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EDITORIAL

POSSIVEIS FATORES RESPONSAVEIS
PELA MORTE INTRACELULAR DO
PLASMODIO

Em 1944 o casal Taliaferro observou a presenga
de formas degenerativas de plasmodio no interior de
eritrocitos de primatas infectados com Plasmodium
brasilianum e que foram interpretadas comodevidas a
morte intracelular do parasito23. O assunto so foi
retomado 30 anos depois quando se verificou a
ocorréncia de formas semelhantes em camundongos
tratados com fatores ativadores de macrofagos 2 3.
Sugeriu-se que a destrui¢do intra-eritrocitaria do
plasmodio fosse devida a fatores séricos, nao re-
lacionados a anticorpos, porque: (a) ocorre preco-
cemente, antes que anticorpos antiplasmodio possam
ser detectados, (b) trofozoitos jovens sio tambem
afetados, quando se reconhece que, nesta fase, a
membrana dos eritrocitos ndo é permeavel a an-
ticorpos e (c) os fatores séricos seriam produzidos por
macrofagos ativados.

Varios fatores tém sido responsabilizados pela
morte intracelular do plasmodio, entre eles, os radicais
de oxigénio. Embora o produto final da redugao do
oxigénio seja a agua, a redugdo parcial origina a
formagao de varios radicais intermediarios, dotados de
intensa atividade citotoxica: superdxido, peroxido de
hidrogénio e hidroxilal8. Estes radicais — produzidos
por macrofagos e neutrédfilos — apresentam atividade
toxica para diversos protozoarios2!. Algumas evidén-
cias indiretas sugerem que, durante sua fase intra-
eritrocitaria, o plasmodio também poderia ser des-
truido por radicais de oxigénio: (1) ainjegdo, em camun-
dongos infectados, de compostos capazes de gerar
radicais de oxigénio, como a aloxana ou o t-butil-
hidroperoxido!, causam redugao significativa da
parasitemia e aparecimento de formas degenerativas
intra-eritrocitarias do plasmodio; (2) P. yoelii8 e
P. falciparum30 sio destruidos quando tratados in vitro
com compostos que geram superoxido e peroxido de
hidrogénio (este ultimo seria o radical ativo ja que o
processo ¢ revertido por adi¢ao de catalase); (3) o
tratamento de eritrocitos parasitados por P. yoelii ou
P. berghei in vitro com doses minimas de peroxido de
hidrogénio interfere com a viabilidade dos parasitos?.
Entretanto, estes dados foram obtidos a partir de
situagdes artificiais. A possivel agao de radicais de
oxigénio sobre o plasmodio esbarra ainda em outras
dificuldades. Existe uma importante diferenca entre o
processo de destruicao intracelular do plasmodio e o
que ocorre com outros protozoarios. Tripanossomas,

POSSIBLE FACTORS RESPONSIBLE
FOR THE INTRACELLULAR DEATH OF
PLASMODIA

In 1944 the Taliaferro team observed the pre-
sence of degenerative forms of plasmodia inside
erythrocytes of primates infected with plasmodium
brasilianum, which they interpreted as due to the
intracellular death of the parasite25. The subject was
taken up 30 years later when similar forms were seenin
mice treated with macrophage activating factors2 3. It
was suggested that intraerythrocytic destructrion of
plasmodia was the result of serum factors not related to
antibodies because: (a) the event occurred before
antiplasmodial antibodies could be detected; (b) young
trophozoites were affected although the erythrocytic
membrane is not permeable to antibodies at this stage
and (c) the serum factors in question were produced
by activated macrophages.

We still do not know the nature of these serum
factors23 but oxygen radicals have been suggested as
possible mediators. Although the final product of
oxygen reduction is water, partial reduction results in
intermediate radicals with an intense cytotoxic activity
such as superoxide, hydrogen peroxide and hydroxyl
groups!8. These radicals, produced by macrophages
and neutrophils, show toxic activity for various pro-
tozoa2l. Some indirect evidences suggest that, during
their intraerythrocytic phase, plasmodia might be
destroyed by such radicals: (1) In mice the injection of
substances capable of producing oxygen radicals such
as alloxan3 or t-butyl-hydroperoxide!, cause the
appearance of degenerating forms and a significant
reduction in parasitaemia; (2) Plasmodium yoelii8
and P. falciparum30 are destroyed when treated in
vitro with substances which generate superoxide or
hydrogen peroxide (this last radical seems to be the
active radical since the process is reverted by addition
of catalase); and (3) treatment of erythrocytes para-
sitised by P. yoelii in vitro with minimal doses of
hydrogen peroxide interferes with the viability of the
parasite’. However, all these data come from so-
mewhat artificial situations. The possible effect of
oxygen radicals on plasmodia raises other difficulties.
There exists an important difference between
the intracellular destruction process in plasmodia
related to other protozoa. Trypanosomes, leishmania
and toxoplasma infect macrophages and can
be destroyed in the interior of these cells by
oxygen radicals, but the intraerythrocytic destruc-
tion of plasmodia implies the secretion of toxic
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leishmanias e toxoplasma infectam macréfagos e, no
seu interior, podem ser destruidos por radicais de
oxigénio. Ja a destruigdo intra-eritrocitaria do plas-
modio implica na secrecdo de produtos tdxicos por
macrofagos ativados e sua posterior agdo sobre o
parasito no interior do eritrocito. De fato, o plasmddio
ativa macrofagos tanto in vitrol9 quanto in vive?28 e
estes, em conseqliéncia, podem secretar radicais de
oxigéniol7, A acio de tais radicais toxicos s6 se
manifestaria nas areas de maior gradiente, proximas as
células que produzissem, ja que eles possuem meia-
vida extremamente curtal2. Entretanto, formas de-
generativas de P. falciparum podem ser induzidas com
soros de individuos imunes, previamente depletados
de IgG16. Além do mais, no interior dos eritrécitos, o
peréxido de hidrogénio e os radicais superoxido
sofreriam a acgdo inibidora da catalase!3 e da su-
perdxido dismutase®, respectivamente. Note-se que
também o plasmodio possui superdxido dismutasel©,
o que explicaria niveis aumentados desta enzima nos
eritrocitos parasitados24 e concorreria para protegé-lo
da agao lesiva dos radicais de oxigénio. Tais obser-
vagdes tém estimulado a investigagdo de fatores
alternativos para explicar a destruigdo intracelular do
plasmodio.

Demonstrou-se que camundongos tratados com
fatores ativadores de macrofagos e, posteriormente
injetados com endotoxina, passam a apresentar em seu
soro atividade toxica para células tumorais, imputadas
a um “‘fator de necrose tumoral”. Esta atividade foi
detectada no soro de camundongos inoculados com P.
vinckei, 2 horas apos a injecdo de endotoxina? e
também em infecgdes por outra: espécies de plas-
modio de roedores26 27 ¢ infec¢ao humana30. En-
tretanto, tal fator - recentemente identificado como
linfotoxina3! — ainda nao foi isolado e caracterizado
quimicamente e a situagao em que ele é produzido ¢
bastante artificial, exigindo a injecdo prévia de en-
dotoxina.

Interferon é outro produto de macréfagos ati-
vados capaz de exibir atividade citotoxica. Niveis
elevados de interferon sérico tém sido demonstrados
em camundongos infectadosl4, enquanto que indu-
tores de interferon exibem efeito protetor contra a
infeccao!5. Nas infecgcdes humanas os resultados sdo
menos claros: a elevacdo dos niveis séricos foi de-
monstrada por um grupo? mas nio por outro22,
enquanto que interferon alfa foi incapaz de induzir
formas degenerativas de P. falciparum in vitrol6.

A enzima poliamino-oxidase constitui outro
potencial mediador da morte intracelular do plas-
modio. Produzida por macrofagos ativados, cataliza a
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products by activated macrophages, which subse-
quently acts on the parasite dwelling in the erythrocy-
te. Plasmodia activate macrophages both in vitrol9
and in vivo28 and could stimulate oxygen radical
secretion, but these toxic substances act maximally
near the cells producing them and they possess a very
short half life!2. However, degenerative forms of P.
Sfalciparum can be induced in cultures treated with the
serum of immune individuals, previously depleted of
IgG16. Also, in the interior of erythrocytes, hydrogen
peroxide and superoxide radicals suffer an inhibitory
reaction from catalasel3 and superoxide dismutase®
respectively. Furthermore plasmodia possess supe-
roxide dismutaselO which explains the high levels of
this enzyme in parasitised erythrocytes24. This has a
protector function against free oxygen radicals. These
observations have stimulated the investigation of
alternative factors to explain intracellular death of
plasmodia.

It has been shown that mice treated with ma-
crophage activating factors and later injected with
endotoxin may present in their sera a toxic activity for
tumour cells, the so called ‘‘tumour necrosis factor”.
This activity was detected in the sera of mice infected
with P. vickei, 2 hours after the injection of endotoxin4
and also in infections with rodent plasmodial
species26 27 and in human infections30. The factor —
recently identified as a lymphotoxin31 — has yet to be
isolated and chemically characterised. It is produced
in artificial situations where endotoxin has to be
injected previously.

Interferon is another product of activated ma-
crophages and exibits cytotoxic activity. Elevated
levels of serum interferon have been demonstrated in
infected mice!4 and interferon inducers show a pro-
tective effect against infections!3. In human infections
the results are less clear: a rise in serum levels was
demonstrated by one group® but not by another22,
Interferon was not able to induce degeneration of
P. faiciparum trophozoites in vitrol6,

The enzyme polyamino-oxidase is another poten-
tial mediator of plasmodial death in cells. Produced by
activated macrophages, it catalyses the deamination of
the polyamines spermine and spermidine encountered
in sera, originating toxic radicals including those of
oxygen20, The incubation of erythrocytes parasitised
by P. falciparum with a mixture of polyamine oxidase
and spermine, but not with each one alone, induces a
decrease in the viability of plasmodia and the appearan-
ce of degenerative forms!l 23. Although the me-
chanism of action of polyamino-oxidase is still not
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desaminagéo das poliaminas espermina e espermidina
encontradas no soro, originando produtos toxicos,
inclusive radicais de oxigénio20. A incubagio de
eritrocitos parasitados por P. falciparum com uma
mistura de poliamino-oxidase e espermina, mas nio
com cada uma isoladamente, induz diminui¢do da
viabilidade do plasmodio e o aparecimento de formas
degenerativasl! 23, Embora o mecanismo de agao da
poliamino-oxidase néo tenha ainda sido esclarecido,
os dados ja obtidos sugerem a participagio de aldeidos
e de acroleina, originados da oxidagdo da poliamina,
ao invés de radicais toxicos de oxigénio, também
formados pelo processo.

A diversidade de dados sugere que, provavel-
mente mais de um mecanismo deve estar envolvido na
morte intracelular do plasmodio. De fato, formas
degenerativas do parasito sao observadas tanto em
pacientes submetidos & quimioterapia como em cul-
turas, quando as condi¢bes de meio sdo inadequadas.
Em um aspecto, entretanto, os diversos dados dis-
poniveis sao concordes: macrofagos ativados pro-
duzem fatores toxicos para o plasmodio. Evidéncia
morfoldgica foi obtida através do exame a4 microscopia
eletronica do bago de camundongos infectados com
P. berghei?? e de primatas com P. knowlesi (CE
Tosta, G Ruiz, N Wedderburn: dados nio publica-
dos): eritrocitos e plasmodio, acumulados na periferia
da polpa branca por efeito da estase, apresentam
alteragdes ultra-estruturais, tanto mais intensas quanto
mais proximas as células se encontram de macrofagos
ativados.

Um melhor conhecimento sobre a natureza dos
mediadores da morte intracelular do plasmodio, além
de permitir melhor entender os mecanismos de defesa
do hospedeiro, podera contribuir decisivamente para o
desenvolvimento de uma nova familia de agentes
quimioterapicos com fungédo orientada no sentido de
estimular a formacao de produtos toxicos para o
plasmodio.
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