romper as formas 

liberadas, merozoítos hemáticos, podem iniciar um novo ciclo eritrocítico ou evoluir para 

gametócitos, macho e fêmea (7), formas infectantes para o mosquito. Após o repasto 

sanguíneo (8), há a fusão dos gametócitos (9) e início do ciclo esporogônico, com o 

surgimento da forma oocineto (10) e oocisto (11), que se rompe (12) liberando os 

esporozoítos, formas infectantes para o hospedeiro vertebrado. Fonte: adaptado de 

www.uni-tuebingen.de/modeling/images/malaria_LifeCycle.gif. 
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1.2 MALÁRIA AVIÁRIA: CONSIDERAÇÕES GERAIS 

 

Há diversos estudos sobre a prevalência e os aspectos morfológicos dos 

parasitos da malária aviária, assim como aspectos da interação ecológica e evolutiva entre 

os parasitos e seus hospedeiros (Garnham, 1966; Swann, 1974; Perkins e Schall, 2002; 

Slater, 2005).  

A malária em galinhas domésticas pode ser causada por duas espécies de 

plasmódios: Plasmodium juxtanucleare e Plasmodium gallinaceum, onde no Brasil apenas 

o P. juxtanucleare é encontrado em infecção natural (Krettli, 1972; Mota et al., 2000). 

Em 1935, o Plasmodium gallinaceum foi descrito por Brumpt ao observar 

esfregaços sanguíneos de galinhas domésticas. A partir de então foi um dos plasmódios 

mais estudados em todo o mundo como modelo para atividade de drogas com potencial 

antimalárico (Paraense, 1946; Garnhan, 1966). As espécies de plasmódios possuem 

comportamento diverso, onde uma espécie pode parasitar hospedeiros diferentes (silvestres 

e domésticos) e ser transmitida por mosquitos em laboratórios ou ainda, passagens 

sanguíneas com sangue infectado, como ocorre com o P. gallinaceum (Garnham, 1966).  

O modelo de malária aviária em galinhas domésticas é interessante pelo fato do 

P. gallinaceum estar, em alguns aspectos, próximo ao P. falciparum, e desencadear quadro 

de malária clínica também semelhante, com sinais e sintomas de malária cerebral 

decorrente da forma exo-eritrocítica encontrada em cérebros de animais infectados 

(Paraense, 1946). Dentre os aspectos semelhantes entre P. gallinaceum e P. falciparum 

citamos o antígeno de superfície, a proteína circumesporozoíta (CS). Essa proteína que 

favorece a infecção apresenta grande similaridade entre as duas espécies (Krettli, 1994). A 

proteína CS recobre a superfície de esporozoítos que invadem hepatócitos em mamíferos e 

macrófagos em aves. O gene que codifica a proteína CS do P. gallinaceum foi 
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caracterizado e comparado aos domínios funcionais de outros plasmódios e, na proteína  

foram observadas as mesmas características, incluindo seqüência sinal secretora e regiões 

centrais com aminoácidos repetidos. A comparação das seqüências sinais da proteína CS 

revelou quatro diferentes grupos, onde o P. gallinaceum apresenta maior proximidade ao 

P. falciparum (McCutchan et al., 1996) (Figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Filograma baseado na análise da proteína circumesporozoíta (CS). A, divisão em 

quatro grupos baseados na análise da seqüência sinal de aminoácidos: plasmódio aviário 

com P. falciparum - A/F; P. malariae - M; plasmódios de primatas - P; plasmódios de 

roedores - R. B, árvore filogenética que mostra a localização dos quatro grupos. Os 

números mostrados acima dos ramos são porcentagens de bootstrap baseadas em 100 

replicatas. Fonte: adaptado de McCutchan et al., 1996. 

 

A B 
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A relação do P. gallinaceum com outras espécies de plasmódios de mamíferos 

é fonte de inúmeras revisões, com controvérsias entre elas (Waters et al., 1991; Siddall e 

Barta, 1992; Escalante and Ayala, 1994; McCutchan et al., 1996; Qari et al., 1996; Perkins 

e Schall, 2002; Roy e Irimia, 2008; Silva et al., 2010). Alguns estudos evolutivos 

demonstram proximidade entre as espécies ao analisar diferentes seqüências gênicas 

(McCutchan et al., 1996; Escalante e Ayala, 1994). Por outro lado, algumas recentes 

análises de rara modificações nos genomas mitocondriais suportam a idéia de 

monofiletismo das espécies de plasmódios de mamíferos (Roy e Irimia, 2008). 

Silva et al. (2010), ao analisar 45 sequências gênicas ortólogas de genoma 

mitocondrial de oito espécies de plasmódio, mostra uma árvore em que o P. gallinaceum 

aparece em posição com aspectos genéticos similares que o coloca próximo 

filogeneticamente aos parasitos de primatas P. falciparum e P. Reichenowi (Figura 3). No 

entanto, a resolução dessas questões filogenéticas é prejudicada pelo pequeno número de 

locos amostrados. As grandes distâncias evolutivas envolvidas e viés na composição de 

nucleotídeos de alguns genomas nucleares de Plasmodium, aumentam ainda mais essa 

dificuldade (Silva et al., 2010).  

As diferenças entre as espécies P. gallinaceum e P. falciparum estão 

principalmente relacionadas à complexidade do ciclo, como o desenvolvimento inicial do 

esporozoíto, que em mamíferos ocorre nos hepatócitos, e em aves esta fase inicial do ciclo 

ocorre nos macrófagos e células endoteliais (Huff et al., 1960; Krettli & Dantas, 2000). O 

ciclo biológico de Plasmodium sp. em aves apresenta três fases distintas: exo-eritrocítica e 

eritrocítica, na ave e a fase esporogônica no mosquito (Huff et al., 1960; Garnhan, 1966). 

Na malária por P. gallinaceum ocorre uma fase exo-eritrocítica secundária, em 

conseqüência da liberação dos merozoítos do primeiro ciclo exo-eritrocítico. Essas formas 

invadem novas células teciduais e dão continuidade ao ciclo (Krettli, 1994; Staines et al., 
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2002). Existem evidências que sugerem que o P. falciparum utilize macrófagos teciduais 

para seu transporte até os hepatócitos. No entanto, o ciclo eritrocítico nas duas espécies 

está relacionado às manifestações clínicas da doença como a malária cerebral (Paraense, 

1946; Staines et al., 2002).  

 

 

 

Figura 3. Hipóteses alternativas para as relações filogenéticas entre as espécies de 

Plasmodium. Pfal=P. falciparum; Prei=P. reichenowi; Pgal=P. gallinaceum; Pviv=P. 

vivax; Pkno=P. knowlesi; Pyoe=P. yoelii; Pber=P. berghei; Pcha=P. chabaudi. Fonte: Silva  

et al., 2010. 

 

Frevert et al. (2008) demonstram o desenvolvimento inicial das formas exo-

eritrocíticas de P. gallinaceum em aves com 2-4 dias de idade, expostas a picadas de 

mosquitos A. aegypti infectados com esse plasmodium. Após estabelecimento da infecção 

os estágios primários foram localizados em diferentes órgãos. Foi mostrado estágios exo-

eritrocíticos iniciais em fígado, cérebro, baço, coração, rim e pulmão. No fígado, os 

parasitos foram encontrados primeiramente nas células de Kupffer, com localização no 

sinusóide. Em galinhas, os esquizontes hepáticos são menores e com menos parasitos 

quando comparados com os de mamíferos (Meis &Verhave, 1988; Frevert et al., 2008). 

Quando analisaram o cérebro, os estágios exo-eritrocíticos primários no endotélio eram 
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semelhantes em tamanho aos encontrados no fígado. Microscopia eletrônica revelou 

estágios exoeritocíticos primários no interior das células de Kupffer do fígado, macrófagos 

esplênicos, endotélio vascular do pulmão, cérebro e coração, assim como nos rins (Frevert 

et al., 2008).  

A malária na fase crônica é assintomática e raramente fatal, porém torna as 

aves hospedeiras fontes permanentes de infecção. Já na fase aguda da malária, a ave pode 

apresentar sintomas neurológicos, decorrentes de lesões cerebrais, o que gera a 

incoordenação motora, fraqueza nas pernas com eventuais paralisias e distúrbios 

sistêmicos como perda de apetite, diarréia com fezes esverdeadas, anemia, geralmente 

evoluindo para a morte do animal (Permin e Juhl, 2002; Williams, 2005; Macchi et al., 

2010).O modelo de malária aviária em galinhas domésticas dominou os estudos da 

biologia dessa doença de 1890 a 1940 (Paraense, 1946; Garnhan, 1966) com um recente 

retorno (Krettli et al., 2001; Permin and Juhl, 2002; Slater, 2005; Williams, 2005; Frevert 

et al., 2008; Silveira et al., 2009; Macchi et al., 2010). Dessa forma, o modelo de malária 

aviária se torna ferramenta alternativa para estudar a fisiopatologia da malária cerebral, 

principalmente por apresentar características comuns tanto à malária humana, quanto ao 

bem estabelecido modelo experimental com P. berghei em camundongos (De Souza & 

Riley, 2002). Assim, torna-se possível investigar diversos aspectos da patogênese da 

doença com finalidade de compreender os mecanismos envolvidos. Além disso, o modelo 

de malária aviária pode trazer novas perspectivas de testes de novos produtos bioativos 

obtidos de plantas medicinais e melhorar a compreensão de aspectos fisiológicos e 

imunológicos de galinhas, aves de grande importância econômica. 
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1.3 MALÁRIA CEREBRAL 

 

Várias hipóteses tentam explicar os mecanismos envolvidos na patogênese da 

malária cerebral. As hemácias infectadas pelo P. falciparum possuem a capacidade de 

aderir às células do endotélio da microcirculação, pois além da exposição dos antígenos do 

parasito na membrana da hemácia (“knobs”), há ainda a exposição de moléculas de adesão 

ao endotélio (Berendt et al., 1994; Hearn et al., 2000; Dietrich, 2002; Haldar et al., 2005). 

Os antígenos do parasito modificam o metabolismo normal do eritrócito infectado, 

favorecem a sobrevivência do parasito e são importantes para a patologia da malária grave, 

devido a ativação de moléculas de adesão que permitem sua adesão ao endotélio 

(citoaderência) (Daniel-Ribeiro & Ferreira-da-Cruz, 2000; Clark & Cowden, 2003; Haldar 

et al., 2005). A citoaderência compromete o fluxo sanguíneo por obstrução de pequenos 

vasos, o que causa hipoxia do tecido e acidose lática, e gera distúrbios metabólicos no 

hospedeiro (Dietrich, 2002). Também designa a adesão de hemácias parasitadas a 

hemácias não parasitadas (rosetas), que parece ser o fator potencializador da patologia 

(Kirchgatter & Portillo, 2005).  

Somente esse fenômeno não explica as características da malária cerebral 

(Clark et al., 1991; Clark & Cowden, 2003). Portanto, outra hipótese sugere que a resposta 

exacerbada do sistema imune, com envolvimento de células T, monócitos, moléculas de 

adesão, citocinas e mediadores químicos, como o NO, induz destruição tecidual (Medana 

et al., 2001; Derouich-Guergour, 2001) (Figura 4). 
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Figura 4. Hipótese para o mecanismo da patogênese da malária cerebral. (1) Monócitos-

macrófagos estimulados por antígenos do parasito (expressos na superfície da hemácia) e 

por citocinas (liberadas por linfócitos em resposta a infecção) produzem grandes 

quantidades de TNF-α, induzindo a expressão aumentada de vários receptores nas células 

endoteliais. (2) Hemácias parasitadas aderem ao endotélio ativado (3), através da 

PfEMP1/2 e também às hemácias normais (rosetas) por meio de ligantes de membrana. (4) 

Monócitos circulantes liberam TNF-α e NO no local, agravando a lesão. Abreviaturas: 

PfEMP1/2, proteína de superfície de merozoíto de Plasmodium; ICAM, molécula de 

adesão intercelular; VCAM, molécula de adesão vascular; ELAM, molécula de adesão 

leucócito-endotélio; TNF-α, fator de necrose tumoral alfa; NO, óxido nítrico. Fonte: 

adaptado de Daniel-Ribeiro & Ferreira-da-Cruz, 2000. 

4 



13 

 

1.4 ÓXIDO NÍTRICO E MALÁRIA 

 

Um dos mediadores químicos bastante estudados na malaria cerebral é o NO. 

O NO é um gás solúvel, sintetizado por células endoteliais, macrófagos e um grupo de 

neurônios, que tem papel na sinalização extra e intracelular e é também agente microbicida 

(Clark et al., 1997; Bogdan, 2001). 

Em um experimento, Furchgott e Zawadzki (1980), inferiram sobre a 

existência de um fator de relaxamento derivado do endotélio (EDRF – Endothelial Derived 

Relaxing Factor) e no final dos anos 80, Ignarro et al (1987; 1988) sugeriram que o EDRF 

era o NO, gás de potente ação vasodilatadora, comprovado em experimento no qual a 

vasodilatação do endotélio foi estimulada pela produção de NO a partir da L-arginina 

(Palmer et al., 1987). 

O NO é produzido pela enzima Óxido Nítrico Sintase (NOS) que na presença 

de NADPH catalisa a conversão do aminoácido L-arginina em L-citrulina e NO, em 

proporção equimolar (Bredt & Snyder, 1994). Existem três isoformas de NOS: duas 

constitutivas, neuronal (nNOS) e endotelial (eNOS), que produzem NO sem a necessidade 

de novas sínteses protéicas, com atividade regulada pelo complexo cálcio-calmodulina 

(Moncada et al., 1991), e a isoforma induzida (iNOS), independente do íon Ca
2+

 e  está 

relacionada a resposta imunológica. A iNOS é expressa em macrófagos e ativada após 

estimulação por citocinas (IL-1, INF-γ e TNF-α) e lipopolissacarídeos (LPS) (Förstermann 

et al., 1994). 

A inibição da atividade das isoformas é feita pela ação de inibidores 

competitivos, que se assemelham ao substrato da enzima, e se ligam ao seu sítio 

favorecendo o bloqueio da atividade. Os inibidores clássicos da nNOS são a L-

nitroarginina (L-NARG) e L-nitro-arginina metil ester (L-NAME) e são caracterizados 
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como inibidores irreversíveis da atividade da NOS constitutiva (Dwyer et al., 1991). A 

aminoguanidina (AG) atua como inibidor irreversível da isoforma induzida (Corbertt & 

McDaniel, 1996; Boer et al., 2000). 

Na malária, há trabalhos que associam as alterações neurais a elevados níveis 

de citocinas o que eleva a produção de NO através da iNOS (Ghigo et al., 1995). Apesar de 

várias hipóteses correlacionarem o NO com esta manifestação clínica da malária, seu papel 

ainda permanece obscuro. Estudos demonstraram que a malária cerebral murina não 

envolve produção de NO, já que camundongos deficientes em iNOS desenvolvem malária 

cerebral (Rudin et al., 1997). Essa hipótese foi suportada por Favre et al. (1999), com 

resultados semelhantes. No entanto, outros estudos demonstraram a participação desta 

molécula no quadro de malária cerebral. Maneerat et al. (2000) verificaram a expressão 

aumentada de iNOS em cérebros post mortem de crianças com malária, e Macchi et al. 

(2010) demonstraram aumento na produção de nitrito por macrófagos de animais 

infectados com P. gallinaceum, evidenciando a participação do NO na patologia da 

doença. 

 

1.4.1 NO e malária aviária 

Considerando que o NO é molécula importante para a patogênese da malária, a 

necessidade de elucidação dos mecanismos que envolvem sua participação, como inibição 

da NOS, torna-se uma importante linha de pesquisa. Nesse contexto, a malária aviária 

torna-se excelente modelo, uma vez que reproduz aspectos da malária cerebral encontrados 

em outros modelos animais, podendo auxiliar na elucidação do papel do NO. 

Existem estudos em galinhas envolvendo inibição farmacológica da NOS, com 

resultados satisfatórios. Wideman et al. (2005; 2006) demonstraram a participação de NO 

na modulação da resposta da pressão arterial pulmonar após injeção de micropartículas. 
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Para isso, utilizaram L-NAME, inibidor das isoformas nNOS e iNOS e AG, inibidor 

seletivo da isoforma iNOS. Portanto, já se conhece as concentrações de moléculas que 

bloqueiam a produção de NO em galinhas. 

Neste sentido estudou-se neste trabalho aspectos fisiológicos da malária aviária 

com o bloqueio da produção de NO. Esse estudo proporcionará o melhor entendimento do 

modelo de malária aviária, incluindo a cerebral, e aspectos hematológicos, bioquímicos, e 

patológicos de galinhas infectadas com P. gallinaceum. 

 

1.4.2 Trombócitos e malária  

Estudos recentes evidenciam associação entre trombocitopenia e malária, o que 

sugere importante papel para as plaquetas  na patogênese da malária cerebral. Existe uma 

ativação de plaquetas devido a interação entre a PfEMP1 (proteína de superfície de 

merozoíto do Plasmodium) e CD36 (molécula expressa na superfície de células) em 

plaquetas (Cox e McConkey, 2010). Além disso, há evidências de que plaquetas modulam 

a citoaderência de hemácias parasitadas no endotélio cerebral devido liberação de 

micropartículas (Faille et al., 2009a; Greenbaun e FitzGerald, 2009; Bridges et al., 2010). 

Como todas as aves, as galinhas possuem peculiaridades nos elementos figurados do 

sangue. Não possuem plaquetas, mas células homólogas, os trombócitos. Essas células são 

bem maiores que as plaquetas e possuem núcleo.  

Uma das hipóteses relaciona a interação de plaquetas com eritrócitos infectados 

(EIs). De acordo com Pleass (2009), as plaquetas são ativadas por moléculas 

desconhecidas liberadas pelos EIs através de receptor purinérgico (receptor P2Y1). No 

entanto, permanece indefinido se esta ativação requer contato de EIs com CD36 expresso 

em plaquetas, assim como a interação dos receptores plaquetários com moléculas liberadas 

pelo parasito. A ativação das plaquetas resulta na liberação de diferentes grânulos que 
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contém vários mediadores farmacológicos e imunológicos. Um exemplo é a serotonina, 

que além de resultar no aumento da permeabilidade vascular e contração do músculo liso, 

ativa células dendríticas e pode influenciar diretamente no EI, uma vez que agonistas do 

receptor de serotonina são conhecidos por modular o ciclo de vida do parasita e inibir o 

crescimento do parasita em cultura (Locher et al., 2003). 

Uma análise recente de produtos secretados por plaquetas detectou várias 

quimiocinas, incluindo CXCL4, CXCL7 que é regulada após a ativação de célula T normal 

e têm importante papel na chegada gradual de leucócitos, eosinófilos, células natural killer 

(NK), neutrófilos polimorfonucleares (PMN) e mastócitos (Garcia et al., 2005). CXCL4 e 

seu CXCR3 receptor cognato, expresso em células T auxiliares (T CD4), têm demonstrado 

um papel direto sobre a gravidade da malária cerebral experimental em roedores 

(Srivastava et al., 2008). CXCL4 estimula a liberação de fator de necrose tumoral (TNF-α) 

e espécies reativas de oxigênio (EROs) por monócitos, além de induzir apoptose de células 

endoteliais (CE) que, juntos, podem comprometer a integridade da barreira 

hematoencefálica.  

Pleass (2009) mostra que fatores solúveis, como quimiocinas, liberados por EIs 

são conhecidos por induzir apoptose em células endoteliais do cérebro humano. CXCL7 

recruta PMN, que liberam grandes quantidades de fator ativador de plaquetas (PAF). 

RANTES é uma potente quimiocina pró-inflamatória e inibidora da replicação do HIV in 

vitro e também conhecida por se ligar ao receptor do antígeno Duffy para quimiocinas 

(DARC) e necessária para a invasão dos eritrócitos pelo P. vivax (He et al., 2008) (Figura 

5). 

Na malária cerebral, durante a fase inicial, os níveis elevados de citocinas 

promovem ampla ativação endotelial que leva ao aumento na ligação das células 

circulantes, incluindo plaquetas e EIs. Plaquetas aderem aos EIs e em seguida, aderem ao 
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endotélio cerebral (EC) aumentando a atividade de novas moléculas de adesão entre os 

tipos celulares e induzindo maior ativação endotelial (Faille et al., 2009a). O endotélio 

ativado, por sua vez, libera mediadores ativadores de plaquetas. Além disso, as plaquetas 

são capazes de potencializar alterações na integridade da monocamada endotelial, 

promovendo degradação da matriz e apoptose, além de prejudicar a reparação vascular 

(Figura 6). 

A presença de plaquetas aderidas a microvasculatura de camundongos (Grau et 

al., 1993) e pacientes com malária cerebral (Grau et al., 2003), fortaleceu a hipótese de um 

papel para as plaquetas no sequestro de parasitos, no início da ativação do endotélio e em 

lesões neurovasculares. 
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Figura 5. Hipótese para a interação de plaquetas com eritrócitos infectados durante a 

infecção malárica. (1) Plaquetas são ativadas por moléculas liberadas dos EIs. (2) Ativação 

de plaquetas libera α-grânulos e grânulos densos com mediadores imunológicos e 

farmacológicos, como serotonina, que ativa seu receptor, modulando o ciclo de vida do 

parasito. (3) PMN liberam diferentes quimiocinas (CXCL4, CXCL7), reguladas por células 

T, CEs, NKs, monócitos. CXCL4 estimulam monócitos a liberar TNF-α e EROs, que induz 

apoptose em CEs. CXCL7 recruta PMNs a liberar grandes quantidades de PAF. RANTES 

é uma potente quimiocina pro-inflamatória que se liga ao DARC. (4) TNF-α e EROs, 

dentre outras moléculas, levam a apoptose do parasito, por mecanismos ainda 

desconhecidos. (5) Envolvimento de anticorpos e ICs, por mecanismos não conhecidos. 

Abreviaturas: PMN, polimorfonucleares; CXCL4, CXCL7, quimiocinas; CEs, células 

endoteliais; NKs, células natural killer; TNF-α, fator de necrose tumoral alfa; EROs, 

espécies reativas de oxigênio; PAF, fator ativador de plaquetas; DARC, antígeno Duffy 

receptor para quimiocinas; ICs, complexos imunológicos. Fonte: adaptado de Pleass 

(2009). 
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Figura 6. Representação esquemática do envolvimento de plaquetas e endotélio cerebral 

na patogênese da malária cerebral. Na fase inicial malária cerebral, elevados níveis de 

citocinas ativam o endotélio aumentando a ligação de células circulantes (plaquetas e 

eritrócitos infectados). Isso provoca ativação de novas moléculas de adesão promovendo 

maior ativação do endotélio, que libera mediadores ativadores de plaquetas. Plaquetas 

induzidas por eritrócitos infectados potencializam alterações no endotélio vascular. 

Abreviaturas: MPP, micropartículas derivadas de plaquetas; MPE, micropartículas 

derivadas de eritrócitos. Fonte: adaptado de Faille et al., 2009a. 

 

 

1.5 HEMATOLOGIA CLÁSSICA DE AVES 

 

O sangue é o tecido de notória importância na fisiologia dos animais. Portanto, 

sua análise detalhada através do hemograma, é importante ferramenta complementar na 

clínica veterinária. A hematologia clínica aviária é relativamente nova e pode ser utilizada 

como auxiliar em diagnósticos e monitoramento de doenças, com informações sobre a 

relação parasito-hospedeiro, além de permitir aprofundamento no estudo dos mecanismos 
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fisiopatológicos de enfermidades provocadas por hemoparasitos como os plasmódios 

(Lucas & Jamroz, 1961; Silveira et al., 2009). 

O hemograma fornece informações sobre o eritrograma, leucograma e 

plaquetograma (que em aves corresponde aos trombócitos), e desta forma proporciona 

informações complementares sobre a saúde geral do animal, sendo exame laboratorial de 

primeira linha (Thrall et al., 2007). Esse estudo auxilia na interpretação do estado geral, 

quer seja na análise dos quadros anêmicos, no acompanhamento de infecções por 

detalhamento do leucograma, além das avaliações iniciais de coagulação, pela análise de 

trombócitos (Jain, 1993). 

Os leucócitos presentes na corrente sanguínea dividem-se de acordo com a 

morfologia nuclear e características citoplasmáticas. Em aves, os granulócitos são 

constituídos por eosinófilos, basófilos e heterófilos, enquanto os agranulócitos são 

constituídos por linfócitos e monócitos (Lucas & Jamroz, 1961; Campbell, 1995). 

Infecções causadas por hemoparasitos podem alterar a densidade de certas 

células sangüíneas em animais (Campbell, 1995). Algumas espécies de plasmódios podem 

desencadear quadro de linfocitose, monocitose e redução do hematócrito provocado pela 

lise de hemácias durante a liberação dos parasitos (Campbell, 1995). 

Assim como todas as aves, as galinhas possuem peculiaridades nos elementos 

figurados do sangue. Além das hemácias, os trombócitos, homólogos as plaquetas dos 

mamíferos, são nucleados. Entre leucócitos, destacam-se os heterófilos que possuem 

grânulos elípticos e conteúdo enzimático diferente do encontrado nas células homólogas de 

mamíferos, os neutrófilos (Ericsson & Nair, 1973). Tais características, morfologia e perfil 

enzimático de grânulos, são de grande valia nos estudos morfofuncionais dessas células. 

Para uma melhor avaliação, a hematologia é dividida para estudos 

morfofuncionais de suas células: série vermelha, que incluem todos os dados relacionados 



21 

 

às hemácias, e série branca, onde se encontra todos os dados relacionados à células do 

sistema imunológico, além dos trombócitos. 

 

1.5.1 Série vermelha 

O eritrócito maduro é uma célula ovalada com núcleo também ovalado e em 

posição central. O citoplasma apresenta textura uniforme e coloração rosa-alaranjada 

(Lucas & Jamroz, 1961; Campbell, 1995). Essas células são facilmente deformáveis, 

podendo inclusive sofrer alterações no momento da realização da extensão sanguínea. 

Dessa forma, a presença de eritrócitos policromáticos (citoplasma mais basofilico que o 

citoplasma de eritrócitos normais) ou eritrócitos atípicos (alterações na morfologia celular 

ou morfologia nuclear), quando encontrados não devem ser considerados exclusivamente 

como indicativos de enfermidades (Lucas & Jamroz, 1961). 

Os valores de eritrócitos (numero total de hemácias/mL) podem variar de 

acordo com sexo, idade, linhagem das aves (Lucas & Jamroz, 1961), além de alimentação 

e condição de saúde (Silveira et al., 2009). 

O hematócrito é a porcentagem do volume ocupado por hemácias do sangue 

sendo importante ferramenta na avaliação clínico-laboratorial, uma vez que valores muito 

baixos podem indicar anemia e valores muito altos, desidratação (Campbell, 1995; Mota, 

1998). A concentração de hemoglobina pode ser medida como em mamíferos (método da 

cianometahemoglobina), sendo importante para confirmar presença de lise de células 

vermelhas (Campbell, 1995). A contagem do número total de hemácias é usada para 

detectar a quantidade de hemácias em um microlitro de sangue total, cujo objetivo é 

fornecer dados para o cálculo dos índices hematimétricos, volume corpuscular médio 

(VCM) e concentração da hemoglobina corpuscular média (CHCM), que revelam o 

tamanho médio da hemácia e o conteúdo médio de hemoglobina por hemácia. Os índices 
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hematimétricos fornecem importantes informações sobre o tamanho e concentração da 

hemoglobina de uma hemácia média, além de auxiliar no diagnóstico e classificação das 

anemias (Lopes et al., 2007).  

A classificação das anemias em vários tipos, levando-se em consideração o 

tamanho e a morfologia das hemácias, permite determinar possíveis causas e mecanismos 

fisiopatológicos, sendo uma forma de avaliação morfológica da anemia a análise dos 

índices hematométricos, VCM e CHCM (Lopes et al., 2007). Para o tamanho, os termos 

usados são normocítica (normal), macrocítica (maior) ou microcítica (pequena), e para as 

propriedades com base no teor da hemoglobina, normocrômica (normal) e hipocrômica 

(diminuída). A anemia macrocítica normocrômica resulta de assincronia da eritropoiese 

causada por alterações na maturação no estágio de pró-rubrícito a rubrícito basofílico, 

produzindo eritrócitos megaloblásticos na medula óssea (Lopes et al., 2007). A anemia 

macrocítica hipocrômica pode ser observada durante perda aguda de sangue ou hemólise 

aguda, onde o grau de macrocitose e hipocromia depende da severidade da anemia, 

associada à intensidade da resposta eritropoiética medular (Lopes et al., 2007). A 

reticulocitose em resposta à anemia aumenta o VCM e reduz o CHCM. A anemia 

normocítica normocrômica ocorre pela depressão seletiva da eritropoiese em doenças 

crônicas como infecções, doença renal crônica e algumas desordens endócrinas. Nestes 

casos, a resposta de reticulócitos está ausente ou insignificante. A anemia microcítica 

hipocrômica resulta de deficiência de ferro ou incapacidade de utilização do ferro para a 

síntese da hemoglobina (Lopes  et al., 2007) (Tabela 1). 
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Tabela 1. Classificação morfológica das anemias. 

VCM CHCM Características 

Macrocítica 

Hipocrômica 
Sempre regenerativas 

Perda aguda de sangue/anemia hemolítica aguda 

Normocrômica 

Anemias não regenerativas (diminuição do CHCM 

ainda não está presente)  

Deficiência de ácido fólico, FeLV (sem nenhuma 

reticulocitose), eritroleucemia, deficiência de 

vitamina B12 

Microcítica Hipocrômica 

Deficiência de Ferro por perda: 

- Perda crônica de sangue: tumores, úlceras. 

- Parasitos: Ancylostoma, Haemonchus 

Deficiência de ferro por fatores que atuam no seu uso 

- Piridoxina, riboflavina, cobre 

Microcítica Normocrômica Doença crônica 

Normocítica Normocrômica 

Hemorragia e hemólises aguda - sem tempo para a 

resposta, deficiência de ferro (antes de predominar 

micrócitos), inflamação e neoplasias crônicas, 

deficiências endócrinas, aplasia eritróide seletiva, 

hipoplasia e aplasia da medula óssea, intoxicação por 

chumbo, pode não estar anêmico 

 

 

1.5.2 Série branca 

Nas aves sadias a população leucocítica é bastante parecida com a dos 

mamíferos. A leucocitose segue padrões tais quais os observados em mamíferos, com os 

leucócitos liberados na circulação geralmente quando maduros na ausência de doença.  

As células do sistema imunológico presentes na corrente sanguínea das aves 

dividem-se de acordo com a morfologia nuclear e citoplasmática, os agranulócitos são 

constituídos por linfócitos e monócitos, enquanto os granulócitos são constituídos por 
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heterófilos (análogos aos neutrófilos de mamíferos), eosinófilos e basófilos (Thrall et al., 

2007). 

Os monócitos das aves são morfologicamente similares aos dos mamíferos. 

Precursores de macrófagos, eles são as principais células fagocíticas do sistema imune das 

aves, qualidade anteriormente atribuída aos trombócitos que realizam a fagocitose em 

menor intensidade (Chang & Hamilton, 1979; DaMatta et al., 1999; Qureshi, 2003). 

Normalmente maiores que as hemácias, os monócitos têm formato arredondado 

e citoplasma azul vítreo com borda hialina, quando observados com coloração tipo 

Romanowsky. As principais características que diferenciam os monócitos dos linfócitos 

são a menor quantidade de heterocromatina e menor razão núcleo:citoplasma (Lucas & 

Jamroz, 1961). Grânulos azurofílicos podem estar presentes no citoplasma de monócitos de 

algumas espécies de aves e répteis (Montali, 1988). Os monócitos das aves possuem 

atividade fagocítica considerável, migrando para os tecidos onde se transformam em 

macrófagos e realizam sua atividade biológica de controle da inflamação e ação 

microbicida (Harmon et al., 1993). 

Os linfócitos possuem as mesmas funções das células homônimas de 

mamíferos e representam a população majoritária de leucócitos de algumas aves 

(Campbell, 2004). Linfócitos podem variar de tamanho, mas são menores do que as 

hemácias. O citoplasma é escasso e cora-se em azul vítreo, formando uma linha tênue ao 

redor do núcleo, entretanto pode aumentar de volume em linfócitos maiores. Projeções 

citoplasmáticas, pseudópodos, podem ser observados com freqüência. O núcleo é redondo 

e centralizado, com sulcos raros, e cora-se acidofilicamente (Lucas & Jamroz, 1961). Outra 

característica peculiar dessas células é a alta razão núcleo:citoplasma (Campbell, 1995). 

Os heterófilos estão envolvidos na resposta inflamatória primária de aves, 

porém quando estão sob estresse o número de heterófilos circulantes pode cair 
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drasticamente (Maxwell & Robertson, 1998). Alterações na morfologia desta célula são 

encontradas em situações de doença sendo denominadas “tóxicas”. Nesta situação a célula 

apresenta vacuolização citoplasmática, degranulação, rompimento dos grânulos, e 

degeneração nuclear (Campbell, 2004). Topp & Carlson (1972) demonstraram capacidade 

fagocíticas desses leucócitos.  

Os eosinófilos de mamíferos exercem proteção contra infecções helmínticas, e 

estão freqüentemente associados a alergias, porém sua função permanece uma incógnita 

nas aves (Maxwell & Robertson, 1998). Diferente dos heterófilos, os eosinófilos possuem 

grande variação de tamanho, porém não de sua forma arredondada. O citoplasma possui 

coloração azul claro e o núcleo, reniforme, é basofílico com regiões mais escuras de 

heterocromatina (Lucas & Jamroz, 1961; Maxwell & Siller, 1972). No citoplasma estão 

contidos grânulos eosinofílicos redondos (Campbell, 2004).  

Os basófilos são normalmente maiores que os heterófilos e eosinófilos. Embora 

pertençam a população minoritária de leucócitos circulantes, possuem importante função 

nos eventos inflamatórios, secreção de aminas vasoativas, e na hipersensibilidade cutânea. 

Aves sob situação de estresse podem apresentar basofilia (Maxwell & Robertson, 1995). 

Essas células possuem forma arredondada com grande variação de tamanho entre as 

espécies de aves. O citoplasma possui coloração basofílica, porém muitas vezes escondida 

pela grande quantidade de grânulos citoplasmáticos. Já o núcleo raramente apresenta 

lobulações, cora-se basofilicamente e freqüentemente encontra-se sob os grânulos 

(Campbell, 1995). 

Os trombócitos maduros são células ovaladas menores e mais arredondadas 

que os eritrócitos, com núcleo grande em relação à menor quantidade de citoplasma, mas 

homogêneo e pode conter um ou mais grânulos vermelhos. São derivados de uma linhagem 

distinta de células encontradas no tecido hematopoiético. Essas células estão envolvidas 
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nos processos de homeostase e fagocitose e podem participar de funções de defesa do 

organismo, além da participação na coagulação sangüínea, e tendem a aglomerarem-se nos 

esfregaços sanguíneos dificultando sua contagem (Campbell, 1995; Schmidt et al., 2007). 

 

 

1.6 BIOQUÍMICA SÉRICA DE AVES 

 

O perfil bioquímico sérico é uma abordagem de avaliação fisiológica, 

complementar ao hemograma. Ambos são importantes ao diagnóstico veterinário (Harr, 

2002). O perfil bioquímico das aves é tomado como ferramenta que apenas é usada para a 

pesquisa ou em trabalhos científicos e poucas vezes se considera como técnica diagnóstica 

útil para a clínica aviária (Schmidt et al., 2007). 

O monitoramento das funções renais, hepáticas e musculares, do metabolismo 

da glicose e da concentração de íons plasmáticos possibilita o entendimento do real efeito 

do manejo e doenças sobre a fisiologia das aves. Em frangos de corte, rações contaminadas 

com aflatoxinas, ou até mesmo desbalanceadas, podem alterar a funcionalidade do fígado e 

rins, e acarretar na mudança das concentrações das proteínas plasmáticas (Quezada et al., 

2000; Oguz, 2002). Os principais exames bioquímicos utilizados para as aves são: Alanina 

aminotransferase (ALT), Aspartato aminotransferase (AST), Fosfatase alcalina (FAL), 

Creatina-cinase (CK), Lactato desidrogenase (LDH), Uréia, Ácido úrico e creatinina 

(Lumeij, 1997; Campbell, 2004).  

A função renal das aves pode ser avaliada pela mensuração sérica de ácido 

úrico e uréia, sendo o primeiro, um parâmetro mais confiável. Seu aumento sérico acontece 

quando menos de 30% do rim está funcional (Lumeij, 1997; Campbell, 2007). A 

concentração sanguínea de creatinina é baixa em aves e tem pouco valor diagnóstico, pois 
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a creatina é excretada pelos rins das aves antes de ser convertida em creatinina (Campbell, 

2007). O ácido úrico é o produto final do metabolismo do nitrogênio mais importante nas 

aves. Como sua eliminação é pouco influenciada pelo fluxo da urina e estado de hidratação 

da ave, o ácido úrico sanguíneo aumenta somente quando existem causas pré-renais muito 

severas ou quando o dano tubular é extenso (Lumeij, 1997; Fudge, 2000). Em geral, o seu 

aumento sérico indica alteração da função renal, devido a diversas causas. Como as aves 

são uricotélicas, há baixa concentração de uréia no seu plasma. A uréia é formada no 

fígado como subproduto do metabolismo das proteínas. É excretada por filtração 

glomerular, que depende da condição de hidratação da ave (Lumeij, 1997; Campbell, 

2007).  

Nas aves, as provas de função hepática estão divididas em testes de enzimas 

hepáticas que refletem lesão hepatocelular (como aspartato aminotransferase - AST), 

aumento na produção enzimática conseqüente à colestase e testes funcionais do fígado ou 

metabólitos, como o colesterol e as proteínas (Schmidt et al., 2007). A AST é uma enzima 

citoplasmática e mitocondrial presente em vários tecidos como fígado, músculo 

esquelético, músculo cardíaco, cérebro e rim, sendo que em todas as espécies domésticas, 

inclusive nas aves, a sua atividade é alta no fígado. Portanto, na injúria hepática aguda ou 

crônica, a atividade sérica de AST está elevada (Tennant, 1997; Campbell, 2007). 

Entretanto, Fudge (2000) explica que o fígado em estágio final, como na severa fibrose ou 

lipidose, pode produzir pouco extravasamento hepatocelular, resultando em níveis de AST 

normais ou, em alguns casos, diminuídos. Portanto, a elevação dos níveis sérico-

enzimáticos da AST é decorrente de lesão dos hepatócitos, resultante de necrose ou de 

alterações na permeabilidade da membrana celular, e pode ser atribuída à disfunção 

hepática recente (Kaneko et al., 1997). Porém, esta não é uma enzima específica de lesão 

hepática, podendo estar aumentada em lesões musculares, juntamente com aumento da 
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creatina cinase (CK) (Schmidt et al., 2007). A CK é uma enzima músculo-específica e o 

aumento da sua atividade plasmática pode se originar de lesão de célula muscular ou de 

esforço físico exagerado (Lumeij, 1997; Campbell, 2007). A mensuração da atividade 

plasmática da CK pode ser útil para determinar se o aumento da atividade da AST decorre 

de lesão muscular ou hepatocelular: elevação na atividade sérica da AST não acompanhada 

de CK aumentada sugere a existência de doença hepática (Campbell, 2007).  

FAL são um grupo de enzimas encontradas principalmente no fígado e osso 

(Tennant, 1997). Há também pequenas quantidades produzidas pelos rins. Dessa forma, é 

medido a quantidade total de FAL liberada desses tecidos para o sangue. A importância 

principal da medição da FAL é verificar a possibilidade doença hepática (Tennant, 1997). 

Quando o fígado não está funcionando corretamente, a FAL não é excretada através da bile 

e é liberada na corrente sanguínea. Assim, a FAL é importante como medida da integridade 

do sistema hepático (Trhall et al., 2007). 

A LDH é uma enzima cujo nível eleva em danos teciduais Assim, os níveis de 

LDH podem indicar hemólise, que pode ocasionar anemia hemolítica. Devido a sua 

distribuição aproximadamente igual em diferentes órgãos, um aumento na atividade da 

LDH pode dar indicações sobre doenças do fígado (ou necrose ocasionada por agentes 

tóxicos ou infecções), sangue e lesões dos músculos esqueléticos (Maitland & Newton, 

2005). Os testes bioquímicos estão resumidos na Tabela 2. 
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Tabela 2. Bioquímica sérica: testes e suas indicações de funcionalidade. 

Tipo Teste Monitoramento de: 

Enzima 

Aspartato transferase (AST) 

Função hepática Alanina transferase (ALT) 

Fosfatase alcalina (FAL) 

Metabólito 

Ácido úrico 

Função renal Uréia 

Creatinina 

Enzima Creatina cinase (CK) Função muscular  

Enzima Lactato desidrogenase (LDH) Dano tecidual 

 

 

 

Em trabalho anterior procuramos estabelecer o modelo de malária cerebral 

aviária (Macchi et al., 2010), onde verificamos alterações histopatológicas no cérebro, 

como gliose e infiltrados de mononucleares no endotélio, além de vasos ocluídos com 

eritrócitos em animais infectados dos animais infectados e um aumento na produção de 

nitrito por macrófagos derivados de monócitos do sangue periférico de animais infectados, 

evidenciando o envolvimento do NO na infecção. Diante do exposto, este trabalho visa 

compreender mecanismos envolvidos na patogênese da malária, em animais tratados e não 

tratados com aminoguanidina, inibidor seletivo da enzima NOS induzida. 
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2. OBJETIVOS 

 

Objetivo Geral: 

 

Estudar o papel do NO e alterações hematológicas, bioquímicas e patológicas 

durante a infecção da malária aviária, em modelo experimental in vivo. 

 

Objetivos específicos: 

 

- Verificar sobrevivência e desenvolvimento de parasitemia em aves infectadas com 

Plasmodium gallinaceum e tratadas ou não com aminoguanidina. 

- Comparar os perfis hematológicos e bioquímicos séricos de galinhas infectadas 

com o P. gallinaceum tratadas ou não com aminoguanidina ao longo da infecção. 

- Comparar a histopatologia de órgãos (cérebro, fígado e baço) de galinhas 

infectadas com o P. gallinaceum tratadas ou não com aminoguanidina. 

- Mensurar os níveis de nitrito/nitrato no plasma de galinhas infectadas com o P. 

gallinaceum tratadas ou não com aminoguanidina. 

- Avaliar a morfologia de trombócitos em esfregaços sanguíneos e em cultura, de 

galinhas infectadas com o P. gallinaceum tratadas ou não com aminoguanidina, em 

diferentes parasitemias. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Comitê de Ética 

Este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética de Uso de Animais da 

Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (CEUA/UENF) em 

16/07/2010, sob o protocolo nº 100/2010. 

 

3.2 Animais 

Para a infecção experimental foram utilizados Gallus gallus da linhagem Cobb, 

com um dia pós-eclosão, vacinados contra Bouba aviária e doença de Marek, adquiridos na 

Granja Caipixaba, em Marechal Floriano-ES. Na fase pré-inoculação, as aves foram 

mantidas no aviário da UENF. Até os 21 dias de vida, foram mantidas em caixas de 

madeira, com temperatura monitorada (1º ao 8º dia, entre 32º e 35ºC; 9º ao 15º dia, 30º e 

32ºC; 16º ao 21º dia, 27º e 29ºC) e iluminação contínua, com água e ração (PURINA®, 

livre de coccidiostático) ad libitum. A limpeza das caixas e troca da “cama” de maravalha 

foi realizada diariamente. Após 21 dias de vida, com centro termorregulador estabelecido, 

as aves foram transferidas para gaiolas e mantidas em temperatura ambiente. A inoculação 

foi feita aos 35 dias de vida. 

 

3.3 Cepa de Plasmodium gallinaceum 

Para indução do quadro de malária foi utilizado o protozoário Plasmodium 

gallinaceum, cepa 8A, cedido pela Dr. Paulo Pimenta do Centro de Pesquisa Fundação 

Oswaldo Cruz (Belo Horizonte-Minas Gerais). O parasito foi mantido por sucessivas 

passagens em frangos e em seu vetor experimental (Anopheles darlingi).  
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3.4 Grupos experimentais 

Para os experimentos de sobrevivência, curva de parasitemia, controle de 

temperatura, hematologia e bioquímica, as aves foram distribuídas aleatoriamente em 4 

grupos experimentais: G1 (n=5), aves não infectadas; G2 (n=5), aves não infectadas 

tratadas com aminoguanidina; G3 (n=12), aves infectadas e G4 (n=12), aves infectadas 

tratadas com aminoguanidina. Para coleta de sangue, as aves foram divididas em 

subgrupos “a” e “b”, e utilizadas em dias alternados, o que diminui o estresse no animal 

(Figura 7). Foi feito uma repetição do experimento. 

Para os experimentos de contagem e morfologia de trombócitos em cultura, 

produção de NO (nitrito no plasma e atividade da enzima NOS no cérebro) e histopatologia 

de órgãos, as aves foram distribuídas da seguinte maneira: G1 (n=3), G2 (n=3), G3 (n=9) e 

G4 (n=12) e sacrificadas em parasitemias conhecidas. 

 

 

 

Figura 7. Desenho dos grupos experimentais e divisão dos subgrupos para coleta de 

sangue. As divisões “a” e “b” correspondem aos subgrupos para coleta de sangue. 

 

3.5 Tratamento com aminoguanidina (AG) e infecção com Plasmodium gallinaceum 

O tratamento com AG foi iniciado dois dias antes da infecção com o parasito, 

com dose de 25mg/Kg, administrada diariamente por via intraperitoneal. A dose foi obtida 

com base em estudos anteriores (Wideman et al., 2005; 2006). A AG foi adquirida na 

forma bicarbonada (SIGMA), pouco solúvel em meio aquoso. A diluição foi feita na 
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concentração 40 mg/mL com solução devidamente titulada com H2SO4 concentrado até o 

pH 2,0, produzindo a forma hemissulfatada, solúvel em meio aquoso. Após diluição, a 

correção de pH (para 7,0) foi feita após titulação com solução de carbonato de sódio e 

bicarbonato de sódio (5N), de acordo com protocolo obtido pela SIGMA. A correção da 

concentração foi feita de acordo com o volume utilizado de ácido sulfúrico e 

carbonato/bicarbonato de sódio (Vieira, 2007). A administração da AG foi aceita e teve 

boa tolerância pelos animais. 

Antes da inoculação do grupo experimental, uma amostra da cepa foi 

descongelada e inoculada em uma ave para garantir a virulência da cepa. Com parasitemia 

de aproximadamente 20%, a ave doadora foi sacrificada e o sangue coletado por punção 

cardíaca, com seringa contendo anticoagulante. O sangue foi diluído com solução PBS a 

fim de alcançar a concentração desejada de 5x10
6
 eritrócitos parasitados, em volume final 

de 50µL. O inóculo foi obtido após quantificação do total de hemácias em câmara de 

Neubauer e correção pela parasitemia da ave doadora. Cada ave recebeu um inóculo de 50 

µl por via intramuscular. As aves foram clinicamente examinadas e monitoradas 

diariamente, a partir do 4º dia pós-infecção (dpi).  

 

3.6 Determinação da parasitemia 

Para determinar a evolução da parasitemia, extensões sanguíneas foram feitas 

diariamente a partir de gotas sanguíneas obtidas com o corte da unha do animal. As 

extensões sanguíneas foram fixadas em metanol absoluto por 2 minutos e cobertos com 

Giemsa (10%) 30 minutos.  A porcentagem de hemácia parasitada foi estimada através da 

contagem do número de parasitos em 1000 hemácias, em diferentes campos, por 

microscopia de luz em objetiva de 100x. 
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3.7 Coleta de sangue 

A partir do 4º dpi, foi realizada coleta de sangue por venopunção da asa, com 

auxilio de seringas e agulhas de insulina, lubrificadas com anticoagulante EDTA (para 

provas hematológicas) e sem anticoagulante (para provas bioquímicas), a cada dois dias, 

em sistema de rodízio das aves (subgrupos) por um período de 28 dpi, até restabelecimento 

das aves restantes, totalizando 14 coletas, uma vez que no dia 0 foi coletado sangue de 

alguns animais para servir de valor de base (Figura 8). 

 

 

 

Figura 8. Esquema cronológico do experimento, mostrando o início do tratamento com 

AG, a inoculação com Plasmodium gallinaceum e os dias de coleta de sangue, 

evidenciando o sistema de rodízio de aves (subgrupos A e B). No D0, foi coletado sangue 

de um “n” amostral dentro dos grupos. A partir do D4, a coleta foi feita de dois em dois 

dias, em sistema de rodízio com os subgrupos A e B.  

 

3.8 Hematologia clássica 

Foram realizadas as seguintes provas hematológicas para auxiliar no 

monitoramento dos quadros anêmicos (hematócrito, dosagem de hemoglobina, 

hematimetria) e da infecção (contagem total de leucócitos e de trombócitos, contagem 

diferencial de leucócitos).  
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a) Hematócrito: para obter a percentagem de hemácias no volume total de sangue, 

foi utilizada a técnica de microhematócrito. O sangue foi centrifugado em tubo capilar por 

5 minutos a 11000 rpm em centrífuga de microhematócrito (modelo SPIN 1000). 

b) Dosagem de hemoglobina: para verificar a lise de hemácias através da 

hemoglobina, foi utilizado o método de reação da cianometahemoglobina. O sangue foi 

diluído (1:250) em reagente de cor (kit Labtest®). Após homogeneização e incubação por 

5 minutos, a amostra foi centrifugada (3000 rpm por 5 minutos), para sedimentação dos 

núcleos das hemácias, para evitar interferência na leitura. A leitura foi feita em =540nm, 

no espectrofotômetro semi-automático (BTS-310). O valor obtido foi expresso em mg/dL. 

c) Hematimetria: para obter o número total de hemácias, o sangue foi diluído 1:200 

(10µL de sangue em 2mL de formaldeído 4% em PBS) e, após homogeneização, foi feita 

contagem na câmara de Neubauer em cinco quadrados médios. O resultado foi 

multiplicado por 10000/µL. 

d) Leucometria: para contagem total de leucócitos e trombócitos, o sangue foi 

diluído 1:100 (10µL de sangue diluído em 1mL de formaldeído 4% em PBS e corante azul 

de cresil brilhante) e, após homogeneização, foi feita contagem na câmara de Neubauer nos 

quatro quadrados grandes médios. Todas as células não-hemácias foram contadas. O 

resultado foi multiplicado por 250/µL. Na extensão sanguínea, foi obtido o percentual de 

trombócitos em relação a leucócitos, após contagem dessas duas células (n=100). O 

número absoluto de cada célula foi obtido a partir do percentual observado na extensão 

sanguínea. A contagem diferencial foi feita em extensões sanguíneas coradas com Giemsa. 

A morfologia celular foi avaliada e contada utilizando o microscópio Zeiss Axioplan


. 

e) Índices hematimétricos: com os valores obtidos acima, foram calculados o 

Volume Corpuscular Médio (VCM) e a Concentração de Hemoglobina Corpuscular Média 

(CHCM), que permite evidenciar o tipo de anemia presente (Jain, 1993).  
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3.9 Funções hepática e renal  

Para avaliar as funções hepática e renal das aves entre os grupos experimentais, 

foi feita dosagem bioquímica de enzimas e metabólitos em amostras de soro. A obtenção 

do soro foi feita após centrifugação do sangue, obtido sem anticoagulante, por 5 minutos a 

2600g. O soro foi aliquotado e, em seguida, congelados à –70
o
C, para posterior ensaios 

bioquímicos. Os ensaios bioquímicos foram: 

a) Aspartato aminotransferase (AST) e Alanina aminotransferase (ALT): para 

ensaio de cada enzima, 50µL de amostra foi adicionada em 500µL do respectivo reagente 

de trabalho (kit Labtest®). Após homogeneização, a amostra foi colocada no 

espectrofotômetro semi-automático (BTS-310), para incubação e leitura em =340nm. O 

valor obtido foi expresso em U/L. 

b) Lactato desidrogenase (LDH): para ensaio da enzima, 10µL de amostra foi 

adicionada em 500µL do reagente de trabalho (kit Labtest®). Após homogeneização, a 

amostra foi colocada no espectrofotômetro semi-automático (BTS-310), para incubação e 

leitura em =340nm. O valor obtido foi expresso em U/L. 

c) Fosfatase alcalina (FAL): para ensaio da enzima, 10µL de amostra foi 

adicionada em 500µL do reagente de trabalho (kit Labtest®). Após homogeneização, a 

amostra foi colocada no espectrofotômetro semi-automático (BTS-310), para incubação e 

leitura em =405nm. O valor obtido foi expresso em U/L. 

d) Ácido úrico: para ensaio, 10µL de amostra foi adicionada em 500µL do reagente 

de trabalho (kit Labtest®). Após homogeneização, a amostra foi colocada no 

espectrofotômetro semi-automático (BTS-310), para incubação e leitura em =405nm. O 

valor obtido foi expresso em mg/dL. 

e) Uréia: para ensaio, 10µL de amostra foi adicionada em 500µL do reagente de 

trabalho (kit Labtest®). Após homogeneização, a amostra foi colocada no 
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espectrofotômetro semi-automático (BTS-310), para incubação e leitura em =350nm. O 

valor obtido foi expresso em mg/dL. 

f) Cretatinina: para ensaio, 50µL de amostra foi adicionada em 400µL do reagente 

de trabalho (soda) e 100µL de ácido pícrico (kit Labtest®). Após homogeneização, a 

amostra foi colocada no espectrofotômetro semi-automático (BTS-310), para incubação e 

leitura em =350nm. O valor obtido foi expresso em mg/dL. 

g) Colesterol: para o ensaio, 10µL de amostra foi adicionada em 1000µL do 

reagente de trabalho (kit Labtest®). Após homogeneização, a amostra foi incubada em 

banho-maria a 37ºC durante 10 minutos. As absorbâncias foram determinadas em 505nm, 

em espectrofotômetro semi-automático (BioPlus 200). O valor obtido foi expresso em 

mg/dL. 

 

3.10 Produção de Óxido Nítrico no plasma 

Para avaliar a produção total de NO, foi mensurado seus metabólitos (nitrato e 

nitrito) no plasma, através do método Reagente de Griess para detecção de nitrito após 

conversão enzimática de nitrato em nitrito. O plasma foi obtido após centrifugação do 

sangue coletado com EDTA, para evitar precipitação que pode ocorrer quando o reagente 

de Griess é a adicionado ao sangue heparinizado. Para mensurar o nitrito, o nitrato da 

amostra foi reduzido a nitrito utilizando a enzima nitrato redutase (purificada de 

Aspergillus) na presença de NADPH. A mistura foi incubada por 3h a temperatura 

ambiente e o nitrito total foi mensurado pelo reagente de Griess (Green et al., 1982). Após 

redução a nitrito, 100µL da amostra foi colocada em uma placa de 96 poços, onde foi 

acrescentado 100µL do reagente de Griess. Após 10 minutos de reação, as amostras foram 

submetidas ao leitor de ELISA com comprimento de onda de 540nm. As concentrações de 

nitrito nas amostras foram determinadas através do fator obtido da curva padrão com 
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diluições seriadas de nitrito de sódio a concentrações conhecidas, e os valores expressos 

em µM. 

 

3.11 Obtenção de trombócitos em cultura 

Trombócitos de animais não-infectados e infectados, tratados ou não com AG 

em diferentes parasitemias foram cultivados em lamínulas, por 1h e 24h, obtidos a partir  

do sangue periférico das aves, como descrito por DaMatta et al
 
(1998). Foram coletadas, 

por punção cardíaca, amostras de 2ml de sangue, que foram diluídas (1:1), em meio 

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles Medium) sem soro. Para obtenção dos trombócitos, 

as amostras foram passadas em um colchão de Percoll a 60% (índice de refração 1,347), 

onde foram centrifugadas a 600g, 25ºC por 20 minutos. Após centrifugação, o plasma foi 

descartado e os leucócitos, identificados através de um anel formado devido o gradiente de 

concentração, foram transferidos para outro tubo. As células foram então lavadas duas 

vezes com solução de Hank (500 g, 4 ºC, 10 minutos – baixa temperatura para garantir a 

não-aderência das células à parede do tubo) e ressuspendidas em DMEM sem soro. A 

concentração de células para plaqueamento foi ajustada para 2x107 células/ml, onde 150µl 

foi plaqueada em lamínula em placa de 24 poços. Após 1h em estufa a 37 ºC e atmosfera 

5% de CO2, metade das lamínulas foram recolhidas (trombócitos de 1h) e as lamínulas 

restantes foram lavadas com Hank, para remoção das células não-aderentes, e adicionado 

DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino. Após 24h de cultivo, as lamínulas 

foram recolhidas. 
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3.12 Fixação e coloração dos trombócitos 

As lamínulas recolhidas foram fixadas em formaldeído 4% tamponado em 

PBS, por 20 minutos. Após fixação, as lamínulas foram lavadas 2x com PBS e coradas 

com Giemsa durante 15 minutos. As lamínulas foram lavadas com PBS, para posterior 

desidratação em álcool, diafanização em xilol e montagem da lâmina com Entellan® para 

observação em microscopia óptica. 

 

3.13 Análise morfológica de trombócitos por imunofluorescência 

As lamínulas fixadas em formaldeído 4% tamponado em PBS foram lavadas 

com PBS para remoção do fixador e incubadas com cloreto de amônia 10mM por 30 

minutos. Após incubação, as lamínulas foram lavadas com PBS contendo BSA a 1,5% e 

incubadas por 1h no anticorpo primário (diluição 1:10). O anticorpo primário (anti-

trombócito 11C3) foi obtido a partir do sobrenadante de culturas de hibridomas cedido por 

Colette Kanellopoulos-Langevin, Universités Paris, França. Após incubação com anticorpo 

primário, as lamínulas foram lavadas com PBS, e em seguida com BSA, para posterior 

incubação no anticorpo secundário (diluição 1:100). O anticorpo secundário utilizado foi o 

anti-mouse/TRITC. Após incubação, as lamínulas foram lavadas 8x com PBS e montadas 

com ProlongGold


. As lâminas foram observadas em microscópio de fluorescência Zeiss 

Axioplan


. 

 

3.14 Histopatologia de órgãos 

Após eutanásia dos animais, fragmentos de órgãos (cérebro, fígado e baço) 

foram obtidos e fixados em formol 10% tamponado em PBS. As amostras foram 

processadas de acordo com técnica de rotina de anatomia patológica, que consiste na 

passagem do tecido em diversas diluições de álcool, iniciando com álcool 70%, 
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progredindo até o etanol absoluto 100%, duas passagens em xilol à temperatura ambiente 

seguida da imersão em banhos de parafina a 60ºC e posterior inclusão e formação de 

blocos, que após resfriados foram seccionados utilizando micrótomo rotativo. Os cortes de 

5μm de espessura foram corados pela técnica de Hematoxilina-Eosina.  

 

3.15 Análise morfológica das células sanguíneas, trombócitos e estudo histopatológico 

A análise morfológica das células foi feita através da observação das extensões 

sanguíneas (obtidas nos dias de coleta, fixadas em metanol e coradas com Giemsa) em 

campo claro no microscópio óptico Zeiss Axoplan


. As células foram documentadas 

digitalmente no programa AnalySys


, acoplado ao microscópio. 

 

3.16 Análise estatística 

Valores de temperatura e hematócrito foram correlacionados com parasitemia por 

regressão linear e correlação de Pearson’s. Valores hematológicos, bioquímicos e de nitrito 

foram analisados por ANOVA e teste de Fisher. Todos os testes foram realizados no 

programa estatístico BioEstat versão 5.0. Foi feita repetição de todos os experimentos e os 

gráficos foram construídos com a média de cada grupo.   
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4. RESULTADOS 

 

A infecção com P. gallinaceum foi precedida pelo tratamento com 

aminoguanidina (AG) em um grupo de galinhas, com continuidade do tratamento após a 

infecção. A partir do 4º dpi, a parasitemia foi continuamente monitorada, porém eritrócitos 

infectados só foram encontrados a partir do 6º dpi, tanto nas aves tratadas e não tratadas 

com AG. No grupo tratado com AG, 33% morreram ao longo do experimento, enquanto 

que no grupo não tratado a mortalidade foi de 66% (Figura 9A). Manifestações clínicas 

típicas da malária aviária, como apatia, falta de apetite, caquexia, palidez da crista e 

membros (indicativo de anemia), foram observadas. Alguns animais também apresentaram 

nistagmo e contração muscular involuntária da face (um animal do grupo não tratado 

apresentou vocalização com ritmo anormal), recolhimento do corpo em posição com o bico 

voltado para baixo e febre. Importante mencionar que todas as manifestações clínicas 

observadas foram menos evidentes nas aves tratadas com AG. 

Dentre as aves que cronificaram durante o experimento, o maior pico de 

parasitemia foi observado no grupo tratado com AG (Figura 9B). Além disso, as aves 

tratadas com AG que morreram em consequência da infecção apresentaram parasitemia 

cerca de 34% maior quando comparadas com as aves não tratadas (Figura 9C-D). Em 

conjunto, estes resultados indicam que as aves tratadas com AG possuem uma melhor 

sobrevida à infecção, apesar da maior parasitemia apresentada. 
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Figura 9. Sobrevida e parasitemia de aves infectadas com Plasmodium gallinaceum. (A) 

Sobrevida de aves infectadas tratadas (■) ou não (●) com aminoguanidina. (B) Parasitemia 

de aves crônicas tratadas (■, n=17) ou não (●, n=8) com aminoguanidina. (C) Parasitemia 

de aves não tratadas com aminoguanidina até o dia da morte (, n=1; ■, n=6; ▲, n=5; □, 

n=2; ●, n=1; ○, n=1). (D) Parasitemia de aves tratadas com aminoguanidina até o dia da 

morte (, n=1; ■, n=2; ▲, n=1; ●, n=1; ○, n=1). 

A B 

C D 
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Durante os experimentos, as aves foram examinadas por hematologia clássica, 

e os valores obtidos foram relacionados com a parasitemia do animal e agrupados em 

intervalos de parasitemias. Embora os valores da série vermelha não sejam estatisticamente 

diferentes entre os dois grupos de aves, uma tendência para valores normais foi detectada 

nas aves tratadas com AG (Figura 10). Esses parâmetros indicam que a infecção com P. 

gallinaceum induz anemia macrocítica hipocrômica. Este resultado indica que, apesar das 

aves tratadas com AG apresentarem maior parasitemia, tiveram valores próximos dos 

parâmetros fisiológicos normais para os glóbulos vermelhos.  

Observações dos esfregaços de sangue periférico de galinhas com parasitemias 

acima de 35% revelaram eritrócitos imaturos em processo de divisão celular (Figura 11A-

D). Apesar da grande maioria de eritrócitos infectados estarem no estágio maduro (Figura 

11E), também foram encontrados eritrócitos imaturos em diferentes fases do ciclo celular 

com parasitos (Figura 11F-H). Nenhuma diferença foi encontrada entre aves do grupo 

tratado e grupo não tratado com AG. 

As extensões sanguíneas mostraram que não só eritrócitos estavam infectados 

com P. gallinaceum (Figura 11), mas também monócitos (Figura 12A-B), heterófilos 

(Figura 12C-D) e trombócitos (Figura 12E-F). 

A contagem total de leucócitos revelou uma tendência a leucopenia nas aves 

tratadas e não tratadas com AG, havendo tendência ao aumento do número de leucócitos 

nas aves com maior parasitemia (Figura 13A). As aves que cronificaram recuperaram a 

normalidade no número de leucócitos (Figura 13A). O número total de trombócitos 

mostrou uma trombocitopenia significativa com o aumento da parasitemia (Figura 13B). 

Além disso, as aves tratadas com AG apresentaram valores superiores de trombócitos em 

relação às aves não tratadas, sendo estatisticamente diferente em alta parasitemia (Figura 

13B). 
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Figura 10. Parâmetros hematológicos da série vermelha de galinhas infectadas com 

Plasmodium gallinaceum tratadas (barras escuras) ou não (barras claras) com 

aminoguanidina, agrupadas por intervalos de parasitemia. (A) Número de eritrócitos. (B) 

Hematócrito. (C) Concentração de hemoglobina. (D) Volume corpuscular médio (VCM). 

(E) Concentração de hemoglobina corpuscular media (CHCM).  

A B 

C D 

E 
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Figura 11. Eritrócitos de aves infectadas com Plasmodium gallinaceum. Presença de 

eritrócitos em fases da divisão celular, além de eritrócitos maduros e imaturos infectados. 

Eritócito em prófase (A), prometáfase (B), anáfase (C) e telófase (D). Eritrócitos maduro 

(E) e imaturo (F, G, H) infectados (cabeças de seta). 

A B C D 

E F G H 
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Figura12. Monócitos (A, B), heterófilos (C, D) e trombócitos (E, F) infectados com 

Plasmodium gallinaceum. (A, C, E) Leucócitos de extensões sanguíneas corados com 

Giemsa. (B, D, F) Mesmo campo observado por microscopia polarizada, evidenciando a 

birrefringência do pigmento malárico. Barra = 10 m. 

A B 

C D 

E F 
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Figura 13. Número absoluto de leucócitos totais (A) e trombócitos (B) de galinhas 

infectadas com Plasmodium gallinaceum tratadas (barras escuras) ou não (barras claras) 

com aminoguanidina. 

A 

B 
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A contagem diferencial de leucócitos mostrou proporção bem maior de 

linfócitos, em relação a heterófilos e monócitos (três tipos celulares mais abundantes), em 

ambos os grupos, tratado e não tratado com AG (Figura 14A-C). Em relação aos linfócitos, 

houve diminuição no número total quando em alta parasitemia, observada nos dois grupos 

de animais, tratado e não tratado com AG (Figura 14A). No entanto, essa diminuição no 

grupo não tratado com AG, ocorreu a partir de 31% de parasitemia, enquanto que no grupo 

tratado com AG, só ocorre a partir de parasitemia mais alta (41%). Foi observado uma 

monocitopenia no grupo não tratado em relação ao grupo tratado com AG, em parasitemias 

baixas e moderadas, enquanto que em parasitemias elevadas, houve uma monocitose no 

grupo não tratado em relação ao grupo tratado com AG (Figura 14B). Uma diminuição do 

número de heterófilos (segmentados e bastonetes) foi observada em parasitemias 

moderadas e altas, em ambos os grupos, tratado e não tratado com AG, que foi recuperada 

nos animais com infecção crônica (Figura 14C). 

As células brancas, monócitos, linfócitos e heterófilos apresentaram morfologia 

alterada durante o curso da infecção com o aumento da parasitemia. Alterações 

morfológicas não foram observadas em eosinófilos. Monócitos de galinhas não infectadas 

apresentaram núcleo com formato reniforme e coloração roxa, citoplasma com coloração 

azul claro com poucas áreas em azul escuro (Figura 15A). Em galinhas com moderada e 

alta parasitemia, os monócitos aumentaram de tamanho e apresentaram mais vacúolos e 

ainda, citoplasma com mais áreas coradas em azul escuro (Figura 15B-C). Os linfócitos de 

galinhas não infectadas apresentaram-se pequenos em relação aos monócitos, com uma 

baixa razão núcleo/citoplasma, de acordo com o esperado (Figura 15D). Como observado 

em monócitos, linfócitos também apresentaram maior tamanho, com tendência a 

diminuição da razão núcleo/citoplasma, além de maior freqüência de citoplasma com 
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coloração irregular (Figura 15E-F). Plasmócitos foram observados com pouca freqüência, 

porém mais evidentes nas aves com alta parasitemia (Figura 15G). 

Eosinófilos foram raramente observados, mas nenhuma mudança aparente 

entre as aves não infectadas (Figura 16A) e infectadas (Figura 16B) foi observada. A 

análise de heterófilos de aves não infectadas (Figura 16C) e infectadas com parasitemia 

moderada (Figura 16D) também mostrou morfologia semelhante. No entanto, aves com 

alta parasitemia além de heterófilos com aspecto normal apresentaram heterófilos com 

pigmentos tóxicos (Figura 16E), normais (Figura 16C, D) e heterófilos tóxicos lobulados 

(Figura 16F). Nenhuma diferença clara na mudança de morfologia ao longo da infecção foi 

encontrada entre aves tratadas e não tratadas com AG. 
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Figura 14. Número absoluto de linfócitos (A), monócitos (B) e heterófilos (C) de galinhas 

infectadas com Plasmodium gallinaceum tratadas (barras escuras) ou não (barras claras) 

com aminoguanidina. 

 

A 

B 

C 
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Figura 15. Monócitos, linfócitos e plasmócitos de galinhas infectadas ou não com 

Plasmodium gallinaceum.  A-C, monócitos de animais não-infectados e infectados com 

baixa e alta parasitemia, respectivamente.  D-F, linfócitos de animais não-infectados e 

infectados com baixa e alta parasitemia, respectivamente.  Nota: monócitos e linfócitos 

maiores devido a alta parasitemia. G, plasmócitos foram observados em animais 

infectados. Barra = 10 m. 

A B C 

D E G F 
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Figura 16. Eosinófilos e heterófilos de galinhas infectadas ou não com Plasmodium 

gallinaceum.  A-B, eosinófilos de animais não infectados e infectados com baixa 

parasitemia, respectivamente, sem aparentes mudanças morfológicas com a infecção. 

Heterófilos normais em animais não infectados (C) e com baixa parasitemia (D); com alta 

parasitemia, heterófilos bastão (E) e tóxicos (F). Barra = 10 m. 

 

A B C 

D E F 



53 

 

Trombócitos também apresentaram alterações morfológicas durante a infecção 

em animais com alta parasitemia (Figura 17). Trombócitos sanguíneos apareceram em 

maior tamanho devido aumento da região citoplasmática, com presença de vários vacúolos 

(Figura 17A-C). 

Após isolamento do sangue e cultivo por 1h, trombócitos apresentaram núcleo 

espalhado com cromatina corada de forma intensa, assim como citoplasma com mais 

vacúolos evidentes (Figura 17D). Poucos (<4%) apresentaram núcleo picnótico com 

citoplasma retraído (Figura 17E), o que indica apoptose como anteriormente relatado 

(DaMatta et al., 1999). Entretanto, aves infectadas apresentaram trombócitos atípicos com 

citoplasma espalhado, porém com núcleo alongado (Figura 17F) ou com dois núcleos 

(Figura 17G). Esses trombócitos atípicos foram confirmados como trombócitos após 

técnica de imunofluorescência (Figura 18). Células com morfologia típica de trombócitos, 

mas com núcleo alongado ou dois núcleos (Figura 18A-B) foram reconhecidas pelo 

anticorpo monoclonal 11C3 específico para trombócitos de galinha (Lacoste-Eleaume et 

al., 1994). Trombócitos normais e picnóticos também foram positivos para este anticorpo 

após 24h em cultura, mas a marcação de macrófagos foi negativa (Figura 18C-D). 

Extensões sanguíneas também revelaram trombócitos com dois núcleos, mas esse tipo 

morfológico foi raro (Figura 18E-G). 
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Figura 17. Trombócitos de galinhas infectadas com Plasmodium gallinaceum em 

extensões sanguíneas corados com Giemsa (A, B, C) e após cultura por 1h (D, E, F, G). 

Trombócitos maiores e com mais vacúolos em animais com alta parasitemia (A-C). (D) 

trombócitos normais com típicos vacúolos (seta). (E) Trombócitos picnóticos, com 

cromatina condensada (setas). Trombócitos atípicos com mononúcleo longo (F) e dois 

núcleos (setas) (G). Barra = 10 m 

A B C 

D E 

F G 
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Trombócitos normais, picnóticos, com núcleo alongado ou dois núcleos foram 

marcados em aves não infectadas e infectadas, tratadas e não tratadas com AG e 

classificados de acordo com os intervalos de parasitemia durante a infecção (Figuras 19, 20 

e21). Após 1h de cultura, aves não infectadas e não tratadas com AG apresentaram menos 

trombócitos picnóticos quando comparadas com aves tratadas (Figura 19A, C). No entanto, 

após 24h de cultura não houve diferença no número de trombócitos picnóticos entre aves 

não infectadas, tratadas ou não com AG (Figura 19B, D). Todos os trombócitos atípicos 

apareceram em galinhas infectadas com P. gallinaceum, mas, não foi observada nenhuma 

correlação clara entre o número de trombócitos atípicos e a parasitemia (Figuras 20 e 21). 

Entretanto, a adição das duas categorias de trombócitos atípicos (núcleo alongado e dois 

núcleos), após 1 h de cultivo, obtidos de animais com parasitemia baixa e alta ou aves 

tratadas ou não com AG, mostraram que parasitemia elevada e tratamento com AG 

induziram aumento de duas vezes no número desses trombócitos atípicos quando 

comparado com a soma dos trombócitos normal e picnóticos dos outros grupos de aves 

(Figuras 20A, C e 21A, C). 

Resultado interessante foi após 24h de cultura, onde o número de trombócitos 

picnóticos diminuiu drasticamente com a infecção e um aumento significativo foi 

detectado dos trombócitos com dois núcleos; no entanto, não foi encontrada correlação 

entre as aves com parasitemia baixa ou alta, ou mesmo no tratamento com AG (Figura 

20B, D e 21B, D). Além disso, não houve diferenças nos tipos de trombócitos após 24h de 

cultura entre aves tratadas ou não tratadas com AG após a infecção (Figura 20B, D e 21B, 

D). Como esperado, as aves com maior parasitemia apresentaram trombócitos mais 

infectados sem aparente preferência entre os tipos de trombócitos (não mostrado). 
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Figura 18. Trombócitos atípicos positivos para anticorpo anti-trombócito 11C3 e 

raramente encontrados em extensões sanguíneas coradas. Microscopia de fluorescência (A, 

C) e contraste diferencial (B, D) após marcação das células com anticorpo anti-trombócito 

11C3; células cultivadas por 1h (A, B) e 24 h (C, D). Microscopia de campo claro de 

extensões sanguíneas coradas (E, F, G). (A, B). Trombócitos atípicos com um núcleo 

(cabeça de seta) ou dois (seta) cultivados por 1h e positivos para 11C3. (C, D). 

Trombócitos normais (seta) e picnóticos (cabeça de seta) positivos para 11C3; macrófago 

(seta longa) foi negativo para 11C3. (E, F, G) Trombócitos atípicos com dois núcleos 

observados em extensões sanguíneas de galinhas com alta parasitemia. Barra = 10 m, 

barra em A e E é a mesma em B, C, D e F, G, respectivamente.  
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Figura19. Contagem diferencial de tipos de trombócitos, obtidos em cultura, de galinhas 

não infectadas com Plasmodium gallinaceum, tratadas ou não com aminoguanidina. 

Trombócitos foram definidos como normal (T) e picnótico (Tp) (ver figura 18). A e B, 

trombócitos de galinhas não tratadas com AG, 1h e 24h de cultura, respectivamente; C e D, 

trombócitos de galinhas tratadas com AG, 1h e 24h de cultura, respectivamente.Nota: 

trombócitos de galinhas não infectadas tratadas com aminoguanidina possuem menos 

trombócitos picnóticos após 1h de cultura (A, C). 
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Figura 20. Contagem diferencial de tipos de trombócitos, obtidos em cultura, de galinhas 

infectadas com Plasmodium gallinaceum, em baixa parasitemia (15%), tratadas ou não 

com aminoguanidina. Trombócitos foram definidos como normal (T), picnótico (Tp), 

núcleo alongado (Ta) ou dois núcleos (Tdn) (ver figura 18). A e B, trombócitos de galinhas 

não tratadas com AG, 1h e 24h de cultura, respectivamente; C e D, trombócitos de galinhas 

tratadas com AG, 1h e 24h de cultura, respectivamente. Nota: após infecção, as galinhas 

apresentaram trombócitos atípicos, com núcleo alongado (Ta) ou dois núcleos (Tdn). 
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Figura 21. Contagem diferencial de tipos de trombócitos, obtidos em cultura, de galinhas 

infectadas com Plasmodium gallinaceum, em alta parasitemia (51%), tratadas ou não com 

aminoguanidina. Trombócitos foram definidos como normal (T), picnótico (Tp), núcleo 

alongado (Ta) ou dois núcleos (Tdn) (ver figura 18). A e B, trombócitos de galinhas não 

tratadas com AG, 1h e 24h de cultura, respectivamente; C e D, trombócitos de galinhas 

tratadas com AG, 1h e 24h de cultura, respectivamente. Nota: não foi observada diferença 

no número de trombócitos atípicos nas galinhas infectadas, tratadas ou não com 

aminoguanidina, após 1h de cultura (baixa e alta parasitemia), a exceção foi em animais 

tratados e com alta parasitemia que mostraram maior número de trombócitos atípicos (C); 

após 24h em cultura, galinhas infectadas, independente de tratamento, mostraram maior 

número de trombócitos com dois núcleos (Figuras 20B, D e 21B, D). 

I J 
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A bioquímica sérica de algumas enzimas e substâncias também foi analisada 

durante o período de infecção entre aves tratadas e não tratadas com AG (Figura 22). ALT 

e AST mostraram uma tendência a aumentar com a maior parasitemia sem diferença clara 

entre os dois grupos (Figura 22A e B). Redução da FAL foi detectada com o aumento da 

parasitemia, mas novamente nenhuma diferença entre os dois grupos foi detectada (Figura 

22C). Por outro lado, os valores para uréia e ácido úrico mostraram-se elevados com o 

aumento da parasitemia somente para o grupo de aves não tratadas (Figura 22F e G). 

Nenhuma alteração aparente foi detectada para LDH, colesterol e creatinina entre os dois 

grupos de aves com o aumento da parasitemia (Figura 22C, E, H).  

A medição de nitrito no plasma mostra valores basais desse metabólito do NO 

em aves normais e após infecção antes do aparecimento de parasitos no sangue. No 

entanto, com a evolução da parasitemia se observa aumento nos níveis de nitrito, que 

alcança níveis duas vezes maior em relação aos animais não parasitados (Figura 23). Por 

outro lado, este intenso aumento não é verificado nos animais tratados com AG, mesmo em 

alta parasitemia (Figura 23). Nos animais com infecção crônica, os níveis de nitrito se 

mostraram semelhantes aos níveis basais encontrados nos animais não parasitados.  
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Figura 22. Bioquímica sérica de galinhas infectadas com Plasmodium gallinaceum 

tratadas (barras pretas) ou não (barras cinzas) com aminoguanidina, agrupadas em 

intervalos de parasitemia. (A) ALT, (B) AST, (C) LDH, (D) FAL, (E) Colesterol, (F) 

Uréia, (G) ácido úrico, (H) Creatinina. Nota: pequenas mudanças em ALT, AST, FAL, 

porém sem diferenças entre os grupos com aumento da parasitemia; uréia e ácido úrico 

aumentaram somente no grupo não tratado.  
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Figura 23. Níveis de nitrito no plasma de galinhas infectadas com Plasmodium 

gallinaceum tratadas (barras escuras) ou não (barras claras) com aminoguanidina, 

agrupadas por intervalos de parasitemia. 
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A histopatologia do baço de aves com alta parasitemia na fase aguda da 

infecção mostrou elevada depressão de linfócitos, nas aves tratadas com AG, e moderada, 

nas aves não tratadas (Figura 24A, C). Aves tratadas também apresentaram menos 

pigmento malárico no baço (Figura24B, D). Em aves com infecção crônica, nenhuma 

diferença clara foi encontrada entre os grupos, tratado e não tratado. Uma pequena 

depressão de linfócitos foi detectada nesses animais, com pequenos linfócitos foliculares 

(Figura 24E-F), indicando reestruturação do órgão nesta fase da infecção. 

Nos achados histopatológicos do fígado de aves tratadas com AG com alta 

parasitemia na fase aguda da infecção foi visto um rico infiltrado inflamatório, composto 

por células mononucleares e raros heterófilos, com localização perivascular (Figura 25A). 

Também foi observado necrose devido à coagulação (não mostrado). Aves tratadas com 

AG apresentaram menor infiltrado inflamatório (Figura 25B) com menos pigmento 

malárico (Figura 25D). As aves com infecção crônica, não apresentaram diferença 

significativa entre os grupos tratado e não tratado. Ainda no fígado das aves com infecção 

crônica foi observada degeneração hidrópica difusa, porém sem infiltrado inflamatório 

e/ou áreas de necrose (Figura 25E-F). 

Em relação ao cérebro, os achados histopatológicos em galinhas com alta 

parasitemia na fase aguda da infecção mostraram características patológicas semelhantes 

entre os grupos tratado e não tratado com AG. Estase vascular com concentração de 

leucócitos foi observada em aves de ambos os grupos; foi encontrado pigmento malárico 

em células da vasculatura (Figura 26A, B). No entanto, algumas secções do cérebro 

apresentaram pigmento malárico no tecido, fora dos vasos (Figura 26C, D). Não foram 

encontradas diferenças entre os grupos tratados e não tratados com AG na fase crônica da 

infecção. No entanto, esses animais apresentaram gliose “cicatricial” (Figura 26E) que foi 

negativa para pigmento malárico (Figura 26F). 
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Figura 24. Baço de galinhas tratadas com aminoguanidina tem maior depressão de 

linfócitos e menos pigmento da malária durante a fase aguda da infecção. A. Secções de 

baço coradas com H&E de galinhas não tratadas no período de infecção aguda mostrando 

depressão de linfócitos (setas). B. Mesmo campo visual observado por microscopia 

polarizada. C. Secção de baço corada com H&E de galinhas tratadas com aminoguanidina 

no período de infecção aguda mostrando extensa depressão de linfócitos. D. Mesmo campo 

visual observado por microscopia polarizada. Nota: menos material birrefringente em 

secções de tecidos de galinhas tratadas. E. Secções de baço coradas com H&E de galinhas 

com infecção crônica não tratadas mostrando pequenos folículos linfóides (setas). F. 

Mesmo campo visual observado por microscopia polarizada. Barra = 50 m. 
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Figura 25. Fígado de galinhas tratadas com aminoguanidina possui menos pigmento 

malárico durante a fase aguda da infecção. A. Secções de fígado coradas com H&E de 

galinhas tratadas durante período de infecção aguda. Extensa área de infiltrado 

inflamatório (setas), ao lado de um vaso (cabeça de seta). B. Mesmo campo visual 

observado por microscopia polarizada. C. Secção de fígado corada com H&E de galinhas 

tratadas com aminoguanidina no período de infecção aguda. Infiltrado inflamatório pode 

ser observado (seta). D. Mesmo campo visual observado por microscopia polarizada. Nota: 

menos birrefringência em secções de tecido de galinhas tratadas com aminoguanidina. E. 

Secção de fígado corada com H&E de galinhas não tratadas com infecção crônica 

mostrando degeneração hidrópica difusa. F. Mesmo campo visual observado por 

microscopia polarizada. Nota menos material birrefringente em animais com infecção 

crônica. Barra = 50 m. 
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Figura 26. Secções de cérebro de galinhas infectadas com Plasmodium gallinaceum 

tratadas ou não com aminoguanidina. Nenhuma diferença na patologia foi encontrada entre 

galinhas tratadas e não tratadas com aminoguanidina. A. Secção de cérebro abaixo da 

região granular de uma galinha na fase aguda da infecção, corada com H&E. Nota: estase 

vascular com concentração de leucócitos dentro do vaso (seta). B. Mesmo campo visual 

observado por microscopia polarizada. Nota: pigmento malárico dentro do vaso. C. 

Secções de cérebro de galinhas na fase aguda da infecção apresentaram pigmento malárico 

fora do lumen vascular. D. Mesmo campo visual observado por microscopia polarizada. 

Nota: pigmento malárico no tecido. E. Secção de cérebro abaixo da região granular de 

galinha na fase crônica da infecção, corada com H&E. Nota: gliose cicatricial (seta)no 

tecido nervoso. F. Mesmo campo visual observado por microscopia polarizada. Barra = 50 

m for A, B, E, F and 10 m for C, D. 
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5. DISCUSSÃO 

 

Apesar de vários estudos e descobertas, muitos aspectos envolvidos na 

patologia da malária ainda precisam ser elucidados, sendo a doença uma das principais 

causas de mortalidade no mundo (Oliveira-Ferreira et al., 2010). Diante disso, a 

importância de modelos experimentais torna-se evidente, pois são capazes de reproduzir 

aspectos comuns a malária humana (Langhorne, 1994; De Souza & Riley, 2002; Slater, 

2005). Malária aviária em Gallus gallus infectados com P. gallinaceum pode ser 

considerada um importante modelo para estudo dos mecanismos envolvidos na patogênese 

da doença como para desenvolvimento de novas drogas terapêuticas (Garnham, 1966; 

Krettli et al., 2001; Permin & Juhl, 2002; Williams, 2005; Macchi et al., 2010). Como um 

dos mecanismos envolvidos na patogênese da doença é a resposta imunológica, com 

produção de mediadores como o NO (Clark et al., 1991; Langhorne, 1994; Keller et al., 

2004), este trabalho demonstrou a evolução da infecção experimental de galinhas por P. 

gallinaceum após tratamento in vivo com AG, inibidor da produção de NO. 

Trabalhos anteriores (Permin & Juhl, 2002; Williams, 2005; Macchi et al., 

2010) demonstraram sintomas clínicos clássicos de malária, além de alta mortalidade de 

galinhas durante a infecção experimental por P. gallinaceum. Macchi et al. (2010) 

demonstraram lesões patológicas no cérebro desses animais e ainda ativação do sistema 

imunológico detectada pela produção de NO de macrófagos. No estudo atual foi 

demonstrado algumas características clínicas, hematológicas, bioquímicas e 

histopatológicas envolvidas na patogênese da doença, além da correlação direta com os 

níveis de parasitemia. Dentre as características clínicas mais frequentes encontramos falta 

de apetite (anorexia), anemia (evidenciada pelos valores hematológicos e cor das pernas e 

cristas) e febre, como já descrito por Williams (2005) e Macchi et al. (2010). Em alguns 
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animais foram observados sintomas relacionados a distúrbios neurológicos como nistagmo 

e contração muscular involuntária da face, além disso, um animal do grupo não tratado 

com AG apresentou vocalização anormal, recolhimento do corpo com o bico voltado para 

baixo confirmando a ação do parasito no tecido cerebral, como já demonstrado por 

Paraense (1946) e Macchi et al. (2010). 

O presente estudo mostrou que a intensidade das características clínicas 

encontradas pode ser correlacionada com o aumento da parasitemia. No entanto, esse 

achado se aplica mais ao grupo não tratado com AG, uma vez que o grupo tratado mostrou 

características clínicas de menor intensidade, porém com maiores níveis de parasitemia. As 

manifestações clínicas mais brandas no grupo tratado com AG, bem como a maior taxa de 

sobrevivência em relação ao grupo não tratado, nos permite inferir a importância da 

produção do NO na patogênese da doença, evidenciando sua ação microbicida, constatada 

com a alta parasitemia do grupo tratado com inibidor de NOS, como também relatado por 

Taylor-Robinson & Smith (1999). Nossos resultados sugeriram o envolvimento do NO na 

potencialização do quadro inflamatório da infecção malárica, que leva a morte, observada 

nos animais não tratados com AG, corroborando trabalhos anteriores em camundongos 

(Ghigo et al., 1995, Rudin et al., 1997; Favre et al., 1999; Maneerat et al., 2004) e 

observação de cérebros post mortem de malária fatal por P. falciparum (Maneerat et al., 

2004), indicando similaridade entre os modelos estudados com diferentes hospedeiros e 

espécies de Plasmodium. 

O período de desenvolvimento da doença, com aparecimento das 

manifestações clínicas, agravamento do quadro e morte foi similar ao descrito em trabalhos 

anteriores (Permin & Juhl, 2002; Williams, 2005), com pico de morte entre os dias 9-11 pi. 

Macchi et al. (2010) demonstraram um índice de mortalidade >90% em animais livres de 

tratamento com AG, com picos de morte entre os dias 7-9 pi. Essa diferença pode ser 
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atribuída a diferentes linhagens de galinhas utilizadas nos estudos ou mesmo a idade das 

aves, que no presente estudo possuíam 35 dias de idade, enquanto Macchi et al. (2010) 

utilizaram aves jovens com 10 dias de idade. Para uma melhor análise dos picos 

parasitêmicos, os animais com infecção crônica foram separados dos animais que 

morreram, nos grupos tratado e não tratado com AG. O presente estudo mostrou alta 

mortalidade (cerca de 66%) de animais infectados com P. gallinaceum, não tratados com 

AG, sem observação de resposta satisfatória no sistema imune das aves (Paraense, 1946; 

Ferris et al., 1973; Soulsby, 1982; Springer, 1996; Williams, 2005; Frevert et al., 2008; 

Macchi et al., 2010). Por outro lado, os animais tratados diariamente com AG tiveram um 

índice de mortalidade mais baixo em relação aos não tratados (cerca de 30%), apesar do 

sistema imunológico suprimido pela ação da AG, evidenciando fortemente o envolvimento 

do NO no processo de patogênese da doença (Ghigo et al., 1995; Macchi et al., 2010). Em 

ambos os grupos, tratado e não tratado com AG, foi observada uma heterogeneidade em 

relação ao desenvolvimento da parasitemia, como já demonstrado anteriormente (Macchi 

et al., 2010). Isso pode ser explicado por diversos fatores, sendo um deles a resposta 

imunológica individual. 

Trabalhos anteriores sugeriram que galinhas infectadas com P. gallinaceum 

morrem por anemia devido a lise de hemácias (Wright and Kreier, 1969) e malária 

cerebral, devido a formas exo-eritrocíticas nas células endoteliais bloqueando os capilares 

cerebrais (Paraense, 1946; Greenberg et al., 1950). Estudos anteriores também 

correlacionam anemia com deficiência de IL-10 em reposta a altas concentrações de TNF-

α (Heddini, 2002), mas a anemia é o resultado da destruição de hemácias durante o ciclo 

eritrocítico do P. gallinaceum. Nesse contexto, as alterações hematológicas foram 

avaliadas com intuito de verificar se a causa da morte mostrava relação direta com o 

aumento da parasitemia e lise das hemácias. De fato, o aumento da parasitemia, diminui o 
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número total de hemácias e valores de hematócrito e hemoglobina, provavelmente devido a 

hemólise provocada pelo próprio parasito (Soni & Cox, 1975a,b; Williams, 2005; Macchi 

et al., 2010). No entanto, essa anemia parece não ser a principal causa de mortalidade, 

visto que o grupo tratado com AG apresentou maiores valores de parasitemia, com valores 

hematológicos da série vermelha próximos aos observados no grupo não tratado, mas mais 

próximos dos animais controles. Esse fato sugere outro mecanismo para a morte, o que 

explicaria a melhor sobrevida à infecção, apesar da maior parasitemia apresentada. 

Ao analisar os índices hematimétricos, verificamos pequeno aumento do VCM 

em animais infectados, tratados ou não com AG, em relação aos animais não infectados, 

indicando a presença de hemácia jovem (hemácia grande) que pode ter sido lançada na 

circulação como resposta do organismo em suprimento a hemólise causada pelo parasito 

(Lopes et al., 2007). Em relação ao CHCM, diminuído nos animais infectados em 

parasitemias moderadas e altas, indicando diminuição da síntese de hemoglobina. No 

entanto, esse afirmação não pode ser feita, pois como o VCM indica aumento de hemácias 

imaturas, os níveis de hemoglobina podem estar apenas fisiologicamente alterados, embora 

a análise dos níveis de hemoglobina tenha mostrado diminuição nos animais infectados, 

tratados ou não com AG (Lopes et al., 2007). 

Keller et al. (2004) descreveram a anemia com patogênese multifatorial e não 

unicamente pelo parasito, principalmente devido a destruição de eritrócitos não parasitados 

pelo sistema imune e alterações na membrana da célula parasitada, o que provoca 

congestão de vasos. Nossos resultados demonstram correlação positiva entre os valores 

hematológicos da série vermelha e a parasitemia, fato observado com o aumento nos 

valores de hematócrito e hemoglobina e regressão da parasitemia nos animais com 

infecção crônica, em ambos os grupos, tratado e não tratado. Esses resultados estão de 

acordo com Permin & Juhl (2002) que observaram uma diminuição no número de 
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hemácias sadias e aumento no número de hemácias parasitadas (células/μl de sangue), fato 

atribuído à redução da eritropoiese por ação de citocinas, como TNF-α, produzido durante 

a infecção como resposta do sistema imune (Clark & Cowden, 2003; Jaramillo et al., 

2004). 

Os valores referentes a hematimetria e hematócrito foram muito próximos 

entres os grupos tratado e não tratado com AG. No entanto com o desenvolvimento da 

parasitemia, tornaram-se distantes dos grupos não infectados, tratado e não tratado com 

AG. Esses dois grupos tiveram valores ligeiramente acima dos valores considerados por 

Mota et al. (1998) e os encontrados por Macchi et al. (2010), além dos valores referidos 

por Cardoso & Tessari (2003) para frangos de corte. Esta diferença pode ser atribuída às 

diferentes linhagens de aves utilizadas no experimento, ao tipo de ração fornecida ou 

mesmo à idade das aves experimentais. 

As médias dos valores de hemoglobina não diferiram significativamente entre 

os dois grupos, tratado e não tratado com AG. No entanto, entre os grupos controles e 

infectados em diferentes parasitemias, esta diferença foi bem evidente, confirmando a 

destruição de hemácias com o aumento da parasitemia. Os valores normais estão próximos 

aos valores encontrados por Mota et al. (1998). Apesar de vários autores (Soni & Cox, 

1975a,b; Permin & Juhl, 2002; Williams, 2005; Macchi et al., 2010) relatarem anemia na 

fase aguda da infecção experimental por P. gallinaceum, não se tem na literatura estudos a 

cerca do perfil hematológico da série vermelha dessa infecção, o que dificulta o 

embasamento para maior discussão. 

Os parasitos foram observados em hemácias maduras, imaturas e em divisão. 

Sabe-se que o P. juxtanucleare possui preferência em parasitar hemácias adultas (Bennet et 

al., 1966; Krettli, 1971), mas em relação ao P. gallinaceum não existem estudos que 

evidenciem a predileção por hemácias. O que se sabe é o alto parasitismo provocado por 



76 

 

esse plasmódio (Permin & Juhl, 2002; Williams, 2005; Macchi et al., 2010) que é diferente 

do P. juxtanucleare. O fato de serem encontradas hemácias em todos os estágios infectadas 

sugere que o P. gallinaceum não tem uma preferência por infectar hemácias maduras. 

Hemácias infectadas em divisão também sugere que a infecção está ocorrendo na medula 

óssea. Ademais, foi observado também aumento na quantidade de hemácias imaturas em 

extensões sanguíneas de aves com parasitemias elevadas, o que sugere maior produção de 

hemácias para suprir a destruição em massa provocada pelo parasito. 

Além de parasitar hemácias, foram observadas formas de P. gallinaceum no 

citoplasma de trombócitos e alguns leucócitos. No entanto, não é possível afirmar com 

total clareza se houve parasitismo ou fagocitose por parte dessas células, sem um estudo 

mais aprofundado. Apesar de atividade fagocítica já ter sido mostrada em trombócitos, 

essas células não são os principais fagócitos na circulação sanguínea, e alguns parasitos, 

como Toxoplasma gondii, penetram ativamente nestas células (DaMatta et al., 1998). 

Formas de trofozoítos e gametócitos foram observadas em trombócitos de galinhas 

naturalmente (Massard, 1982; Soares et al., 1999) e experimentalmente (Silveira et al., 

2009) infectadas com P. juxtanucleare sem evidenciar relação com as características da 

cepa ou o grau de parasitismo do parasito. Dessa forma, a entrada e desenvolvimento do P. 

gallinaceum nestas células pode fornecer embasamentos suplementares que possam 

esclarecer a patogênese. A observação de formas de parasito em outros tipos celulares 

ocorreu em ambos os grupos, tratado ou não tratado com AG, sugerindo relação direta com 

índices de parasitemia. 

O valor médio do numero absoluto de trombócitos no sangue foi 

significativamente maior nos grupos não infectados e crônico, tratados ou não com AG em 

relação aos infectados. Esses valores revelaram correlação negativa com a crescente 

parasitemia das aves infectadas, não demonstrando de forma geral diferenças estatísticas 
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entre os grupos tratado e não tratado com AG. No entanto, analisando parasitemias 

elevadas (>50%) verificamos aumento significativo no número de trombócitos no grupo 

tratado em relação ao grupo não tratado, o que pode indicar o envolvimento dessas células 

na patogênese da doença e ainda uma possível interação com o NO, potencializando sua 

ativação. Esses dados podem ser confirmados com estudos mais detalhados. No entanto, os 

valores obtidos foram superiores aos encontrados por Mota (1997). Essa divergência pode 

estar relacionada ao emprego de diferentes técnicas para determinação desse parâmetro 

aliado a dificuldade em quantificar estas células que possuem ainda alta capacidade de 

aderência e formação de grumos (Lucas & Jamroz, 1961), principalmente em animais 

altamente parasitados. 

Em relação a contagem total de leucócitos entre os animais infectados e não 

infectados, tratados ou não com AG, não foi registrada diferença significativa entre os 

grupos, apenas uma diminuição no numero total de leucócitos em intervalos de parasitemia 

mais altas, mostrando uma diminuição da resposta imunológica nestes animais, levando em 

consideração esse índice. Este achado diverge de descritos na literatura onde o numero de 

leucócitos se eleva na presença de organismos estranhos (Cardoso et al., 2003; Silveira et 

al., 2009). 

Na contagem diferencial observamos proporções celulares semelhantes a 

trabalhos anteriores (Lucas & Jamroz, 1961; Mota, 1997; Cardoso & Tessari, 2003). 

Quando comparamos os tipos celulares mais freqüentes, notamos uma predominância de 

linfócitos, seguida em proporções inferiores por heterófilos e monócitos. O numero 

absoluto de linfócitos diminui consideravelmente em animais infectados tratados com AG, 

a partir de 10% de parasitemia, o que em animais tratados com AG isso só foi observado 

em alta parasitemia (a partir de 40%). Nos animais com infecção crônica, o valor inicial foi 

estabelecido, com recuperação do numero total de linfócitos. Em relação aos monócitos, 
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aves não tratadas mostraram valores inferiores as aves tratadas com AG, quando analisadas 

parasitemias baixa e moderada. No entanto, em altas parasitemias, essas aves apresentaram 

aumento no numero total de monócitos, caracterizando uma monocitose, enquanto que as 

aves tratadas com AG mantiveram o mesmo valor médio. Os valores médios de heterófilos 

(conta-se bastonetes e segmentados) teve uma queda em parasitemias moderada e alta, em 

ambos os grupos, tratado e não tratado com AG. Essa variação na proporção de leucócitos 

pode indicar que a infecção malárica recruta essas células para o tecido infectado, e ainda 

que o NO pode influenciar esse recrutamento, uma vez que nos animais tratados com AG 

há uma tendência a maiores valores em relação ao grupo não tratado. 

As hemácias parasitadas mostraram grânulos com birrefringência, que são 

característicos do gênero Plasmodium (Campbell, 2004). A caracterização morfológica de 

hemácias, trombócitos, linfócitos e monócitos foi semelhante a achados na literatura 

(Alberio et al., 2005; Silveira et al., 2009; Bonadiman et al., 2010). Monócitos e linfócitos 

tiveram tamanhos aumentados devido a alta parasitemia, além de serem encontrados com 

parasitos interiorizados. Em animais com alta parasitemia foram encontrados plasmócitos, 

evidenciando a participação de uma resposta humoral nesta infecção. Heterófilos com 

grânulos basofílicos foram encontrados em animais com alta parasitemia e classificados 

como tóxicos, semelhante a classificação feita por Campbell (2004) e demonstrada por 

Bonadiman et al. (2010). Eosinófilos diminuíram de número relativo com a infecção já que 

não foram mais vistos durante as contagens. Esses resultados caracterizam alterações 

morfológicas básicas desses leucócitos durante essa infecção. Indicam ativação, pelo 

aumento de tamanho de monócitos e linfócitos, e de heterófilos pelo aparecimento desse 

tipo celular classificado como tóxico. Ademais, indicam que eosinófilos não participam da 

resposta imunológica na infecção de P. gallinaceum. 



79 

 

Nos animais infectados, em alta parasitemia, tratados ou não com AG, também 

foram encontrados estágios mais tardios do parasito, o que foi evidenciado por microscopia 

polarizada mostrando a birrefringência do pigmento malárico, produzido pelo parasito após 

metabolização da hemoglobina (Moore et al., 2002; Campbell, 2004). 

Em cultivo e em maior proporção, os trombócitos mostraram características 

peculiares, nunca antes relatadas. Foram observados trombócitos com núcleo espalhado 

com cromatina corada de forma intensa, além de citoplasma com mais vacúolos evidentes, 

sugerindo uma modulação dessas células pela infecção. Foi observado, em cultivos de 24h, 

com maior proporção em altas parasitemias, trombócitos com núcleo picnótico e 

citoplasma retraído, evidência de apoptose como relatado em trabalho anterior (DaMatta et 

al., 1999). As alterações observadas em aves infectadas foram mais evidentes, com 

trombócitos atípicos e citoplasma espalhado, com núcleo alongado ou com dois núcleos. 

Essas células foram confirmadas por imunofluorescência com anticorpo anti-trombócito 

11C3 (Lacoste-Eleaume et al., 1994). Trombócitos sanguíneos também apresentaram 

alterações morfológicas durante a infecção em animais com alta parasitemia, com maior 

tamanho devido aumento da região citoplasmática, com presença de vários vacúolos e 

núcleo duplicado. As alterações morfológicas foram mais evidentes em aves infectadas em 

alta parasitemia tratadas com AG além de uma indução de duas vezes no número desses 

trombócitos atípicos quando comparado com a soma dos trombócitos normal e picnóticos 

dos outros grupos de aves. Com esses achados podemos inferir que a medula responde à 

infecção liberando trombócitos imaturos demais, o que é evidenciado pela morfologia 

encontrada, maiores e com núcleo alongado ou duplicado, o que caracteriza o crescimento 

nuclear antes de se dividir, ou ainda divisão do núcleo sem que haja citocinese. A liberação 

de trombócitos imaturos pela medula confirma o envolvimento desse tipo celular durante a 

evolução dessa infecção. 
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Polack et al. (1991) mostraram uma atividade citotóxica de plaquetas como 

mecanismo de defesa contra parasitos extra e intracelulares, como Trypanosoma musculi, 

Schistosoma mansoni e Plasmodium falciparum (estágio de esquizonte). Trabalhos 

recentes mostram o envolvimento de plaquetas na patogênese da malária cerebral (Faille et 

al., 2009b; Cox & McConkey, 2010; Mast et al., 2010; Bridges et al., 2010). No entanto, 

nossos resultados são preliminares e necessitam de experimentos mais detalhados para 

verificar o mecanismo que envolve trombócitos na patogênese do modelo experimental 

aviário.  

Diversos estudos têm demonstrado alterações histopatológicas durante a 

malária cerebral, com envolvimento de fatores que agravam o quadro de manifestações, em 

humanos e em modelos murinos (Hearn et al., 2000; Sherman et al., 2003; Idro et al., 

2005). Nossos resultados encontrados nas secções de baço, fígado e cérebro de aves 

infectadas com P. gallinaceum, tratadas ou não com AG, demonstram claramente lesões 

decorrentes da ação do parasito, além de sequestro de eritrócitos parasitados, 

principalmente, na microvasculatura cerebral. 

Nossos resultados indicam ainda que as lesões são mais brandas em animais 

tratados com AG, no que se refere ao baço e cérebro, sugerindo fortemente o papel do NO 

nesse processo, como já descrito anteriormente (Ghigo et al., 1995; Rudin et al., 1997; 

Maneerat et al., 2000; Macchi  et al., 2010). Em relação a secções de tecido cerebral, 

mesmo em modelos diferentes nossos resultados são semelhantes aos observados por 

Hearn et al. (2000) e Grau et al. (2003), que demonstraram sequestro de parasitos e 

leucócitos na microvasculatura cerebral de camundongos infectados com P. berghei e em 

crianças com malária falciparum, respectivamente. 

Nossos resultados demonstraram ainda várias alterações no tecido cerebral 

decorrente da ação indireta do parasito ou de suas toxinas. Na fase crônica da infecção, 
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com regressão da parasitemia, foram encontradas áreas de cicatrização, o que caracteriza 

recuperação da lesão em decorrência da ação do parasito. 

De acordo, com a com a literatura, todos os achados no tecido cerebral são 

característicos de malária cerebral, fato que confirma a importância do modelo 

estabelecido. São varias as alterações descritas no quadro de malária cerebral, mas o 

depósito de pigmento malárico na microvasculatura cerebral é crucial para o diagnóstico de 

encefalite malárica (Sullivan et al., 1996). Nossos resultados demonstram em algumas 

secções capilares cheios de eritrócitos parasitados com presença de pigmento malárico, 

como demonstrado por microscopia polarizada, confirmando a morte do animal por 

malária cerebral. 

O papel do NO na imunidade à malária já foi evidenciado, e tem atividade 

antimicrobiana sobre o estágio eritrocítico assexuado do parasito (Taylor-Robinson & 

Smith, 1999). Taylor-Robinson (1997) observou que a ativação da via metabólica L-

arginina-NO exerce um efeito antimicrobiano sobre o P. falciparum, P. berghei e P. 

chabaudi, visto que as concentrações aumentadas de NO, possuem um efeito inibidor e, 

depois, matam o parasito em seu estágio assexuado. Isso pode explicar a alta parasitemia 

encontrada nos animais tratados com AG, uma vez que seus níveis de nitrito no plasma 

estão baixos em relação aos animais não tratados em alta parasitemia. No entanto, segundo 

Clark et al. (1992), alterações durante a malária cerebral estão associadas com altas 

concentrações de citocinas que podem levar a geração de NO na parede vascular, o qual 

cruza a barreira hematoencefálica causando alterações funcionais que incluem aumento da 

entrada de cálcio induzido por glutamato, elevada atividade da nNOS com elevada 

produção de NO neuronal em células pós-sináptica, aumento este que leva ao coma. Além 

disso, alterações na microcirculação causam hipoxia, podendo ocorrer um acúmulo de 

cálcio, que pode ativar a nNOS e eNOS (Brunet, 2001). O papel do NO ainda é bastante 
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controverso dentro da infecção malárica, principalmente pelas várias isoformas de enzima 

e locais de produção (Förstermann et al., 19940. No entanto, a produção de NO pela 

isoforma induzida da enzima parece ter um papel de destaque dentro da infecção (Clark et 

al., 1991; Ghigo et al., 1995; Bogdan, 2001; Brunet, 2001; Macchi et al., 2010). O NO 

produzido pelo sistema imunológico em resposta a infecção, potencializa o quadro de 

inflamação levando a maior ativação do endotélio, mediando assim a neurotoxicidade 

provocada pelo parasito na malária cerebral (Hearn et al., 2000; Hunt & Grau, 2003; 

Maneerat et al., 2004). 

Nossos resultados demonstram níveis de nitrito aumentados no plasma de 

animais não tratados em relação aos animais tratados, que permanece constante com 

parasitemias crescentes, nestes últimos. Ou seja, conforme ocorre aumento na parasitemia 

há aumento dos níveis de nitrito nos animais não tratados, mas isso não é verificado em 

animais tratados com AG. Dessa forma, o NO pode estar implicado na alta mortalidade 

observada nos animais tratados, e sua ausência poderia justificar a baixa mortalidade 

encontrada nos animais sem tratamento. Estes achados estão de acordo com os trabalhos de 

Clark et al. (1992) e Brunet (2001), que demonstram a participação do NO no 

desenvolvimento da doença, conforme aumento da parasitemia. No entanto, Levesque et 

al. (1999) demonstraram uma relação inversa entre produção de NO e severidade da 

doença após observarem que níveis de nitrato no soro e na urina e níveis de antígenos 

iNOS em células mononucleares de sangue periférico em crianças com malária cerebral 

mostraram-se significativamente reduzidos em relação ao observado em crianças 

saudáveis. Boutlis et al. (2004) demonstraram em um estudo feito em Papua Nova Guiné, 

que produção de NO e atividade da NOS em crianças e adultos não tem associação com 

níveis de parasitemia. Observaram ainda que níveis basais da produção de NO e atividade 

da NOS não possuem efeito protetor contra o parasito, o que contrasta estudos anteriores 
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que demonstraram efeito antiparasitário para o NO. No entanto, a participação do NO na 

malária aviária é evidenciada em estudos anteriores do nosso grupo (Macchi et al., 2010) e 

corroboram com Ghigo et al. (1995) e Taylor-Robinson & Smith (1999), que evidenciaram 

a participação do NO na patogênese da malária em camundongos. 

Dessa forma, estudos sobre a participação do NO na malária cerebral 

apresentam resultados controversos. Favre et al. (1999) sugeriram que a produção de NO 

não é essencial para o desenvolvimento da doença, onde camundongos C57BL deficientes 

de iNOS, infectados com P. berghei (cepa ANKA), não apresentaram alterações na 

sobrevida e no desenvolvimento da malária cerebral.  

Estudos envolvendo NO e malária demonstram resultados ambíguos, devido a 

produção de NO por diferentes isoformas da enzima e local de produção. No entanto, 

nossos resultados claramente demonstram a participação desse mediador na patogênese da 

malária, corroborando trabalhos anteriores (Ghigo et al., 1995; Macchi et al., 2010). 
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6. CONCLUSÃO 

 

1. De acordo com os resultados obtidos o mensageiro químico óxido nítrico 

possui um papel importante no modelo experimental de malária cerebral induzida pelo 

Plasmodium gallinaceum em galinhas domésticas, já que animais tratados com 

aminoguanidina (inibidor de óxido nítrico sintase induzida) mostraram maior taxa de 

sobrevivência em relação aos animais não tratados. 

 

2. A maior taxa de sobrevivência no grupo tratado com aminoguanidina está 

relacionada ao processo inflamatório mais brando nesses animais, devido a inibição da 

enzima iNOS, o que altera  parâmetros hematológicos e bioquímicos, com uma tendência a 

normalidade no grupo tratado com AG.  

 

3. Trombócitos apresentam um papel importante na doença já que ocorre uma 

maior mobilização dessas células da medula para o sangue com o desenvolvimento da 

infecção, o que evidencia sua participação no processo inflamatório, possivelmente no 

quadro de adesão vascular, da infecção malárica. 
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