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Resumo

A malaria ¢ a doenca parasitaria mais grave da humanidade, sendo um problema
de satde publica em mais de 100 paises. A malaria cerebral (MC), causada pelo
Plasmodium falciparum, ¢ uma das formas de manifestagdo mais grave da maldria
humana e a principal causa de obitos, apresentando mecanismos ainda desconhecidos. A
patogénese da maldria estd associada a uma resposta imune inapropriada ou excessiva
desenvolvida pelo hospedeiro para eliminar o parasito. Devido as dificuldades em
acompanhar casos humanos e da limitada possibilidade de examinar os processos
patologicos, modelos experimentais de MC foram desenvolvidos. Embora nenhum
modelo reproduza totalmente a condicdo humana, o modelo experimental utilizando
roedores ¢ bem caracterizado e a grande diversidade de linhagens de camundongos,
associada a infeccdo com diferentes espécies de Plasmodium, tem contribuido para
elucidar aspectos envolvidos na patogénese da doenga.

Assim, o objetivo do nosso trabalho foi avaliar a resposta inflamatoria cerebral
envolvida na patogénese da maldria experimental induzida por Plasmodium berghei
cepa NK65 em camundongos jovens (seis semanas de idade) das linhagens BALB/c e
C57Bl/6.

Camundongos BALB/c e C57Bl1/6 foram infectados com in6culo padronizado de
10° hemacias parasitadas por inje¢do intraperitoneal. A parasitemia foi monitorada
diariamente, a partir do terceiro dia pos-infec¢ao (dpi), e apresentou uma evolugdo
gradual, com diferenga significativa entre as duas linhagens ao longo da infecgdo
(p<0.01). Sinais clinicos e sobrevida dos animais foram avaliados durante doze dias,
com expressiva perda de massa corporal nos animais infectados em relacao aos animais
controles, em ambas as linhagens. A mortalidade também apresentou um perfil diferente
entre as linhagens de camundongos, estando concentrada nos dias seis e sete pos-
infeccdo para C57BIl/6 e oitavo dia para BALB/c. Camundongos das duas linhagens
foram submetidos a analise histopatologica para determinag¢do da progressdo das
alteragdes morfologicas no cérebro. Animais C57BI1/6 apresentaram alteracdes teciduais
precoces, porém discretas, ja no terceiro dia pos-infecgdo. As alteragdes cerebrais,
semelhantes as descritas na MC, tornaram-se mais evidentes ao longo do tempo e foram
mais intensas em camundongos da linhagem C57BI1/6 em relacdo a linhagem BALB/c, o
que justifica a morte precoce daquela linhagem. A interacdo leucdcito-endotélio na
microcirculagdo cerebral foi avaliada através de microscopia intravital nos vasos da pia-

mater de animais infectados (5 dpi) e animais controle (ndo-infectados). Os animais
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infectados apresentaram aumento do nimero de leucécitos em rolamento e aderidos na
parede do endotélio em relagdo aos animais controle. A contagem total e diferencial de
leucocitos (linfocitos, monodcitos neutrofilos, eosinofilos e basoédfilos) presentes no
sangue periférico dos animais exibiu um padrao alterado da populacao celular geral e/ou
especifica nos animais infectados em relacdo aos controles. A quantificagdo do
extravasamento do corante azul de Evans para o parénquima cerebral sugeriu
modificagdes na permeabilidade vascular da BHE, em decorréncia da infecgao.
Utilizando o método de ELISA, verificamos que houve um aumento significativo das
concentragdes da citocinas TNF-a e IFN-y, e das quimiocinas murinas MCP-1/CCL2,
RANTES/CCL5 e MIG/CXCL9 em homogenato de cérebro e no soro dos animais
infectados (5 dpi) quando comparado aos animais controle.

Este trabalho sugere que a infeccao por P. berghei cepa NK65 em camundongos
BALB/c e C57Bl/6 foi capaz de induzir manifestacdes clinicas e alteragdes
morfoldgicas cerebrais, tipicas da malaria grave por P. falciparum, especialmente na

linhagem C57Bl/6, o que pode representar um bom modelo para o estudo da MC.



Abstract

Malaria is the most important parasitic disease of the humankind, representing a
public health problem in more 100 countries. Cerebral malaria (CM), caused by
Plasmodium falciparum, is one of more serious manifestations of human malaria and
the main cause of death by an as-yet unknown mechanism. The pathogenesis is
associated with an inappropriate or excessive immune response by the host in response
to the parasite. Due the difficulty to following human cases and the restriction to
examine the pathologies, experimental models of CM have been developed. However,
there is any model that repeats the human condition. The suitability of rodents
experimental models is well characterized and the huge diversity of mouse strains
associated with the infection by different species of Plasmodium have contributed to
elucidated some features involved in the pathogenesis of the disease.

The aim of the present study was to evaluate the cerebral inflammatory response
involved in the pathogenesis of experimental malaria induced by Plasmodium berghei
NK65 in young BALB/c and C57Bl/6 mice (six weeks).

BALB/c and C57Bl/6 mice were infected with standard inoculums of 10°
parasitized erythrocytes by intraperitoneal injection. The parasitemia was monitored
daily, until the third day post-infection (dpi), and presented a gradual evolution, with
significant differences between strains (p<0.01). Clinical signals and survival of the
animals were evaluated over twelve days, and exhibited a significant loss of weight in
infected mice compated to controls, in both strains. Mortality was also different between
the strains of mice, ocuring during six - seven days post-infection for C57Bl/6 and on
the eighth day for BALB/c. Brain samples from C57Bl/6 and BALB/c mice were
evaluated by histopathological techniques in order to determinate progress of the
morphological changes. C57Bl/6 mice showed early tissues alterations, however mild
brain alterations were observed on the third day post-infection, as described for human
CM. The cerebral alterations, as in human CM, became more evident over time and
were more intense in C57Bl/6 mice compared to BALB/c, explaining the early death.
Leukocyte-endothelium interactions in the cerebral microcirculation were evaluated by
intravital microscopy in the pial matter vessels in infected animals (5 dpi) and control
animals (non-infected). The infected animals showed an increase in the number of
leukocyte rolling and adhesion on the vessel wall in comparison to control animals. The

total and differential number of leukocytes (lymphocytes, monocytes, neutrophils,
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eosinophils and basophils) in the peripheral blood showed a different profile of the
global and/or specific cellular population in infected animals, when compared to
controls. The evaluation of Evans blue leakage to cerebral parenchyma suggests
changes in vascular permeability of blood-brain barrier (BBB), as consequence of the
infection. Using ELISA methods, we noted a significant increase in TNF-a and IFN-y
cytokines concentrations, as well as in MCP-1/CCL2, RANTES/CCL5 and
MIG/CXCL9 levels, in brain and serum of infected animals (5 dpi) in comparison to
controls animals.

This work showed that young mice BALB/c and C57Bl/6 infected by P. berghei
strain NK65 were able to induce clinical manifestations and cerebral morphological
alterations typical of severe malaria by P. falciparum. Finally, experimental malaria
model induced by P. berghei NK65 may represent a good model to study the
pathogenesis of CM.
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1 - Introdug¢do



1.1 - A situaciio da maliria no mundo

A maléria ¢ a doenga parasitaria mais grave da humanidade, considerada uma
doenca negligenciada que permanece como grave problema de saude publica, apesar
dos esforcos dispensados para seu controle. Segundo dados da Organizacdo Mundial de
Saude (WHO, 2006), em torno de 3,2 bilhdes de pessoas vivem em areas de transmissao
da doencga, compreendendo 107 paises e territorios. Apresenta incidéncia anual de 350-
500 milhdes de casos, que resultam na morte de 1,5-2 milhdes de pessoas. Os paises da
Africa Tropical respondem por mais de 90% dos casos clinicos de malaria no mundo e
pela maioria dos casos letais, sendo as criancas as principais vitimas. A prevaléncia
restante esta distribuida entre o Sudeste Asiatico, Oceania ¢ América Latina.

Na América Latina, o maior nimero de casos (99%) ¢ verificado na Amazonia
brasileira (incluindo os Estados do Amazonas, Pard, Acre, Roraima, Rondonia, Amapa,
Mato Grosso, Tocantins ¢ Maranhao), com uma incidéncia anual de 400-700 mil casos.
Além disso, o grande fluxo migratorio da regido Amazdnica para outros estados
brasileiros tem levado ao surgimento de surtos de malaria em areas consideradas livres
de transmissdo da doenga (MINISTERIO DA SAUDE, BRASIL, 2005).

Apesar das campanhas mundiais de erradicagdo da malaria iniciadas na década de
1960 e das intensas acgdes de controle atuais, a doenca permanece afligindo as
populagdes mais carentes. O desenvolvimento de resisténcia as drogas antimalaricas
usuais, muitas vezes utilizadas indiscriminadamente, a dificuldade do controle eficiente
do mosquito vetor, em decorréncia das mudancas nos pardmetros ecoldgicos e
ambientais, ¢ o crescimento econdmico limitado de muitos paises tém justificado a
incapacidade dos paises em desenvolvimento, da faixa tropical, no controle da malaria.
Em adicdo, a doenca contribui, significativamente, para a permanente estagnacao

econdmica destes paises (GOOD et al., 2005).

1.2 - A doenca

A malaria ¢ uma doenca causada pelo protozoario do género Plasmodium,
parasito descoberto em 1880, por Laveran. Sdo parasitos intracelulares obrigatorios que
apresentam dois hospedeiros, um vertebrado e outro invertebrado (GARNHAN, 1966).
Exibe notdvel complexidade bioldgica, com formas evolutivas apresentando diferentes

caracteristicas antigénicas e variado potencial patogénico, somado ao desenvolvimento



de varios mecanismos de escape do parasito a acdo do sistema imunolédgico (GOOD et
al., 2005). E naturalmente transmitido ao hospedeiro vertebrado através da picada da
fémea do mosquito Anopheles infectado, considerado o Uinico vetor nos casos humanos.
O principal vetor no Brasil, Anopheles darlingi, apresenta habitos antropofilicos com
atividade ciclica continua durante toda a noite, com pico nos crepusculos matutino e
noturno (TADEI & THATCHER, 2000).

Durante o repasto sangiiineo, o0 mosquito vetor inocula esporozoitos na derme do
hospedeiro, que inicia um processo de migracao para o figado. Esta forma infectante
apresenta um comportamento de migracdo complexo e singular, muito estudado através
de microscopia de epifluorescéncia associado a expressdo de uma proteina fluorescente
pelo parasito (NATARAJAN et al., 2001; FRANKE-FAYARD et al., 2004). Os esporozoitos
apresentam na derme seu movimento, denominado gliding, de forma tortuosa e intensa.
Esta motilidade exibida na derme difere do perfil manifestado in vitro, que ocorre em
uma velocidade constante ¢ de forma circular. Para abandonar o sitio de inoculagao, os
esporozoitos, como esperado, sdo capazes de invadir vasos sangiliineos através de uma
interacdo direta com a parede do vaso. Adicionalmente, foi demonstrado que sao
capazes de invadir vasos linfaticos. A presenga de esporozoitos no interior de vasos
linfaticos foi confirmada por microscopia confocal apos a inje¢do intradermal com
formas marcadas. Esporozoitos drenados para vasos linfaticos podem eventualmente
alcancar a corrente sangiiinea e, posteriormente, o figado, onde podem invadir as unicas
células as quais podem desenvolver in vivo, isto €, os hepatdcitos (AMINO et al., 2006).

No interior dos hepatocitos, os esporozoitos iniciam um processo de
esquizogonia tecidual e diferenciam em uma nova forma invasiva, denominada
merozoito hepatico, capaz de invadir eritrocitos. Para ganhar a corrente circulatoria, e
assim ter acesso aos eritrocitos, os merozoitos liberados pela esquizogonia tecidual
necessitam alcancar o limem do sinusdide hepatico através do espago de Disse, uma
camada de matriz extracelular e o endotélio sinusoide. Desta forma, os merozoitos
hepaticos precisam ganhar a corrente sangiiinea de modo a evitar a fagocitose por
macrofagos residentes, as células de Kupffer, presentes em grande numero nos
sinusdides hepaticos. Recentemente, foi descrita a formagao de vesiculas, denominadas
merosomos, contendo merozoitos hepaticos maduros e infectantes, que se destacam de
hepatdceitos. Merosomos de varios tamanhos sdo formados e liberados apds o destaque
da célula do hospedeiro. Este processo garante uma liberacdo segura dos merozoitos

para a circulacdo, evitando a destruicdo pelas células fagociticas presentes nos capilares



sinusdides hepaticos (STURM et al., 2006). Desta forma, os merozoitos que chegam a

circulagdo sdo capazes de invadir eritrocitos, iniciando a fase eritrocitica da infecgdo

(Figura 1).

Fase eritrocitica

Figura 1- Ciclo do Plasmodium. Retirado de www.imm.ul.pt.

Os sintomas clinicos da maldria sdo, primariamente, decorrentes da ruptura de
eritrocitos parasitados, ja que nesta etapa ocorre a liberacdo na circulacdo sangiiinea de
antigenos constituintes do parasito e os formados em conseqiiéncia de seu metabolismo,
que causam uma intensa ativacdo do sistema imune (DE SOUZA & RILEY, 2002).
Adicionalmente, o parasito altera dramaticamente a fisiologia e processos bioquimicos
dos eritrocitos, com alteragcdes na permeabilidade da membrana do eritrdcito infectado e
aumento do consumo de glicose (KIRK, 2001). Vale ressaltar que a propor¢ao
significativa do ciclo de vida do Plasmodium ocorre dentro dos eritrdcitos e, como estes
ndo sdo contidos em um sitio tecidual especifico, mecanismos imunes contra o parasito
podem afetar varios 6rgdos (GOOD et al., 2005). O bago exerce um papel crucial na

eliminacdo do parasito da circulagdo e proporciona uma forte resposta hematopoiética



durante a infec¢do (ALVES et al., 1996). Outra manifestagdo clinica observada em
individuos infectados ¢ o quadro de anemia, que pode ser decorrente de um somatorio
de eventos responsaveis pelo seu desenvolvimento, entre eles o processo de destrui¢ao
de eritrocitos durante a liberacao do parasito, o aumento da eritrofagocitose esplénica e
a deficiéncia do mecanismo de eritropoiese (CHANG & STEVENSON, 2004).

Dezenas de espécies de Plasmodium sdao capazes de infectar uma ampla faixa de
espécies animais, como répteis, aves e mamiferos. Quatro espécies de Plasmodium sao
descritas como agentes causadores da doenca em humanos: Plasmodium falciparum,
Plasmodium vivax, Plasmodium malariae ¢ Plasmodium ovale, sendo a primeira mais
virulenta e a principal causadora de morte. Nas infec¢des por P. vivax, P. malariae e P.
ovale, predomina a forma ndo complicada da doenca, caracterizada por febre
intermitente, sudorese, mal estar, vomitos e intensa debilidade fisica. As infecgdes por
P. falciparum podem levar a forma complicada, denominada maléria grave, considerada
uma doen¢a multissistémica capaz de causar maldria cerebral (MC), anemia grave,
insuficiéncia renal aguda, edema pulmonar, hipoglicemia, colapso circulatorio e acidose
metabolica. Entretanto, ¢ importante ressaltar que o curso clinico da doenga depende de
fatores associados tanto ao parasito quanto ao hospedeiro, além de questdes geograficas
e sociais (MILLER et al., 2002).

O grande nimero de 6bitos se concentra em criangas africanas, especialmente
aquelas que vivem em dareas rurais remotas, com dificil acesso aos servigos de saude. As
manifestagdes que predominam nesta faixa etaria sdo, principalmente, a anemia grave e
a MC, freqlientemente associadas a hipoglicemia (MARSH et al., 1996). Quando o
diagnostico da maldria ocorre precocemente € o tratamento ¢ instituido de forma
correta, a doenga costuma ter curso benigno e evoluir sem complicagdes. Entretanto, o
tratamento retardado ou inadequado aumenta a tendéncia para evolucao desfavoravel da
doenga.

Sabe-se que o desenvolvimento de complicagdes na malaria estd diretamente
relacionado a resposta imune do hospedeiro. Habitantes de areas de intensa transmissao
da doenga, como em algumas regides da Africa, apds varios anos de exposigdo
desenvolvem certo tipo de imunidade protetora contra as manifestacdes clinico-
patologicas da maléria, embora ndo estejam protegidos da presenga do parasito na

circulacao ou da reinfec¢ao (GOOD et al, 2005).



1.3 - Malaria cerebral humana

A MC humana ¢ a manifestacdo mais grave e principal causa de 6bitos em
criancas jovens (menores de cinco anos) e primiparas vivendo em area endémica,
formando os principais grupos de risco (MARSH ef al., 1996). Esta sindrome apresenta
uma patogénese complexa, sendo definida como um estado de coma, com exclusdo de
outras encefalopatias, associado as manifestacoes neurologicas resultantes do dano
endotelial e seqiiestro de eritrocitos parasitados na microcirculagdo cerebral. Alteragdes
morfoldgicas, como ativacdo da micrdglia, redistribuicao de astrocitos, modificacdes na
barreira hematoencefalica (BHE) e dano neuronal, ja foram identificadas nos portadores
da MC. Entretanto, o perfil da patologia ndo ¢ uniforme entre os pacientes (TURNER,
1997). O curso desta sindrome ndo ¢ obrigatoriamente letal, porém, os sobreviventes
desta manifestacdo podem desenvolver danos neurologicos permanentes (MEDANA et
al.,2002).

O seqiiestro de eritrocitos ¢ um mecanismo complexo que envolve interagdes
entre antigenos polimorficos localizados na superficie de eritrocitos infectados com
estagios maduros assexuados e receptores expressados nas células endoteliais do
hospedeiro. Este mecanismo ¢ importante para a sobrevivéncia do parasito, evitando
sua destrui¢do no bago, ndo obstante pode ter grave conseqiiéncia para o hospedeiro
(BERENDT et al., 1990).

O parasito se desenvolve no interior de eritrocitos, células que ndo expressam
moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC). Entretanto, os
eritrocitos parasitados com estdgios maduros expdem, na sua superficie, antigenos
produzidos pelo parasito (GOOD et al, 2005). A proteina 1 de membrana do eritrécito do
P. falciparum (PfEMPI1) ¢ a molécula de maior destaque, sendo codificada por uma
larga e diversa familia de genes que estd envolvida na variagdo antigénica clonal e tem
um papel central na patogénese. Os multiplos dominios localizados na regido
extracelular da PfEMP1 podem simultaneamente reconhecer vdarios receptores
expressados pelo hospedeiro. Diversos receptores do hospedeiro, incluindo CD36,
molécula de adesdo intercelular-1 (ICAM-1), sulfato de condroitina A (CSA), molécula
de adesdo celular plaquetaria/endotelial-1 (PECAM-1/CD31), molécula de adesdo
celular vascular-1 (VCAM-1), trombospondina e E-seletina, t€ém sido identificados nas
células endoteliais como potentes mediadores para a citoaderéncia de eritrocitos

infectados (revisado por SHERMAN et al, 2003). A molécula ICAM-1 parece ser o
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principal ligante envolvido no seqiliestro nos capilares cerebrais. Um aumento da
expressao deste receptor no endotélio cerebral resulta em citoaderéncia, cujos danos sao
responsaveis pelas complicagcdes da MC (MILLER ef al., 2002). Além de apresentarem
um papel importante no mecanismo de interacao eritrocito-endotélio, estudos em
modelos experimentais de malaria grave tém demonstrado que as moléculas de adesdo
também podem estar envolvidas nas intera¢des leucocito-endotélio (GRAU & KOSSODO,
1994; SUN et al., 2003) e plaquetas-endotélio (CHANG et al., 2003; GRAU et al., 2003).

Existem duas grandes teorias para explicar a patogénese da MC humana. A teoria
da obstrucdo mecanica, proposta por Marchiafava e Bignami hd mais de cem anos e
confirmada por numerosos estudos posteriores, sugere que a MC ¢ uma conseqiiéncia
direta do seqliestro de eritrocitos, que acarreta na obstrucao do fluxo cerebral e hipdxia
cerebral (BERENDT ef al., 1994). Por outro lado, a teoria da inflamagdo sugere que a MC
¢ resultado de uma resposta imune exacerbada, na qual citocinas tipo Thl,
especialmente TNF-a e IFN-y, apresentam um papel central no processo (CLARK &
ROCKETT, 1994). O mérito relativo destas duas teorias tem sido extensivamente
debatido, com um consenso em considerar uma hipotese conciliatdria (VAN DER HEYDE
et al.,20006).

Estudos recentes tém demonstrado o envolvimento de microparticulas como um
elemento chave na patogénese da MC. Estas estruturas sdo produzidas através de
remodelamento da membrana de diversos tipos celulares, especialmente plaquetas e
leucocitos, tanto de forma constitutiva quanto induzida, durante uma condig¢do
inflamatoria. A producdo de citocinas, como TNF-a, induz a vesiculacdo e liberagdo
continua destas microparticulas, que mantém um ambiente inflamatério favoravel ao
agravamento da lesdo endotelial, através de propriedades pré-coagulantes e pro-
inflamatorias destes elementos (COLTEL et al, 2006).

Virios estudos demonstram que a secrecdo de citocinas ¢ um evento importante no
desenvolvimento da MC humana (BROWN et al., 1999). Porém, a analise da resposta
imune em humanos muitas vezes ¢ confinada ao estudo de células e moléculas do
sangue periférico (LAMB et al., 2006). Uma vez que os mecanismos envolvidos na
patogénese da MC humana sdo complexos, seu entendimento permanece com lacunas

ainda nao elucidadas (HUNT et al., 2006).
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1.4 - Modelos experimentais de Malaria Cerebral

Devido as dificuldades em acompanhar casos de MC humana e da limitada
possibilidade de examinar os processos patoldgicos, alguns modelos experimentais de
MC foram desenvolvidos. O modelo experimental utilizando roedores ¢ bem
caracterizado e util para a pesquisa cientifica. Modelos murinos (Quadro 1) oferecem a
oportunidade de desvendar mecanismos imunoldgicos que podem estar envolvidos na
doenca, uma vez que hd similaridades entre a resposta imune e caracteristicas
patologicas da infec¢do em humanos e camundongos (LAMB ef al., 2006).

A grande diversidade de linhagens de camundongos associada a infec¢do com
diferentes espécies de Plasmodium tem contribuido para elucidar alguns aspectos
envolvidos na patogénese da doenca (DE SOUZA & RILEY, 2002).

Entretanto, a maioria dos estudos provém do modelo de infec¢do por P. berghei
ANKA, que apresenta uma divisao segura entre linhagens de camundongos resistentes
(BALB/c e A/]) e susceptiveis (C57Bl/6 e CBA). Estudos demonstraram que
camundongos geneticamente susceptiveis e infectados com a cepa ANKA podem
apresentar angustia respiratdria com acidose lactica, anemia e nefrite, indicando que os
mesmos podem desenvolver manifestacdes clinicas semelhantes a malaria por P.
falciparum (VAN DER HEYDE et al., 2001). Estas linhagens também desenvolvem sinais
neurolégicos e sintomas tipicos da MC (coma, paralisia e convulsdo), assim como
alteracdes morfologicas cerebrais, como ativacdo de células endoteliais e microglia,
identificadas em portadores desta manifestacio (MEDANA et al., 1997a). Em
contrapartida, as linhagens resistentes exibem uma resposta diferencial ao parasito, nao
desenvolvem MC e morrem, aproximadamente, 20 dias apos a infec¢ao devido a anemia
grave e hiperparasitemia (KOSSODO & GRAU, 1993).

Estudos em camundongos BALB/c infectados com P. berghei ANKA
demonstraram que estes nao desenvolvem nenhuma lesdo cerebral (GRAU et al., 1987).
Entretanto, pouco se sabe sobre a infec¢do utilizando a cepa NK65 de P. berghei. Este ¢
um aspecto importante a ser considerado, uma vez que tem sido amplamente estudado
na maldria humana e experimental o envolvimento do polimorfismo de cepas do
parasito na determinacdo da resposta imunoldgica e da patogénese da infeccao (HEY,

1999).
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Linhagem do

camundongo

Letalidade

Uso experimental

Parasito
P. chabaudi
chabaudi
AS
CB
P. chabaudi
adami
P. berghei ANKA
K173
P. yoelii 17XL
YM
17XNL
P. vinckei
vinckei
P. vinckei CR
petteri

CBA
C57BV/6
BALB/c

129sv
A/l
DBA/2

CBA
C57BV/6
C57BV/6
BALB/c

C57Bl/6
BALB/c
CBA

C57Bl/6
BALB/c
CBA
DBA
C57Bl/6
BALB/c
CBA
DBA
Swiss

C57Bl/6
BALB/c
CBA
DBA

C57BV/6
BALB/c
CBA
DBA
BALB/c

C57BV/6
BALB/c

N3o letal

Letal

N3o letal

Letal

Letal

Letal

Letal

N3o letal

Letal

N3o letal

Mecanismo imune
Sinais clinicos associados a malaria e
sequestro

Patogénese
Quimioterapia
Resisténcia e susceptibilidade
Mecanismo imune

Mecanismo imune

Patogénese
Malaria cerebral experimental (MCE)
Seqiiestro

Controle para MCE e patogénese

Mecanismo imune

Patogénese
Seqiiestro
Malaria cerebral experimental (MCE)

Vacina
Patogénese
Hipoglicemia

Resposta imune
Vacinagao

Sinais clinicos associados a malaria e
sequestro
Patogénese
Quimioterapia
Mecanismos imunes

Quadro 1. Infeccdo por Plasmodium em diferentes linhagens de camundongos.
Extraido de Liet al., 2001.
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Entretanto, ¢ importante ser cauteloso quando se relaciona o modelo animal a
doenca humana. A extrapolagdo dos resultados obtidos no modelo murino de MC deve
ser realizada com cuidado, pois estes apresentam diferencas significativas. No modelo
murino, o leucécito € o tipo celular predominantemente seqliestrado na microcirculagao
cerebral de camundongos, e ndo os eritrécitos, como na MC humana (ADAMS et al.,
2000; NEILL & HUNT, 1992). Desta forma, muitos autores consideram que ndo existem
modelos para a MC. Entretanto, a presenga de mondcitos no endotélio cerebral ja foi
comprovada, pelo menos, na MC pediatrica (GRAU & KOSSODO, 1994).

Uma vantagem do modelo experimental murino ¢ a disponibilidade de diferentes
ferramentas genéticas (animais knockout) e moleculares que facilitam a compreensdo
dos mecanismos envolvidos na patogénese. Desta forma, modelos de maléria
experimental podem providenciar informagdes valiosas sobre os mecanismos basicos

envolvidos nos desenvolvimento da doenga (HUNT & GRAU, 2003).

1.5 [Interacodes parasito-hospedeiro

As interagdes resultantes das caracteristicas genéticas do parasito e do hospedeiro
estdo associadas a viruléncia da infecc¢do, sendo esta definida como a severidade com
que um agente infeccioso provoca lesdes no hospedeiro. A especificidade desta
interacao fornece a base da dinamica da infec¢ao. Entretanto, a literatura ignora como a
especificidade do genétipo do parasito ou da linhagem do hospedeiro participa na
viruléncia e patogénese, enfatizando somente o papel de um destes componentes. Desta
forma, alguns modelos assumem que uma determinada linhagem de um parasito
apresenta fenotipo de viruléncia que € estavel em amplo genotipo do hospedeiro. Porém,
sabe-se que a viruléncia do parasito sofre variacdo em diferentes hospedeiros. Em
alguns casos, algumas linhagens de patégenos podem causar mais danos, com efeitos
mais pronunciados em certos genotipos de hospedeiro (GRECH et al, 2006).

Na maldria, tem sido reconhecido que fatores do hospedeiro e do parasito podem
afetar o curso da doenca. Exemplos de fatores de resisténcia/susceptibilidade associados
ao hospedeiro humano sdo: a anemia falciforme e alelos MHC particulares. J& alguns
fendtipos produzidos pelo parasito, como a citoaderéncia e formacdo de rosetas,
contribuem para a gravidade da doenga (revisado por GRECH et al, 2006).

Além disso, perfis de susceptibilidade e resisténcia coexistem em camundongos na

geracdo F1 (BALB/c X C57Bl/6) infectados com P. berghei ANKA. Os animais velhos
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(15-20 semanas) apresentam reversao dos sintomas da MC (HEARN et al., 2000). Logo,
a susceptibilidade pode estar também associada a idade dos animais utilizados no
estudo.

Em sintese, podemos sugerir que o curso da infec¢do e o progresso da doenca
dependem da combinacdo dindmica e especifica das propriedades do hospedeiro e do

parasito.

1.6 [ICaracteristicas do Plasmodium berghei

A espécie Plasmodium berghei ¢ a mais utilizada nos estudos experimentais e
pertence ao grupo das espécies de Plasmodium que infectam roedores murinos da Africa
Central, juntamente com P. vinckei, P. chabaudi e P. yoelii. A espécie P. berghei foi
isolada em 1948, por Vincke e Lips no Zaire, em glandulas salivares da espécie silvestre
de Anopheles dureni. Posteriormente (1954), Vincke encontrou o parasito no sangue dos
roedores silvestres Thamnomys surdaster, Praomys jacksoni e Leggada bella
(GARNHAN, 1966). Trabalhos recentes tém demonstrado a capacidade de Anopheles
stephensi, Anopheles gambiae e Aedes aegypti atuarem como vetores de P. berghei
(ALAVI et al., 2004).

Uma cepa do parasito ¢ considerada uma amostra retirada em uma tnica ocasiao
do seu hospedeiro natural e, também, pode ser referida como isolado. A cepa NK65 de
P. berghei foi isolada em 1964, em um exemplar de Anopheles dureni, enquanto a cepa
ANKA foi isolada posteriormente, em 1966, na mesma espécie (KILLICK-KENDRICK, 1978). A
cepa NK65 de P. berghei causa uma infecgao fulminante com altas taxas de parasitemia
que evolui rapidamente para um curso letal (YOSHIMOTO et al., 1998).

O ciclo de vida, bem como a morfologia dos estagios de desenvolvimento do
parasito, estd conservado nas diferentes espécies que infectam mamiferos. Algumas
diferencas restritas ao tempo de desenvolvimento dos diferentes estagios do ciclo e
outras relacionadas com a interagdo do parasito com seu hospedeiro foram identificadas
(GARNHAN, 1966).

O P. berghei, no hospedeiro vertebrado, apresenta preferéncia em invadir
reticulocitos, podendo também invadir eritrocitos maduros (Denaro ez al., 1996). Em geral,
prevalece a producao de 12-18 merozoitos por esquizonte quando ha desenvolvimento
em reticuldcitos. O ciclo assexuado em laboratério requer 22-25 horas, sendo

usualmente assincronico, com os diferentes estagios sangiiineos presentes,
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simultaneamente, no sangue ao longo da infec¢do. Infecgdes multiplas de eritrdcitos sao
descritas, com poliparasitismo tdo extensivo que a massa citoplasmdtica parece ser
continua, com aspecto de esquizonte maduro. A retencao de esquizontes maduros no
baco e figado ¢ um evento comum e ja relatado para esta espécie (LANDAU & BOULARD, 1978).
Nenhuma proteina de superficie de eritrécitos infectados, equivalente a membros da
PfEMP, foi descrita em espécies de roedores, com os mecanismos do seqiiestro ainda
desconhecidos.

A imunidade para maldria em uma diversidade de hospedeiros, inclusive
humanos, ¢ marcadamente dependente da espécie do parasito, linhagem e variante-
especifica. Em adi¢ao a fatores genéticos, fatores do hospedeiro como idade, via e dose

de infecgdo, também influenciam o curso da infeccao (BAKKER et al, 1992).

1.7 - Mediadores inflamatorios

O fator de necrose tumoral (TNF-a) induz, em humanos e camundongos, a
superexpressdo de moléculas de adesdo endotelial que t€ém sido implicadas no seqiiestro
de cé€lulas na microvasculatura cerebral e outros Orgdos. Na resposta imune
inflamatoria, uma funcdo do TNF-a ¢ estimular o recrutamento de neutrofilos e
mondcitos para o sitio de infeccdo e induzir a expressdo de outros mediadores
inflamatorios, em uma cascata de eventos (BROWN et al., 1999). Porém, a produgdo
excessiva desta citocina por mondcitos/macrofagos desempenha um papel chave na
patogénese da MC humana e MC experimental (GRAU et al., 1987).

O desenvolvimento de complicagdes na maldria esta diretamente relacionado a
resposta imune do hospedeiro. Acredita-se que a susceptibilidade seja dependente das
diferencas na sensibilidade das células endoteliais ao TNF-a, com evidéncias favoraveis
de que esta ¢ a citocina chave na patogénese da MC (LUCAS et al., 1997). Entretanto,
outro estudo demonstrou que o TNF-a pode ter um papel na gravidade da doenca,
porém ndo esta diretamente relacionada 8 MC (LOOAREESUWAN et al., 1999).

Em adi¢do a producao sistémica, a liberagao local destas citocinas pode contribuir
para a patogénese 6rgdo-especifica. Um estudo demonstrou a produgdo de TNF-a por
astrocitos e microglia em modelo de MCE e seu envolvimento com a imunopatogénese

(MEDANA et al., 1997b).
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1.8 - Recrutamento celular

Sob condi¢des normais, os leucocitos sdo mantidos no centro dos vasos
sangiiineos, onde o fluxo ¢ rapido. Durante uma resposta inflamatoria, o aumento dos
niveis de TNF-a estimula a expressao seqliencial de diferentes moléculas de adesao no
endotélio, envolvidas no recrutamento de leucdcitos do sangue para o espago
intersticial. E um processo multifdsico, envolvendo uma seqiiéncia de etapas
controladas por moléculas de adesdo, fatores de ativagdo e quimiocinas. As etapas da
migracao celular ocorrem geralmente nas vénulas pds-capilares e consistem de um
contato inicial de leucécitos com a parede do vaso, rolamento destes ao longo do
endotélio, seguido de uma adesdo firme e migragdo transendotelial (Figura 2) (PICCIO et
al., 2002). O termo recrutamento de leucdcitos abrange todos os eventos que mobilizam

a saida de leucocitos circulantes para o tecido inflamado.
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Figura 2: Mecanismo de recrutamento de leucocitos.

Nas ultimas décadas, os mecanismos celulares e moleculares envolvidos nas
interagdes leucdcito-endotélio tém sido largamente investigados nos mais diversos
tecidos e condic¢des inflamatorias. A utilizagao da técnica de microscopia intravital para

avaliar o recrutamento celular em modelos inflamatdrios tem ampliado as informagdes a
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respeito deste processo (LEY, 2001). Entretanto, deve-se salientar que a primeira
descri¢do do recrutamento de leucocitos durante o processo inflamatodrio, através de
microscopia intravital, foi realizada hd mais de um século por Cohnheim (citado por
KUBES & KERFOOT, 2001).

O mecanismo de rolamento ¢ mediado por uma familia de moléculas de adesao,
glicoproteinas conhecidas como seletinas (P-seletina, E-seletina e L-seletina), que
promovem uma fraca ligagdo inicial dos leucécitos as vénulas nos sitios de inflamagao
(KERFOOT & KUBES, 2002). Em presenca do fluxo sangiiineo, ap6s um primeiro contato
com a parede do vaso, os leucdcitos diminuem sua velocidade e comegam a rolar ao
longo da superficie endotelial, o que favorece as interagdes entre leucdcitos e endotélio
(KUBEs & KERFOOT, 2001). Posteriormente, os leucocitos podem ser ativados através de
mudanga conformacional de integrinas, moléculas presentes em sua superficie celular,
(CD11/CD18, VLA-2, VLA-4, a4p7, a3f1) e, conseqiientemente, podem aderir de
forma estavel ao endotélio via membros da superfamilia das imunoglobulinas (ICAM,
VCAM, PECAM, MAdCAM) (KERFOOT & KUBES, 2002; KUBES, 2002).

A ultima etapa ¢ a migracdao dos leucécitos através de espagos inter-endoteliais
para o tecido extravascular, o que requer uma reorganizacao do citoesqueleto, com
formacao e retragao de pseudopodes. Moléculas presentes em juncdes intercelulares do
endotélio, como PECAM-1 (CD31), também estao envolvidas na migragdo. Uma vez no
tecido conectivo, os leucocitos aderem a matriz extracelular via integrinas 31 e CD44
(KERFOOT & KUBES, 2002; KUBES, 2002).

O recrutamento de leucocitos também envolve a participagao das quimiocinas, que
agem sobre a expressdao de moléculas de adesdo e estdo envolvidas na migragao dirigida

das células através de um gradiente de concentragdo (ONO et al, 2003).

1.9 - Quimiocinas

As quimiocinas constituem uma familia de proteinas de baixo peso molecular (8-
14 kDa), importantes tanto para a organiza¢do celular dos oOrgdos linfoides em
condi¢des fisiologicas, como na regulagdo do recrutamento de células durante a
inflamacao (BIBER et al., 2002). As quimiocinas sdo produzidas por diferentes tipos
celulares (linfécitos, macrofagos, neutrofilos, eosindfilos e células endoteliais),
apresentando uma expressdo temporal durante o processo inflamatorio. Em adi¢ao, estas

proteinas também podem atuar na apoptose, hematopoiese, angiogénese, mitose,
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metastase tumoral, cicatrizagdo e secre¢do de mediadores inflamatorios, como citocinas,
radicais livres e 6xido nitrico (DIAMBROSIO et al., 2003).

A classificagdo das quimiocinas ¢ baseada no nimero e disposi¢ao de residuos
de aminoacidos entre os residuos de cisteina conservados na cadeia N-terminal da
molécula. Desta forma, as familias foram agrupadas em C, CC, CXC e CX3C e seus
receptores XCR, CCR, CXCR e CX3CR (BIBER et al., 2002). As quimiocinas que
pertencem ao grupo CC sdo caracterizadas por duas cisteinas adjacentes; as do grupo
CXC ou CX3C apresentam um e trés aminoacidos entre as cisteinas, respectivamente,
enquanto que as XC apresentam apenas um residuo de cisteina (BANISOR et al., 2005).
Os pares receptor-ligante das quimiocinas ndo apresentam especificidade absoluta,
demonstrando uma alta redundancia neste sistema (Figura 3). Por exemplo, o receptor
CCRI1 pode interagir com multiplas quimiocinas (CCL3, CCL5, CCL7 e CCLS8) (ONO
et al.,2003).

A estrutura dos receptores baseia-se em uma cadeia polipeptidica, composta por
aproximadamente 350 aminodcidos, com sete dominios transmembrana que sinalizam
através de uma proteina G acoplada. A interagdo entre uma quimiocina e seu receptor ¢
iniciada pela ativacio da proteina G, que induz um influxo de Ca'', efetivo para
estimulacdo de outras quimiocinas e ampliagdo da resposta inflamatoria (ONO et al.,
2003). A ativagao de vias de sinalizacdo intracelulares culmina no rearranjo de
filamentos de actina, modificagdo da forma e movimentagdo da célula (BAGGIOLINI,
1998).

Além da intera¢do com seus receptores, as quimiocinas também podem se ligar a
glicosaminoglicanos (GAGs) de superficie celular do endotélio vascular e da matriz
extracelular (KUSCHERT et al., 1999). Tem sido sugerido que esta interagao seja capaz
de inibir a difusdo das quimiocinas localmente produzidas e, conseqiientemente,
promover a formag¢do de um gradiente de concentragdo, por imobilizagdo dessas
quimiocinas, que favorece a migracdo celular (KUSCHERT et al., 1999; PROUDFOOT,
2006).

Os membros da familia CXC, que incluem IL-8/CXCLS8, MIG/CXCL9, IP-
10/CXCL10 e MIP-2/CXCL2, sdo, preferencialmente, quimiotaticos para neutréfilos,
monocitos e células T. Este grupo apresenta uma uniformidade estrutural, porém ¢
subdividido em duas classes, de acordo com a presenca da seqiiéncia de aminodcidos
Glu, Leu, Arg (ELR) presente na regido N-terminal. Membros expressando este motivo,

como IL-8/CXCLS, sdo geralmente quimiotaticos para neutrdfilos (BAGGIOLINI et al,
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1994), que sdo as primeiras células a chegarem em grande nimero aos locais de
infeccdo (ONO et al., 2003). Entre as que ndo possuem o motivo ERL, destacam-se IP-
10/CXCL10 e MIG/CXCL9, ambas induzidas por IFN-y, que apresentam atividade em
outras populagdes celulares. Em humanos, MIG/CXCL9 tem sido associada com
infiltrado de células T em doencas inflamatorias no SNC, como na esclerose multipla
(SIMPSON et al., 2000).

A familia das quimiocinas CC ¢ a mais diversa e numerosa, apresentando
moléculas de expressdo constitutiva e induzida. Os membros da familia CC incluem
MCP-1/CCL2, MIP-10/CCL3, MIP-13/CCL4 ¢ RANTES/CCLS, que atraem e ativam
mondcitos, linfocitos T, basofilos e eosindfilos que sdo recrutados tardiamente para os
sitio de infecg@o (ONO et al., 2003).

Trabalhos anteriores mostraram a expressdo de algumas quimiocinas (MIP-
1a/CCL3 e IL-8/CXCL8) no soro de pacientes portadores de malaria aguda
(BURGMANN et al., 1995). Um estudo comparativo da produgdo de citocinas e
quimiocinas em modelos experimentais de MC induzida por P. berghei ANKA
demonstrou um aumento na expressdo localizada das quimiocinas IP-10/CXCLI10,
MCP-1/CCL2, RANTES/CCL5 em tecido cerebral de camundongos infectados
(HANUM et al, 2003).

As células residentes do SNC, como astrocitos, oligodendrécitos, microglia e
neurdnios, quando induzidas por um estimulo inflamatério sdo capazes de expressar
receptores funcionais de quimiocinas (BIBER et al., 2002).

O Sistema Nervoso Central (SNC) ¢ considerado um sitio imunologicamente
privilegiado, possuindo uma limitada reatividade imune e inflamatoria. Tal fato deve-se
a presenga da barreira hematoencefalica (BHE), formada por uma bainha de endotélio,
composta por jungdes intercelulares especializadas. Este complexo juncional recobre
continuamente a superficie dos capilares cerebrais, sendo responsavel por limitar o
acesso celular e o trafego de moléculas para o microambiente cerebral. Porém, durante
condi¢des inflamatorias, a permeabilidade da barreira pode ser alterada, permitindo o
desenvolvimento de resposta imune no SNC (ADAMS et al, 2002). A disfuncdo na
permeabilidade da BHE, acarretada por condi¢des patoldgicas, pode ser avaliada através
da quantificagdo do extravasamento do corante azul de Evans da circulacdo para o

parénquima cerebral (BELAYEV ef al., 1996)
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Figura 3: Interacdes das moléculas de quimiocinas com os diferentes tipos de

receptores. Extraido de Rot & von Andrian, 2004.
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2 - Justificativa



As dificuldades na defini¢do de mecanismos patogénicos em humanos por
razdes éticas e as similaridades entre vias de resposta imune em camundongos e
humanos justificam o uso do modelo murino de MC. Modelos experimentais utilizando
camundongos sdo versateis e permitem a analise completa de interacdes moleculares e
celulares. Estudos detalhados da progressdo da infeccdo ajudam a esclarecer
informagdes relevantes da seqiiéncia de eventos que levam ao quadro de maldaria grave.

Devido as diferengas significativas entre o modelo animal ¢ a doenga humana,
muitos autores consideram que ndo existem modelos apropriados para a MC.
Entretanto, estudos recentes indicam um acumulo significativo de plaquetas e leucocitos
na MC humana, que tém favorecido a comparagao dos achados da infec¢do de
camundongos com P. berghei com a infeccado humana.

A maioria dos estudos de imunopatogénese da malaria grave provém do modelo
de infec¢do por P. berghei ANKA, com uma definicdo segura de resisténcia e
susceptibilidade entre linhagens de camundongos. Entretanto, ¢ reconhecido o
envolvimento de polimorfismo de cepas do parasito na determinacdo da resposta
imunologica e na patogénese da infec¢dao. Outra caracteristica que deve ser levada em
consideragdo € a presenca de multiplas vias de progressdo da doenga. Logo, o estudo em
modelos murinos ndo deve se deter em apenas um unico modelo ja definido, o que pode
limitar a compreensao dos mecanismos envolvidos na MC.

Neste estudo avaliamos a resposta inflamatodria cerebral da infeccao experimental
por P. berghei cepa NK65 em camundongos jovens das linhagens BALB/c e C57Bl/6,
que apresentam perfis de resisténcia e de susceptibilidade bem determinados para a
infecgdo por P. berghei ANKA.

Desta forma, buscou-se associar estudos de microscopia intravital com
parametros histopatoldgicos e perfil de quimiocinas em camundongos jovens infectados
com P. berghei NK65 para a compreensdo de fatores determinantes da resposta
inflamatoria na MC. A escassez de estudos que empregam a técnica de microscopia
intravital no cérebro para estudar recrutamento celular e de dados sobre o perfil de
quimiocinas no tecido cerebral, torna o trabalho original, com informag¢des que vao
além das ja descritas na literatura.

O estudo de microscopia intravital neste modelo inflamatorio serve de
ferramenta para ampliar as informagdes a respeito das interagdes leucdcito-endotélio,
e/ou endotélio-plaqueta-leucocito. A andlise das interagdes leucdcito-endotélio cerebral

e dos niveis de quimiocinas, in locu, em camundongos infectados ¢ relevante para
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compreender os mecanismos de resposta imune e o envolvimento do SNC na progressao

da doenca.
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3 - Objetivos



3.1 - Objetivo geral

Caracterizar a infeccao por P. berghei cepa NK65 em linhagens de camundongos
BALB/c e C57Bl/6 jovens, avaliando suas implicagdes inflamatorias no Sistema

Nervoso Central.

3.2 - Objetivos especificos

3.2.1 - Avaliar parasitemia e parametros clinicos da malaria em camundongos

BALB/c e C57Bl/6 infectados com P. berghei cepa NK65.

3.2.2 - Determinar as alteragdes histopatoldgicas cerebrais nos camundongos

BALB/c e C57Bl/6 ao longo da infec¢ao por P. berghei cepa NK65.

3.2.3 - Avaliar in vivo os processos de rolamento e adesdo de leucdcitos no
endotélio vascular da pia-mater nos camundongos infectados através da técnica de

microscopia intravital.

3.2.4 - Quantificar o numero total e diferencial de leucocitos presentes no sangue

periférico dos animais controle e infectados.

3.2.5 - Verificar as possiveis alteragdes na permeabilidade vascular da BHE

acarretadas pela infecgao.

3.2.6 - Quantificar a concentragdo das citocinas TNF-a e IFN-y e das quimiocinas
murinas Ke¢/CXCL8, MIG/CXCL9, MIP-1a/CCL3, MCP-1/CCL2 e RANTES/CCLS5 no
tecido cerebral e no soro do modelo de malaria experimental induzida por P. berghei

cepa NK65.
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4 - Material e Métodos
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4.1 - Animais

Camundongos das linhagens BALB/c e C57Bl/6, fémeas, jovens, com idade de
seis semanas, obtidos no Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Minas Gerais (CEBIO-ICB-UFMG) foram utilizados neste
estudo. Os animais foram mantidos com agua e racao ad libitum. Este projeto foi
aprovado pelo Comité de Ftica em Experimentacio Animal (CETEA), protocolo

numero 005/05.
4.2 - Parasito e infeccao dos animais

A cepa NK65 de P. berghei foi isolada na Africa em 1964, em um exemplar de
Anopheles dureni e vem sendo conservada como um isolado desde entdo (Kirvick-
KENDRICK, 1978). Uma amostra foi cedida pela Dra. Luzia Helena Carvalho do Laboratorio
de Malaria do Centro de Pesquisa René Rachou FIOCRUZ/MG e vem sendo mantida
no laboratorio de Maléaria do Departamento de Parasitologia da Universidade Federal de
Minas Gerais desde o ano de 2000. O parasito ¢ criopreservado e para a infec¢do, uma
amostra foi estavelmente descongelada e inoculada em animal para uma primeira
passagem que serviu de fonte dos parasitos.

Os camundongos foram infectados intra-peritonealmente (i.p.) com indculo
padronizado de 10° hemécias parasitadas em solugdo tampao fosfato estéril (PBS) para

garantir um grau de infec¢ao uniforme nos diferentes grupos (GRAU et al., 1986).

4.3 - Determinacio da parasitemia

Para determinacao da evolucao didria da parasitemia, um grupo de dez animais de
cada linhagem foi infectado e monitorado até o oObito. Esfregacos sangiiineos foram
confeccionados a partir do terceiro dia pos-infec¢do, fixados em metanol (P.A.) e
posteriormente corados pelo Giemsa (solugdo a 10%). Os esfregagos foram utilizados
para a contagem da parasitemia, permitindo evidenciar a presenca do parasito dentro das
hemacias, confirmando a infecgdo. Os esfregagos sangiiineos, devidamente
identificados, foram examinados ao microscopio Optico (aumento 1000X - imersao)
com um reticulo acoplado a ocular. Uma area do esfregaco com distribui¢cdo uniforme

de eritrdcitos foi selecionada e o niumero total de eritrocitos do campo foi contado. A
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parasitemia foi estimada em 1000 eritrocitos contados. A contagem foi realizada em
campos adjacentes para evitar variagdes intensas.
O eritrocito contendo dois ou mais parasitos foi considerado como um eritrocito

parasitado. A parasitemia foi expressa em percentagem:

% parasitemia = numero de eritrocitos parasitados X 100

1000

Um acompanhamento da variacdo de peso dos animais foi realizado ao longo da
infeccdo, juntamente com observacdes qualitativas de manifestacdes clinicas nos
animais. Os animais que sobreviveram ao longo da realizacdo de todas as etapas dos

experimentos foram adicionados a curva de sobrevida.

4.4 - Histologia

Para avaliar a cinética das alteragdes histopatologicas cerebrais pos-infeccao, 40
animais de cada linhagem foram utilizados. Em cada grupo, trés animais foram retirados
e utilizados como controles (sem infec¢dao). O restante, isto ¢ 37 animais de cada
linhagem, foram infectados com o P. berghei NK65 e a partir desta data, trés
camundongos foram sacrificados diariamente, o que permitiu um acompanhamento das
mudangas patoldgicas acarretadas pela infec¢do. Este acompanhamento foi realizado até
o nono dpi para os animais da linhagem BALB/c e sétimo dpi para animais C57Bl/6, em

virtude da mortalidade de alguns animais ao longo do tempo.

4.4.1 - Fixacao do tecido e recorte dos orgaos

Os camundongos foram sacrificados por deslocamento cervical. Durante a
necropsia, o cérebro foi coletado e fixado por imersdo em solug¢do de formol tamponado
a 4%, pH 7.2, com o objetivo de preservar a morfologia e a composicao do tecido. Apds
o periodo de fixagdo, os tecidos foram recortados e seccionados transversalmente. A

cada animal foi dado um codigo que apenas foi revelado ao final de todas as anélises.
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4.4.2 - Desidratacio, diafanizacao e inclusao em parafina

Os tecidos foram submetidos a desidratacdo em concentragdes crescentes de
alcool (70%, 80%, 90% e absoluto) sendo que os fragmentos permaneceram imersos por
um periodo de 30 minutos em cada alcool.

Apos a etapa de desidratacdo, foi realizado o processo de diafanizagdo, que tem
como objetivo tornar o tecido translucido. A diafaniza¢do consistiu em submeter os
fragmentos a dois banhos de xilol com duracao de 20 minutos cada. Posteriormente, os

tecidos foram impregnados e incluidos em parafina.

4.4.3 - Microtomia

Os blocos de parafina, contendo o fragmento do 6rgdo, foram submetidos a
microtomia, sendo obtidos dois cortes seriados com 4 micrometros de espessura. Cada
corte foi colocado em banho-maria para que as fitas fossem esticadas e logo depois as

laminas foram colocadas na estufa para secarem a temperatura de 60° C.

4.4.4 - Coloracao

4.4.4.1 - Hematoxilina-Eosina

A coloragdo de rotina HE (Hematoxilina-Eosina) foi realizada nas laminas com
cortes do tecido cerebral para uma observacao geral das alteracdes histopatoldgicas.

O processo de coloracdo se iniciou com a imersao das ldminas em dois banhos de
xilol, de durag¢@o de 15 minutos cada, para desparafinizagdo. Em seguida estas laminas
foram imersas em banhos de alcool absoluto, alcool 90%, alcool 80%, alcool 70%, e
agua sendo cada um dos banhos de 5 minutos para hidratagdo. Ap6s a hidratagdo, as
laminas foram imersas no corante Hematoxilina (corante acido) por 10 minutos, em
seguida lavadas em 4gua corrente por 5 minutos. A seguir foi feita a diferenciacdo com
a passagem rapida das laminas em 4alcool-acidulado. Novamente as laminas foram
lavadas em 4gua corrente por 5 minutos. Finalizada esta etapa, as laminas foram imersas
no corante Eosina (corante basico), por 30 segundos, € em seguida lavadas em agua

corrente por 1 minuto. Logo apos, as laminas foram imersas em trés banhos de alcool
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absoluto rapidamente e levadas a estufa a 60° C por alguns minutos para secagem.
Depois de secas, as 1aminas foram imersas em xilol e montadas com Entellan (Merck) e

laminula.

4.4.4.2 [ Cresil Violeta

Em adi¢do a coloracdo Hematoxilina-Eosina, foi realizada a coloracdo pelo
método do Cresil Violeta no tecido cerebral, o qual permite a identificagdo do dano
neuronal, além das observacdes histopatologicas gerais. Para a realizacdo desta
coloragdo, as laminas foram desparafinizadas e hidratadas assim como na coloragao pela
HE. Depois foram coradas pelo Cresil Violeta por 10 minutos e diferenciadas em
solugdo tampdo acido acético/acetato, por tempo variavel (observacdo visual) até a
descoloracdo parcial das estruturas. Em seguida as ladminas foram colocadas na estufa a

60°C para secagem. A montagem das laminas foi realizada com Entellan e laminula.

4.4.5 - Analise Histopatologica

As laminas coradas pela HE e Cresil violeta foram avaliadas utilizando-se a
objetiva de 10 e 40X. Nos cortes histologicos o processo inflamatdrio foi avaliado de
forma qualitativa e caracterizado como: ausente, discreto (pequeno numero de células
inflamatérias ou apresentando degeneracdo [ até 10 células por campo), moderado
(moderado niimero de células inflamatdrias ou apresentando degeneracdo [lentre 10 e
50 células por campo) ou intenso (acentuado niimero de células inflamatérias ou
apresentando degeneracao [Imais de 50 c€lulas por campo). Nos vasos foram avaliados
o acumulo e extravasamento de hemadcias e leucocitos também caracterizados como
discreto, moderado ou intenso de acordo com a quantidade de vasos comprometidos
utilizando-se a objetiva de 10 X (discreto: um vaso por campo; moderado: entre dois e

trés vasos por campo e intenso: mais de trés vasos por campo).
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4.5 - Microscopia intravital

Animais controle, ndo-infectados, (n=7) e animais com cinco dias de infecc¢do
(n=7) de cada grupo foram submetidos a técnica da microscopia intravital, para

visualizacdo da microvasculatura cerebral.

Figura 4- Foto do sistema de microscopia intravital.

Os animais foram anestesiados via intra-peritoneal com uma mistura de xilazina
(10 mg/kg, Rompun®, Bayer) e Ketamina (150 mg/Kg, Laboratorio Cristalia, SP). A
veia da cauda foi canulada para administracdo do corante rodamina 6G (Sigma) e
volumes adicionais de anestésico quando necessario. A rodamina 6G ¢ um corante
fluorescente, com a habilidade de marcar mitocondrias seletivamente. Devido a esta
propriedade, o corante tem sido usado para o estudo de leucdcitos em ensaios de
microscopia intravital, com o objetivo de examinar a cinética in vivo destas cé€lulas
mesmo na presenca da alta velocidade do fluxo sangiliineo (BAATZ et al., 1995). A
temperatura corporal dos animais foi continuamente monitorada com um sensor e
mantida a 37°C com uma manta térmica (Fine Science Tools, Canad4) colocada em
contato com o corpo do animal. A craniotomia foi realizada na regido parietal utilizando

uma mini-broca (Dremel, USA). A dura-mater e a aracndide foram removidas, sendo
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formada uma janela para visualizagdo dos vasos sangliineos da pia-mater. Este
procedimento ndo rompe a barreira vascular cerebral. A superficie cerebral dos animais
foi continuamente superfundida com uma solugdo de fluido cerebroespinhal (CSF)
artificial (composi¢ao i6nica em mmol/L: NaCl 132, KCl 2.95, CaCl, 1.71, MgCl, 0.64,
NaHCO; 24.6, dextrose 3,71 e uréia 6.7) a temperatura de 37°C, pH 7,35, que mantém a
preparacdo estavel, sem evidéncia de inflamag¢do no nivel basal (CARVALHO-TAVARES
et al.,2000).

Um microscéopio (Olympus BX40), com objetiva 10X, foi utilizado para observar
os eventos microcirculatorios nos vasos cerebrais. Apos a localizagdo dos vasos a serem
estudados, injetou-se intravenosamente (i.v.) uma pequena quantidade (0,5mg/kg) do
corante rodamina 6G. A fluorescéncia associada a rodamina 6G foi visualizada com epi-
ilumina¢do a 510-560 nm, usando um filtro de emissao de 590 nm. Uma camera de
video (Optronics) projetou as imagens que foram gravadas em video-cassete (VHS,
Semp Toshiba, modelo x685) para posterior andlise. O numero de leucdcitos em
rolamento e adesdo foi determinado através da analise dos videos, em uma area
determinada (100pum). O rolamento de leucécitos €é definido como células movendo a
uma velocidade menor que o fluxo sangiiineo. Os leucdcitos sao considerados aderidos
quando permanecem estacionarios ao endotélio por um periodo de 30 segundos. O
rolamento, por ser um processo dindmico, foi expresso como nimero de células
/minuto. A adesdo leucocitéria foi expressa como células aderidas ao endotélio vascular

(em 100pm de comprimento do vaso).

4.6 [/Contagem total e diferencial de leucocitos

Para a contagem total de leucocitos, Sul do sangue de cada animal foi coletado e
diluido em 95ul de solugdo de Turk. Apds homogenizagdao, 10pl da solucao foi
colocada em camera de Neubauer para a contagem total das células. A contagem foi
realizada em microscopio Optico, em aumento de 10X. O valor encontrado foi

multiplicado pela dilui¢do e o fator de corre¢do da camera de Neubauer.

n° total de leucocitos = n x 20 (diluigdo) x 10* (fator de correcdo)/mL
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A contagem diferencial de leucdcitos foi realizada em esfregagos sangiiineos
corados com May-Gruwald e Giemsa, o que permite a identificagdo dos tipos celulares
presentes no sangue periférico dos animais infectados e controles. Os esfregacos
sangiiineos, devidamente identificados, foram examinados ao microscopio Optico
(aumento 1000X - imersdo). A contagem percentual dos diferentes tipos celulares foi
estimada em 100 células, com auxilio de um contador diferencial.

Para o célculo do numero diferencial dos tipos celulares presentes no sangue

periférico foi utilizada a seguinte regra:

n° diferencial = n° total de leucdcitos x n° percentual

100

4.7 - Avaliacdo da permeabilidade vascular

Para a avaliacao da permeabilidade da BHE, utilizou-se o corante azul de Evans
como um marcador do extravasamento de albumina, como descrito previamente por
Belayev et al., (1996), em protocolo modificado. O método consiste na determinacao
espectrofotométrica da quantidade de azul de Evans extravasado para o parénquima
cerebral.

Animais controle (n=6) e com cinco dias de infec¢ao (n=6), de cada linhagem,
foram anestesiados via intra-peritoneal com uma mistura de xilazina (10 mg/kg,
Rompun®, Bayer) e Ketamina (150 mg/Kg, Laboratorio Cristalia, SP). Posteriormente, a
veia da cauda foi canulada e foi administrado 0,2 mL de Azul de Evans (2%)
intravenosamente. Ao final de uma hora, os animais foram sacrificados e perfundidos
com salina fisiologica (5 mL por animal). O cérebro foi retirado e colocado em uma
placa de petri para secagem por 48 horas em estufa a 40°C. Em seguida, as amostras
foram pesadas e foi acrescentado ao tecido 1mL de formamida para extragdo do corante
por 48 horas. O corante extraido do tecido foi quantificado em leitor de ELISA (650nm)
(Molecular Devices, USA) e a concentracdo determinada através de uma curva padrao
com concentra¢do inicial de 20 pg/mL de Azul de Evans. O resultado da leitura
espectofotométrica foi normalizado e expresso em pg de Azul de Evans por 100mg de

tecido seco.
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4.8 - Medida dos niveis de citocinas e quimiocinas no soro e cérebro por ELISA

4.8.1 - Preparo de homogenato de cérebro de camundongo

Os cérebros de oito animais ndo-infectados (controle) e de dez animais com
cinco dias de infeccdo foram retirados, devidamente acondicionados e, quando
necessario, estocados a -20°C. As amostras foram posteriormente pesadas (100 mg) e
colocadas em 1 mL de solucdo inibidora de protease, adequada para extracao de
citocinas [NaCl 0,4 M; Tween 20 0,05%; Albumina de soro bovino (BSA) 0,5%;
Fluoreto de fenilmetilsufonila (PMSF) 0,1mM; cloreto de benzetonio 0,1 mM; EDTA
10 mM; 20 UI de aprotinina], preparada a partir de uma solu¢do de tampao fosfato
(NaCl 8 g, KC1 0,2 g e Na,HPO4.12H,0 2,89 g diluidos em 1 litro). As amostras foram
maceradas por um homogenizador de tecidos (Ultra-Turrax) e o homogenato foi
centrifugado a 10000 r.p.m./10 min, a 4°C. O sobrenadante foi recolhido, aliquotado e

estocado a [20°C até o uso (DOS SANTOS ef al., 2005).

4.8.2 - Obtencao de soro de camundongos

Apo6s anestesia, oito camundongos infectados (5dpi) e sete animais controle de
cada linhagem sofreram exsanguinacdo através do plexo retro-orbital, e o sangue foi
coletado em tubos individuais. Para obten¢do do soro, as amostras foram mantidas
durante uma hora em temperatura ambiente ¢ uma hora a 4°C. Posteriormente, o
material foi centrifugado a 3000 r.p.m./10 min e o soro foi recuperado e estocado a [

20°C até o uso.

4.8.3 - Determinacio de citocinas por ELISA

Os kits para ELISA para dosagem das citocinas TNF-a e IFN-y e das
quimiocinas murinas Kc¢/CXCL8, MIG/CXCL9, MIP-1a/CCL3, MCP-1/CCL2 e
RANTES/CCLS5 foram obtidos da R&D Systems (DuoSet) e utilizados de acordo com

os procedimentos previamente descritos pelo fabricante. As concentragdes das citocinas
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TNF-a e IFN-y e das quimiocinas MCP-1/CCL2, Kc/CXCL8, RANTES/CCLS,
MIG/CXCL9 e MIP-10/CCL3 foram avaliadas no sobrenadante de homogenato de
cérebro em diluigdo 1:3 em PBS contendo 0,1% de soro albumina bovina (BSA).
Adicionalmente, a concentracdo sistémica de TNF-a foi avaliada no soro dos animais
em um protocolo semelhante (dilui¢do 1:3 em PBS/BSA 0,1%).

Em placas de 96 pocos (Nunc. Immunosorb, Naperville), foram adicionados 100
ul/poco do anticorpo de captura, sendo este especifico para cada molécula e em
concentracdo adequada. Esta solugdo permaneceu em contato com a placa durante 18 h
a 4°C e foi, posteriormente, lavada cinco vezes com PBS/Tween 0,1%, utilizando um
lavador de placas automatico (ELX50, Bio-Tet Instruments, INC). Logo apds, foram
adicionados 200 pl/pogo de solucdo de bloqueio (PBS/BSA 1%). O tempo de bloqueio
foi de duas horas sob agitacao. Transcorrido este tempo, houve nova lavagem das placas
e 100 pul de cada amostra foram adicionados a placa. Paralelamente, para o
estabelecimento de cada curva padrdo, foram utilizadas diferentes dilui¢des das
quimiocinas, a partir das seguintes concentracdes iniciais: TNF-a, 2000 pg/mL; IFN-y,
2000 pg/mL; Kc/CXCL8, 1000pg/mL; MCP-1/CCL2, 500pg/mL; RANTES/CCLS,
2000pg/mL; MIG/CXCL9, 1000 pg/mL; MIP-1a/CCL3, 1000 pg/mL. As placas foram
incubadas por mais 18 h a 4°C. As placas foram lavadas e foram adicionados 100
ul/poco de solugdo de anticorpo de detecgdo, biotinilado e especifico para cada
molécula. As placas foram incubadas por uma hora e foram lavadas em seguida.
Transcorrida esta etapa, foram adicionadas a cada placa uma solugdo contendo
estreptavidina ligada a peroxidase (HRP, Pharmingen). Ap6s 30 minutos, a placa foi
novamente lavada, a continua¢do foi adicionado o tampdo substrato contendo o-
fenilenodiamina (OPD, Sigma) ¢ H,O, (Merck). Apos cerca de 30 minutos, a reacao foi
interrompida com 50 pl de 4cido sulftrico (H,SO4) 1M. O produto da oxidagao do OPD
foi detectado por colorimetria em leitor de placas a 492 nm (Molecular Devices, USA).
A concentracdo referente a cada amostra foi calculada a partir da curva padrio

correspondente.

4.9 - Analise estatistica

Os dados foram analisados no programa Prisma 4.0 e apresentados com média +

erro padrdo da média (EPM). Dados de parasitemia foram avaliados através do teste
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Two-way ANOVA. Para andlise estatistica da sobrevida foi utilizado o teste
Generalized Wilcoxon. Os resultados da microscopia intravital foram submetidos a
analise de variancia (One-way ANOVA) seguida pelo teste de Newman-Keuls, que
realiza comparagdes multiplas. Para a contagem de leucécitos, dosagem de quimiocinas
e avaliacdo de permeabilidade vascular, o teste 7-student foi realizado. A significancia

estatistica foi estabelecida em p<0,05.
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5 - Resultados



5.1 - Evolu¢io da parasitemia

O curso da infecgdo foi monitorado diariamente e a evolugdo da parasitemia foi
acompanhada através de esfregacos sangiiineos, a partir do terceiro dia pos-infecgdao. A
observagao microscopica dos esfregacos sangiiineos confirmou a infec¢cdo em todos os
animais que desenvolveram aumento gradual de parasitemia (Grafico 1), demonstrando
uma alta capacidade de multiplicagdo do parasito. Os animais C57Bl/6 tiveram a
parasitemia avaliada até sétimo dia pos-infec¢ao, devido a morte precoce destes. Esta
linhagem, ainda, desenvolveu uma parasitemia menor quando comparado com os
animais BALB/c. Através de andlise estatistica, verificamos que esta evolugdo foi
significativamente diferente ao longo do tempo (p<0.0001) e, entre as linhagens no
sexto dia pos-infecgao (p<0.01).

Diferentes formas evolutivas de P. berghei NK65 foram visualizadas nos
esfregagos sangiiineos analisados. Trofozoitos jovens e maduros e esquizontes foram
detectados no esfregaco. Também foram verificadas, nos esfregacos sangiiineos,

anormalidades morfolédgicas envolvendo a membrana celular dos eritrécitos (Figura 5).
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Grifico 1 [1 Média das parasitemias didrias de camundongos BALB/c e C57Bl/6, a
partir do terceiro dia pos-infecgdo, infectados com P. berghei NK65 com um indculo
padronizado de 10° hemécias parasitadas pela via intraperitoneal. A parasitemia foi
avaliada através de esfregacos sangiiineos sob microscopia Optica (aumento 1000X -
imersdo). Os dados foram analisados pelo teste Two-way ANOVA, onde ** (p<0.01) e
% (p<0,0001) indicam diferengas significativas entre os niveis de parasitemia entre as
linhagens, tanto no sexto dia pos-infec¢cdo quanto ao longo do curso da infec¢dao (n=10
para cada grupo). O experimento foi repetido e confirmado. [Irepresenta a morte dos
animais.
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Figura 5- Fotomicrografias de esfregacos sangiiineos corados com Giemsa, X1000.
A- Parasitemia leve, com 3% de hemacias parasitadas, B- Parasitemia moderada, com
35% de hemécias parasitadas e C- Parasitemia acentuada, com 66% de hemadcias
parasitadas, estas apresentando deformidades estruturais.
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5.2 - Mortalidade

A infeccdo por P. berghei cepa NK65 desenvolveu-se de forma aguda com curso
letal para as duas linhagens. A mortalidade foi expressa como percentagem de sobrevida
e apresentou um perfil diferente para as duas linhagens (Grafico 2). A mortalidade dos
animais da linhagem BALB/c iniciou-se no sétimo dia e perdurou até o décimo
primeiro, com um pico no oitavo dia pés-infeccdo. Os animais C57Bl/6 apresentaram
uma letalidade precoce, com intervalo de confianga (95%) nos dias seis e sete pos-
infec¢do. Houve diferencas significativas na sobrevida em relagdo ao tempo (p<0.0001)

e entre as linhagens (p<0.001).

5.3 - Sinais clinicos

A andlise de variagdo da massa corporal dos animais de cada linhagem foi
mensurada em animais controle e infectados, ao longo do tempo (Grafico 3). Os animais
infectados apresentaram uma perda de massa acentuada ao longo da infec¢ao, sendo
compativeis com as altas parasitemias e com a mortalidade dos animais. Animais
controle da linhagem BALB/c apresentaram um aumento gradual da massa ao longo das
observagdes. Ja os animais infectados desta linhagem, no sexto dia pos-infecgdo,
apresentaram uma queda expressiva da massa (-10,99 * 1,99 %), um quadro que
persiste no oitavo dia (-24,11 + 0,60 %) (Grafico 3-A). Para a linhagem C57Bl/6 foi
encontrado um perfil semelhante apos a infeccdo. Os animais controle C57Bl/6
mantiveram o peso ao longo das observagdes, enquanto animais infectados
apresentaram uma perda da massa no sexto dia pos-infeccdo (-13,26 *+ 2,38 %), que
também persistiu no oitavo dia (-14,69 + 12,16 %) (Grafico 3-B).

A observagdo das visceras de camundongos infectados durante a necropsia
confirmou hepatoesplenomegalia, uma caracteristica comum na infec¢do humana.
Notou-se também nestes animais, a partir do quinto dia poés-infec¢do, um processo de
anorexia, através da auséncia de conteudo estomacal e intestinal nos animais, o que
pode justificar a perda de peso nos animais. Os camundongos de ambas as linhagens,
BALB/c e C57Bl/6, também apresentaram hemoglobinuria a partir do sexto dia de

infecc¢ao.
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Grafico 2 [1Curva de sobrevida de camundongos BALB/c e C57Bl/6 expressa como
percentagem durante o curso da infec¢do. Os animais de ambas as linhagens foram
monitorados diariamente a partir da infeccdo com Plasmodium berghei NK65, com um
in6culo padronizado de 10° hemécias parasitadas pela via intraperitoneal. Para analise
estatistica foi utilizado o teste Generalized Wilcoxon e *** indica diferenca
significativa (p<0.001) na sobrevida entre as duas linhagens. (n=20 para linhagem
BALB/c e n=27 para animais C57Bl/6). Os resultados foram obtidos de trés
experimentos independentes.
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Grafico 3- Variagdo da massa corporal (%) de animais BALB/c (A) e C57Bl/6 (B)
infectados com Plasmodium berghei NK65, indculo padronizado de 10° hemacias
parasitadas pela via intraperitoneal, em relacdo aos controles nao-infectados. (n=10 para
o grupo infectado de cada linhagem e n=5 para o grupo controle).
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5.4 - Histologia

Os animais nao-infectados (Figuras 6A-D), juntamente com aqueles sacrificados
no primeiro e segundo dia pos-infeccdo, apresentaram aspecto histologico cerebral
compativel com quadro de normalidade.

A analise morfologica do cérebro confirmou que as alteragdes histopatologicas
tornaram-se mais evidentes ao longo da infeccdo. No terceiro dia pds-infeccdo, os
animais BALB/c mantiveram o padrdo histolégico compativel com normalidade. Por
outro lado, os animais C57Bl/6 ja mostraram discretas alteragdes teciduais (Figura 7 A-
D). Foi possivel observar neste grupo a presen¢a de congestdo, raros focos de
hemorragia ¢ um predominio de linfocitos no parénquima cerebral circunvizinho ao
vaso sangiiineo (Figura 7-D). A partir deste dia, em ambos os grupos, verificaram-se
alteracdes semelhantes as descritas na MC tais quais: congestdo, hemorragia
parenquimal, discreto extravasamento de linfocitos, proliferacdo da glia, obstrugdo
vascular, edema, acimulo de eritrocitos e acimulo e adesdo de leucdcitos nos vasos.

O parasitismo das hemacias na luz dos vasos ou no parénquima tecidual foi
confirmado, a partir do sexto dia pds-infec¢@o e variou entre os animais.

No sexto dia pos-infec¢ao os animais BALB/c apresentaram alteracdes moderadas
(Figura 8 A-D) quando comparados aos animais C57Bl/6 (Figura 8 E-H) onde estas
alteracdes foram intensas. Em contrapartida, no nono dia pds-infec¢do, as alteragdes
histologicas dos animais BALB/c que sobreviveram até este periodo foram intensas
(Figura 9 A-H), semelhantes aquelas descritas para os animais C57B1/6 no sexto dia de

infeccao (Figura 8 E-H).
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Figura 6 - Fotomicrografias representativas do cortex cerebral de camundongos
BALB/c e C57Bl/6 nao-infectados. A- Aspecto histologico normal: auséncia de
infiltrado inflamatorio, alteragdes degenerativas ou hemorragicas, 300X; B- Detalhe da
figura anterior, 600X; C- Grande vaso apresentando hemacias em sua luz, 300X,
Hematoxilina Eosina. D- Cerebelo: aspecto histoldgico normal, 600X, Cresil violeta.
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Figura 7 - Fotomicrografias do cortex cerebral de camundongos C57Bl/6
infectados eutanaziados no terceiro dia de infeccdo. A, B e C- Vasos apresentando
hemacias e leucocitos aderidos ao endotélio, 600X; D- Infiltrado inflamatoério discreto e
difusamente distribuido com predominio de linfocitos (seta), 600X. A, B e D:
Hematoxilina Eosina. C: Cresil violeta.
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Figura 8- Fotomicrografias do cortex-cerebral de camundongos infectados,
eutanaziados no sexto dia de infeccao. BALB/c (A-D) e C57Bl/6 (E-H) A- Vaso
apresentando aciimulo moderado de hemadcias e leucécitos na luz e aderidos ao
endotélio; hemorragia moderada, 300X; B- Detalhe da figura anterior, 600X; C- Foco
hemorragico moderado e presenca de infiltrado inflamatdério moderado e difuso, 600X;
E- Intenso acumulo e adesdo de leucocitos e hemécias a parede endotelial, 600X; F e
G: Intensos focos hemorragicos, X600, Hematoxilina Eosina. D e H- Vasos repletos de
hemacias; H- Hemorragia, 600X, Cresil violeta.
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Figura 9 - Fotomicrografias do cortex-cerebral de camundongos BALB/c
infectados, eutanaziados no nono dia de infeccao. A- Cortex cerebral: inimeros vasos
com intensa quantidade de hemadcias e células inflamatodrias, com adesdo ao endotélio,
100X; B- Detalhe da figura anterior, 600X; C- Grande vaso apresentando hemacias e
mondocitos acumulados na luz e aderidos ao endotélio com extravasamento de hemacias
para o intersticio, 300X; D- Detalhe da figura anterior, 600X; E- Presenca intensa de
focos hemorragicos, 100X; F- Detalhe da figura anterior, 600X. G e H- Cerebelo:
hemorragia intensa, 600X. A-G: Hematoxilina Eosina H: Cresil Violeta.
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5.5 - Interacao leucocito-endotélio

As interacdes leucocito-endotélio na microvasculatura da pia-mater foram
avaliadas através da visualizacao de leucocitos marcados com o fluorocromo rodamina
6G, utilizando a técnica de microscopia intravital. A partir dos resultados da
histopatologia cerebral, demonstrando alteragdes morfoldgicas marcantes no quinto dia
pos-infec¢ao, determinou-se esta data para a realizacdo da microscopia intravital nos
animais infectados. Animais que foram submetidos a técnica em uma data posterior ao
5° dia de infec¢@o ndo sobreviveram aos procedimentos, uma vez que estavam muito
debilitados. Animais infectados de ambas as linhagens apresentaram aumento nos
processos de rolamento e adesdao leucocitaria no endotélio cerebral, etapas envolvidas
no mecanismo de recrutamento de leucocito durante processo inflamatério (Figura 10).

Camundongos BALB/c com cinco dias de infeccdo apresentaram aumento no
processo de rolamento de leucocitos (11,74 = 3,17 leucédcitos rolando/min) em relagdo
aos animais controle da mesma linhagem (0,51 * 0,22 leucécitos rolando/min). A
diferenga foi significativa quando comparamos estes grupos (**p<0,01). Os animais
C57Bl/6 apresentaram o mesmo perfil, com aumento significativo (***p<0,001) no
processo de rolamento no grupo infectado (25,82 + 3,21 leucécitos rolando/min) em
relagcdo aos animais controle (0,72 % 0,12 leucdcitos rolando/min) (Grafico 4-A).

Ao compararmos o perfil dos eventos de rolamento de leucdcitos entre os
animais infectados das duas linhagens (BALB/c X C57Bl/6) também encontramos
diferenca significativa (**p<0.01), com o grupo C57Bl/6 apresentando o maior valor
neste parametro (Grafico 4-A).

Nos camundongos BALB/c infectados, o numero de leucécitos aderidos no
endotélio dos vasos da pia-mater (37,29 = 9,69 leucdcitos aderidos/100pum) foi superior
ao observado no grupo de animais controle (1,29 + 0,61 leucocitos aderidos/100um). A
diferenga foi estatisticamente significativa quando comparamos estes grupos
(**p<0,01). Os animais C57Bl/6 apresentaram o mesmo perfil, com aumento
significativo (***p<0,001) no numero de leucdcitos aderidos no endotélio dos vasos da
pia-mater do grupo infectado (18,45 + 1,555 leucdcitos aderidos/100pm) em relagdo aos
animais controle (1,18 + 0,22 leucécitos aderidos/100um) (Grafico 4-B).

Ao avaliarmos o perfil dos eventos de adesdo entre os animais infectados das

duas linhagens (BALB/c X C57BIl/6) também observamos diferenga significativa
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(p<0.001), sendo os animais Balb/c os que apresentam maior niimero de adesdo

(Gréfico 4-B).

Figura 10 [ Micrografia de videomicroscopia intravital demonstrando o aumento de
leucocitos em processo de rolamento e adesdo na microvasculatura da pia-mater de
camundongos infectados com P. berghei NK65 (B) em relagdo a animais controle (A).
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Grafico 4 [/ Numero de leucdcitos em processo de rolamento (A) e de adesdo (B) na
microvasculatura da pia-méater de camundongos BALB/c e C57Bl/6. Grupo de animais
com cinco dias de infec¢do (n=7 para cada linhagem), com indculo padronizado de 10°
hemécias parasitadas pela via intraperitoneal, em comparacao ao grupo controle nao-
infectado (n=7 para cada linhagem). Os resultados foram submetidos a analise de
variancia seguida do teste de Newman-Keuls, onde ** (p<0.01) e *** (p<0.001)
representam diferengas estatisticamente significativas entre os grupos assinalados.
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5.6 [IContagem total e diferencial de leucocitos

A contagem total de leucocitos no sangue periférico dos diferentes grupos
experimentais demonstrou uma diminui¢do destas células nos animais infectados em
relag@o aos respectivos controles. Animais BALB/c infectados apresentaram uma média
inferior de células totais (5,13 x 10° % 7,62 x 10> leucdcitos/mL) em relagdo a animais
controle (7,71 x 10° + 1,06 x 10° leucéceitos/mL), com p=0,0646. Tal dado demonstra
uma tendéncia para a diminuicdo do numero de leucocitos no sangue periférico de
animais infectados, porém sem diferenca significativa. Os animais da linhagem C57Bl1/6
apresentaram um perfil diferenciado, com animais infectados apresentando um menor
numero de leucocitos totais (2,68 x 10°+ 3,62 x 10’ leucocitos/mL) em relagio ao grupo
controle (6,14 x 10°+ 8,21 x 10’ leucdcitos/mL), com p< 0,01 (Gréfico 5).

A contagem diferencial de leucocitos foi realizada em esfregacos sangiiineos
corados com May-Gruwald e Giemsa, o que permitiu a identificagdo e quantificacao dos
diferentes tipos celulares presentes no sangue periférico dos animais infectados e
controles. As médias percentuais (Tabela 1) demonstram que animais BALB/c
infectados (5dpi) e controles mantiveram o perfil dos tipos celulares. Ja os animais
infectados da linhagem C57Bl/6 apresentaram uma modificacdo nas médias percentuais
dos tipos celulares, em relacdo aos animais controle. Houve uma diminui¢do
significativa (p<0.001) na propor¢do de linfocitos presentes no sangue periférico de
animais infectados (33,9 + 4,5%) em relagdo ao grupo controle (62,4 +2,5%). Um perfil
semelhante foi obtido para mondcitos (p<<0.001), com valores de 37,7 + 3,7% e 18,6
1,7% para animais infectados e controle, respectivamente. J4 a populacdo percentual de
neutrdfilos sofreu um incremento significativo (p<0.05) nos animais infectados 28,1 +
1,7% em relagdo ao controle 18,8 £ 1,7%.

Entretanto, a avaliagdo mais adequada para verificar a alteracdo da quantidade de
determinado tipo celular ¢ realizada através da quantificagdo do tipo celular/mL. A
mudanga significativa no perfil de células em animais infectados em comparagdo aos
controles ocorreu apenas na populacdo de linfocitos, com diminui¢do nos animais
infectados. Nos animais BALB/c, houve uma reducao de linfécitos, p<0,01, nos animais
infectados (2,06 x 10°+ 0,31 x 10° linfocitos/mL) em relagdo ao grupo controle (3,95 x
10° + 0,94 x 10° linfécitos/mL). Na linhagem C57Bl/6, o perfil foi semelhante, com
p<0,001 (Tabela 2).
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Grafico 5 [1Numero total de leucdcitos no sangue periférico de camundongos BALB/c
e C57Bl1/6. Animais com cinco dias de infeccdo (n=8 para ambas as linhagens), inoculo
padronizado de 10° hemacias parasitadas pela via intraperitoneal, em relagdo ao grupo
controle ndo-infectado (n=7 para ambas as linhagens). Os resultados de cada linhagem
foram submetidos ao teste #-student, onde ** (p<0.01) representa diferenga significativa.
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Tabela 1. Numero percentual dos tipos celulares presentes no sangue periférico de

camundongos BALB/c e C57Bl/6 (%).

Grupos Linfocitos Neutroéfilos Mondcitos Eosinofilos
BALB/c controle 40,0 £3,7 379+3,1 22,127 0,0+0,0
BALB/c infectado 40,6 + 2,2 432 +3.7 15,6 £2,1 0,4+0,3
C57Bl/6 controle 62,4+2)5 19,9 +2.5 18,6 £ 1,7 0,6 +0,3
C57Bl/6 infectado 33,9 +4.5° 28,1+1,7° 37,7+3,7° 0,2+0,2

Numero percentual de leucdcitos no sangue periférico de camundongos BALB/c
e C57Bl/6. Animais infectados (n=8 para ambas as linhagens), cinco dias pdslinfec¢do,
com Plasmodium berghei NK65, com inoéculo padronizado de 10° hemécias parasitadas
pela via intraperitoneal, em relagdo aos controles ndo-infectados (n=7 para ambas as
linhagens). Os resultados de cada tipo celular foram submetidos ao teste #-student, onde
“p<0,001 e b p<0,05 quando comparados com o grupo C57Bl/6 controle.

Tabela 2. Quantifica¢do diferencial dos tipos celulares presentes no sangue periférico

de camundongos BALB/c e C57B1/6 (x 10° células/mL).

Grupos Linfocitos Neutrofilos Mondcitos Eosinofilos

BALB/c controle 3,95+ 0,94 2,98+ 0,41 1,03+ 0,20 0,00 £ 0,00
BALB/c infectado 2,06+ 0,31° 2,18+ 0,36 0,85+0,22 0,02+ 0,01
C57Bl/6 controle 3,73+ 0,62 1,09+ 0,20 1,15+0,20 0,03+ 0,02

C57Bl/6 infectado  0,88+0,17° 0,74+ 0,10 1,05+ 0,21 0,00 + 0,00

Numero diferencial de leucocitos no sangue periférico de camundongos BALB/c
e C57Bl/6. Animais infectados (n=8 para ambas as linhagens), cinco dias pdslinfec¢ao,
com Plasmodium berghei NK65, com inoculo padronizado de 10° hemécias parasitadas
pela via intraperitoneal, em relagdo aos controles ndo-infectados (n=7 para ambas as
linhagens). Os resultados de cada tipo celular foram submetidos ao teste z-student, onde
* p<0,01 quando comparado com BALB/c controle ¢ * p<0,001 quando comparado com
C57Bl/6 controle.
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5.7 - Avaliacdo da permeabilidade vascular

Através da quantificacdo do extravasamento do corante de azul de Evans
para o parénquima cerebral pode-se avaliar indiretamente a permeabilidade da BHE.
Através da determinagdo espectrofotométrica da quantidade de azul de Evans presente
no tecido cerebral, verificou-se um aumento significativo da concentracao do corante no
parénquima cerebral de animais infectados (5dpi) em relagdo ao grupo controle, para
ambas as linhagens. Desta forma, hd indicios de modificagdes na permeabilidade da
BHE em decorréncia da infecgao.

Animais infectados da linhagem BALB/c apresentaram uma concentragdo
superior do corante no parénquima cerebral (9,65 = 1,08 pg de azul de Evans/100mg de
tecido cerebral), quando comparados com o grupo controle (6,40 = 0,38 pg de azul de
Evans/100mg de tecido cerebral), com p<0,05 (Grafico 6).

Camundongos C57Bl1/6 nao-infectados apresentaram uma concentragdo menor
de azul de Evans no tecido cerebral (4,28 + 0,67 pg de azul de Evans/100mg de tecido
cerebral) em relacdo ao grupo dos animais infectados (9,26 = 1,23 pg de azul de

Evans/100mg de tecido cerebral), com p<0,01 (Grafico 6).
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Grafico 6 - Concentragdo do corante azul de Evans extravasado para o parénquima
cerebral de camundongos BALB/c e C57BIl/6. Animais com cinco dias de infec¢do (n=6
para ambas as linhagens), inéculo padronizado de 10° hemécias parasitadas pela via
intraperitoneal, em relagdo ao grupo controle ndo-infectado (n=6 para ambas as
linhagens). Os resultados de cada linhagem foram submetidos ao teste z-student, onde *
(p<0,05) e ** (p<0.01) representam diferencas significativas.
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5.8 - Dosagem das citocinas TNF-a e IFN-y e das quimiocinas Kc¢/CXCLS,
MIG/CXCL9, MIP-1a/CCL3, MCP-1/CCL2 e RANTES/CCLS.

Considerando que houve um aumento no recrutamento de leucocitos na
microcirculagdo cerebral apds a infeccdo com P. berghei NK65, foi realizada a
quantificagdo, in locu, de citocinas e quimiocinas no tecido cerebral de animais controle
e infectados. Adicionalmente, a concentracao de TNF-a foi mensurada também no soro
dos animais para avaliar uma possivel participagdo sistémica desta citocina na
patogénese da infecgdo.

Portanto, avaliamos as concentragdes das citocinas TNF-a e IFN-y e quimiocinas
Kc/CXCL8, MIG/CXCL9, MIP-1o/CCL3, MCP-1/CCL2 e RANTES/CCL5 em
sobrenadante de homogenato de cérebro e soro de camundongos infectados (n=10) com
P. berghei NK65 e animais controle sem infec¢ao (n=8) das diferentes linhagens.

A concentragdo de TNF-a no homogenato de cérebro apresentou aumentada nos
animais BALB/c infectados (63,25 + 4,53 pg/mL) em relagdo ao seu controle (48,64 +
5,15 pg/mL), porém sem nivel de significancia. Em contrapartida, um perfil distinto foi
encontrado nos animais da linhagem C57Bl/6, onde animais infectados (63,38 * 5,43
pg/mL) apresentaram uma concentracdo maior que os animais controles (41,65 + 3,41
pg/mL), com p< 0,01 (Grafico 7-A).

A quantificagdo desta citocina no soro dos animais demonstrou um aumento
significativo da sua concentragdo nos animais infectados em relagdo a animais controle.
Em animais da linhagem BALB/c, a concentracao foi de 15,23 + 8,09 pg/mL nos
controles e 108,2 + 31,16 pg/mL em animais infectados (p< 0.001). Em animais
C57Bl/6 do grupo controle e infectado, as concentragdes foram, respectivamente, 0,0 +
0,0 pg/mL e 43,99 + 5,72 pg/mL, com p< 0.001 (Grafico 7-B).

A concentracao da citocina IFN-y em homogenato de cérebro nao apresentou
diferenca estatistica entre animais infectados (131,5 * 8,6 pg/mL) e controle (145,0
5,64 pg/mL) da linhagem BALB/c. Contudo, animais da linhagem C57Bl/6
apresentaram aumento da concentracao no grupo infectado (169,1 = 10,69 pg/mL) em
relacdo ao controle (134,9 + 4,77 pg/mL), com p< 0,05 (Grafico 8-A).

O nivel da quimiocina Kc/CXCLS8 no cérebro ndo sofreu variagcdo apos a infecgao.
Camundongos BALB/c nao-infectados apresentaram a concentracdo desta quimiocina

de 237,9 £+ 31,00 pg/mL enquanto no grupo infectado foi de 310,2 + 30,49 pg/mL, com
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p>0.05. Animais controles da linhagem C57Bl/6 apresentaram uma concentra¢do de
265,7 * 35,34 pg/mL e os animais infectados 340,0 + 31,57 pg/mL, com p>0,05
(Grafico 8-B).

A concentracdo da quimiocina MIG/CXCL9 sofreu variagdo significativa no
tecido cerebral apds a infeccdo. Camundongos BALB/c ndo-infectados apresentaram a
concentracdo desta quimiocina de 66,24 + 10,11 pg/mL enquanto no grupo infectado foi
de 352,1 £ 60,25 pg/mL (p<0,001). Animais controles da linhagem C57Bl/6
apresentaram uma concentragdo de 63,71 + 9,06 pg/mL e os animais infectados 169,2 +
16,19 pg/mL, com p<0,001 (Gréafico 8-C).

Apos a infecgao com P. berghei NK65, houve um aumento nao-significativo da
quimiocina MIP-10/CCL3 no cérebro de camundongos BALB/c (13,39 + 4,39 pg/mL)
em relacdo aos animais ndo infectados (0 = 0 pg/mL), com p>0.05. J4 nos camundongos
C57Bl/6, a concentragdo desta quimiocina em condi¢do controle foi 30,1 *+ 7,16 pg/mL
e em animais infectados foi 45,08 + 12,31 pg/mL, com p<0,05 (Grafico 8-D).

Ao avaliarmos a quimiocina MCP-1/CCL2 em camundongos BALB/c, houve
um aumento significativo (p< 0.001) na producao desta quimiocina. No grupo controle
a concentracao foi de 295,3 + 29,53 pg/mL e no grupo infectado uma concentragdo de
900,5 + 111,6 pg/mL. Da mesma forma, nos camundongos C57Bl/6, encontramos uma
diferenga significativa (p<0,001) entre os animais controle (267,6 + 25,33 pg/mL) e os
animais infectados (1023 + 101,7 pg/mL) (Grafico 8-E).

Adicionalmente, observamos um aumento da concentragdo da quimiocina
RANTES/CCLS5 no tecido cerebral de camundongos BALB/c infectados (310,8 + 85,66
pg/mL) quando comparamos com o grupo controle (154,3 + 25,54 pg/mL), entretanto
este aumento nao foi significativo (p>0.05). Camundongos C57Bl/6 infectados
apresentaram um aumento significativo da concentragcdo desta quimiocina (232,0 +
37,93 pg/mL) quando comparado com os animais controle (27,24 + 6,64 pg/mL), com
p<0,001 (Grafico 8-F).

Houve, portanto, um aumento significativo dos niveis das citocinas TNF-a e
IFN-y e das quimiocinas MIG/CXCL9, MCP-1/CCL2 e RANTES/CCLS nos animais
C57Bl/6 infectados, com relagdo aos respectivos controles. Enquanto o aumento das

concentragdes na linhagem BALB/c foi significativo apenas para o TNF-a sistémico e

para as quimiocinas MIG/CXCL9 e MCP-1/CCL2.
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Grafico 7 - Niveis da concentragdo da citocina TNF-a em sobrenadante de homogenato
de cérebro (A) e em soro (B) de camundongos BALB/c e C57BIl/6. Animais com cinco
dias de infecgdo (n=10 para ambas as linhagens), inoculo padronizado de 10° hemécias
parasitadas pela via intraperitoneal, em relagdo ao grupo controle nao-infectado (n=8
para ambas as linhagens). Os resultados de cada linhagem foram submetidos ao teste #-
student, onde ** (p<0.01) e *** (p<0.001) representam diferencgas significativas. ND-

ndo detectado.
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Grafico 8 - Niveis da concentragao da citocina IFN-y (A) e das quimiocinas K¢/CXCL8
(B), MIG/CXCL9 (C), MIP-10/CCL3 (D), MCP-1/CCL2 (E) e RANTES/CCLS5 (F) em
sobrenadante de homogenato de cérebro de camundongos BALB/c e C57Bl/6. Animais
com cinco dias de infecgdo (n=10 para ambas as linhagens), inéculo padronizado de 10°
hemacias parasitadas pela via intraperitoneal, em relacdo ao grupo controle nao-
infectado (n=8 para ambas as linhagens). Os resultados de cada linhagem foram
submetidos ao teste f-student, onde * (p<0.05), ** (p<0.01) e *** (p<0.001)
representam diferencas significativas. ND- ndo detectado.
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6 - Discussdao



Parametros parasitolégicos e clinicos da infeccio em camundongos BALB/c e

C57Bl/6 jovens

Este estudo permitiu caracterizar, através de parametros parasitologicos e
imunolégicos, a infeccdo por P. berghei NK65 e avaliar aspectos envolvidos na
patogénese do modelo de MC experimental em duas linhagens, BALB/c e C57Bl/6,
descritas na literatura com perfis distintos de resisténcia e susceptibilidade para a cepa
de P. berghei ANKA.

Ambas as linhagens apresentaram uma evolugdo gradual e progressiva da
parasitemia. Porém, os animais C57B1/6 desenvolveram uma parasitemia de forma mais
branda, quando comparada com os animais BALB/c, com diferenca significativa no
sexto dia pods-infeccdo. Em contrapartida, aquela linhagem apresentou mortalidade
precoce. Desta forma, a taxa de parasitemia e a sobrevida ndo podem ser explicadas por
uma relacdo direta. Portanto, diante destes dados, podemos sugerir que P. berghei NK65
causa uma infeccdo de curso agudo e letal mais pronunciado na linhagem C57Bl/6,
considerada susceptivel pela literatura.

Os animais infectados das duas linhagens apresentaram perda de peso acentuada
ao longo da infeccdo, sendo compativel com as altas parasitemias e o dbito dos animais.
Animais com parasitemia acentuada apresentaram uma tendéncia para deformidades
estruturais dos eritrocitos. Sabe-se que o parasito € capaz de induzir inumeras alteragcdes
no eritrécito parasitado, evidentes principalmente na membrana celular. Alteragdes em
proteinas de membrana, como a calmodulina e ATPase, sdo descritas e acarretam em
modificagdes no equilibrio i6nico da célula (Kirk, 2001).

Diferentes formas evolutivas do P. berghei NK65 foram observadas nos
esfregacos sangiiineos analisados durante o curso da infec¢do. Desta forma, podemos
sugerir uma multiplicacdo assincronica das diferentes formas de desenvolvimento
sangiiineo do parasito. Infeccdes multiplas de eritrocitos, com poliparasitismo
extensivo, também foram identificadas, um fato que pode ser decorrente da baixa
especificidade de invasdo das hemacias pelos merozoitos desta espécie.

Sabe-se que o baco exerce um papel crucial na eliminacdo do parasito da
circulagdo (ALVES ef al., 1996). A hepatoesplenomegalia verificada durante a necropsia
pode ser sugestiva para o quadro de retencao destas formas nestes 6rgaos. Os animais de

ambas as linhagens também apresentaram hemoglobintria a partir do sexto dia de
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infec¢do, sugerindo uma hemolise intravascular excessiva e intensa em conjunto com o

comprometimento renal nestes animais.

Cabe ressaltar que componentes do parasito, liberados apos a ruptura dos
eritrocitos infectados, sao potencialmente envolvidos na producdo de resposta
inflamatoria, como o glicosilfosfatidilinositol (GPI). A GPI ¢ uma molécula ubiqua e
expressa em abundancia em parasitos, sendo envolvida primariamente no ancoramento
de certas proteinas de superficie celular. Esta molécula, em sinergismo com o IFN-y, ¢
capaz de induzir a liberagdo de citocinas (TNF-a e IL-1) envolvidas no

desenvolvimento da resposta imune pelo hospedeiro (SCHOFIELD & HACKETT, 1993).

O processo de anorexia verificado nos animais, através da auséncia de conteudo
estomacal e intestinal, pode ser conseqiiéncia da producdo prolongada e sistémica de
TNF-a, capaz de gerar graves distirbios metabolicos (GRIMBLE, 1998; TRUJILLO et al.,
2003). A caquexia, que leva a supressao do apetite, ¢ caracterizada pelos eventos de
anorexia, perda de peso e deplecdo das reservas protéicas e lipidicas (MATTHYS &
BILLIAU, 1997). O envolvimento de TNF-a nesta sindrome tem sido amplamente
estudado, inclusive em outros modelos animais de doengas parasitarias. Animais
BALB/c infectados por Trypanosoma cruzi desenvolvem os processos de caquexia
durante a fase aguda da infec¢do, um quadro que pode ser revertido apos tratamento
com anticorpo monoclonal anti-TNF-a (TRUYENS ef al., 1995). Os sinais da
manifestacdo e a conseqiiente perda de massa corporal verificados nos animais
infectados por P. berghei NK65 guardam relacdo direta com as altas taxas de
parasitemia e aumento sistémico da concentracdo de TNF-a, em ambas as linhagens,
dado constatado no quinto dia pos-infecgao.

A falta de sinais clinicos evidentes para avaliar de forma precisa os sintomas
classicos do comprometimento cerebral (coma e paralisia), dificultou a investigagao
desta manifestacdo nos animais estudados.

Sabe-se que a infec¢do por P. berghei exibe uma resposta imune marcante, com os
animais apresentando manifestagdes clinicas sistémicas. Tal dado somado aos
resultados obtidos neste trabalho sugere que a infeccdo por P. berghei NK65 também
causa uma doenga com acometimento multi-sistémico nos animais das linhagens

estudadas.
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Alteracées histopatolégicas

E sabido que a malaria é uma doenca sistémica, com acometimento em varios
orgdos. Desta forma, o comprometimento cerebral pode ser extenso, caracterizado por
edema cerebral, hemorragias cerebrais e infiltrado de leucocitos.

Através da andlise histopatologica, demonstrou-se que animais C57Bl/6, no
terceiro dia pos-infecg¢do, apresentaram alteragdes cerebrais precoces em relacdo aos
animais da linhagem BALB/c. No sexto dia pds-infeccao, as alteragdes histopatologicas
foram mais acentuadas nos animais C57Bl/6 em relagdo a outra linhagem. Em
contrapartida, a analise histologica em animais BALB/c no nono dia pos-infecgdo
revelou um quadro histoldgico semelhante aquele descrito para C57Bl/6 no sexto dia.
Assim, podemos verificar que o desenvolvimento de lesdes cerebrais em decorréncia da
infeccdo foi mais intenso e precoce em camundongos da linhagem C57Bl/6 em relagdo
a linhagem BALB/c. Tal fato pode estar relacionado a morte precoce naquela linhagem
e comprova uma resposta diferencial das linhagem do hospedeiro frente a infec¢ao por
P. berghei NK65. Este resultado corrobora os dados encontrados por Amani et al.,
(1998), que sugeriram que diferentes linhagens do hospedeiro apresentavam relevancia
para o desenvolvimento de MC, da mesma forma que diferengas entre parasitos
parecem ter igual importancia na determinacao da viruléncia.

As analises histopatologicas de cérebros de camundongos infectados revelaram, a
partir do terceiro dia de infeccdo, alteragdes semelhantes as descritas na MC que
refletem as perturbagdes locais induzidas pela infeccdo. Desta forma, ndo podemos
descartar o envolvimento cerebral nestes animais, em conjunto com outras repercussoes
acarretadas pela infecgao.

Um estudo utilizando a cepa NK65 de P. berghei demonstrou que a infec¢do com
a forma sangiliinea do parasito em camundongos C57Bl/6 causa infiltrado de células
mononucleares no figado e, conseqlientemente, dano hepatico maci¢o (YOSHIMOTO et
al., 1998). No nosso estudo, através da andlise histopatoldgica do tecido hepatico, foi
encontrado um perfil de lesdo nas duas linhagens (dados ndo mostrados), que pode ser
um dos fatores diretamente envolvidos na patogénese da manifestacdo grave que
acometeu os animais. Entretanto, ndo foi objetivo deste trabalho avaliar o envolvimento

hepatico neste modelo.
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Avaliacdo da resposta inflamatoria cerebral através da técnica de microscopia

intravital

Sob condi¢des normais, os leucocitos sao mantidos no centro dos vasos
sangiiineos. Durante a resposta inflamatoria, a indu¢cdo de moléculas de adesdo nas
células endoteliais, bem como na superficie dos leucdcitos, favorece o deslocamento
destes para a periferia dos vasos e, conseqiientemente, a interacdo com o endotélio e
extravasamento vascular. Na malaria, as moléculas de adesdo estdo envolvidas no
seqiiestro das células dentro da microcirculagdo cerebral e em outros 6rgaos. Além de
ICAM-1, outras moléculas de adesdo, como P-seletina (UDOMSANGPECH et al., 1997),
VCAM-1 (JACKOBSEN et al., 1994) e PECAM-1 (TREUTIGER et al., 1997), parecem
estar implicadas no mecanismo de adesao do eritrocito parasitado ao endotélio. Além de
apresentarem um papel importante no mecanismo de interagdo eritrocito-endotélio, as
moléculas de adesdo estdo envolvidas nas interagdes leucocito-endotélio (CHANG et al.,
2003) e plaqueta-endotélio (SUN et al., 2003), as quais ja foram descritas em modelos
experimentais de maldria grave. Uma caracteristica importante de se salientar ¢ a
analogia entre seqiiestro de eritrocitos parasitados e recrutamento de leucocitos. Ja foi
demonstrado que a ligagdo de eritrécitos ndo ¢ unicamente estatica, uma vez que pode
acontecer uma interagao semelhante ao processo de rolamento (COOKE ef al., 1994).

No presente estudo, através da técnica de microscopia intravital nos vasos da
pia-mater, foram verificadas as intera¢des leucocitos-endotélio durante o processo de
recrutamento. O potencial aumento do recrutamento basal induzido pela manipulagdo
cirtirgica foi considerado, o que justifica 0 uso de animais sem infeccdo que sdo
submetidos a todos os procedimentos da técnica e utilizados como controle.

Foi verificado nas duas linhagens, através do uso desta técnica, um aumento
significativo no nimero de leucdcitos em processo de rolamento e adesdo nos animais
infectados (5dpi) em relagdo a animais controles ndo-infectados. Estes resultados foram
corroborados com os dados da analise histopatologica, demonstrando um aumento do
influxo de leucdcitos para o parénquima cerebral e lesdo inflamatoria dos animais
infectados quando comparados com o grupo controle. Uma importante limitagdo da
técnica ¢ a incapacidade de distinguir as subpopulacdes de leucdcitos recrutados
(neutréfilos, eosindfilos, mondcitos, linfocitos T), o que deve ser realizado por
metodologias complementares (LEY, 2001). Através da analise histopatologica realizada

no tecido cerebral de animais infectados, verificou-se um acumulo de linfocitos no
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parénquima cerebral de animais C57Bl/6 infectados, como demonstrado na Figura 7-D.
Desta forma, a diminui¢dao deste tipo celular no sangue periférico de ambas as
linhagens, detectada através de esfregaco sangiiineo no quinto dia pdés-infecgdo, pode
ser conseqliéncia direta do recrutamento predominante de linfocitos para o parénquima
cerebral e de outros 6rgios, como figado e bago (dados ndo mostrados).

Para a técnica de microscopia intravital, as caracteristicas do tecido avaliado
apresentam relevancia e devem ser consideradas. A investigacdo do recrutamento de
leucocitos por microscopia intravital em tecidos transliicidos, como mesentério e fascia
espermatica, permite que as etapas de rolamento, adesdo e transmigragdo possam ser
visualizadas sem a utilizacdo de métodos de contraste. Entretanto, para 6rgdos ndo
translicidos, como o tecido cerebral, o estudo ¢ viavel somente com a utilizacdo da
epifluorescéncia, e permite a visualizacdo dos processos de rolamento e adesao (LEY,
2001). Visto que a adesdo ¢ uma etapa essencial para que ocorra a transmigracao através
do endotélio para o sitio de inflamacdo (KERFOOT & KUBES, 2002), o aumento da
adesdo leucocitaria observado pela microscopia intravital estd diretamente associado ao
infiltrado inflamatoério identificado nos animais infectados por técnicas histologicas.

Os resultados da microscopia intravital demonstraram uma diferenca numérica ndo
proporcional entre os eventos de rolamento e adesdo de leucdcitos, quando se analisa
cada linhagem. Camundongos infectados da linhagem BALB/c apresentaram menor
nimero de células rolando (11,74 % 3,166 células rolando/min) em relagdo ao nimero
de células aderidas (37,29 * 9,690 células aderidas/100pm). Um perfil oposto foi
verificado nos animais C57BI/6 infectados, com predominio de células em processo de
rolamento (25,82 = 3,212 células rolando/min) em relacdo ao numero de células
aderidas (18,45 = 1,555 células aderidas/100um). Entretanto, sabe-se que os processos
de rolamento e adesdo sdo dois eventos moleculares distintos, onde o rolamento nao é
um pré-requisito obrigatério para a adesdo. A importancia do rolamento na
microcirculagdo cerebral ndo foi totalmente esclarecida. Estudos demonstraram que um
rolamento transiente pode acarretar em adesdo rapida de leucdcitos, em um processo
facilitado por plaquetas ligadas a microcirculagdo, que também expressam P-seletina.
Assim, na microcirculacdo cerebral, os leucdcitos podem interagir preferencialmente
nas plaquetas do que diretamente no endotélio cerebral (CARVALHO-TAVARES et al.,

2000). Desta forma, parametros fisioldgicos, como interacdo de leucécitos a outros
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elementos sangiiineos e propriedades do endotélio, modulam e determinam o sucesso do
recrutamento (LEY, 2001).

Adicionalmente, o acimulo de leucdcitos e plaquetas na microcirculagdo cerebral
tem papel direto na patogénese da MC, sendo capaz de amplificar os processos
inflamatorios. Estudos demonstram que plaquetas podem estar diretamente envolvidas
na citoaderéncia de eritrocitos parasitados, uma vez que podem atuar como ponte entre
as células endoteliais e o eritrocito, em um mecanismo alternativo. Entretanto, este
modelo proposto ndo exclui o ja existente [ 1o de adesdo direta do eritrocito ao endotélio
(WASSMER et al., 2004). A adesdo de plaquetas a células endoteliais ¢ estimulada por
TNF-a, durante uma condi¢do inflamatoria (LOU et al., 1997). Estudos postmortem em
criangas africanas com MC tém demonstrado acimulo de plaquetas no sitio de seqiiestro
de eritrdcitos parasitados (GRAU et al., 2003).

A adesdo de eritrécitos parasitados, leucocitos e plaquetas podem resultar na
disfun¢ao da BHE, com efeitos deletérios sobre a integridade do endotélio (WASSMER et
al., 2006). Ja foi reportado que neutrofilos e plaquetas podem acumular no tecido e/ou
sdo capazes de produzir moléculas citoliticas, como metaloproteinases, que podem lesar
as células endoteliais (CHEN et al., 2000; GRAU et al., 2003). A liberagao de
microparticulas por plaquetas pode alterar o metabolismo das células do endotélio,
induzindo a producdo de ciclooxigenase-2 (COX-2) e prostaglandinas (PG), que podem
afetar a permeabilidade vascular e induzir apoptose de células endoteliais (BALLABH et

al., 2004).

Alteracao na permeabilidade vascular da BHE

Durante condigdes inflamatdrias, varios mediadores quimicos liberados, como a
bradicinina, a ciclooxigenase-2 (COX-2) e prostaglandinas (PG), induzem o aumento da
permeabilidade da barreira, facilitando o acesso de leucocitos ativados para o
parénquima do SNC (BALLABH et al., 2004). O aumento do trafego de leucocitos para o
parénquima cerebral, comprovado por estudos de microscopia intravital e histologia,
sugere possiveis alteracdes na permeabilidade da BHE. Varios estudos tém demonstrado
que a BHE ¢ comprometida durante a infec¢do por P. berghei ANKA (PIGUET et al.,
2000; THUMWOOD et al., 1988). Estudos utilizando o extravasamento de corantes para o
parénquima cerebral tém demonstrado que a permeabilidade vascular ¢ marcadamente

aumentada no cérebro, sendo um importante evento para a patogé€nese da malaria (VAN
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DE HEYDE et al., 2001). Neill & Hunt (1992), em um estudo utilizando camundongos
CBA infectados com P. berghei ANKA, reportaram o aumento do extravasamento do
corante azul de Monostral em todos os 6rgaos analisados (cérebro, pulmao, figado, bago
e rim). Desta forma, para comprovar a hipdtese de aumento da permeabilidade vascular
da BHE neste modelo, utilizou-se um protocolo de permeabilidade da BHE através da
determinagdo espectrofotométrica do corante azul de Evans extravasado da vasculatura
para o tecido cerebral.

O azul de Evans quando injetado na corrente sangiliinea se liga a proteinas
plasmaticas, especialmente a albumina. Alteracdes na permeabilidade vascular
acarretam a saida do corante do limen vascular para o tecido intersticial. Estudos
demonstraram que na malaria experimental, o escape do corante para o parénquima
cerebral coincide com areas de hemorragias (VAN DE HEYDE et al., 2001). O dano
endotelial acarretado por mediadores inflamatdrios tem sido implicado como uma causa
provavel da disfun¢do da integridade da BHE (WASSMER ef al., 2006).

Os resultados da quantificagdo do extravasamento do azul de Evans indicam um
grau de disfungdo da BHE em animais infectados, com cinco dias de infec¢do, em
relacdo aos animais controle. Este dado comprova a disfun¢do da BHE acarretada pela
infec¢do e demonstra a capacidade desta metodologia para avaliagdo da permeabilidade
vascular da barreira de animais infectados com P. berghei NK65.

Entretanto, o mecanismo de passagem de macromoléculas, como proteinas,
através da barreira endotelial cerebral em condigdes inflamatérias tem sido
extensivamente debatido, com alguns resultados controversos. O incremento desta
permeabilidade vascular pode estar associado tanto ao aumento dos eventos de
pinocitose quanto a disfun¢do das jungdes inter-endoteliais na BHE (RISAU &
WOLBURG, 1990). Outro possivel mecanismo que justifica esta disfun¢ao pode envolver
a destruicao do endotélio em decorréncia dos eventos apoptoticos induzidos por varios
tipos celulares, como eritrdcitos, plaquetas e leucocitos (WASSMER et al., 2006).

Esta alteragdo funcional da BHE seria pré-requisito necessario para
desenvolvimento e formacdo de edema cerebral, como demonstrado por Favre et al.
(1999). Tal dado vai de encontro ao verificado nos achados histopatoldgicos do nosso
trabalho, sugerindo que o edema observado ¢ conseqiiéncia do extravasamento de
liquido excessivo decorrente da disfuncdo da barreira. Alteracdes do metabolismo

acarretadas pela infec¢do, como o aumento da concentragdao de lactato, em conjunto
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com a disfuncdo da BHE, podem ter implicagdes diretas no SNC e na mortalidade dos
animais (PENET et al., 2005).

Nossos resultados demonstram que o tecido cerebral apresentou uma mudanga
pronunciada na permeabilidade vascular nos animais infectados em relacdo aos animais
controle.

Adicionalmente, ¢ necessario destacar que a técnica utilizando o azul de Evans
tem se mostrado eficaz e equivalente a metodologias utilizando marcagao radioativa

(VAN DE HEYDE et al., 2001).

Quantificacdo da concentracgio das citocinas e quimiocinas

A producao de citocinas pro-inflamatdrias exerce um controle da parasitemia na
fase inicial da infec¢do. Entretanto, uma produgdo excessiva no sitio de infeccdo pode
exercer um importante papel para o recrutamento e ativacdo de leucdcitos de forma
exagerada. Estudos em humanos demonstraram a expressao de citocinas pro-
inflamatoérias, incluindo TNF-a e IFN-y, em tecido cerebral humano postmortem
(BROWN et al., 1999). Sua producao por microglia e astrécitos em modelo experimental
de MC sugere sua participacdo em manter uma resposta inflamatéria (MEDANA et al.,
1997b). Desta forma, leucocitos ativados dentro do SNC seriam capazes de ativar outras
populacdes celulares e induzir uma maior produ¢do de TNF-a e, conseqiiente producao
de moléculas de adesdo (CARVALHO-TAVARES ef al., 2000), o que aumentaria o influxo
celular. Estudos em humanos demonstraram o aumento dos niveis plasmaticos de TNF-
a, IFN-y, IL-1p e IL-6 na maldria grave, com provavel contribuicdo para a patogénese
da doenca. Adicionalmente, sabe-se que o TNF-a induz apoptose e pode estar associado
a disfun¢do da BHE durante a MC.

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram um aumento significativo na
concentragdo de TNF-a no cérebro de camundongos C57BIl/6 infectados em relagdo aos
controles. Tal dado corrobora com a literatura que indica o aumento da expressao local
desta citocina na infeccdo murina por P. berghei ANKA em linhagens consideradas
susceptiveis a MC; isto ¢ a linhagem C57Bl/6 (JENNINGS et al., 1997). Desta forma, este
dado fortalece que a infeccdo por P. berghei NK65 ¢é capaz de induzir uma resposta

semelhante a obtida pela cepa ANKA.
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A producao exacerbada de TNF-a pelo hospedeiro em resposta a infeccao tém
sido capaz de provocar anormalidades sistémicas, como a anorexia € O
comprometimento renal. Os resultados obtidos da analise da concentragdo desta citocina
no soro de animais infectados e controles demonstraram um aumento em decorréncia da
infec¢do. Adicionalmente, tal dado corrobora os resultados obtidos por Grau et al.
(1987), que demonstraram um aumento dos niveis séricos de TNF-a, que esta
diretamente envolvido na patogénese da infec¢do por P. berghei ANKA.

Em conjunto com dados da literatura, a distribui¢do diferencial da citocina TNF-
a, de acordo com a linhagem do hospedeiro, indica um perfil distinto do envolvimento
na patogénese da doenca. Animais da linhagem C57Bl/6 apresentaram uma infec¢do
aguda e de letalidade precoce, juntamente com alteragdes histopatologicas
pronunciadas. Estas caracteristicas podem ser conseqiiéncia da participagao direta do
TNF-a para o comprometimento cerebral, em adi¢cdo ao envolvimento sistémico. Para a
linhagem BALB/c, que apresentou um aumento da concentragdo da citocina apenas no
soro dos animais infectados, as repercussdes seriam limitadas as manifestacdes
sistémicas apresentadas pelos animais infectados.

Embora os mecanismos que regulam a entrada de leucécitos no SNC ainda nao
estejam totalmente elucidados, estudos anteriores indicam um importante papel
regulador das quimiocinas durante o recrutamento de leucécitos, inclusive nos processo
de transmigra¢do através da BHE (BABCOCK et al., 2003). As quimiocinas exercem um
papel central em doengas que o recrutamento celular tem um papel deletério. Sua fungao
ndo ¢ limitada ao recrutamento, uma vez que também apresenta fungdo de ativacao
celular, diferenciacdo e degranulagdo. Sabe-se que as quimiocinas controlam a migragao
de células T, mondcitos e microglia dentro do parénquima cerebral (MAHAD et al.,
2003).

Entretanto, a analise da expressao de quimiocinas nao pode ser focada somente
no ambito sistémico, despertando a idéia de analisar os niveis de quimiocinas, in locu,
uma vez que a producdo local serve como evidéncia direta do envolvimento do SNC na
doenca. Considerando que hd uma escassez de dados relativos a importancia das
quimiocinas para o estudo da maldria experimental, utilizamos sobrenadante de
homogenato de cérebro, a fim de quantificar a produgdo de quimiocinas em

camundongos BALB/c e C57Bl/6, infectados com P. berghei NK65. Estes resultados
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sdo relevantes para o entendimento do papel local de quimiocinas na imunopatogénese
da MC.

O estudo comparativo da produgdo de quimiocinas neste modelo experimental
de malaria grave induzida por P. berghei NK65 demonstrou um aumento significativo
dos niveis das quimiocinas RANTES/CCLS, MIG/CXCL9 e MCP-1/CCL2 nos animais
infectados, com relacdo aos respectivos controles. Estes resultados sdo similares ao
estudo comparativo da producdo quimiocinas realizado por Hanum et al. (2003) que
também demonstrou o aumento na expressao localizada das quimiocinas MCP-1/CCL2
e RANTES/CCLS5 em tecido cerebral de camundongos infectados.

O aumento da concentragdo destas quimiocinas no tecido cerebral de animais
infectados sugere uma participacdo destas moléculas no processo inflamatério e
corrobora com os dados de microscopia intravital que demonstra aumento do processo
inflamatorio no parénquima cerebral. A quimiocina MIG/CXCL9, membro da familia
CXC, ¢ descrita como molécula quimiotatica responsavel pelo recrutamento e
proliferacdao de linfocitos T (WHITING et al., 2004). J& as quimiocinas MCP-1/CCL2 e
RANTES/CCLS5, membros da familia CC, atraem e ativam uma ampla diversidade de
células, como mondcitos, linfécitos T, basofilos e eosinofilos. O aumento da expressao
destas moléculas vai de encontro aos resultados obtidos por Hanum et a/ (2003), em um
modelo de MCE. Considerando que, no nosso estudo, demonstramos um aumento no
recrutamento de leucécitos, podemos sugerir que as quimiocinas poderiam estar
modulando a expressao de moléculas de adesdo envolvidas nestas etapas, tais como as
seletinas e as integrinas.

A quimiocina MCP-1/CCL2 ¢ responsavel pela ativacdo de mondcitos, induzindo
sua migracdo da circulagdo sangiiinea para tornarem-se macrofagos teciduais. E
apontada como uma molécula efetiva durante a infiltracao de células mononucleares
para o SNC em diferentes condi¢des inflamatdrias (KELDER et al., 1998; SCARPINI et
al., 2002). Em vérias condigdes, astrocitos tém sido implicados como a principal fonte
desta quimiocina no SNC. Desta forma, estudos tém mostrado que sua acdo estd
associada com a alteragdo da integridade da BHE, que facilita sua distribuicdo para o
compartimento vascular. Cultura de células endoteliais da microvasculatura cerebral
tratada com MCP-1/CCL2, apresentou uma diminui¢do da expressdo de proteinas
associadas as jungoes intercelulares da BHE, como a ocludina e a caveolina. Portanto,
essas evidéncias sugerem que a MCP-1/CCL2 possa induzir uma alteragdo na

integridade vascular da BHE, promovendo uma maior permeabilidade (SONG &

72



PACHTER, 2004). Por outro lado, foi demonstrado que CCR2 ndo ¢ essencial ao
desenvolvimento da MCE (BELNOUE et al., 2003a).

Um outro estudo demonstrou alteragdes marcantes no aumento da expressao de
mRNA de moléculas de adesdo, citocinas (IFN-y, TNF-a, IL-12, IL-4), iNOS e
quimiocinas, incluindo RANTES/CCLS e seus receptores (CCR1, CCR3 e CCRSY),
durante o pico de parasitemia de camundongos da linhagem Swiss infectados com P.
yoelii 17XL (SARFO et al., 2005). Adicionalmente, um estudo anterior, realizado em
camundongos CCR5™ infectados com P. berghei ANKA, demonstrou uma diminui¢ao
de susceptibilidade a MCE, quando comparados com animais C57Bl/6 selvagens
(BELNOUE et al., 2003b). Logo, existem evidéncias do papel desta quimiocina,
RANTES/CCLS, no envolvimento da patogénese da malaria cerebral. A quimiocina
RANTES/CCLS5 e seu receptor estdo envolvidos na formagdo de infiltrados
inflamatorios, apresentando um importante papel, em especial na manuteng¢do, no
prolongamento da resposta inflamatoria e no desenvolvimento da patologia cerebral.

A agdo das quimiocinas ¢ mediada através de receptores de superficie celular
especificos. Entretanto, a interagao receptor-quimiocina € caracterizada por consideravel
promiscuidade, onde um mesmo receptor interage com vdarias quimiocinas € uma
quimiocina ¢ capaz de ligar a diversos receptores. Diferentes quimiocinas, membros de
uma mesma familia podem ter um mesmo papel, em decorréncia das caracteristicas
compartilhadas entre elas (ONO et al., 2003). Logo, os fendmenos envolvidos no
recrutamento de leucocitos para o SNC ndo podem ser atribuidos exclusivamente ao
aumento da concentracdo e/ou da expressdo de uma determinada quimiocina.
Adicionalmente, no mecanismo de migra¢ao transendotelial, outras moléculas sao
atuantes, como as seletinas, as moléculas de adesao celular, expressadas na superficie
das células endoteliais e as integrinas expressadas nos leucocitos (LEY, 2001).

Embora, a fonte celular responséavel pela expressdo das quimiocinas e citocinas no
SNC nao foi objetivo do estudo, um estudo demonstrou que antigenos de P. berghei
ANKA podem induzir a producao destes mediadores inflamatorios por astrocitos
(HANUM et al., 2003).

Desta forma, nossos resultados demonstram que o processo inflamatério se
assemelha a uma encefalite e sdo consistentes com a idéia de que a migracao de células

para o tecido cerebral constitui um processo relevante para a progressao da doenca.
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Consideracoes finais

A malaria ¢ uma doenca parasitaria que aflige grande parte da populagdo
mundial, apresentando uma complexa interagdo entre caracteristicas ambientais, do
parasito e do hospedeiro. Exerce uma pressdo socio-economica e grande interesse
cientifico em grupos de pesquisa, com uma extensa publicacdo sobre o tema. Muitos
estudos apresentam resultados aparentemente contraditérios ou inconclusivos.
Entretanto, as variagdes da resposta imune nos estudos em humanos podem ser, em
parte, decorrente das variagdes geograficas das areas de estudo, que apresentam
diferencas na endemicidade. Estudos da patogénese da MC em adultos da Tailandia
diferem significativamente de estudos em criancas da Malésia e Quénia, demonstrando
que a MC ¢, na verdade um amplo espectro de entidades clinicas.

Logo, o estudo experimental da malaria grave apesar dos dados conflitantes e
aparentemente contraditorios ndo deve ser desmerecido, tendo em vista que as variagdes
sao decorrentes de um somatorio de eventos exdgenos e endogenos que podem interferir
na progressao e no espectro da doencga. Portanto, a infec¢dao por P. berghei cepa NK65
em camundongos apresenta similaridades com a infeccdo humana, desenvolvendo
manifestagdes clinicas tipicas da maléria grave por P. falciparum.

Estudos humanos, muitas vezes sdo limitados a observacodes postmortem. Logo a
infeccdo de linhagens susceptiveis de camundongos proporciona um modelo largamente
utilizado que compartilha caracteristicas com a doenga humana, especialmente uma
resposta imune deletéria (LOU et al., 2001).

De acordo com aspectos histologicos descritos para o modelo de MC utilizando
P. berghei ANKA (MEDANA et al., 2001), podemos verificar que o modelo estudado
compartilha caracteristicas, como hemorragias, disfuncdo da BHE e edema. Baseando
nestes resultados podemos sugerir que hd um comprometimento cerebral nos
camundongos infectados com a cepa NK65 de P. berghei, especialmente em animais da

linhagem C57Bl/6.
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7 — Conclusoes



No presente trabalho, utilizando o modelo murino, foi avaliada a resposta

inflamatoria cerebral envolvida na infec¢do de camundongos BALB/c e C57Bl/6 jovens

com P. berghei cepa NK65. Os resultados obtidos demonstram que:

R/
A X4

X/
L X4

K/
£ %4

A parasitemia em camundongos jovens infectados com a cepa NK65 de
P. berghei apresentou evolucgao gradual, porém mais branda na linhagem

C57Bl/6.

A infec¢do por P. berghei NK65 apresenta um curso agudo e letal mais
pronunciado na linhagem C57Bl/6, com manifestagdes clinicas mais

evidentes.

As alteracdes histopatoldgicas observadas em cérebro de camundongos
C57Bl/6 foram precoces e exuberantes em relacdo aos animais da
linhagem BALB/c, demonstrando uma maior susceptibilidade daquela
linhagem a infeccdo por P. berghei NK65. O quadro histolégico
mimetiza alteragdes encontradas em infec¢des humanas induzidas por P.

falciparum.

O recrutamento de leucocitos para o SNC foi evidenciado como etapa
marcante na patogenia da infec¢do, com um aumento de células em
rolamento e aderidas na regido perivascular da pia-mater. O aumento no
processo de migracdo celular foi condizente com o aparecimento das

manifestagdes clinicas e histopatologicas da doenca.

Através do protocolo de permeabilidade da BHE com o corante azul de
Evans, demonstrou-se que a infeccdo por P. berghei NK65 ¢ capaz de
modificar a permeabilidade vascular do tecido cerebral dos animais

infectados em relagdao aos animais controle.
A diminui¢do de leucocitos totais no sangue periférico de animais

infectados pode ser conseqiiéncia do aumento dos eventos de

recrutamento celular em decorréncia da infeccao.

76



% A redugdo de linfocitos no sangue periférico de animais infectados pode
estar relacionada diretamente com o seqiiestro deste tipo celular no

parénquima cerebral de animais infectados.

X/
°e

As citocinas TNF-a e IFN-y e as quimiocinas MCP-1/CCL2,
RANTES/CCL5 e MIG/CXCL9 mostraram-se importantes moléculas no
modelo estudado, com um aumento dos seus niveis no tecido nervoso
durante as manifestacoes clinicas da doenca e os eventos recrutamento de

leucécitos para o SNC.

X/
°e

A investigacdo da interacdo leucocitaria no endotélio da microcirculacao
cerebral, através da técnica de microscopia intravital, associada a
avaliacdo da expressao das quimiocinas foram capazes de comprovar o
envolvimento de uma resposta inflamatoria no sistema nervoso central de

camundongos experimentalmente infectados com P. berghei NK65.
« A infecgdo de camundongos jovens da linhagem C57B1/6 com P. berghei

NK65 pode representar um bom modelo para estudos dos mecanismos

envolvidos na determina¢do do quadro de MC por P. falciparum.
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8. Perspectivas



A retencdo de esquizontes maduros no bago e figado ¢ um evento comum na
infec¢do acarretada por P. berghei. Resultados preliminares da andlise histopatologica
realizada em bago e figado confirmou a retengdo de formas maduras e de pigmento
malérico nestes 6rgaos. Portanto, existe o interesse para verificar as manifestagdes da
malaria grave em diferentes orgdos (figado, baco, pulmdo e rim) e realizar a
quantificagdo de elementos associadas as manifestacdes clinicas em camundongos
BALB/c e C57Bl/6 infectados com a cepa NK65 de P. berghei.

Adicionalmente, trabalhos sugerem que a idade influencia profundamente a
parasitemia e sobrevida de ratos infectados com P. berghei (ZUCKERMAN & YOELI,
1954). Este modelo demonstrou que a idade foi inversamente relacionada a parasitemia
e mortalidade dos animais (SINGER et al., 1955).

Camundongos jovens infectados com P. berghei cepa NK65 podem apresentar
uma maior susceptibilidade a infeccdo, devido a deficiéncia no controle da infeccao,
apresentando maiores complica¢des da malaria grave. Esta hipotese ¢ fortalecida por um
estudo realizado com camundongos (BALB/c X C57BL/6)F1 infectados com estagio
sangiiineo de P. berghei ANKA. Este experimento demonstrou um perfil de
susceptibilidade dos camundongos relacionado com a idade. A infec¢do por P. berghei
ANKA em camundongos considerados jovens (oito semanas) freqiientemente resulta
em sintomas neurologicos € morte precoce dos animais. Estes sintomas, caracteristicos
da MC, demonstraram ser menos freqlientes em animais velhos (15-20 semanas)
pertencentes a mesma linhagem (HEARN et al., 2000). Resultados preliminares do nosso
grupo, utilizando camundongos BALB/c velhos (15-20 semanas) infectados com P.
berghei cepa NK65, tém demonstrado uma resposta diferencial a infec¢dao, com controle
nas taxas de parasitemia e morte retardada. Desta forma, o impacto da idade ¢ um fator
que ndo deve ser desconsiderado para o estudo da MC experimental (ADAM et al.,
2003).

Desta forma, sera objetivo analisar as possiveis diferencas de susceptibilidade
relacionadas a idade, através de estudos utilizando camundongos BALB/c e C57Bl1/6

com 15-20 semanas de idade.
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