EVOLUCAO DA MALARIA POR Plasmodium berghei EM
RATOS JOVENS ALIMENTADOS COM RACOES COM
DIFERENTES TEORES DE FERRO !
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RESUMO

Evidéncias clinicas e experimentais sugerem que hospedeiros com deficiéncia de ferro sio
menos susceptiveis @ maliria grave e que a suplementagio de ferro poderia agravar a
infecgdo. No presente trabalho, ratos Wistar recém-desmamados foram alimentados com
ragdes com diferentes teores de ferro: 20 mg/kg (grupo 1, n = 24), 50 mg/kg (grupo 2, n =
24) e 100 mg/kg (grupo 3, n = 12). No 16° dia do experimento, quando os animais do grupo
1 estavam anémicos (concentragdo média e desvio-padrio de hemoglobina sangiiinea [Hb:
8,1 + 1,0 g/100 ml), os animais dos grupos 1 ¢ 2 foram aleatoriamente subdivididos. Doze
animais desses grupos passaram a receber a ragio com suplementagio de ferro, mantendo-se
os demais sob a dieta anterior. Nove ratos de cada grupo foram inoculados com 10° formas
eritrocitdrias de P. berghei (cepa ANKA), enquanto trés animais de cada grupo foram
mantidos como controles ndo-infectados. Todos os animais foram sacrificados 14 dias apos
a inoculagdo, quando niveis significantemente menores de Hb, ferro sérico e saturagio de
transferrina foram observados nos animais do grupo 1A em relagio aos demais grupos.
Entretanto, os picos das parasitemias foram semelhantes em todos os grupos. Esses
resultados sugerem que o desenvolvimento de P. berghei em ratos nio é suprimido pela
deficiéncia de ferro. A suplementagio de ferro antes ¢ durante a infecgdo ndo aumentou as
parasitemias. Além disso, a replegio de ferro durante a infecgio produziu incrementos nos
valores de Hb sangiiinea e ferro sérico dos animais com anemia ferropriva.

INTRODUCAO

Em varias regides tropicais com elevada prevaléncia de anemia
ferropriva — Africa Ocidental, Sudeste Asidtico ¢ Amazonia —, observa-se
também alta incidéncia de malaria (Redd, Wirima & Steketee, 1994; Binka et
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al., 1994). Esta situagdo tem suscitado alguns estudos sobre as relagdes entre
a deficiéncia de ferro e a malaria, dois fatores que se somam na produgdo da
anemia. Na Amazonia brasileira, por exemplo, algumas investigagdes
sugerem a maldria e a deficiéncia de ferro como principais causas subjacentes
4 maior parte dos casos de anemia, de elevada prevaléncia em varias faixas
etarias (Cardoso et al., 1992; Cardoso et al., 1994).

A maldria é uma das doengas parasitirias mais prevalentes no
mundo tropical. Estima-se a ocorréncia anual de 210 milhdes de casos,
computando-se, somente na Africa, cerca de 2 milhdes de obitos anuais
diretamente relacionados 4 malaria, especialmente em criangas. Cerca de 1,7
bilhdes de individuos habitam regides de moderada a elevada transmissdo, ou
seja, mais de 30% da populagdo mundial permanecem expostos a infecgdo,
distribuidos em 99 paises (WHO. 1992).

Na Amazonia brasileira sdo prevalentes duas espécies do parasita
responsavel pela maldria humana — Plasmodium falciparum e P. vivax —,
sendo raras as infecgdes por P. malariae. Na Africa Ocidental, entretanto, P.
falciparum é a espécie predominante, identificada na maioria dos casos
clinicos diagnosticados. Ocorrem também infecgdes por P. malariae ¢ P.
ovale, inexistindo virtualmente P. vivax (WHO. 1992).

Vérios macro e micronutrientes sdo fundamentais para o
desenvolvimento dos plasmodios. Observa-se, por exemplo, estreita
dependéncia de meio rico em ferro para seu crescimento in vitro. O
acréscimo de quelantes de ferro ao meio de cultura inibe o crescimento in
vitro de P. falciparum, o parasita responsavel pela forma mais grave de
maléaria humana (Raventos-Suarez, Pollack & Nagel, 1982; Theanacho et al.,
1990). Além disso, vem sendo descrita entre individuos com anemia
ferropriva menor susceptibilidade as manifestacoes clinicas da maléaria,
surgindo sintomas ao se corrigir esta deficiéncia. Ha extenso debate sobre
este possivel “efeito protetor” da deficiéncia de ferro em areas endémicas de
malaria, orientado para dirimir dividas sobre a necessidade de suplementagao
de ferro em populagdes de regides de alta prevaléncia de anemia ferropriva
(Oppenheimer, 1989b; Oppenheimer, 2001).

Ha evidéncias de que o tratamento da deficiéncia de ferro,
especialmente quando preparagoes com ferro parenteral sdo utilizadas, pode
aumentar a susceptibilidade a maldria. No entanto, além da via de
administragdo do suplemento ¢ de sua dose, podem interferir na interpretacao
dos resultados os seguintes fatores: 0 modelo epidemioldgico utilizado, as
caracteristicas basicas da populagdo de estudo (faixa etaria, presenca de
imunidade clinica antimalérica, prevaléncia de deficiéncia de ferro e de
outras deficiéncias nutricionais, niveis de assisténcia a saude e educagdo), o
tamanho amostral ¢ a duragdo do estudo.

Como os efeitos adversos da suplementagdo de ferro na maldria
humana permanecem ainda polémicos (Nakazawa et al., 1996; Oppenheimer,
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2001), resultados obtidos em estudos experimentais bem-controlados sio
fundamentais para o conhecimento das relagdes entre reservas organicas de
ferro e infecgdo maldrica, contribuindo para o delineamento de novos ensaios
clinicos e epidemioldgicos em areas endémicas de malaria.

A evolugdo da infecgdo de P. berghei foi avaliada, neste trabalho.
em um modelo experimental bem controlado de deficiéncia e suplementagio
de ferro em ratos recém-desmamados. Duas hipoteses foram testadas: (a) a de
que a anemia ferropriva em ratos infectados com P. berghei teria “efeito
protetor” contra a maldria, resultando em parasitemias significantemente
menores; (b) a de que a suplementagio dietética de ferro, antes ou durante a

infecgdo por P. berghei em ratos, levaria a parasitemias significantemente
maiores.

MATERIAIS E METODOS

Animais e dietas

Sessenta ratos machos albinos Wistar recém-desmamados (peso
médio 44 g), provenientes do biotério da FCF/USP, foram divididos
inicialmente em trés grupos (até o 15° dia do experimento) e alimentados
com ragdes a base de caseina normocaloricas e normoprotéicas, diferentes
entre si quanto ao teor de ferro, com consumo alimentar ad libitum. A
composi¢do das ragdes, incluindo a formulagdo das misturas vitaminica e
mineral, foi calculada segundo recomendagdes do Committee on Laboratory
Animal Diets (1979).

Os animais foram mantidos em gaiolas metabolicas individuais de
aco inoxidavel. Semanalmente, os animais foram pesados, ¢ amostras de
sangue caudal foram colhidas para doseamento de Hb.

Procedimento experimental

O tratamento dietético dos grupos experimentais ¢ apresentado na
Figura 1. No 16° dia, os animais dos grupos 1 e 2 foram aleatoriamente
subdivididos. Doze animais desses grupos passaram a receber a ragdo com
suplementagdo de ferro, mantendo-se os demais sob a dieta anterior.
Constituiram-se, portanto, cinco grupos de animais. Neste mesmo dla nove
ratos de cada grupo receberam inoculo intraperitonial de 10° formas
eritrocitarias de P. berghei (linhagem ANKA). Trés ratos de cada grupo
foram mantidos como controles ndo-infectados até o final do experimento.
Amostras de sangue caudal foram obtidas para avaliagdo das parasitemias ¢
para doseamento de Hb.

No 30° dia do experimento (14 dias apos inoculagdo), todos os
animais foram anestesiados e sacrificados por pungdo cardiaca. Amostras
sangiiineas foram obtidas para dosagem de Hb (em tubos heparinizados) e
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soro (em tubos desmineralizados) para doseamento de ferro sérico,
capacidade total de ligagdo de ferro e saturagdo de transferrina.
Andlise da composi¢ao quimica das ragdes

A andlise de composigio quimica das ragdes foi realizada em
triplicata segundo os métodos descritos pelo Instituto Adolfo Lutz (1985) e
Association of Official Analytical Chemists (1984) para umidade, cinzas,
nitrogénio e extrato etéreo. A determinagdo de ferro total foi realizada em
espectrofotometro de absorgdo atdmica (Automatic Burner Control/ Perkin
Elmer 5000) com lampada de leitura para ferro e calibrado com solugdo-
padrdo de ferro (Merck, Brasil), utilizando-se cerca de 2 gramas de amostras
de ragdo previamente digeridas em bloco digestor a 350°C com acido nitrico.

Inicio do experimento: Décimo sexto dia:
® Grupo 1 (n = 24) 2 Grupo 1A: 2 @ infectados (n = 9)
ragio deficiente em ferro Ragio deficiente em ferro @ controles (n = 3)
3
Grupo 1B: = @ infectados (n = 9)
Ragdao com suplementagdo de @ controles (n =3)
ferro
@ Grupo 2 (n =24) = Grupo 2A: 2 1® infectados(n = 9)
ragio-padrio ragdo-padrdo @ controles (n = 3)
b
Grupo 2B: 2 s infectados(n = 9)
ragio com suplementagio de @ controles (n = 3)
ferro
@ Grupo 3 (n=12) = Grupo 3: 2 @ infectados(n = 9)
ragio com suplementagio ragio com suplementagio de @ controles (n =3)
de ferro ferro

Figura I. Tratamento dietético dos £rupos experimentais.

Parametros hematolégicos

- Doseamento de hemoglobina (Hb), determinagdo de hematdcrito
(Ht) e volume corpuscular médio (VCM)

Para doseamento de Hb empregou-se o método da cianometa-
hemoglobina, com solugiio de Drabkin modificada (van Assendelft, 1972).
Um detergente ndo-idnico (Sterox SE, USA) foi adicionado a solugdo
reagente para aumentar a hemoélise e evitar turbidez por precipitagio de
proteinas plasmaticas. As absorbancias foram medidas em espectrofotémetro
(U-3410 Hitachi) a 540 nm, com padrio de cianeto de potassio (Labtest,
Brasil) para calibragio.

Na determinacido de Ht utilizaram-se microtubos centrifugados por
cinco minutos segundo técnica rotineiramente utilizada (DeMaeyer et al.,
1989). O VCM foi calculado dividindo-se o valor de hematdcrito pelo
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numero total de hemacias por litro de sangue, multiplicando-se o valor
encontrado por 1.000 para expressar os resultados em femtolitro (fl)
(Fairweather-Tait, 1993).

- Doseamento de ferro sérico (FS), capacidade total de ligagdo com
ferro (CTLF) e Saturacdo de transferrina (ST)

Utilizou-se ensaio automitico (analisador automdtico COBAS
MIRA-Roche) em 250 ul de soro, empregando-se Ferrozine® como
cromoégeno a 560 nm para doseamento de FS total. Para a determinagio da
CTLF, adicionou-se as aliquotas de soro solugdo-padrio de ferro para
saturagdo de transferrina e precipitagdo do ferro um excedente com carbonato
de magnésio. A ST foi calculada dividindo-se o ferro sérico pela CTLF e
multiplicando-se por 100 para expressar os resultados em percentagens.

Avaliagao da parasitemia

Apos o indculo, a evolugdo das parasitemias dos animais foi
avaliada por exame microscopico (1.000X) de esfregacos corados com
corante de Giemsa, sendo as contagens (pelo menos 500 células) expressas
em termos de percentagem de hemacias parasitadas (Bruce-Chwatt, 1980).

As percentagens total e parasitada de eritrocitos maduros e jovens
(com policromatofilia) e eritroblastos em pelo menos 1.000 células foram
estimadas em esfregagos periféricos obtidos no dia do sacrificio dos animais
do segundo experimento. A classificagdo dos eritrécitos “jovens” considerou
0s virios estigios de diferenciaciio de células Jjovens com grande quantidade
de reticulo citoplasmético (Zuckerman, 1957).

Andlise estatistica

Os resultados sdo apresentados como média + desvios-padrdo. Para
algumas variaveis calcularam-se os respectivos intervalos da média com 95%
de confianga (IC 95%).

A prova ndo-paramétrica de Kruskal-Wallis foi utilizada para testar
a hipotese de nulidade de que & amostras independentes provém de
populagdes idénticas, ao nivel de significincia alfa = 0.05. Quando rejeitada a
hipdtese de nulidade, utilizou-se a prova U de Mann-Whitney na comparagio
entre dois grupos, ao nivel de significincia alfa = 0,05. Os resultados obtidos
para os animais-controle ndo foram incluidos na anlise estatistica devido a0
seu tamanho amostral (n = 3).

RESULTADOS

A Tabela 1 apresenta a composigio quimica média das ragdes a base
de caseina. As ragdes foram normoprotéicas segundo recomendagdes para
ragdes animais (Pellet & Young, 1980). Em relagio aos demais componentes,
as ragoes diferiram somente em relagio ao teor de ferro. As ragoes preparadas
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com mistura salina sem ferro apresentaram 0,002 g de ferro residual por 100
g (equivalente a 20 mg/kg). A concentragdo desse mineral nas ragdes
suplementadas correspondeu ao dobro do teor obtido nas ragdes do tipo

“padrio”.

Tabela 1. Composigdo quimica das ragdes (g/100g)

Ragoes
Componente Sem ferro Padrio Suplementagio de ferro
Proteina 17,400 17,000 17,200
Extrato etéreo 5,400 5,400 5,500
Umidade 8,500 8,800 8,700
Cinzas 3,000 2,900 3,000
Ferro 0,002 0,005 0,010

A Tabela 2 mostra os pesos corporais € a concentragio de Hb dos
grupos de animais antes da inoculagio de P. berghei (15° dia do
experimento). Ndo se observaram diferengas significantes nos pesos
corporais (inicial e antes do inéculo) e no consumo de ragdo entre os grupos
de animais. Entretanto, a concentragdo média de Hb dos animais do grupo 1
foi significantemente diferente da observada nos outros grupos.

Ao final do experimento, apés infecgdo por P. berghei, os animais
do grupo 1A apresentaram valores de peso corporal (média e desvio-padrio:
186,9 + 9,9 g) estatisticamente menores em relagdo aos pesos dos animais
dos grupos 1B (209,4 + 21,6), 2A (208,3 + 14,1), 2B (212,9 + 20,5) e 3
(209,3 £19,1).

Tabela 2. Pesos corporais inicial e anterior a infecgdo (Al) e concentragdo de
hemoglobina (Hb) segundo grupos de animais antes da inoculagio
de P. berghei (15° dia do experimento)

Grupos de Peso inicial Peso Al Hb
animais* n (g) (g) (g/100ml)
1 24 44,13 4 115,9+7.3 8, 1£1,0%*
2 24 442+2 9 120,7+7,8 13,3+1,0
3 12 43.9+2 4 121,2+9,8 14,0+1,4
Média + desvio-padrdo.

* Grupo 1 — animais alimentados com ragdo deficiente em ferro; grupo 2 — animais alimentados
com ragdo padrdo; e grupo 3 — animais alimentados com ragdo suplementada em ferro.
** p < 0,05, grupo 1 versus 2 e 3 (prova U de Mann-Whitney).
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Os valores médios da concentragdo de Hb, FS, CTLF e ST em cada
grupo experimental, ao final do experimento (14 dias ap6s inoculagdo de P.
berghei), sdo apresentados na Tabela 3. Entre os animais infectados, o grupo
1A apresentou os menores valores de todos esses indicadores quando
comparados os resultados relativos a cada grupo de animais. Entre os
animais-controle observaram-se valores médios de concentragio de Hb
superiores aos valores médios dos animais infectados nos respectivos grupos
experimentais, sendo que os animais-controle do grupo 1A continuavam
anémicos em relagdo aos demais grupos.

A Tabela 4 mostra as alteragdes na concentragdo de Hb dos grupos de
animais infectados durante todo o experimento. Observa-se que no oitavo dia
os animais do grupo 1 ja apresentavam concentragio média de Hb
estatisticamente menor que os valores encontrados nos grupos 2 e 3, com
diferenciais maiores ainda no 15° dia. Apds a inoculagdo de P. berghei (16°
dia), todos os grupos de animais apresentaram queda acentuada na
concentragdo média de Hb, porém os animais do grupo 1A apresentaram valor
médio estatisticamente menor quando comparados aos demais grupos
experimentais. Ao final do experimento, ndo houve diferengas estatisticamente
significantes entre os valores de Hb dos grupos 1B, 2A, 2B e 3.

Tabela 3. Concentragdo de hemoglobina (Hb), ferro sérico (FS), capacidade
total de ligacdo de ferro (CTLF) e saturagdo de transferrina (ST)
nos grupos experimentais no 14 dia de infecgdo por P. berghei

Grupos de Hb FS CTLF ST

animais* (2/100ml) (pmol/1) (umol/1) (%)

1A

infectados [ 5,9 +1,2** 21,5+ 14,7** | 126,8 £ 13,5** | 16,3+ 9,9**

controles 9,5+0,2 10,3+ 2,7 1157+ 23 87+ 24

1B:

infectados 89+21 71,8+32,1 154,8 £27.9 448 +£15,0

controles 12,9+0,7 40,7+ 6,7 1350+ 25 300+ 44

2A

infectados T,9£13 486 +219 132,0£ 16,5 358+ 14,1

controles 13,6 £0,5 41,0+122 1320+ 98 30,5+ 6,9

2B:

infectados 89+24 704 £339 154,5 £ 26,1 43,9+14.7

controles 13,7£0,2 36,7+ 1,7 1290+ 3.0 290+ 1,0

3:

infectados 72+3,0 65.8+114 145,6 £ 12,9 45,1+7,5

controles 13,704 290+ 6,7 120,3 + 10,7 23,7+38
Meédia + desvio-padrdo.

* Animais infectados: n = 9; animais controles: n = 3 em cada grupo experimental.
**p < 0,05, grupo 1A versus todos os outros grupos (prova U de Mann-Whitney).
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Tabela 4. Concentragio de hemoglobina sangiiinea (g/100ml) antes e apos a
inoculagdo de P. berghei

Grupos de Antes da infecgio Ap6s a infecgio
animais n 7° dia 15° dia Grupos n 21° dia 30° dia

1 24 9,0+1,5* 8,1+0,9* 1A 9 7,5+1,5*% 5,9+1,2%
1B 9 83+1,8 8,9+21

2 24 12,9+0,9 13,3409 2A 9 8,6+1,8 7.5+1,5
2B 9 89+1 8 8,9+24

3 12 13,0£1,0 14,0+1,4 3 9 8,7+0,6 7,243,0

Meédia + desvio-padrio.

* Estatisticamente diferente dos demais grupos de animais (prova U de Mann-Whitney).

A evolugdo das parasitemias em cada grupo de animais até o 14° dia
apos a inoculagdo de P. berghei ¢ apresentada na Figura 2. Ndo houve
diferencas significantes entre os grupos quando comparadas as parasitemias
no mesmo dia da infecgdo (teste de Kruskal-Wallis com os seguintes valores
de p: 3° dia, p = 0,49; 5° dia, p = 0,93; 7° dia, p=091; 11° dia, p = 0,90; 14°
dia, p = 0,42). Analisando-se os valores médios dos picos das parasitemias
por grupo de animais, ndo se observaram diferengas estatisticamente
significantes entre os grupos experimentais (teste de Kruskal-Wallis com p=
0,919).

Além da avaliagdo das parasitemias totais nos grupos de animais,
procedeu-se a um estudo morfolégico da série vermelha em esfregaco de
sangue periférico, ao final do experimento (14 dias apés a inoculagio de P.
berghei). Avaliaram-se a distribui¢do percentual de cada tipo de célula ¢ a
propor¢do de células de cada tipo que se mostravam parasitadas. Cada
estimativa foi baseada na analise de pelo menos 1.000 eritrécitos. Empregou-
se a seguinte classificacdo: hemdcias maduras (M), hemdcias jovens
nucleadas com policromatofilia (P) e eritroblastos (E). A Tabela 5 apresenta a
distribuigdo percentual e as parasitemias por tipo de eritrcito em cada grupo
de animais. Quanto s parasitemias em cada tipo de célula, confirmou-se a
preferéncia de P. berghei por eritrocitos jovens, uma caracteristica essencial
do modelo experimental empregado. Em todos os grupos experimentais, as
parasitemias percentuais em eritrocitos com policromatofilia e em
eritroblastos foram superiores as observadas em hemacias maduras. Esta
preferéncia pareceu mais acentuada entre os animais do grupo 3, que
apresentavam parasitemias percentuais em eritroblastos significantemente
maiores que os demais grupos experimentais.
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Figura 2. Parasitemia nos grupos experimentais: (1A) — animais alimentados
com ragdo deficiente em ferro (20 mg de ferro/kg de ragdo); (1B) -
animais alimentados com ragdo deficiente em ferro que passaram a
receber suplementagdo de ferro (110 mg de ferro/kg de ragio)
durante a infecgdo por P. berghei; (2A) — animais alimentados
com ragdo-padrdo (50 mg de ferro/kg de ragdo); (2B) — animais
alimentados com ragdo-padrdo que passaram a receber
suplementacdo de ferro (110 mg de ferro/kg de ragdo) durante a
infecgdo; e (3) — animais alimentados com ragdo suplementada em
ferro (110 mg/kg de ragdo) desde o inicio do experimento. As
barras verticais mostram os intervalos da média com 95% de
confianga;, n=9. Nao houve diferengas estatisticamente
significantes entre os grupos de animais (teste de Kruskal-Wallis).
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Tabela 5. Distribuigdo percentual e parasitemia por tipo de eritrocito em
esfregaco de sangue periférico nos grupos de animais infectados
por P. berghei, ao final do experimento

Grupos de animais (n=9)

Tipe de en-
Pardmetro trocito*® 1A 1B 2A 2B 3
Distnbuigao de M 57,9+0,52 51,2+0,56 50,50,52 52,5+0,55 42,8+0,50
entrocitos (%) P 41,8+0,52 47,9+0,56 48,3+0,53 442+0,55 50,5+0,51

E 0,3+0,05 0,8+0,10 1,2£0,12 2,5¢0,17 6,6+0,25%*
Parasitermia por | M 1,2£0,153 4,7£0,33 3,5¢0,27 8,0£0,41 3,7+0,29
tipo de entroci- P 3,5¢0,77 31,7+0,75 52,0+0,76 43, 8+0,82 56,2+0,71
to (%) E 33396 23,5+5,1 42,8+4 68 35,6332 57,1£1,97**

Média * desvio-padrao.

* M = hemacias maduras; P = hemacias jovens com policromatofilia; E = eritroblastos.
** p < 0,05, grupo 3 versus todos os outros grupos (prova U de Mann-Whitney).

DISCUSSAO

De acordo com o Committee on Laboratory Animal Diets (1979), a
quantidade de ferro elementar a ser adicionada as ragdes para ratos e
camundongos ¢ de 35 mg/kg. Recomendagdes mais recentes estabelecem em
média 45 mg/kg de ferro total em ragdes purificadas “padrdo” para animais
em crescimento (Reeves, Nielsen & Fahey Jr., 1993). Neste estudo, ratos
recém-desmamados alimentados com ragdes com 20 mg de ferrokg
desenvolveram anemia em sete dias, ndo ocorrendo 0 mesmo com os animais
mantidos com ragdo-padrdo (50 mg de ferro/kg) ou com suplementagio de
ferro (100 mg de ferro/kg).

Os experimentos de indugdo de deficiéncia de ferro em ratos
baseiam-se no fornecimento de ragio deficiente em ferro imediatamente apos
0 desmame (trés a quatro semanas de idade), durante duas a oito scmanas
(Dallman et al., 1982; Wright & Southon, 1990; Roodenburg et al., 1994).
Este modelo apresenta a vantagem da utilizagdo do periodo de maior
necessidade de ferro dos animais. Por outro lado, observa-se algum
comprometimento do crescimento em ratos alimentados com ragdes
deficientes em ferro.

No presente estudo, os resultados dos indicadores bioquimicos de
reservas de ferro (FS, CTLF e ST), analisados nos animais sacrificados antes
da inoculagdo com P. berghei (15° dia), confirmam o desenvolvimento de
anemia ferropriva entre os animais mantidos com ragdo deficiente em ferro.
Por outro lado, a suplementagdo oral com ferro durante 15 dias ndo alterou os
valores desses parametros. Isto pode ser explicado pela regulagio da absorgdo
intestinal de ferro, que depende da comunicagdo entre as reservas de ferro
corporal e a atividade eritropoiética (Cook, 1990). Sob condigdes fisiologicas
adequadas, ha um bloqueio da absor¢do pelas proteinas transportadoras de
ferro da mucosa intestinal (Crosby, 1966). Em seres humanos (Idjradinata,
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Watkins & Pollitt, 1994) e em ratos (Cook, Hershko & Finch, 1973), a
absorgdo de ferro € estreitamente relacionada as necessidades da medula
Ossea; em situagdes de reservas de ferro adequadas, a suplementagio oral de
ferro, dependendo da dose utilizada, nio produz alteragdes em indicadores
bioquimicos.

A andlise estatistica dos pardmetros hematoldgicos analisados nio
incluiu os animais sacrificados no primeiro dia do experimento (grupo 0)
devido as diferencas fisiologicas entre animais de idades diferentes. No
entanto, os resultados apresentados na Tabela 3 sdo consistentes com as
alteragbes hematoldgicas esperadas para animais em crescimento.

Os niveis de Hb e Ht sio ligeiramente menores em ratos e
camundongos recém-nascidos, com hemdcias grandes (VCM médio de 90 até
110 f1), acentuada policromasia e anisocitose. O VCM diminui rapidamente
apos o nascimento, alcangando o tamanho normal perto do desmame (50 a 60
fl). A concentragio de Hb diminui ap6s o nascimento a valores minimos com
dez dias de idade, quando ocorre aumento gradual na época do desmame, até
atingir valores do animal adulto com aproximadamente trinta dias de idade
(Ringler & Dabich, 1979; Sanderson & Phillips, 1981; Bannerman, 1983).

Estudos de deficiéncia de ferro em ratos tém demonstrado muitas
semelhangas com o metabolismo de ferro em seres humanos. As etapas da
evolucdo da deficiéncia de ferro sdo similares nessas duas espécies; a
concentracdo de Hb, a percentagem de volume sangiiineo em relagio ao peso
corporal e a quantidade de ferro por quilo de peso corporal sdo idénticos em
ratos e em seres humanos (Dallman, 1982). As diferengas entre as duas
espécies relacionam-se a gravidade e ao tempo necessirio para o
desenvolvimento da deficiéncia de ferro. O rato ¢ mais imaturo ao

nascimento, apresenta maior velocidade de crescimento pés-natal e tem vida
util relativamente curta de trés anos. Este padrio de crescimento esta

associado a maiores necessidades de ferro (Cook, Hershko & Finch, 1973).

Quanto a absor¢do de ferro, o rato, diferentemente dos seres
humanos, utiliza muito mais o ferro ndo-heme do que o ferro heme da dieta.
Ha também diferengas na suscetibilidade a deficiéncia de ferro entre machos
e fémeas: as ratas apresentam maiores reservas de ferro € velocidade de
crescimento muito menor quando comparadas aos machos e, por isso, sdo
menos vulneraveis a deficiéncia de ferro da dieta (Dallman, 1982).

A diminuigio da resposta eritropoiética a anemia tem sido observada
em pacientes com malaria (Abdalla et al., 1980) e no inicio da infecgdo por P.
berghei em roedores (Villeval, Lew & Metcalf, 1990). Camundongos com
infecgdo letal por P. berghei apresentam menor celularidade e reducdo do
numero de eritroblastos na medula 6ssea femoral 24 horas apos a infecgdo e
antes de qualquer alteragdo de Ht. Com a evolugdo da infecgdo e o
desenvolvimento da anemia, ha o aumento da eritropoiese medular com
alguma expansao do compartimento de células progenitoras eritroides (CFU-
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E, erythroid colony-forming cells). mas com resposta inadequada de
reticuldcitos (Maggio-Price, Brookoff & Weiss, 1985).

A infecgdo maldrica caracteriza-se pela maturagdo intracelular de
trofozoitos a esquizontes, pela ruptura de eritrécitos e liberagdo de varios
merozoitos que invadem outros eritrécitos. No 14° dia da infecgdo por P.
berghei em ratos, picos de parasitemias de 40 a 50% podem ser alcangados,
dependendo do indculo. A infecgio entio se resolve rapidamente com uma
queda acentuada da parasitemia até o clareamento por volta do 20° dia da
infecgdo (Quinn & Wyler, 1979). Ratos nio desmamados podem desenvolver
infecgdo letal em 16 dias com até 60% de eritrocitos parasitados (Thurston,
1953).

Em nosso estudo, utilizamos um modelo experimental de anemia
ferropriva moderada, evitando-se com isso déficits maiores de crescimento.

As ragdes foram preparadas com este objetivo, sendo sua
composi¢do confirmada em nosso laboratério. O uso de ragdes comerciais,
geralmente de composigdo quimica pouco conhecida, ¢ uma das falhas mais
comumente encontradas em estudos experimentais prévios sobre deficiéncia
de ferro e maldria. Ragdes comerciais podem apresentar concentragio de
ferro total em torno de 270 mg de ferro/kg (Reeves, Nielsen & Fahey Jr.,
1993), valor superior ao encontrado em nossas ragdes com suplementagio de
ferro.

Além disso, as ragdes comerciais podem afetar o crescimento dos
plasmddios devido a deficiéncia de outros nutrientes essenciais (Gilks et al.,
1989). O écido paraminobenzéico (PABA), por exemplo, parece ser
necessario ao crescimento do parasita (Jacobs, 1964). P. berghei ¢
praticamente incapaz de reduzir folato a deidrofolato €, conseqiientemente,
depende de PABA exdgeno para a sintese dos acidos deidrofélico e
tetraidrofélico (Ferone & Hitchings, 1966). Ratos e camundongos infectados,
alimentados com ragdes deficientes em PABA, apresentam redugio do indice
de mortalidade e aumento da sobrevida média em relagdo aos animais
mantidos com ragdo com suplementagio de PABA (Hawking, 1954;
Keshavarz-Valian, Alger & Boissonneault, 1985).

Algumas vitaminas antioxidantes podem modular os efeitos da
infecgdo maldrica por mecanismos que incluem a prevengio de lesdo celular
por espécies reativas de oxigénio (ROS, reactive oxygen species) e
manutencdo da fungdo imune. O desenvolvimento de plasmédios nos
eritrocitos induz alteragdes fisiologicas e antigénicas nas células do
hospedeiro que podem resultar em morte do parasita (Ginsburg & Atamna,
1994). A resposta do hospedeiro a infecgdo malarica produz: ativagio das
células T por antigenos maldricos; ativagdo de fagdcitos, principalmente
macrofagos, pelas linfocinas derivadas das células T ativadas; e produgio,
pelos macréfagos, de citocinas € ROS que agrediriam os parasitas e tecidps
do hospedeiro direta ou indiretamente (Hunt & Stocker, 1990). O parasita
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responde ao estresse oxidativo alterando a estrutura e a fungdo do eritrécito
hospedeiro que, por outro lado, podem ser desfavordveis para o
desenvolvimento dos plasmédios (Golenser, Marva & Chevion, 1991).

Neste experimento, a suplementagio de ferro durante a infecgdo por
P. berghei resultou em replegio hemoglobinica somente nos animais
previamente deficientes em ferro (grupo 1B), com aumento da concentragao
média de FS, CTLF e ST em relagdo aos resultados observados nos animais
anémicos sem ferro suplementar (grupo 1A). Uma das possiveis explicagoes
para este fato relaciona-se a presenga de receptores de transferrina nas
membranas basal e lateral das células da mucosa intestinal e 20 seu aumento
na deficiéncia de ferro, facilitando a absorgio através destas células (Huebers
& Finch, 1987; Flanagan, 1989). Essas alteragdes dos indicadores bioquimi-
cos de reservas de ferro ndo agravaram a infecgio por P. berghei uma vez
que ndo foram observadas diferengas significantes entre as parasitemias dos
grupos de animais.

Em situagdes de deficiéncia de ferro, ha aumento da CTLF
associado a mobilizagdo de ferro dos compartimentos de reserva. As
alteragdes de FS e da CTLF apoés suplemento oral de ferro devem ser
interpretadas com cautela uma vez que o aumento do FS ¢ influenciado por
inumeros fatores, como velocidade de absorgdo, eliminagio de ferro
sangiiineo, volume plasmatico e concentragdo de transferrina (Laurell, 1954).
No entanto, em nosso estudo, os altos niveis de FS, CTLF e ST observados
nos animais dos grupos 1B, 2A, 2B ¢ 3 podem ser decorrentes da hemolise:
porém o aumento da concentragdo de Hb nos animais do grupo 1B evidencia
a utilizagdo do ferro oral suplementar na vigéncia de infecgio malarica em
hospedeiros com anemia ferropriva.

Estudos anteriores sobre o efeito da infecgdo no metabolismo de
ferro referem redugdo da atividade critropoiética, cvidenciada pelo aumento
de PEL e pela diminuigdo da concentragdo média de Hb dos eritrdcitos,
menor concentragdo de FS e da ST (Hershko, Cook & Finch, 1974). Na
infecgdo maldrica, as alteragdes de alguns parametros hematoldgicos podem
diferir dependendo do estagio de evolugiio da doenga. Na malaria humana, a
anemia hemolitica estimula a sintese de transferrina com 0 aumento da
CTLF, facilitando a mobilizagdo do ferro excedente liberado pela hemolise.
Nesta fase, pode haver aumento do FS e da concentragio sérica de
transferrina (Aremu, 1989). Em ratos jovens, a infecgdo por P. berghei pode
levar a anemia severa com aumento discreto da ST, sem alteragoes evidentes
no FS e CTLF até o 12° dia apds a inoculagdo (Hershko & Peto, 1988).

O ferro intracelular ndo estd prontamente disponivel para o
crescimento de microrganismos. Proteinas de ligagdo, como a ferritina ¢ a
lactoferrina, impedem a captagio do ferro em meios intracelulares
(Weinberg, 1974). Entretanto, se houver maior disponibilidade de ferro para
as células hospedeiras, podera haver maior crescimento de microrganismos
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intracelulares (Weinberg, 1974). As alteragdes na homeostase do ferro
associadas a infecgdo podem limitar a disponibilidade de ferro intracelular
para microrganismos invasores pela reducdo do numero de receptores de
transferrina na superficie celular, comprometendo a disponibilidade do pool
de ferro dos compartimentos de reserva independentemente do estado
nutricional do hospedeiro (Hershko, 1993).

As alteragdes hematologicas observadas na maldria experimental sdo
acompanhadas de redugdo da atividade eritropoiética da medula Gssea e
aumento da eritropoiese extramedular (Asami et al., 1992). Durante a
infecgdo por P. chabaudi AS. ha redugdo da eritropoiese medular e aumento
da atividade hemopoiética esplénica em camundongos resistentes,
observando-se 0 aumento da incorporagio esplénica de 5°Fe proporcional ao
tamanho do 6rgdo. Com o desenvolvimento da anemia, a celularidade e o
nimero de células progenitoras (CFU-E) da medula dssea femoral diminuem
progressivamente (Yap & Stevenson, 1992). Alteragdes semelhantes sio
observadas com P. berghei (Maggio-Price. Brookoff & Weiss, 1985), com
maior produgio de eritroblastos pelo bago (Villeval, Lew & Metcalf, 1990).

A partir desses resultados e de experimentos prévios podemos
discutir nossas hipoteses de estudo: a) a deficiéncia de ferro protegeria os
animais contra a infecgdo experimental por P. berghei, resultando em
parasitemias menores b) a suplementagdo dietética de ferro antes ou durante a
infeccdo experimental por P. berghei em ratos produziria aumento
significativo das parasitemias.

Para avaliar essas hipoteses, este estudo foi planejado de modo a
reproduzir — em modelo experimental — situagdes freqiientes em areas
endémicas de malaria. Os grupos populacionais mais expostos a infecgdo
correspondem geralmente aqueles em que a anemia ferropriva é mais
prevalente. Portanto. ao contrair a infecgdo, alguns hospedeiros apresentam
deficiéncia de ferro, enquanto os demais apresentam reservas orginicas
normais. Ao serem hospitalizados durante a infecgio malarica, passam a
rececber a dieta hospitalar. Em certos casos, esta dieta pode ser
particularmente rica em ferro, produzindo hiperferremia na vigéncia da
infecgdo (Murray et al., 1975). O grupo suplementado com ferro antes da
infecgdo representa um extremo para efeitos de comparagdo, mas pode
também reproduzir a situagdo existente na populagdo-alvo de programas de
suplementacdo de ferro em dreas em que ocorre transmissdo intensa de
maldria.

Em relagdo a hipdtese (a), os possiveis mecanismos protetores sdo
controversos. Segundo Luzzi et al. (1990), a invasdo e o desenvolvimento in
vitro de P. falciparum em hemadcias microciticas transcorrem de modo
normal, de acordo com critérios morfolégicos e metabélicos (incorporagio de
*H-hipoxantina pelos parasitas). Em nosso experimento, ndo houve
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comprometimento do desenvolvimento de P. berghei em ratos com anemia
ferropriva.

Quanto a hipétese (b), um dos possiveis mecanismos propostos seria
0 aumento da disponibilidade de células hospedeiras preferenciais — hemacias
jovens — em decorréncia da suplementagio com ferro (Oppenheimer, 1989b).
O estimulo da eritropoiese pela suplementagio de ferro foi confirmado em
nosso modelo experimental, particularmente entre os animais que receberam
suplementacdo de ferro ao longo de todo o experimento. A preferéncia do
parasita por hemdcias jovens foi também confirmada em todos os grupos
experimentais. Entretanto, nio foi possivel detectar qualquer relagio entre a
disponibilidade de hemdcias jovens e eritroblastos na periferia e o percentual
de eritrocitos (jovens + maduros) parasitados. Portanto, a suplementagdo de
ferro, tanto antes quanto durante a infeccdo — e independentemente das
reservas de ferro prévias do hospedeiro —, ndo afetou o curso da infecgdo
experimental por P. berghei em ratos jovens.

A resposta eritropoiética mais intensa observada entre os animais
suplementados com ferro antes e durante a infecgio parece relacionada a
duragdo da suplementagdo e ao aproveitamento bioldgico do ferro
administrado por via oral durante a infecgdo maldrica. Somente nestes
animais, que vinham ha mais tempo sendo submetidos 4 suplementagio com
ferro, observou-se maior percentagem de eritroblastos em sangue periférico.

Os efeitos da suplementagdo de ferro na resposta imunoldgica e
eritropoiética de hospedeiros com infecgdo maldrica sdo particularmente
importantes para a pratica clinica em éreas endémicas de maldria com alta
prevaléncia de anemia ferropriva. No entanto, serdo necessarios estudos
experimentais e clinicos posteriores para o esclarecimento da atividade

eritropoiética esplénica e medular em hospedeiros com diferentes regimes de
suplementagao oral de ferro.
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SUMMARY

Effect of different iron regimens on the course of Plasmodium berghei
malaria in young rats.

Clinical and experimental evidence suggests that iron-deficient hosts are less
susceptible to severe malaria and that iron supplementation aggravates
infection. In the present study, weanling Wistar rats were fed on standard
diets with different iron concentrations: 20 mg/kg (group 1, n = 24), 50
mg/kg (group 2, n = 24) and 100 mg/kg (group 3, n = 12). After the 15-day
regimen, rats from group 1 were anaemic (mean hemoglobin [Hb] and
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standard deviation: 8.1 + 1.0 £/100 ml). For the next step, 12 rats from group
1 (thereafter group 1B) and 12 from group 2 (thereafter group 2B) were given
the same iron-supplemented diet used in group 3, while the remaining
animals (groups 1A, 2A and 3) were maintained on the original diets. At this
occasion, 9 animals from each group were inoculated intraperitoneally with

106 erithrocytic parasites (P. berghei ANKA strain), whereas 3 animals from
each group remained as noninfected controls. All animals were sacrificed 14
days after inoculation, when significantly lower levels of Hb, serum iron and
transferrin saturation were found only in animals from group 1A, when
compared with other groups. However, percent peak parasitaemias were
similar in all groups. These data indicate that the development of P. berghei
is neither suppressed by iron deficiency nor enhanced by iron
supplementation in the used model. Furthermore, iron repletion during
infection produced a noticeable improvement of haematological parameters
in previously iron-deficient animals.
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