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“De trés maneiras se adquire a sabedoria: a primeira é
pela reflexdo, que é a mais nobre; a segunda, pela
imitacdo, que é a mais simples; e a terceira € pela

experiéncia, que é a mais amarga.”’

Confucio (551-479 a.C.)

6«

uitas vezes, a causa principal da pobreza em ciéncia,
é a riqueza presumida. A finalidade da ciéncia ndo é
abrir a porta ao saber infinito. Mas colocar um limite a

infinitude do erro.’

Bertold Brecht, in Galileu Galilei
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RESUMO

Maléaria € uma das doencas infecciosas de maior causa de morte no mundo. Modelos
experimentais sdo necessarios para melhor compreensdo de mecanismos envolvidos na
patogénese de doengas e desenvolvimento de novos tratamentos. Galinhas infectadas com
Plasmodium gallinaceum fornecem bom modelo de malaria devido a proximidade
filogenética com o Plasmodium de humano assim como aspectos clinicos comuns, como a
malaria cerebral. O presente estudo objetivou investigar a participa¢do do 6xido nitrico no
desenvolvimento da maléria aviéria, através do tratamento ou ndo com aminoguanidina
(AG - inibidor da enzima Oxido Nitrico Sintase) in vivo de galinhas infectadas
experimentalmente com P. gallinaceum. Foi verificado sobrevida, hematologia classica,
bioguimica sérica e patologia nos animais no percurso da infeccdo. Observou-se maior
sobrevida nos animais tratados com AG, apesar de parasitemias mais elevadas. Houve
ainda diminuigdo nos parametros hematoldgicos e aumento no VVolume Corpuscular Médio
de hemacias, indicando resposta medular para anemia. Linfopenia e trombocitopenia foram
detectadas em animais infectados, com menor propor¢do nos animais tratados. Mondcitos,
linfocitos e heter6filos apresentaram aumento de tamanho e alteragcBes que indicam
ativacdo. Trombdcitos também aumentaram de tamanho durante a infeccdo e apresentaram
morfologia atipica. Os animais tratados mostraram lesdes mais brandas nas seccOes
histopatoldgicas de cérebro, figado e baco, além de producdo diminuida de NO, mesmo em
alta parasitemia, em relacdo aos animais ndo tratados. Esses resultados confirmam a
participacdo do mediador quimico 6xido nitrico na patogénese da malédria no modelo

experimental aviario.

Palavras-chave: malaria, Oxido nitrico, galinha, Plasmodium gallinaceum,

aminoguanidina, trombdcito.



ABSTRACT

Malaria causes major losses to human populations in the world. Experimental models are
needed for a better understanding of the pathological mechanisms of the diseases and the
development of new treatments. Chickens infected with Plasmodium gallinaceum
constitute an adequate malaria model due to the phylogenetic proximity of this parasite to
human Plasmodium as well as similarities in disease manifestation, as cerebral malaria.
The aim of the present study was to investigate the role of nitric oxide in avian malaria
development in chickens experimentally infected with P. gallinaceum, treated or not with
aminoguanidine (AG - nitric oxide synthase inhibitor). Survival, classical hematology,
serum biochemistry and pathology was assayed during the development of the disease. The
greatest survival was observed in animals treated with AG that also presented higher
parasitemia. Decrease in hematological parameters and Mean Corspucular Volume of
erythrocytes increase was showed, indicating bone marrow response to anemia.
Lymphopenia and thrombocytopenia were detected in infected animals, but not at the same
proportion in treated animals. Monocytes, lymphocytes and heterophils showed an increase
in size and changes that indicated activation. Thrombocytes were also higher with the
infection and with atypical morphology. Treated animals showed fewer lesions in
histological sections of brain, liver and spleen, and NO production decreased, principally
during high parasitemia, compared to untreated animals. These results characterize the
participation of the chemistry mediator nitric oxide in the pathogenesis of malaria in the

avian model.

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

thrombocytes.
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1. INTRODUCAO

1.1 MALARIA: CONSIDERACOES GERAIS

Malaria é uma das mais importantes doencas infecciosas do mundo.
Silenciosamente atinge meio bilhdo de pessoas no planeta todos os anos, e leva ao 6bito
centenas de milhares delas, principalmente criangas (OMS, 2009). Além de sua ampla
distribuicdo pelo mundo, é relativamente comum em muitas espécies de animais (Schall,
1990; Slater, 2005; Snow et al., 2005; OMS, 2009). Caracterizada pela triade febre,
calafrio e cefaléia, a maléria é causada pelo hemoparasito do género Plasmodium
(protozoéarios do filo Apicomplexa) e transmitida por vetores anofelinos fémeas,
principalmente Anopheles darlingi (Krettli, 1994). Atualmente, aproximadamente 200
espécies de Plasmodium j& foram identificadas, e sdo comuns a muitas espécies de
vertebrados, como aves, répteis e mamiferos, sendo transmitidas por vetores hematéfagos
(Krettli, 1994; Valkiunas, 2005; Slater, 2005).

Em humanos, foram reconhecidas apenas quatro espécies causadoras da
malaria: Plasmodium vivax, P. falciparum, P. malariae e P. ovale (Bruce-Chwatt, 1980).
Destas, apenas o P. ovale ndo é encontrado no Brasil. O P. vivax é o responsavel pelo
maior nimero de casos clinicos, no entanto, 0 maior nimero de mortes é atribuido ao P.
falciparum, que causa a malaria grave com acometimento de multiplos 6rgaos, dentre eles
o0 cérebro (OMS, 2009). Recentemente, foi descrito infeccdo em humanos por P. knowlesi,
antes descrito apenas como parasito de primatas ndo-humano (Ta Tang et al., 2010). Em

outros vertebrados, podemos destacar as especies P. berghei e P. chabaudi, responsaveis



pela infeccdo em camundongos (Slater, 2005), e P. juxtanucleare e P. gallinaceum,

responsaveis pela infeccdo em galinhas (Garnhan, 1966; Slater, 2005).

1.1.1 Ciclo biolégico do género Plasmodium

O ciclo é do tipo heteroexénico, com necessidade de dois hospedeiros — um
definitivo para a fase sexuada ou esporogdnica (artropode) e um intermediario para a fase
assexuada ou esquizogoénica (vertebrado). Os plasmodios possuem complexo ciclo de vida,
com varias formas dentro de cada hospedeiro que pode se diferenciar dependendo da
espécie envolvida. De modo geral, o ciclo inicia logo apds a picada do mosquito, que no
repasto sanguineo injeta os esporozoitos (forma infectante para o hospedeiro vertebrado)
acumulados nas glandulas salivares. Estas formas, pequenas e mdveis, permanecem na
corrente sanguinea por 15-45 minutos, apds os quais, desaparecem do sangue e Sao
encaminhadas até o figado onde invadem os hepatdcitos. Nos hepatdcitos, o parasito
reproduz assexuadamente, formando os esquizontes hepaticos. Apds 4 a 12 dias,
dependendo da espécie, as células parasitadas se rompem, liberando 0os merozoitos nos
capilares intra-hepaticos (Moore et al., 2002; Jaramillo et al., 2004; Slater, 2005).

Nas infec¢cdes por P. falciparum e P. malariae, 0s esquizontes teciduais sdo
liberados ao mesmo tempo, enquanto que nas infeccdes por P. vivax e P. ovale, formas
denominadas hipnozoitos, persistem no interior dos hepatocitos, ficando latentes no figado
por varios meses. As recaidas observadas em infeccdes por estas duas espécies sao
atribuidas a estas formas latentes (Moore et al., 2002).

Cada merozoito é capaz de invadir uma hemacia e reproduzir assexuadamente,
originando milhares, que se transformam em trofozoitos jovens, os quais crescem e
dividem-se originando 0s esquizontes hematicos, que sdo liberados ap6s rompimento das

hemécias, sob a forma de merozoitos, 0s quais invadem novas hemadcias e o ciclo,



denominado esquizogonia eritrocitica, € renovado (Moore et al., 2002). A ruptura das
heméacias é a causa da febre malarica, sendo nesta etapa do ciclo que o0s parasitos
metabolizam a hemoglobina da hemacia, originando a hemozoina ou pigmento malarico, o
qual é depositado em diversos 6rgdos durante o quadro clinico da doenca. Ap0Os varios
ciclos de reproducdo, multiplos novos merozoitos crescem e transformam-se em
gametdcitos (formas sexuadas), que se diferenciam em masculinos e femininos, micro e
macrogametocitos, respectivamente. Esses gametdcitos circulantes sdo as formas
infectantes para 0 mosquito (Moore et al., 2002).

O ciclo no mosquito é iniciado com o repasto sanguineo em individuo portador
das formas sexuadas do parasito. No estbmago do mosquito 0 macrogametdcito da origem
ao macrogameta e o microgametdcito sofre mitoses, resultando em oito ndcleos que
formam microgametas, por processo denominado exflagelacdo. Apos unido dos gametas,
hd a formacdo de uma célula ovo ou zigoto. Algumas horas depois, o zigoto, agora
chamado oocineto, migra para o epitélio intestinal do mosquito alojando-se no préprio
epitélio ou entre este e a membrana basal. Adquire entdo um envoltério protetor,
transformando-se em oocisto, dando inicio a uma multiplicacdo esporogbnica gerando
milhares de esporozoitos, que apo6s ruptura do oocisto maduro, sdo liberados na hemolinfa
do inseto de onde migram para a glandula salivar e serdo passados a um novo hospedeiro,

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

1.1.2 Manifestacgoes clinicas

As principais manifestac@es clinico-patologicas relacionadas a doencga estdo
associadas ao ciclo biolégico do plasmédio e surgem no inicio do ciclo eritrocitico. Os
achados clinicos e patoldgicos sdo consequéncias de processos resultantes da invasao e

ruptura da hemacia ou da obstrucdo de vasos capilares profundos. A patogenia da malaria



passou a ser considerada como resultado da producdo de citocinas pro-inflamatorias (-
TNF-0, interleucinas (como IL-1, IL-6), linfotoxinas e INF-y) ap0s o inicio de estudos que
proporcionaram melhor conhecimento da participacdo das citocinas na resposta imune. A
liberacdo destas citocinas é disparada pela infec¢do do parasito ou por toxinas parasitarias
liberadas com a ruptura dos esquizontes, que causam o quadro caracteristico da doenca
(Clark et al, 1997; Daniel-Ribeiro & Ferreira-da-Cruz, 2000; Wassmer et al., 2003).
Dependendo da espécie, as manifestacdes clinicas podem evoluir e causar quadro de
maldria cerebral, que é a principal causa de morte pela doenca (Green et al., 1994; Hunt &

Grau, 2003; Clark & Cowden, 2003).

1.1.3 Modelos experimentais

Como uma das principais causas de morte pela infeccdo do Plasmodium sp.
estd relacionada a malaria cerebral, inimeros trabalhos e modelos experimentais foram
desenvolvidos. Atualmente 0 modelo mais bem estudado é o de camundongos, com o P.
berghei cepa ANKA (causa malaria cerebral), no entanto encontramos modelos de
macacos, ratos, e aves (De Souza & Riley, 2002; Slater, 2005). Embora nenhum deles seja
exatamente igual a malaria humana, eles reproduzem alguns aspectos comuns relacionados
a patologia e imunologia, 0 que pode esclarecer mecanismos fisiologicos envolvidos na
patogénese da doenca (Mendis et al., 2001; De Souza & Riley, 2002; Slater, 2005).
Recentemente, foi descrito alteragcdes histopatologicas no cérebro, além de producdo de
oxido nitrico (NO), em galinhas infectadas por P. gallinaceum, tornando este modelo mais

uma ferramenta de estudos para a patogénese da doenca (Macchi et al., 2010).
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Figura 1. Ciclo de vida do género Plasmodium envolvendo o hospedeiro definitivo
(invertebrado/mosquito) e o hospedeiro intermediario (vertebrado/homem). (A-B) Ciclo
esquizogdnico no hospedeiro vertebrado; A, ciclo exo-eritrocitico e B, ciclo eritrocitico.
(C) Ciclo esporogbnico no hospedeiro invertebrado. (1) Injecdo de esporozoitos pelo
mosquito no repasto sanguineo, com posterior infeccdo de hepatdcitos (2) e formacdo de
esquizonte hepatico (3). A ruptura do esquizonte hepatico libera merozoitos (4) e inicia o
ciclo eritrocitico (5) com formacdo do esquizonte hematico (6), que ao romper as formas
liberadas, merozoitos hematicos, podem iniciar um novo ciclo eritrocitico ou evoluir para
gametdcitos, macho e fémea (7), formas infectantes para o mosquito. Ap6s o repasto
sanguineo (8), ha a fusdo dos gametdcitos (9) e inicio do ciclo esporogbnico, com o
surgimento da forma oocineto (10) e oocisto (11), que se rompe (12) liberando 0s
esporozoitos, formas infectantes para o hospedeiro vertebrado. Fonte: adaptado de

www.uni-tuebingen.de/modeling/images/malaria LifeCycle.qif.
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1.2 MALARIA AVIARIA: CONSIDERACOES GERAIS

Ha diversos estudos sobre a prevaléncia e os aspectos morfolégicos dos
parasitos da malaria aviaria, assim como aspectos da interacdo ecoldgica e evolutiva entre
0s parasitos e seus hospedeiros (Garnham, 1966; Swann, 1974; Perkins e Schall, 2002;
Slater, 2005).

A maléaria em galinhas domesticas pode ser causada por duas espécies de
plasmddios: Plasmodium juxtanucleare e Plasmodium gallinaceum, onde no Brasil apenas
o P. juxtanucleare é encontrado em infec¢do natural (Krettli, 1972; Mota et al., 2000).

Em 1935, o Plasmodium gallinaceum foi descrito por Brumpt ao observar
esfregacos sanguineos de galinhas domésticas. A partir de entdo foi um dos plasmdédios
mais estudados em todo o mundo como modelo para atividade de drogas com potencial
antimalarico (Paraense, 1946; Garnhan, 1966). As espécies de plasmddios possuem
comportamento diverso, onde uma espécie pode parasitar hospedeiros diferentes (silvestres
e domesticos) e ser transmitida por mosquitos em laboratérios ou ainda, passagens
sanguineas com sangue infectado, como ocorre com o P. gallinaceum (Garnham, 1966).

O modelo de malaria aviaria em galinhas domeésticas € interessante pelo fato do
P. gallinaceum estar, em alguns aspectos, préximo ao P. falciparum, e desencadear quadro
de maléaria clinica também semelhante, com sinais e sintomas de malaria cerebral
decorrente da forma exo-eritrocitica encontrada em cérebros de animais infectados
(Paraense, 1946). Dentre os aspectos semelhantes entre P. gallinaceum e P. falciparum
citamos o antigeno de superficie, a proteina circumesporozoita (CS). Essa proteina que
favorece a infecgdo apresenta grande similaridade entre as duas espécies (Krettli, 1994). A
proteina CS recobre a superficie de esporozoitos que invadem hepatdcitos em mamiferos e

macrofagos em aves. O gene que codifica a proteina CS do P. gallinaceum foi



caracterizado e comparado aos dominios funcionais de outros plasmodios e, na proteina

foram observadas as mesmas caracteristicas, incluindo sequéncia sinal secretora e regides

centrais com aminoacidos repetidos. A comparacdo das seqiiéncias sinais da proteina CS

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

P. falciparum (McCutchan et al., 1996) (Figura 2).
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Figura 2. Filograma baseado na analise da proteina circumesporozoita (CS). A, divisdo em

quatro grupos baseados na anélise da seqiiéncia sinal de aminoacidos: plasmédio aviario

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

roedores - R. B, arvore filogenética que mostra a localizagdo dos quatro grupos. Os

numeros mostrados acima dos ramos sdo porcentagens de bootstrap baseadas em 100

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



A relacdo do P. gallinaceum com outras espécies de plasmodios de mamiferos
é fonte de inimeras revisdes, com controveérsias entre elas (Waters et al., 1991; Siddall e
Barta, 1992; Escalante and Ayala, 1994; McCutchan et al., 1996; Qari et al., 1996; Perkins
e Schall, 2002; Roy e Irimia, 2008; Silva et al., 2010). Alguns estudos evolutivos
demonstram proximidade entre as espécies ao analisar diferentes sequéncias génicas
(McCutchan et al., 1996; Escalante e Ayala, 1994). Por outro lado, algumas recentes
analises de rara modificacbes nos genomas mitocondriais suportam a idéia de
monofiletismo das espécies de plasmodios de mamiferos (Roy e Irimia, 2008).

Silva et al. (2010), ao analisar 45 sequéncias génicas ortélogas de genoma
mitocondrial de oito espécies de plasmddio, mostra uma arvore em que o P. gallinaceum
aparece em posicdo com aspectos geneticos similares que o coloca proximo
filogeneticamente aos parasitos de primatas P. falciparum e P. Reichenowi (Figura 3). No
entanto, a resolucdo dessas questfes filogenéticas é prejudicada pelo pequeno nimero de
locos amostrados. As grandes distancias evolutivas envolvidas e viés na composicao de
nucleotideos de alguns genomas nucleares de Plasmodium, aumentam ainda mais essa
dificuldade (Silva et al., 2010).

As diferencas entre as espécies P. gallinaceum e P. falciparum estdo
principalmente relacionadas a complexidade do ciclo, como o desenvolvimento inicial do
esporozoito, que em mamiferos ocorre nos hepatdcitos, e em aves esta fase inicial do ciclo
ocorre nos macrofagos e células endoteliais (Huff et al., 1960; Krettli & Dantas, 2000). O
ciclo bioldgico de Plasmodium sp. em aves apresenta trés fases distintas: exo-eritrocitica e
eritrocitica, na ave e a fase esporogbnica no mosquito (Huff et al., 1960; Garnhan, 1966).
Na malaria por P. gallinaceum ocorre uma fase exo-eritrocitica secundaria, em
consequéncia da liberacdo dos merozoitos do primeiro ciclo exo-eritrocitico. Essas formas

invadem novas células teciduais e ddo continuidade ao ciclo (Krettli, 1994; Staines et al.,



2002). Existem evidéncias que sugerem que o P. falciparum utilize macréfagos teciduais
para seu transporte até os hepatocitos. No entanto, o ciclo eritrocitico nas duas espécies
estd relacionado as manifestacdes clinicas da doenca como a malaria cerebral (Paraense,

1946; Staines et al., 2002).
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Figura 3. Hipoteses alternativas para as relagdes filogenéticas entre as espécies de
Plasmodium. Pfal=P. falciparum; Prei=P. reichenowi; Pgal=P. gallinaceum; Pviv=P.
vivax; Pkno=P. knowlesi; Pyoe=P. yoelii; Pber=P. berghei; Pcha=P. chabaudi. Fonte: Silva

et al., 2010.

Frevert et al. (2008) demonstram o desenvolvimento inicial das formas exo-
eritrociticas de P. gallinaceum em aves com 2-4 dias de idade, expostas a picadas de
mosquitos A. aegypti infectados com esse plasmodium. Apds estabelecimento da infeccao
os estagios primarios foram localizados em diferentes 6rgdos. Foi mostrado estagios exo-
eritrociticos iniciais em figado, cérebro, baco, coracdo, rim e pulmédo. No figado, os
parasitos foram encontrados primeiramente nas células de Kupffer, com localizacdo no
sinusdide. Em galinhas, os esquizontes hepaticos sdo menores e com menos parasitos
quando comparados com os de mamiferos (Meis &Verhave, 1988; Frevert et al., 2008).

Quando analisaram o cérebro, 0s estagios exo-eritrociticos primarios no endotelio eram
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semelhantes em tamanho aos encontrados no figado. Microscopia eletronica revelou
estagios exoeritociticos primarios no interior das células de Kupffer do figado, macrofagos
esplénicos, endotélio vascular do pulméo, cérebro e coracdo, assim como nos rins (Frevert
et al., 2008).

A maléria na fase cronica é assintomatica e raramente fatal, porém torna as
aves hospedeiras fontes permanentes de infeccdo. J& na fase aguda da maléria, a ave pode
apresentar sintomas neurologicos, decorrentes de lesGes cerebrais, 0 que gera a
incoordenacdo motora, fraqueza nas pernas com eventuais paralisias e distlrbios
sistémicos como perda de apetite, diarréia com fezes esverdeadas, anemia, geralmente
evoluindo para a morte do animal (Permin e Juhl, 2002; Williams, 2005; Macchi et al.,
2010).0 modelo de maléaria aviaria em galinhas domésticas dominou os estudos da
biologia dessa doenca de 1890 a 1940 (Paraense, 1946; Garnhan, 1966) com um recente
retorno (Krettli et al., 2001; Permin and Juhl, 2002; Slater, 2005; Williams, 2005; Frevert
et al., 2008; Silveira et al., 2009; Macchi et al., 2010). Dessa forma, 0 modelo de maléria
aviaria se torna ferramenta alternativa para estudar a fisiopatologia da malaria cerebral,
principalmente por apresentar caracteristicas comuns tanto a malaria humana, quanto ao
bem estabelecido modelo experimental com P. berghei em camundongos (De Souza &
Riley, 2002). Assim, torna-se possivel investigar diversos aspectos da patogénese da
doenca com finalidade de compreender os mecanismos envolvidos. Além disso, 0 modelo
de maléria aviaria pode trazer novas perspectivas de testes de novos produtos bioativos
obtidos de plantas medicinais e melhorar a compreensdo de aspectos fisioldgicos e

imunoldgicos de galinhas, aves de grande importancia econdmica.
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1.3 MALARIA CEREBRAL

Vérias hipoteses tentam explicar os mecanismos envolvidos na patogénese da
malaria cerebral. As hemacias infectadas pelo P. falciparum possuem a capacidade de
aderir as células do endotélio da microcirculacédo, pois além da exposicéo dos antigenos do
parasito na membrana da hemacia (“knobs”), ha ainda a exposicdo de moléculas de adesao
ao endoteélio (Berendt et al., 1994; Hearn et al., 2000; Dietrich, 2002; Haldar et al., 2005).
Os antigenos do parasito modificam o metabolismo normal do eritrécito infectado,
favorecem a sobrevivéncia do parasito e sdo importantes para a patologia da malaria grave,
devido a ativacdo de moléculas de adesdo que permitem sua adesdo ao endotélio
(citoaderéncia) (Daniel-Ribeiro & Ferreira-da-Cruz, 2000; Clark & Cowden, 2003; Haldar
et al., 2005). A citoaderéncia compromete o fluxo sanguineo por obstrucdo de pequenos
vasos, 0 que causa hipoxia do tecido e acidose latica, e gera distirbios metabolicos no
hospedeiro (Dietrich, 2002). Também designa a adesdo de hemacias parasitadas a
heméacias ndo parasitadas (rosetas), que parece ser o fator potencializador da patologia
(Kirchgatter & Portillo, 2005).

Somente esse fenbmeno ndo explica as caracteristicas da malaria cerebral
(Clark et al., 1991; Clark & Cowden, 2003). Portanto, outra hipdtese sugere que a resposta
exacerbada do sistema imune, com envolvimento de células T, mondcitos, moléculas de
adesdo, citocinas e mediadores quimicos, como o NO, induz destruicdo tecidual (Medana

et al., 2001; Derouich-Guergour, 2001) (Figura 4).
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1. Orgao linféide
2. Vasos capilares
3. Capilares endotélio

Receptores CD36, CD54, ICAM, VCAM, ELAM.

Figura 4. Hipdtese para 0 mecanismo da patogénese da malaria cerebral. (1) Mondcitos-
macrofagos estimulados por antigenos do parasito (expressos na superficie da hemaécia) e
por citocinas (liberadas por linfocitos em resposta a infeccdo) produzem grandes
quantidades de TNF-a, induzindo a expressdo aumentada de varios receptores nas células
endoteliais. (2) Hemacias parasitadas aderem ao endotélio ativado (3), através da
PfEMP1/2 e também as hemacias normais (rosetas) por meio de ligantes de membrana. (4)
Mondcitos circulantes liberam TNF-a ¢ NO no local, agravando a lesdo. Abreviaturas:
PfEMPL1/2, proteina de superficie de merozoito de Plasmodium; ICAM, molécula de
adesdo intercelular; VCAM, molécula de adesdo vascular; ELAM, molécula de adesé&o
leucécito-endotélio; TNF-a, fator de necrose tumoral alfa; NO, 6xido nitrico. Fonte:

adaptado de Daniel-Ribeiro & Ferreira-da-Cruz, 2000.
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1.4 OXIDO NITRICO E MALARIA

Um dos mediadores quimicos bastante estudados na malaria cerebral é o NO.
O NO é um gas soluvel, sintetizado por células endoteliais, macr6fagos e um grupo de
neurdnios, que tem papel na sinalizacdo extra e intracelular e é também agente microbicida
(Clark et al., 1997; Bogdan, 2001).

Em um experimento, Furchgott e Zawadzki (1980), inferiram sobre a
existéncia de um fator de relaxamento derivado do endotélio (EDRF — Endothelial Derived
Relaxing Factor) e no final dos anos 80, Ignarro et al (1987; 1988) sugeriram que o EDRF
era 0 NO, gas de potente acdo vasodilatadora, comprovado em experimento no qual a
vasodilatacdo do endotélio foi estimulada pela producdo de NO a partir da L-arginina
(Palmer et al., 1987).

O NO é produzido pela enzima Oxido Nitrico Sintase (NOS) que na presenca
de NADPH catalisa a conversdo do aminoacido L-arginina em L-citrulina e NO, em
proporcdo equimolar (Bredt & Snyder, 1994). Existem trés isoformas de NOS: duas
constitutivas, neuronal (NNOS) e endotelial (eNOS), que produzem NO sem a necessidade
de novas sinteses protéicas, com atividade regulada pelo complexo calcio-calmodulina
(Moncada et al., 1991), e a isoforma induzida (iNOS), independente do fon Ca** e esta
relacionada a resposta imunoldgica. A iINOS é expressa em macréfagos e ativada apos
estimulagdo por citocinas (IL-1, INF-y e TNF-a) e lipopolissacarideos (LPS) (Forstermann
etal., 1994).

A inibicdo da atividade das isoformas é feita pela acdo de inibidores
competitivos, que se assemelham ao substrato da enzima, e se ligam ao seu sitio
favorecendo o bloqueio da atividade. Os inibidores classicos da nNOS sdo a L-

nitroarginina (L-NARG) e L-nitro-arginina metil ester (L-NAME) e séo caracterizados
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como inibidores irreversiveis da atividade da NOS constitutiva (Dwyer et al., 1991). A
aminoguanidina (AG) atua como inibidor irreversivel da isoforma induzida (Corbertt &
McDaniel, 1996; Boer et al., 2000).

Na maléria, ha trabalhos que associam as alteracfes neurais a elevados niveis
de citocinas o que eleva a producdo de NO através da iINOS (Ghigo et al., 1995). Apesar de
varias hipoteses correlacionarem o NO com esta manifestacdo clinica da malaria, seu papel
ainda permanece obscuro. Estudos demonstraram que a malaria cerebral murina néo
envolve producdo de NO, ja que camundongos deficientes em iINOS desenvolvem maléria
cerebral (Rudin et al., 1997). Essa hipotese foi suportada por Favre et al. (1999), com
resultados semelhantes. No entanto, outros estudos demonstraram a participacdo desta
molécula no quadro de maléria cerebral. Maneerat et al. (2000) verificaram a expressao
aumentada de iNOS em cérebros post mortem de criancas com maléaria, e Macchi et al.
(2010) demonstraram aumento na producdo de nitrito por macrofagos de animais
infectados com P. gallinaceum, evidenciando a participacdo do NO na patologia da

doenca.

1.4.1 NO e maléria aviaria

Considerando que o NO é molécula importante para a patogénese da malaria, a
necessidade de elucidacdo dos mecanismos que envolvem sua participacdo, como inibicao
da NOS, torna-se uma importante linha de pesquisa. Nesse contexto, a malaria aviaria
torna-se excelente modelo, uma vez que reproduz aspectos da malaria cerebral encontrados
em outros modelos animais, podendo auxiliar na elucidagéo do papel do NO.

Existem estudos em galinhas envolvendo inibigcdo farmacoldgica da NOS, com
resultados satisfatorios. Wideman et al. (2005; 2006) demonstraram a participacdo de NO

na modulacdo da resposta da pressdo arterial pulmonar ap6s injecdo de microparticulas.
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Para isso, utilizaram L-NAME, inibidor das isoformas nNOS e iNOS e AG, inibidor
seletivo da isoforma iNOS. Portanto, ja se conhece as concentracdes de moléculas que
bloqueiam a produc¢do de NO em galinhas.

Neste sentido estudou-se neste trabalho aspectos fisioldgicos da malaria aviaria
com o bloqueio da producdo de NO. Esse estudo proporcionara o melhor entendimento do
modelo de malaria aviaria, incluindo a cerebral, e aspectos hematoldgicos, bioquimicos, e

patoldgicos de galinhas infectadas com P. gallinaceum.

1.4.2 Trombdcitos e malaria

Estudos recentes evidenciam associacdo entre trombocitopenia e malaria, o que
sugere importante papel para as plaquetas na patogénese da malaria cerebral. Existe uma
ativacdo de plaguetas devido a interacdo entre a PFEMP1 (proteina de superficie de
merozoito do Plasmodium) e CD36 (molécula expressa na superficie de células) em
plaquetas (Cox e McConkey, 2010). Além disso, ha evidéncias de que plaguetas modulam
a citoaderéncia de hemaécias parasitadas no endotélio cerebral devido liberacdo de
microparticulas (Faille et al., 2009a; Greenbaun e FitzGerald, 2009; Bridges et al., 2010).
Como todas as aves, as galinhas possuem peculiaridades nos elementos figurados do
sangue. Ndo possuem plaquetas, mas células homologas, os trombacitos. Essas células sao
bem maiores que as plaquetas e possuem nucleo.

Uma das hipdteses relaciona a interacdo de plaguetas com eritrécitos infectados
(Els). De acordo com Pleass (2009), as plaguetas sdo ativadas por moléculas
desconhecidas liberadas pelos Els através de receptor purinérgico (receptor P2Y1). No
entanto, permanece indefinido se esta ativacdo requer contato de Els com CD36 expresso
em plaquetas, assim como a interacdo dos receptores plaquetarios com moléculas liberadas

pelo parasito. A ativacdo das plaquetas resulta na liberagdo de diferentes granulos que
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contém varios mediadores farmacologicos e imunologicos. Um exemplo € a serotonina,
que além de resultar no aumento da permeabilidade vascular e contracdo do masculo liso,
ativa células dendriticas e pode influenciar diretamente no EIl, uma vez que agonistas do
receptor de serotonina sd@o conhecidos por modular o ciclo de vida do parasita e inibir o
crescimento do parasita em cultura (Locher et al., 2003).

Uma analise recente de produtos secretados por plaquetas detectou varias
quimiocinas, incluindo CXCL4, CXCL7 que é regulada apds a ativacao de célula T normal
e tém importante papel na chegada gradual de leucdcitos, eosinéfilos, células natural killer
(NK), neutrofilos polimorfonucleares (PMN) e mastdcitos (Garcia et al., 2005). CXCL4 e
seu CXCR3 receptor cognato, expresso em células T auxiliares (T CD4), tém demonstrado
um papel direto sobre a gravidade da malaria cerebral experimental em roedores
(Srivastava et al., 2008). CXCL4 estimula a liberacdo de fator de necrose tumoral (TNF-a)
e espécies reativas de oxigénio (EROs) por mondcitos, além de induzir apoptose de células
endoteliais (CE) que, juntos, podem comprometer a integridade da barreira
hematoencefélica.

Pleass (2009) mostra que fatores solveis, como quimiocinas, liberados por Els
sdo conhecidos por induzir apoptose em células endoteliais do cérebro humano. CXCL7
recruta PMN, que liberam grandes quantidades de fator ativador de plaquetas (PAF).
RANTES € uma potente quimiocina pré-inflamatoria e inibidora da replicacdo do HIV in
vitro e também conhecida por se ligar ao receptor do antigeno Duffy para quimiocinas
(DARC) e necessaria para a invasao dos eritrocitos pelo P. vivax (He et al., 2008) (Figura
5).

Na maléria cerebral, durante a fase inicial, os niveis elevados de citocinas
promovem ampla ativacdo endotelial que leva ao aumento na ligacdo das células

circulantes, incluindo plaquetas e Els. Plaguetas aderem aos Els e em seguida, aderem ao
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endotélio cerebral (EC) aumentando a atividade de novas moléculas de adesdo entre os
tipos celulares e induzindo maior ativacdo endotelial (Faille et al., 2009a). O endotélio
ativado, por sua vez, libera mediadores ativadores de plaquetas. Além disso, as plaquetas
sdo capazes de potencializar alteraces na integridade da monocamada endotelial,
promovendo degradacdo da matriz e apoptose, além de prejudicar a reparacdo vascular
(Figura 6).

A presenca de plaquetas aderidas a microvasculatura de camundongos (Grau et
al., 1993) e pacientes com malaria cerebral (Grau et al., 2003), fortaleceu a hipotese de um
papel para as plaguetas no sequestro de parasitos, no inicio da ativacdo do endotélio e em

lesBes neurovasculares.
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Figura 5. Hipdltese para a interacdo de plaquetas com eritrocitos infectados durante a
infeccdo malarica. (1) Plaquetas sdo ativadas por moléculas liberadas dos Els. (2) Ativacao
de plaquetas libera a-gréanulos e granulos densos com mediadores imunologicos e
farmacoldgicos, como serotonina, que ativa seu receptor, modulando o ciclo de vida do
parasito. (3) PMN liberam diferentes quimiocinas (CXCL4, CXCLY7), reguladas por células
T, CEs, NKs, monaocitos. CXCL4 estimulam mondcitos a liberar TNF-a e EROs, que induz
apoptose em CEs. CXCL7 recruta PMNSs a liberar grandes quantidades de PAF. RANTES
é uma potente quimiocina pro-inflamatoria que se liga ao DARC. (4) TNF-a e EROs,
dentre outras moléculas, levam a apoptose do parasito, por mecanismos ainda
desconhecidos. (5) Envolvimento de anticorpos e ICs, por mecanismos ndo conhecidos.
Abreviaturas: PMN, polimorfonucleares; CXCL4, CXCL7, quimiocinas; CEs, células
endoteliais; NKs, células natural killer; TNF-a, fator de necrose tumoral alfa; EROs,
espécies reativas de oxigénio; PAF, fator ativador de plaquetas; DARC, antigeno Duffy
receptor para quimiocinas; ICs, complexos imunolégicos. Fonte: adaptado de Pleass

(2009).
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Matriz SEQUESTRO INFLAMACAO ALTERACA.O BHE
Extracelular
e _ - w
Leucécito o o
Eritr infec
MPE
Endotélio

cerebral

7 Permeabilidade endotélio
Apoptose??
Desprendimento celular
Prejuizo na angiogénese

Aderéncia erit infec Prisdo de plaquetas
Aderéncia erit infec

Acumulacéo leucocitaria

Figura 6. Representacdo esquematica do envolvimento de plaquetas e endotélio cerebral
na patogénese da malaria cerebral. Na fase inicial malaria cerebral, elevados niveis de
citocinas ativam o endotélio aumentando a ligacdo de células circulantes (plaquetas e
eritrocitos infectados). 1sso provoca ativacdo de novas moléculas de adesdo promovendo
maior ativacdo do endotélio, que libera mediadores ativadores de plaquetas. Plaquetas
induzidas por eritrocitos infectados potencializam alteracbes no endotélio vascular.
Abreviaturas: MPP, microparticulas derivadas de plaquetas; MPE, microparticulas

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

1.5 HEMATOLOGIA CLASSICA DE AVES

O sangue é o tecido de notoria importancia na fisiologia dos animais. Portanto,
sua analise detalhada através do hemograma, é importante ferramenta complementar na
clinica veterinaria. A hematologia clinica aviaria é relativamente nova e pode ser utilizada
como auxiliar em diagndsticos e monitoramento de doengas, com informacgdes sobre a

relacdo parasito-hospedeiro, além de permitir aprofundamento no estudo dos mecanismos
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fisiopatoldgicos de enfermidades provocadas por hemoparasitos como os plasmodios
(Lucas & Jamroz, 1961; Silveira et al., 2009).

O hemograma fornece informacgBes sobre o eritrograma, leucograma e
plaguetograma (que em aves corresponde aos trombadcitos), e desta forma proporciona
informacBes complementares sobre a satde geral do animal, sendo exame laboratorial de
primeira linha (Thrall et al., 2007). Esse estudo auxilia na interpretacdo do estado geral,
quer seja na analise dos quadros anémicos, no acompanhamento de infeccdes por
detalhamento do leucograma, além das avaliacdes iniciais de coagulacdo, pela analise de
trombacitos (Jain, 1993).

Os leucocitos presentes na corrente sanguinea dividem-se de acordo com a
morfologia nuclear e caracteristicas citoplasmaticas. Em aves, os granulécitos séo
constituidos por eosindfilos, basofilos e heterdfilos, enquanto os agranuldcitos sao
constituidos por linfocitos e mondcitos (Lucas & Jamroz, 1961; Campbell, 1995).

Infecgbes causadas por hemoparasitos podem alterar a densidade de certas
células sangiiineas em animais (Campbell, 1995). Algumas espécies de plasmddios podem
desencadear quadro de linfocitose, monocitose e reducdo do hematdcrito provocado pela
lise de hemécias durante a liberagcdo dos parasitos (Campbell, 1995).

Assim como todas as aves, as galinhas possuem peculiaridades nos elementos
figurados do sangue. Além das hemaécias, os trombdcitos, homdlogos as plaquetas dos
mamiferos, sdo nucleados. Entre leucécitos, destacam-se os heteréfilos que possuem
granulos elipticos e contetudo enzimatico diferente do encontrado nas células homdlogas de
mamiferos, os neutrofilos (Ericsson & Nair, 1973). Tais caracteristicas, morfologia e perfil
enzimatico de granulos, sdo de grande valia nos estudos morfofuncionais dessas células.

Para uma melhor avaliagdo, a hematologia é dividida para estudos

morfofuncionais de suas células: série vermelha, que incluem todos os dados relacionados
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as hemacias, e série branca, onde se encontra todos os dados relacionados a células do

sistema imunoldgico, além dos trombacitos.

1.5.1 Série vermelha

O eritrocito maduro é uma celula ovalada com nucleo também ovalado e em
posicdo central. O citoplasma apresenta textura uniforme e coloracdo rosa-alaranjada
(Lucas & Jamroz, 1961; Campbell, 1995). Essas células sdo facilmente deformaveis,
podendo inclusive sofrer alteracbes no momento da realizacdo da extensdo sanguinea.
Dessa forma, a presenca de eritrécitos policromaticos (citoplasma mais basofilico que o
citoplasma de eritrdcitos normais) ou eritrocitos atipicos (alteracdes na morfologia celular
ou morfologia nuclear), quando encontrados ndo devem ser considerados exclusivamente
como indicativos de enfermidades (Lucas & Jamroz, 1961).

Os valores de eritrocitos (numero total de heméacias/mL) podem variar de
acordo com sexo, idade, linhagem das aves (Lucas & Jamroz, 1961), além de alimentacao
e condicdo de saude (Silveira et al., 2009).

O hematocrito é a porcentagem do volume ocupado por hemécias do sangue
sendo importante ferramenta na avaliacdo clinico-laboratorial, uma vez que valores muito
baixos podem indicar anemia e valores muito altos, desidratacdo (Campbell, 1995; Mota,
1998). A concentracdo de hemoglobina pode ser medida como em mamiferos (método da
cianometahemoglobina), sendo importante para confirmar presenca de lise de células
vermelhas (Campbell, 1995). A contagem do numero total de heméacias é usada para
detectar a quantidade de heméacias em um microlitro de sangue total, cujo objetivo €
fornecer dados para o célculo dos indices hematimétricos, volume corpuscular médio
(VCM) e concentracdo da hemoglobina corpuscular média (CHCM), que revelam o

tamanho médio da hemacia e o conteddo médio de hemoglobina por hemécia. Os indices
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hematimétricos fornecem importantes informacgdes sobre o tamanho e concentracdo da
hemoglobina de uma hemécia média, além de auxiliar no diagnostico e classificagdo das
anemias (Lopes et al., 2007).

A classificacdo das anemias em varios tipos, levando-se em consideracdo o
tamanho e a morfologia das hemacias, permite determinar possiveis causas e mecanismos
fisiopatoldgicos, sendo uma forma de avaliagdo morfolégica da anemia a analise dos
indices hematométricos, VCM e CHCM (Lopes et al., 2007). Para o tamanho, os termos
usados sdo normocitica (normal), macrocitica (maior) ou microcitica (pequena), e para as
propriedades com base no teor da hemoglobina, normocrémica (normal) e hipocrémica
(diminuida). A anemia macrocitica normocrémica resulta de assincronia da eritropoiese
causada por alteragdes na maturacdo no estagio de pré-rubricito a rubricito basofilico,
produzindo eritrocitos megaloblasticos na medula dssea (Lopes et al., 2007). A anemia
macrocitica hipocrdmica pode ser observada durante perda aguda de sangue ou hemolise
aguda, onde o grau de macrocitose e hipocromia depende da severidade da anemia,
associada a intensidade da resposta eritropoiética medular (Lopes et al., 2007). A
reticulocitose em resposta a anemia aumenta o VCM e reduz o CHCM. A anemia
normocitica normocrémica ocorre pela depressdo seletiva da eritropoiese em doencas
crénicas como infecgbes, doenca renal crénica e algumas desordens enddcrinas. Nestes
casos, a resposta de reticuldcitos estd ausente ou insignificante. A anemia microcitica
hipocrémica resulta de deficiéncia de ferro ou incapacidade de utilizacdo do ferro para a

sintese da hemoglobina (Lopes et al., 2007) (Tabela 1).
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Tabela 1. Classificacdo morfoldgica das anemias.

VCM CHCM Caracteristicas
. A Sempre regenerativas
Hipocromica . -
Perda aguda de sangue/anemia hemolitica aguda
i Anemias ndo regenerativas (diminui¢cdo do CHCM
Macrocitica

Normocromica

ainda nao esta presente)

Deficiéncia de acido folico, FeLV (sem nenhuma
reticulocitose), eritroleucemia, deficiéncia de
vitamina B,

Microcitica Hipocrémica

Deficiéncia de Ferro por perda:
- Perda cronica de sangue: tumores, Ulceras.
- Parasitos: Ancylostoma, Haemonchus

Deficiéncia de ferro por fatores que atuam no seu uso
- Piridoxina, riboflavina, cobre

Microcitica Normocrémica

Doenga cronica

Normaocitica Normocromica

Hemorragia e hemdlises aguda - sem tempo para a
resposta, deficiéncia de ferro (antes de predominar
micrdcitos), inflamacdo e neoplasias cronicas,
deficiéncias enddcrinas, aplasia eritrdide seletiva,
hipoplasia e aplasia da medula dssea, intoxicacao por
chumbo, pode ndo estar anémico

1.5.2 Série branca

Nas aves sadias a populacdo leucocitica é bastante parecida com a dos

mamiferos. A leucocitose segue padrdes tais quais os observados em mamiferos, com 0s

leucocitos liberados na circulagdo geralmente quando maduros na auséncia de doenca.

As células do sistema imunoldgico presentes na corrente sanguinea das aves

dividem-se de acordo com a morfologia nuclear e citoplasmatica, os agranulécitos sdo

constituidos por linfocitos e mondcitos, enquanto os granulécitos sdo constituidos por
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heterofilos (analogos aos neutréfilos de mamiferos), eosinéfilos e basofilos (Thrall et al.,
2007).

Os monocitos das aves sdo morfologicamente similares aos dos mamiferos.
Precursores de macrofagos, eles séo as principais células fagociticas do sistema imune das
aves, qualidade anteriormente atribuida aos trombdcitos que realizam a fagocitose em
menor intensidade (Chang & Hamilton, 1979; DaMatta et al., 1999; Qureshi, 2003).

Normalmente maiores que as hemacias, os mondcitos tém formato arredondado
e citoplasma azul vitreo com borda hialina, quando observados com coloracdo tipo
Romanowsky. As principais caracteristicas que diferenciam os mondcitos dos linfocitos
sdo a menor quantidade de heterocromatina e menor razdo nucleo:citoplasma (Lucas &
Jamroz, 1961). Granulos azurofilicos podem estar presentes no citoplasma de mondcitos de
algumas espécies de aves e répteis (Montali, 1988). Os mondcitos das aves possuem
atividade fagocitica consideravel, migrando para os tecidos onde se transformam em
macrofagos e realizam sua atividade biolégica de controle da inflamacdo e acdo
microbicida (Harmon et al., 1993).

Os linfocitos possuem as mesmas fungdes das células homénimas de
mamiferos e representam a populacdo majoritaria de leucécitos de algumas aves
(Campbell, 2004). Linfdcitos podem variar de tamanho, mas sdo menores do que as
hemaécias. O citoplasma é escasso e cora-se em azul vitreo, formando uma linha ténue ao
redor do ndcleo, entretanto pode aumentar de volume em linfocitos maiores. Projecfes
citoplasmaticas, pseudépodos, podem ser observados com freqiiéncia. O nucleo é redondo
e centralizado, com sulcos raros, e cora-se acidofilicamente (Lucas & Jamroz, 1961). Outra
caracteristica peculiar dessas células € a alta razdo nucleo:citoplasma (Campbell, 1995).

Os heterofilos estdo envolvidos na resposta inflamatdria primaria de aves,

porém quando estdo sob estresse o numero de heterofilos circulantes pode cair



25

drasticamente (Maxwell & Robertson, 1998). Alteracdes na morfologia desta célula sdo
encontradas em situacdes de doencga sendo denominadas “toxicas”. Nesta situacao a célula
apresenta vacuolizacdo citoplasmatica, degranulacdo, rompimento dos granulos, e
degeneracdo nuclear (Campbell, 2004). Topp & Carlson (1972) demonstraram capacidade
fagociticas desses leucdcitos.

Os eosinofilos de mamiferos exercem protecdo contra infecgdes helminticas, e
estdo freqlientemente associados a alergias, porém sua funcdo permanece uma incognita
nas aves (Maxwell & Robertson, 1998). Diferente dos heterofilos, os eosindfilos possuem
grande variacdo de tamanho, porém ndo de sua forma arredondada. O citoplasma possuli
coloracdo azul claro e o nucleo, reniforme, € basofilico com regiGes mais escuras de
heterocromatina (Lucas & Jamroz, 1961; Maxwell & Siller, 1972). No citoplasma estdo
contidos granulos eosinofilicos redondos (Campbell, 2004).

Os basofilos sdo normalmente maiores que os heterdfilos e eosinéfilos. Embora
pertencam a populacdo minoritaria de leucdcitos circulantes, possuem importante funcao
nos eventos inflamatdrios, secrecdo de aminas vasoativas, e na hipersensibilidade cutanea.
Aves sob situacdo de estresse podem apresentar basofilia (Maxwell & Robertson, 1995).
Essas células possuem forma arredondada com grande variacdo de tamanho entre as
espeécies de aves. O citoplasma possui coloracdo basofilica, porém muitas vezes escondida
pela grande quantidade de granulos citoplasmaticos. JA& o nucleo raramente apresenta
lobulacGes, cora-se basofilicamente e frequentemente encontra-se sob o0s granulos
(Campbell, 1995).

Os trombdcitos maduros sdo células ovaladas menores e mais arredondadas
que os eritrocitos, com ndcleo grande em relacdo & menor quantidade de citoplasma, mas
homogéneo e pode conter um ou mais granulos vermelhos. Sao derivados de uma linhagem

distinta de células encontradas no tecido hematopoiético. Essas células estdo envolvidas
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nos processos de homeostase e fagocitose e podem participar de funcdes de defesa do
organismo, alem da participacdo na coagulacdo sangiinea, e tendem a aglomerarem-se nos

esfregacos sanguineos dificultando sua contagem (Campbell, 1995; Schmidt et al., 2007).

1.6 BIOQUIMICA SERICA DE AVES

O perfil bioguimico sérico € uma abordagem de avaliacdo fisiologica,
complementar ao hemograma. Ambos sdo importantes ao diagndéstico veterinario (Harr,
2002). O perfil bioguimico das aves é tomado como ferramenta que apenas é usada para a
pesquisa ou em trabalhos cientificos e poucas vezes se considera como técnica diagnostica
atil para a clinica aviaria (Schmidt et al., 2007).

O monitoramento das func@es renais, hepaticas e musculares, do metabolismo
da glicose e da concentracdo de ions plasmaticos possibilita o entendimento do real efeito
do manejo e doencas sobre a fisiologia das aves. Em frangos de corte, racdes contaminadas
com aflatoxinas, ou até mesmo desbalanceadas, podem alterar a funcionalidade do figado e
rins, e acarretar na mudanca das concentracdes das proteinas plasmaticas (Quezada et al.,
2000; Oguz, 2002). Os principais exames bioguimicos utilizados para as aves sdo: Alanina
aminotransferase (ALT), Aspartato aminotransferase (AST), Fosfatase alcalina (FAL),
Creatina-cinase (CK), Lactato desidrogenase (LDH), Uréia, Acido Urico e creatinina
(Lumeij, 1997; Campbell, 2004).

A funcédo renal das aves pode ser avaliada pela mensuragdo sérica de acido
drico e uréia, sendo o primeiro, um parametro mais confiavel. Seu aumento sérico acontece
guando menos de 30% do rim estd funcional (Lumeij, 1997; Campbell, 2007). A

concentragdo sanguinea de creatinina é baixa em aves e tem pouco valor diagnoéstico, pois
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a creatina € excretada pelos rins das aves antes de ser convertida em creatinina (Campbell,
2007). O acido urico é o produto final do metabolismo do nitrogénio mais importante nas
aves. Como sua eliminacéo ¢é pouco influenciada pelo fluxo da urina e estado de hidratagédo
da ave, o &cido Urico sanguineo aumenta somente quando existem causas pré-renais muito
severas ou quando o dano tubular € extenso (Lumeij, 1997; Fudge, 2000). Em geral, 0 seu
aumento seérico indica alteracdo da funcéo renal, devido a diversas causas. Como as aves
sdo uricotélicas, ha baixa concentracdo de uréia no seu plasma. A uréia ¢ formada no
figado como subproduto do metabolismo das proteinas. E excretada por filtracdo
glomerular, que depende da condicdo de hidratacdo da ave (Lumeij, 1997; Campbell,
2007).

Nas aves, as provas de funcdo hepatica estdo divididas em testes de enzimas
hepéaticas que refletem lesdo hepatocelular (como aspartato aminotransferase - AST),
aumento na producdo enzimatica consequiente a colestase e testes funcionais do figado ou
metabolitos, como o colesterol e as proteinas (Schmidt et al., 2007). A AST é uma enzima
citoplasmatica e mitocondrial presente em varios tecidos como figado, mausculo
esquelético, musculo cardiaco, cérebro e rim, sendo que em todas as espécies domésticas,
inclusive nas aves, a sua atividade € alta no figado. Portanto, na injuria hepéatica aguda ou
crbnica, a atividade sérica de AST esta elevada (Tennant, 1997; Campbell, 2007).
Entretanto, Fudge (2000) explica que o figado em estagio final, como na severa fibrose ou
lipidose, pode produzir pouco extravasamento hepatocelular, resultando em niveis de AST
normais ou, em alguns casos, diminuidos. Portanto, a elevagdo dos niveis sérico-
enzimaticos da AST é decorrente de lesdo dos hepatdcitos, resultante de necrose ou de
alteracbes na permeabilidade da membrana celular, e pode ser atribuida a disfuncdo
hepética recente (Kaneko et al., 1997). Porém, esta ndo é uma enzima especifica de lesdo

hepética, podendo estar aumentada em lesGes musculares, juntamente com aumento da
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creatina cinase (CK) (Schmidt et al., 2007). A CK é uma enzima musculo-especifica e 0
aumento da sua atividade plasmatica pode se originar de lesdo de célula muscular ou de
esforco fisico exagerado (Lumeij, 1997; Campbell, 2007). A mensuracdo da atividade
plasmatica da CK pode ser Util para determinar se 0 aumento da atividade da AST decorre
de lesdo muscular ou hepatocelular: elevagédo na atividade sérica da AST ndo acompanhada
de CK aumentada sugere a existéncia de doenca hepatica (Campbell, 2007).

FAL sdo um grupo de enzimas encontradas principalmente no figado e 0sso
(Tennant, 1997). Ha também pequenas quantidades produzidas pelos rins. Dessa forma, é
medido a quantidade total de FAL liberada desses tecidos para o sangue. A importancia
principal da medicdo da FAL ¢é verificar a possibilidade doenca hepatica (Tennant, 1997).
Quando o figado ndo esta funcionando corretamente, a FAL ndo € excretada atraves da bile
e € liberada na corrente sanguinea. Assim, a FAL é importante como medida da integridade
do sistema hepatico (Trhall et al., 2007).

A LDH é uma enzima cujo nivel eleva em danos teciduais Assim, 0s niveis de
LDH podem indicar hemolise, que pode ocasionar anemia hemolitica. Devido a sua
distribuicdo aproximadamente igual em diferentes 6rgdos, um aumento na atividade da
LDH pode dar indicacdes sobre doencas do figado (ou necrose ocasionada por agentes
toxicos ou infecgdes), sangue e lesdes dos masculos esqueléticos (Maitland & Newton,

2005). Os testes bioguimicos estdo resumidos na Tabela 2.



Tabela 2. Bioquimica serica: testes e suas indicacdes de funcionalidade.

Tipo Teste Monitoramento de:
Aspartato transferase (AST)

Enzima Alanina transferase (ALT) Funcdo hepética
Fosfatase alcalina (FAL)
Acido urico

Metabdlito Uréia Funcdo renal
Creatinina

Enzima Creatina cinase (CK) Funcdo muscular

Enzima Lactato desidrogenase (LDH) Dano tecidual
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Em trabalho anterior procuramos estabelecer o modelo de maléria cerebral

aviaria (Macchi et al., 2010), onde verificamos alteracGes histopatoldgicas no cérebro,

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

eritrocitos em animais infectados dos animais infectados e um aumento na producdo de

nitrito por macréfagos derivados de mondcitos do sangue periférico de animais infectados,

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

compreender mecanismos envolvidos na patogénese da malaria, em animais tratados e ndo

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

Objetivo Geral:

Estudar o papel do NO e alteracbes hematoldgicas, bioquimicas e patoldgicas

durante a infec¢do da maléria aviaria, em modelo experimental in vivo.

Objetivos especificos:

- Verificar sobrevivéncia e desenvolvimento de parasitemia em aves infectadas com
Plasmodium gallinaceum e tratadas ou ndo com aminoguanidina.

- Comparar os perfis hematoldgicos e bioquimicos séricos de galinhas infectadas
com o P. gallinaceum tratadas ou ndo com aminoguanidina ao longo da infeccdo.

- Comparar a histopatologia de o6rgdos (cérebro, figado e baco) de galinhas
infectadas com o P. gallinaceum tratadas ou ndo com aminoguanidina.

- Mensurar os niveis de nitrito/nitrato no plasma de galinhas infectadas com o P.
gallinaceum tratadas ou ndo com aminoguanidina.

- Avaliar a morfologia de trombdcitos em esfregacos sanguineos e em cultura, de
galinhas infectadas com o P. gallinaceum tratadas ou ndo com aminoguanidina, em

diferentes parasitemias.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Comité de Etica
Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica de Uso de Animais da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (CEUA/UENF) em

16/07/2010, sob o protocolo n° 100/2010.

3.2 Animais

Para a infeccdo experimental foram utilizados Gallus gallus da linhagem Cobb,
com um dia p6s-eclosao, vacinados contra Bouba aviaria e doenca de Marek, adquiridos na
Granja Caipixaba, em Marechal Floriano-ES. Na fase pré-inoculacdo, as aves foram
mantidas no aviario da UENF. Até os 21 dias de vida, foram mantidas em caixas de
madeira, com temperatura monitorada (1° ao 8° dia, entre 32° e 35°C; 9° ao 15° dia, 30° e
32°C; 16° ao 21° dia, 27° e 29°C) e iluminacdo continua, com agua e racdo (PURINA®,
livre de coccidiostatico) ad libitum. A limpeza das caixas e troca da “cama” de maravalha
foi realizada diariamente. Apos 21 dias de vida, com centro termorregulador estabelecido,
as aves foram transferidas para gaiolas e mantidas em temperatura ambiente. A inoculacao

foi feita aos 35 dias de vida.

3.3 Cepa de Plasmodium gallinaceum

Para indugdo do quadro de maléria foi utilizado o protozoario Plasmodium
gallinaceum, cepa 8A, cedido pela Dr. Paulo Pimenta do Centro de Pesquisa Fundacdo
Oswaldo Cruz (Belo Horizonte-Minas Gerais). O parasito foi mantido por sucessivas

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

Para os experimentos de sobrevivéncia, curva de parasitemia, controle de
temperatura, hematologia e biogquimica, as aves foram distribuidas aleatoriamente em 4
grupos experimentais: G1 (n=5), aves nao infectadas; G2 (n=5), aves ndo infectadas
tratadas com aminoguanidina; G3 (n=12), aves infectadas e G4 (n=12), aves infectadas
tratadas com aminoguanidina. Para coleta de sangue, as aves foram divididas em
subgrupos “a” e “b”, e utilizadas em dias alternados, o que diminui o estresse no animal
(Figura 7). Foi feito uma repeticdo do experimento.

Para os experimentos de contagem e morfologia de trombdcitos em cultura,
producdo de NO (nitrito no plasma e atividade da enzima NOS no cérebro) e histopatologia
de oOrgaos, as aves foram distribuidas da seguinte maneira: G1 (n=3), G2 (n=3), G3 (n=9) e

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

GI G2 G3 G4
ndo infectado ndoinfec+ AG Infectado Infectado +AG

Gla (G2 (G (Ga]
Gib (o) =1 Go)

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

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

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

O tratamento com AG foi iniciado dois dias antes da infec¢cdo com o parasito,
com dose de 25mg/Kg, administrada diariamente por via intraperitoneal. A dose foi obtida
com base em estudos anteriores (Wideman et al., 2005; 2006). A AG foi adquirida na

forma bicarbonada (SIGMA), pouco solivel em meio aquoso. A diluicdo foi feita na
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concentracdo 40 mg/mL com solucdo devidamente titulada com H,SO,4 concentrado até o
pH 2,0, produzindo a forma hemissulfatada, solivel em meio aquoso. Apds diluicdo, a
correcdo de pH (para 7,0) foi feita apos titulacdo com solucdo de carbonato de sddio e
bicarbonato de sodio (5N), de acordo com protocolo obtido pela SIGMA. A corre¢do da
concentracdo foi feita de acordo com o volume utilizado de &acido sulfarico e
carbonato/bicarbonato de sédio (Vieira, 2007). A administracdo da AG foi aceita e teve
boa toleréncia pelos animais.

Antes da inoculacdo do grupo experimental, uma amostra da cepa foi
descongelada e inoculada em uma ave para garantir a viruléncia da cepa. Com parasitemia
de aproximadamente 20%, a ave doadora foi sacrificada e o sangue coletado por punc¢éo
cardiaca, com seringa contendo anticoagulante. O sangue foi diluido com solucdo PBS a
fim de alcancar a concentragdo desejada de 5x10° eritrcitos parasitados, em volume final
de 50uL. O indculo foi obtido apds quantificacdo do total de hemacias em camara de
Neubauer e correcdo pela parasitemia da ave doadora. Cada ave recebeu um in6culo de 50
pl por via intramuscular. As aves foram clinicamente examinadas e monitoradas

diariamente, a partir do 4° dia pés-infeccao (dpi).

3.6 Determinacdo da parasitemia

Para determinar a evolucdo da parasitemia, extensdes sanguineas foram feitas
diariamente a partir de gotas sanguineas obtidas com o corte da unha do animal. As
extensdes sanguineas foram fixadas em metanol absoluto por 2 minutos e cobertos com
Giemsa (10%) 30 minutos. A porcentagem de hemacia parasitada foi estimada através da
contagem do numero de parasitos em 1000 hemécias, em diferentes campos, por

microscopia de luz em objetiva de 100x.



34

3.7 Coleta de sangue

A partir do 4° dpi, foi realizada coleta de sangue por venopuncéo da asa, com
auxilio de seringas e agulhas de insulina, lubrificadas com anticoagulante EDTA (para
provas hematoldgicas) e sem anticoagulante (para provas bioquimicas), a cada dois dias,
em sistema de rodizio das aves (subgrupos) por um periodo de 28 dpi, até restabelecimento
das aves restantes, totalizando 14 coletas, uma vez que no dia 0 foi coletado sangue de

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

AG Infeccio
25mglkg Pgalf
diaric 5x10¢hp
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D2 Do D4 Dé D3 DI
| | | | |
| | | |
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Coletas sanguineas
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Figura 8. Esquema cronoldgico do experimento, mostrando o inicio do tratamento com
AG, a inoculacdo com Plasmodium gallinaceum e os dias de coleta de sangue,
evidenciando o sistema de rodizio de aves (subgrupos A e B). No DO, foi coletado sangue
de um “n” amostral dentro dos grupos. A partir do D4, a coleta foi feita de dois em dois

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

3.8 Hematologia classica

Foram realizadas as seguintes provas hematoldgicas para auxiliar no
monitoramento dos quadros anémicos (hematdcrito, dosagem de hemoglobina,
hematimetria) e da infecgdo (contagem total de leucdcitos e de trombdcitos, contagem

diferencial de leucocitos).
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a) Hematdocrito: para obter a percentagem de hemacias no volume total de sangue,
foi utilizada a técnica de microhematdcrito. O sangue foi centrifugado em tubo capilar por
5 minutos a 11000 rpm em centrifuga de microhematdcrito (modelo SPIN 1000).

b) Dosagem de hemoglobina: para verificar a lise de hemacias através da
hemoglobina, foi utilizado o método de reacdo da cianometahemoglobina. O sangue foi
diluido (1:250) em reagente de cor (kit Labtest®). Apds homogeneizacdo e incubacéo por
5 minutos, a amostra foi centrifugada (3000 rpm por 5 minutos), para sedimentacdo dos
nucleos das hemacias, para evitar interferéncia na leitura. A leitura foi feita em A=540nm,
no espectrofotdmetro semi-automatico (BTS-310). O valor obtido foi expresso em mg/dL.

c) Hematimetria: para obter o nimero total de hemécias, o sangue foi diluido 1:200
(10pL de sangue em 2mL de formaldeido 4% em PBS) e, apds homogeneizacéo, foi feita
contagem na cdmara de Neubauer em cinco quadrados médios. O resultado foi
multiplicado por 10000/uL.

d) Leucometria: para contagem total de leucécitos e trombdcitos, o sangue foi
diluido 1:100 (10pL de sangue diluido em 1mL de formaldeido 4% em PBS e corante azul
de cresil brilhante) e, ap6s homogeneizacéo, foi feita contagem na cdmara de Neubauer nos
quatro quadrados grandes médios. Todas as células ndo-heméacias foram contadas. O
resultado foi multiplicado por 250/pL. Na extensdo sanguinea, foi obtido o percentual de
trombdcitos em relacdo a leucdcitos, apds contagem dessas duas células (n=100). O
namero absoluto de cada célula foi obtido a partir do percentual observado na extensdo
sanguinea. A contagem diferencial foi feita em extensdes sanguineas coradas com Giemsa.
A morfologia celular foi avaliada e contada utilizando o microscopio Zeiss Axioplan®.

e) Indices hematimétricos: com os valores obtidos acima, foram calculados o
Volume Corpuscular Médio (VCM) e a Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média

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

Para avaliar as funcfes hepatica e renal das aves entre 0s grupos experimentais,
foi feita dosagem bioquimica de enzimas e metabdlitos em amostras de soro. A obtencédo
do soro foi feita apds centrifugacdo do sangue, obtido sem anticoagulante, por 5 minutos a
2600g. O soro foi aliquotado e, em seguida, congelados a —70°C, para posterior ensaios
bioquimicos. Os ensaios bioquimicos foram:

a) Aspartato aminotransferase (AST) e Alanina aminotransferase (ALT): para
ensaio de cada enzima, 50uL de amostra foi adicionada em 500uL do respectivo reagente
de trabalho (kit Labtest®). Apds homogeneizacdo, a amostra foi colocada no
espectrofotbmetro semi-automatico (BTS-310), para incubacédo e leitura em A=340nm. O
valor obtido foi expresso em U/L.

b) Lactato desidrogenase (LDH): para ensaio da enzima, 10puL de amostra foi
adicionada em 500uL do reagente de trabalho (kit Labtest®). Apés homogeneizagdo, a
amostra foi colocada no espectrofotdmetro semi-automatico (BTS-310), para incubacdo e
leitura em A=340nm. O valor obtido foi expresso em U/L.

c) Fosfatase alcalina (FAL): para ensaio da enzima, 10uL de amostra foi
adicionada em 500uL do reagente de trabalho (kit Labtest®). Apds homogeneizacdo, a
amostra foi colocada no espectrofotbmetro semi-automatico (BTS-310), para incubacéo e
leitura em A=405nm. O valor obtido foi expresso em U/L.

d) Acido urico: para ensaio, 10pL de amostra foi adicionada em 500uL do reagente
de trabalho (kit Labtest®). Apds homogeneizacdo, a amostra foi colocada no
espectrofotdbmetro semi-automatico (BTS-310), para incubacédo e leitura em A=405nm. O
valor obtido foi expresso em mg/dL.

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

trabalho (kit Labtest®). Ap6s homogeneizagdo, a amostra foi colocada no
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espectrofotdbmetro semi-automatico (BTS-310), para incubacédo e leitura em A=350nm. O
valor obtido foi expresso em mg/dL.

f) Cretatinina: para ensaio, 50uL de amostra foi adicionada em 400uL do reagente
de trabalho (soda) e 100uL de &cido picrico (kit Labtest®). Ap6s homogeneizacao, a
amostra foi colocada no espectrofotdbmetro semi-automatico (BTS-310), para incubacdo e
leitura em A=350nm. O valor obtido foi expresso em mg/dL.

g) Colesterol: para o ensaio, 10uL de amostra foi adicionada em 1000uL do
reagente de trabalho (kit Labtest®). Ap6s homogeneizacdo, a amostra foi incubada em
banho-maria a 37°C durante 10 minutos. As absorbancias foram determinadas em 505nm,
em espectrofotdmetro semi-automatico (BioPlus 200). O valor obtido foi expresso em

mg/dL.

3.10 Producéo de Oxido Nitrico no plasma

Para avaliar a producdo total de NO, foi mensurado seus metabdlitos (nitrato e
nitrito) no plasma, através do método Reagente de Griess para detec¢do de nitrito apos
conversdo enzimatica de nitrato em nitrito. O plasma foi obtido apds centrifugacdo do
sangue coletado com EDTA, para evitar precipitacdo que pode ocorrer quando o reagente
de Griess € a adicionado ao sangue heparinizado. Para mensurar o nitrito, o nitrato da
amostra foi reduzido a nitrito utilizando a enzima nitrato redutase (purificada de
Aspergillus) na presengca de NADPH. A mistura foi incubada por 3h a temperatura
ambiente e o nitrito total foi mensurado pelo reagente de Griess (Green et al., 1982). Apds
reducdo a nitrito, 100uL da amostra foi colocada em uma placa de 96 pocos, onde foi
acrescentado 100uL do reagente de Griess. Apds 10 minutos de reacdo, as amostras foram
submetidas ao leitor de ELISA com comprimento de onda de 540nm. As concentracGes de

nitrito nas amostras foram determinadas através do fator obtido da curva padrdo com
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diluicdes seriadas de nitrito de sddio a concentragdes conhecidas, e 0s valores expressos

em uM.

3.11 Obtencéo de trombdcitos em cultura

Trombocitos de animais ndo-infectados e infectados, tratados ou ndo com AG
em diferentes parasitemias foram cultivados em laminulas, por 1h e 24h, obtidos a partir
do sangue periférico das aves, como descrito por DaMatta et al (1998). Foram coletadas,
por puncdo cardiaca, amostras de 2ml de sangue, que foram diluidas (1:1), em meio
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles Medium) sem soro. Para obtencdo dos trombacitos,
as amostras foram passadas em um colchdo de Percoll a 60% (indice de refracdo 1,347),
onde foram centrifugadas a 600g, 25°C por 20 minutos. Apos centrifugacdo, o plasma foi
descartado e os leucaocitos, identificados através de um anel formado devido o gradiente de
concentracdo, foram transferidos para outro tubo. As células foram entdo lavadas duas
vezes com solucdo de Hank (500 g, 4 °C, 10 minutos — baixa temperatura para garantir a

ndo-aderéncia das células a parede do tubo) e ressuspendidas em DMEM sem soro. A

concentracdo de células para plagueamento foi ajustada para 2x107 células/ml, onde 150pl
foi plaqueada em laminula em placa de 24 pogos. Apds 1h em estufa a 37 °C e atmosfera
5% de CO,, metade das laminulas foram recolhidas (trombdcitos de 1h) e as laminulas
restantes foram lavadas com Hank, para remocdo das células ndo-aderentes, e adicionado
DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino. Apos 24h de cultivo, as laminulas

foram recolhidas.
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3.12 Fixacao e coloracao dos trombdcitos

As laminulas recolhidas foram fixadas em formaldeido 4% tamponado em
PBS, por 20 minutos. Apos fixacao, as laminulas foram lavadas 2x com PBS e coradas
com Giemsa durante 15 minutos. As laminulas foram lavadas com PBS, para posterior
desidratacdo em alcool, diafanizacdo em xilol e montagem da lamina com Entellan® para

observacao em microscopia optica.

3.13 Anélise morfoldgica de trombdcitos por imunofluorescéncia

As laminulas fixadas em formaldeido 4% tamponado em PBS foram lavadas
com PBS para remocao do fixador e incubadas com cloreto de aménia 10mM por 30
minutos. Apds incubacdo, as laminulas foram lavadas com PBS contendo BSA a 1,5% e
incubadas por 1h no anticorpo primério (diluicdo 1:10). O anticorpo primario (anti-
trombaocito 11C3) foi obtido a partir do sobrenadante de culturas de hibridomas cedido por
Colette Kanellopoulos-Langevin, Universités Paris, Franca. Apds incubacdo com anticorpo
primério, as laminulas foram lavadas com PBS, e em seguida com BSA, para posterior
incubacdo no anticorpo secundario (diluicdo 1:100). O anticorpo secundario utilizado foi o
anti-mouse/TRITC. Apds incubacdo, as laminulas foram lavadas 8x com PBS e montadas

com ProlongGold®. As laminas foram observadas em microscépio de fluorescéncia Zeiss

Axioplan®.

3.14 Histopatologia de 6rgaos

Apos eutanasia dos animais, fragmentos de 6rgdos (cérebro, figado e bago)
foram obtidos e fixados em formol 10% tamponado em PBS. As amostras foram
processadas de acordo com técnica de rotina de anatomia patolégica, que consiste na

passagem do tecido em diversas diluicbes de alcool, iniciando com alcool 70%,
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progredindo até o etanol absoluto 100%, duas passagens em xilol a temperatura ambiente
seguida da imersdo em banhos de parafina a 60°C e posterior inclusdo e formacdo de
blocos, que apos resfriados foram seccionados utilizando micrétomo rotativo. Os cortes de

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

3.15 Anélise morfoldgica das células sanguineas, trombdcitos e estudo histopatoldgico
A analise morfologica das células foi feita atraves da observacao das extensées
sanguineas (obtidas nos dias de coleta, fixadas em metanol e coradas com Giemsa) em

campo claro no microscépio 6ptico Zeiss Axoplan®. As células foram documentadas

digitalmente no programa AnalySys®, acoplado ao microscépio.

3.16 Analise estatistica

Valores de temperatura e hematdcrito foram correlacionados com parasitemia por
regressao linear e correlacdo de Pearson’s. Valores hematoldgicos, bioquimicos e de nitrito
foram analisados por ANOVA e teste de Fisher. Todos os testes foram realizados no
programa estatistico BioEstat versdo 5.0. Foi feita repeticdo de todos 0s experimentos e 0s

gréficos foram construidos com a média de cada grupo.
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4. RESULTADOS

A infeccdo com P. gallinaceum foi precedida pelo tratamento com
aminoguanidina (AG) em um grupo de galinhas, com continuidade do tratamento apos a
infeccdo. A partir do 4° dpi, a parasitemia foi continuamente monitorada, porém eritrocitos
infectados s foram encontrados a partir do 6° dpi, tanto nas aves tratadas e nao tratadas
com AG. No grupo tratado com AG, 33% morreram ao longo do experimento, enquanto
que no grupo ndo tratado a mortalidade foi de 66% (Figura 9A). Manifestacbes clinicas
tipicas da maléaria aviaria, como apatia, falta de apetite, caquexia, palidez da crista e
membros (indicativo de anemia), foram observadas. Alguns animais também apresentaram
nistagmo e contracdo muscular involuntaria da face (um animal do grupo ndo tratado
apresentou vocalizagdo com ritmo anormal), recolhimento do corpo em posi¢cdo com o bico
voltado para baixo e febre. Importante mencionar que todas as manifestacGes clinicas
observadas foram menos evidentes nas aves tratadas com AG.

Dentre as aves que cronificaram durante o experimento, o maior pico de
parasitemia foi observado no grupo tratado com AG (Figura 9B). Além disso, as aves
tratadas com AG que morreram em consequéncia da infeccdo apresentaram parasitemia
cerca de 34% maior quando comparadas com as aves ndo tratadas (Figura 9C-D). Em
conjunto, estes resultados indicam que as aves tratadas com AG possuem uma melhor

sobrevida a infeccdo, apesar da maior parasitemia apresentada.
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Figura 9. Sobrevida e parasitemia de aves infectadas com Plasmodium gallinaceum. (A)
Sobrevida de aves infectadas tratadas (m) ou ndo (@) com aminoguanidina. (B) Parasitemia
de aves cronicas tratadas (m, Nn=17) ou n&o (e, n=8) com aminoguanidina. (C) Parasitemia
de aves ndo tratadas com aminoguanidina até o dia da morte (e, n=1; m, N=6; a, n=5; O,
n=2; e, n=1; o, n=1). (D) Parasitemia de aves tratadas com aminoguanidina até o dia da

morte (¢, n=1; m, Nn=2; Ao, n=1; @, n=1; o, n=1).
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Durante os experimentos, as aves foram examinadas por hematologia classica,
e os valores obtidos foram relacionados com a parasitemia do animal e agrupados em
intervalos de parasitemias. Embora os valores da série vermelha nao sejam estatisticamente
diferentes entre os dois grupos de aves, uma tendéncia para valores normais foi detectada
nas aves tratadas com AG (Figura 10). Esses parametros indicam que a infeccdo com P.
gallinaceum induz anemia macrocitica hipocrémica. Este resultado indica que, apesar das
aves tratadas com AG apresentarem maior parasitemia, tiveram valores proximos dos
parametros fisiologicos normais para os glébulos vermelhos.

Observacdes dos esfregacos de sangue periférico de galinhas com parasitemias
acima de 35% revelaram eritrocitos imaturos em processo de divisdo celular (Figura 11A-
D). Apesar da grande maioria de eritrdcitos infectados estarem no estagio maduro (Figura
11E), também foram encontrados eritrocitos imaturos em diferentes fases do ciclo celular
com parasitos (Figura 11F-H). Nenhuma diferenca foi encontrada entre aves do grupo
tratado e grupo néo tratado com AG.

As extensdes sanguineas mostraram que nao sé eritrocitos estavam infectados
com P. gallinaceum (Figura 11), mas também mondcitos (Figura 12A-B), heterdéfilos
(Figura 12C-D) e trombdcitos (Figura 12E-F).

A contagem total de leucdcitos revelou uma tendéncia a leucopenia nas aves
tratadas e ndo tratadas com AG, havendo tendéncia ao aumento do nimero de leucdcitos
nas aves com maior parasitemia (Figura 13A). As aves que cronificaram recuperaram a
normalidade no numero de leucécitos (Figura 13A). O numero total de trombdcitos
mostrou uma trombocitopenia significativa com o aumento da parasitemia (Figura 13B).
Além disso, as aves tratadas com AG apresentaram valores superiores de trombécitos em
relacdo as aves ndo tratadas, sendo estatisticamente diferente em alta parasitemia (Figura

13B).
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Figura 10. Pardmetros hematoldgicos da série vermelha de galinhas infectadas com
Plasmodium gallinaceum tratadas (barras escuras) ou nédo (barras claras) com
aminoguanidina, agrupadas por intervalos de parasitemia. (A) Numero de eritrocitos. (B)
Hematdcrito. (C) Concentragdo de hemoglobina. (D) Volume corpuscular médio (VCM).

(E) Concentracdo de hemoglobina corpuscular media (CHCM).
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Figura 11. Eritrocitos de aves infectadas com Plasmodium gallinaceum. Presenca de
eritrocitos em fases da divisdo celular, além de eritrocitos maduros e imaturos infectados.
Eritécito em profase (A), prometafase (B), anéfase (C) e teldfase (D). Eritrocitos maduro

(E) e imaturo (F, G, H) infectados (cabegas de seta).
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Figural2. Mondcitos (A, B), heterofilos (C, D) e trombécitos (E, F) infectados com
Plasmodium gallinaceum. (A, C, E) Leucécitos de extensdes sanguineas corados com
Giemsa. (B, D, F) Mesmo campo observado por microscopia polarizada, evidenciando a

birrefringéncia do pigmento malarico. Barra = 10 pum.
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Figura 13. Numero absoluto de leucdcitos totais (A) e trombdcitos (B) de galinhas
infectadas com Plasmodium gallinaceum tratadas (barras escuras) ou ndo (barras claras)

com aminoguanidina.
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A contagem diferencial de leucocitos mostrou propor¢do bem maior de
linfdcitos, em relacéo a heterofilos e mondcitos (trés tipos celulares mais abundantes), em
ambos 0s grupos, tratado e ndo tratado com AG (Figura 14A-C). Em relacéo aos linfécitos,
houve diminuicdo no nimero total quando em alta parasitemia, observada nos dois grupos
de animais, tratado e ndo tratado com AG (Figura 14A). No entanto, essa diminui¢do no
grupo nao tratado com AG, ocorreu a partir de 31% de parasitemia, enquanto que no grupo
tratado com AG, sO ocorre a partir de parasitemia mais alta (41%). Foi observado uma
monocitopenia no grupo nao tratado em relacdo ao grupo tratado com AG, em parasitemias
baixas e moderadas, enquanto que em parasitemias elevadas, houve uma monocitose no
grupo ndo tratado em relacdo ao grupo tratado com AG (Figura 14B). Uma diminuicéo do
numero de heterdfilos (segmentados e bastonetes) foi observada em parasitemias
moderadas e altas, em ambos 0s grupos, tratado e ndo tratado com AG, que foi recuperada
nos animais com infecgdo crénica (Figura 14C).

As células brancas, mondcitos, linfocitos e heterofilos apresentaram morfologia
alterada durante o curso da infeccdo com o aumento da parasitemia. AlteracGes
morfoldgicas ndo foram observadas em eosinéfilos. Mondcitos de galinhas ndo infectadas
apresentaram nucleo com formato reniforme e coloragdo roxa, citoplasma com coloracdo
azul claro com poucas areas em azul escuro (Figura 15A). Em galinhas com moderada e
alta parasitemia, 0s mondcitos aumentaram de tamanho e apresentaram mais vacuolos e
ainda, citoplasma com mais areas coradas em azul escuro (Figura 15B-C). Os linfocitos de
galinhas ndo infectadas apresentaram-se pequenos em relagdo aos mondcitos, com uma
baixa razdo nucleo/citoplasma, de acordo com o esperado (Figura 15D). Como observado
em mondcitos, linfécitos também apresentaram maior tamanho, com tendéncia a

diminuicdo da razdo ndcleo/citoplasma, além de maior frequéncia de citoplasma com
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coloracdo irregular (Figura 15E-F). Plasmdcitos foram observados com pouca freqiiéncia,
porém mais evidentes nas aves com alta parasitemia (Figura 15G).

Eosindfilos foram raramente observados, mas nenhuma mudanca aparente
entre as aves nao infectadas (Figura 16A) e infectadas (Figura 16B) foi observada. A
analise de heterdfilos de aves ndo infectadas (Figura 16C) e infectadas com parasitemia
moderada (Figura 16D) também mostrou morfologia semelhante. No entanto, aves com
alta parasitemia alem de heteréfilos com aspecto normal apresentaram heterdéfilos com
pigmentos tdxicos (Figura 16E), normais (Figura 16C, D) e heterdfilos toxicos lobulados
(Figura 16F). Nenhuma diferenca clara na mudanca de morfologia ao longo da infeccao foi

encontrada entre aves tratadas e ndo tratadas com AG.
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Figura 14. Numero absoluto de linfécitos (A), mondcitos (B) e heteréfilos (C) de galinhas

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

com aminoguanidina.
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Figura 15. Mondcitos, linfocitos e plasmocitos de galinhas infectadas ou ndo com
Plasmodium gallinaceum. A-C, mondcitos de animais ndo-infectados e infectados com
baixa e alta parasitemia, respectivamente. D-F, linfocitos de animais ndo-infectados e
infectados com baixa e alta parasitemia, respectivamente. Nota: mondcitos e linfocitos
maiores devido a alta parasitemia. G, plasmoécitos foram observados em animais

infectados. Barra = 10 um.
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Figura 16. Eosintfilos e heterdfilos de galinhas infectadas ou ndo com Plasmodium
gallinaceum. A-B, eosinofilos de animais ndo infectados e infectados com baixa
parasitemia, respectivamente, sem aparentes mudangas morfologicas com a infecgéo.
Heterdfilos normais em animais ndo infectados (C) e com baixa parasitemia (D); com alta

parasitemia, heterdfilos bastdo (E) e toxicos (F). Barra = 10 um.
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Trombdcitos também apresentaram alteracdes morfoldgicas durante a infeccéo
em animais com alta parasitemia (Figura 17). Trombdcitos sanguineos apareceram em
maior tamanho devido aumento da regido citoplasmatica, com presenca de varios vacuolos
(Figura 17A-C).

Apbs isolamento do sangue e cultivo por 1h, trombdcitos apresentaram nucleo
espalhado com cromatina corada de forma intensa, assim como citoplasma com mais
vaclolos evidentes (Figura 17D). Poucos (<4%) apresentaram ndcleo picnético com
citoplasma retraido (Figura 17E), o que indica apoptose como anteriormente relatado
(DaMatta et al., 1999). Entretanto, aves infectadas apresentaram trombdcitos atipicos com
citoplasma espalhado, porém com nucleo alongado (Figura 17F) ou com dois ndcleos
(Figura 17G). Esses trombdcitos atipicos foram confirmados como trombdcitos apos
técnica de imunofluorescéncia (Figura 18). Células com morfologia tipica de trombdcitos,
mas com nucleo alongado ou dois ndcleos (Figura 18A-B) foram reconhecidas pelo
anticorpo monoclonal 11C3 especifico para trombécitos de galinha (Lacoste-Eleaume et
al., 1994). Trombdcitos normais e picnoéticos também foram positivos para este anticorpo
apos 24h em cultura, mas a marcacdo de macrofagos foi negativa (Figura 18C-D).
Extensbes sanguineas também revelaram trombdcitos com dois nucleos, mas esse tipo

morfologico foi raro (Figura 18E-G).
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Figura 17. Trombocitos de galinhas infectadas com Plasmodium gallinaceum em
extensdes sanguineas corados com Giemsa (A, B, C) e apds cultura por 1h (D, E, F, G).
Trombdcitos maiores e com mais vacuolos em animais com alta parasitemia (A-C). (D)
trombdcitos normais com tipicos vacuolos (seta). (E) Trombdcitos picnoticos, com

cromatina condensada (setas). Trombdcitos atipicos com monontcleo longo (F) e dois

nacleos (setas) (G). Barra =10 um
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Trombdcitos normais, picnoticos, com nacleo alongado ou dois nucleos foram
marcados em aves ndo infectadas e infectadas, tratadas e ndo tratadas com AG e
classificados de acordo com os intervalos de parasitemia durante a infeccao (Figuras 19, 20
e21). Apds 1h de cultura, aves ndo infectadas e nao tratadas com AG apresentaram menos
trombacitos picnoticos quando comparadas com aves tratadas (Figura 19A, C). No entanto,
apos 24h de cultura ndo houve diferenca no nimero de trombdcitos picnéticos entre aves
ndo infectadas, tratadas ou ndo com AG (Figura 19B, D). Todos os trombdcitos atipicos
apareceram em galinhas infectadas com P. gallinaceum, mas, ndo foi observada nenhuma
correlacdo clara entre o nimero de trombdcitos atipicos e a parasitemia (Figuras 20 e 21).
Entretanto, a adi¢do das duas categorias de trombdcitos atipicos (nucleo alongado e dois
nacleos), apés 1 h de cultivo, obtidos de animais com parasitemia baixa e alta ou aves
tratadas ou ndo com AG, mostraram que parasitemia elevada e tratamento com AG
induziram aumento de duas vezes no ndmero desses trombdcitos atipicos quando
comparado com a soma dos trombdcitos normal e picnéticos dos outros grupos de aves
(Figuras 20A, C e 21A, C).

Resultado interessante foi apds 24h de cultura, onde o nimero de trombdcitos
picndticos diminuiu drasticamente com a infeccdo e um aumento significativo foi
detectado dos trombdcitos com dois nucleos; no entanto, ndo foi encontrada correlagédo
entre as aves com parasitemia baixa ou alta, ou mesmo no tratamento com AG (Figura
20B, D e 21B, D). Aléem disso, nao houve diferencas nos tipos de trombadcitos apds 24h de
cultura entre aves tratadas ou ndo tratadas com AG ap6s a infec¢do (Figura 20B, D e 21B,
D). Como esperado, as aves com maior parasitemia apresentaram trombdcitos mais

infectados sem aparente preferéncia entre os tipos de trombécitos (ndo mostrado).
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Figura 18. Trombdcitos atipicos positivos para anticorpo anti-trombocito 11C3 e
raramente encontrados em extensdes sanguineas coradas. Microscopia de fluorescéncia (A,
C) e contraste diferencial (B, D) apds marcacédo das células com anticorpo anti-trombdcito
11C3; celulas cultivadas por 1h (A, B) e 24 h (C, D). Microscopia de campo claro de
extensdes sanguineas coradas (E, F, G). (A, B). Trombdcitos atipicos com um ndcleo
(cabeca de seta) ou dois (seta) cultivados por 1h e positivos para 11C3. (C, D).
Trombdcitos normais (seta) e picnéticos (cabeca de seta) positivos para 11C3; macréfago
(seta longa) foi negativo para 11C3. (E, F, G) Trombdcitos atipicos com dois nucleos
observados em extensfes sanguineas de galinhas com alta parasitemia. Barra = 10 um,

barraem A e E é amesmaem B, C, D e F, G, respectivamente.
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Figural9. Contagem diferencial de tipos de trombdcitos, obtidos em cultura, de galinhas
ndo infectadas com Plasmodium gallinaceum, tratadas ou ndo com aminoguanidina.
Trombécitos foram definidos como normal (T) e picnético (Tp) (ver figura 18). A e B,
trombdcitos de galinhas ndo tratadas com AG, 1h e 24h de cultura, respectivamente; C e D,
trombdcitos de galinhas tratadas com AG, 1h e 24h de cultura, respectivamente.Nota:
trombdcitos de galinhas ndo infectadas tratadas com aminoguanidina possuem menos

trombdcitos picnéticos ap6s 1h de cultura (A, C).
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Figura 20. Contagem diferencial de tipos de trombdcitos, obtidos em cultura, de galinhas
infectadas com Plasmodium gallinaceum, em baixa parasitemia (15%), tratadas ou nao
com aminoguanidina. Trombdcitos foram definidos como normal (T), picnético (Tp),
nucleo alongado (Ta) ou dois nucleos (Tdn) (ver figura 18). A e B, trombdcitos de galinhas
ndo tratadas com AG, 1h e 24h de cultura, respectivamente; C e D, trombécitos de galinhas
tratadas com AG, 1h e 24h de cultura, respectivamente. Nota: apos infeccdo, as galinhas

apresentaram trombacitos atipicos, com nucleo alongado (Ta) ou dois nucleos (Tdn).
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Figura 21. Contagem diferencial de tipos de trombdcitos, obtidos em cultura, de galinhas
infectadas com Plasmodium gallinaceum, em alta parasitemia (51%), tratadas ou ndo com
aminoguanidina. Trombdcitos foram definidos como normal (T), picnético (Tp), ndcleo
alongado (Ta) ou dois nucleos (Tdn) (ver figura 18). A e B, trombdcitos de galinhas ndo
tratadas com AG, 1h e 24h de cultura, respectivamente; C e D, trombdcitos de galinhas
tratadas com AG, 1h e 24h de cultura, respectivamente. Nota: ndo foi observada diferenca
no numero de trombdcitos atipicos nas galinhas infectadas, tratadas ou ndo com
aminoguanidina, apds 1h de cultura (baixa e alta parasitemia), a excec¢do foi em animais
tratados e com alta parasitemia que mostraram maior numero de trombdcitos atipicos (C);
apos 24h em cultura, galinhas infectadas, independente de tratamento, mostraram maior

namero de trombécitos com dois nucleos (Figuras 20B, D e 21B, D).
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A bioquimica sérica de algumas enzimas e substancias também foi analisada
durante o periodo de infeccdo entre aves tratadas e ndo tratadas com AG (Figura 22). ALT
e AST mostraram uma tendéncia a aumentar com a maior parasitemia sem diferenca clara
entre os dois grupos (Figura 22A e B). Reducdo da FAL foi detectada com o aumento da
parasitemia, mas novamente nenhuma diferenca entre os dois grupos foi detectada (Figura
22C). Por outro lado, os valores para uréia e acido Urico mostraram-se elevados com o
aumento da parasitemia somente para o grupo de aves nao tratadas (Figura 22F e G).
Nenhuma alteracdo aparente foi detectada para LDH, colesterol e creatinina entre os dois
grupos de aves com o aumento da parasitemia (Figura 22C, E, H).

A medicdo de nitrito no plasma mostra valores basais desse metabdlito do NO
em aves normais e apés infeccdo antes do aparecimento de parasitos no sangue. No
entanto, com a evolucdo da parasitemia se observa aumento nos niveis de nitrito, que
alcanca niveis duas vezes maior em relacdo aos animais ndo parasitados (Figura 23). Por
outro lado, este intenso aumento ndo é verificado nos animais tratados com AG, mesmo em
alta parasitemia (Figura 23). Nos animais com infeccdo cronica, os niveis de nitrito se

mostraram semelhantes aos niveis basais encontrados nos animais nao parasitados.
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Figura 22. Bioguimica sérica de galinhas infectadas com Plasmodium gallinaceum
tratadas (barras pretas) ou ndo (barras cinzas) com aminoguanidina, agrupadas em
intervalos de parasitemia. (A) ALT, (B) AST, (C) LDH, (D) FAL, (E) Colesterol, (F)
Uréia, (G) &cido urico, (H) Creatinina. Nota: pequenas mudangas em ALT, AST, FAL,
porém sem diferencas entre 0s grupos com aumento da parasitemia; uréia e acido Urico

aumentaram somente no grupo nao tratado.
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Figura 23. Niveis de nitrito no plasma de galinhas infectadas com Plasmodium
gallinaceum tratadas (barras escuras) ou ndo (barras claras) com aminoguanidina,

agrupadas por intervalos de parasitemia.
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A histopatologia do baco de aves com alta parasitemia na fase aguda da
infeccdo mostrou elevada depressdo de linfdcitos, nas aves tratadas com AG, e moderada,
nas aves nao tratadas (Figura 24A, C). Aves tratadas também apresentaram menos
pigmento malarico no baco (Figura24B, D). Em aves com infeccdo crénica, nenhuma
diferenca clara foi encontrada entre os grupos, tratado e ndo tratado. Uma pequena
depressdo de linfocitos foi detectada nesses animais, com pequenos linfocitos foliculares
(Figura 24E-F), indicando reestruturacdo do 6rgdo nesta fase da infecgéo.

Nos achados histopatoldgicos do figado de aves tratadas com AG com alta
parasitemia na fase aguda da infeccdo foi visto um rico infiltrado inflamatério, composto
por células mononucleares e raros heteréfilos, com localizacdo perivascular (Figura 25A).
Também foi observado necrose devido a coagulacdo (ndo mostrado). Aves tratadas com
AG apresentaram menor infiltrado inflamatério (Figura 25B) com menos pigmento
malarico (Figura 25D). As aves com infec¢do cronica, ndo apresentaram diferenca
significativa entre os grupos tratado e ndo tratado. Ainda no figado das aves com infeccédo
crénica foi observada degeneracdo hidropica difusa, porém sem infiltrado inflamatorio
e/ou areas de necrose (Figura 25E-F).

Em relacdo ao cérebro, os achados histopatoldgicos em galinhas com alta
parasitemia na fase aguda da infeccdo mostraram caracteristicas patoldgicas semelhantes
entre os grupos tratado e ndo tratado com AG. Estase vascular com concentragdo de
leucdcitos foi observada em aves de ambos 0s grupos; foi encontrado pigmento malarico
em células da vasculatura (Figura 26A, B). No entanto, algumas sec¢bes do cérebro
apresentaram pigmento malarico no tecido, fora dos vasos (Figura 26C, D). Nao foram
encontradas diferencas entre os grupos tratados e ndo tratados com AG na fase crénica da
infeccdo. No entanto, esses animais apresentaram gliose “cicatricial” (Figura 26E) que foi

negativa para pigmento malarico (Figura 26F).
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Figura 24. Baco de galinhas tratadas com aminoguanidina tem maior depressdo de
linfécitos e menos pigmento da malaria durante a fase aguda da infeccdo. A. SeccOes de
baco coradas com H&E de galinhas nédo tratadas no periodo de infeccdo aguda mostrando
depressdo de linfocitos (setas). B. Mesmo campo visual observado por microscopia
polarizada. C. Seccao de baco corada com H&E de galinhas tratadas com aminoguanidina
no periodo de infeccdo aguda mostrando extensa depressdo de linfocitos. D. Mesmo campo
visual observado por microscopia polarizada. Nota: menos material birrefringente em
seccOes de tecidos de galinhas tratadas. E. Seccdes de bago coradas com H&E de galinhas
com infeccdo crénica ndo tratadas mostrando pequenos foliculos linféides (setas). F.

Mesmo campo visual observado por microscopia polarizada. Barra = 50 um.
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Figura 25. Figado de galinhas tratadas com aminoguanidina possui menos pigmento
malérico durante a fase aguda da infeccdo. A. Seccdes de figado coradas com H&E de
galinhas tratadas durante periodo de infeccdo aguda. Extensa area de infiltrado
inflamatdrio (setas), ao lado de um vaso (cabeca de seta). B. Mesmo campo visual
observado por microscopia polarizada. C. Seccéo de figado corada com H&E de galinhas
tratadas com aminoguanidina no periodo de infec¢do aguda. Infiltrado inflamatério pode
ser observado (seta). D. Mesmo campo visual observado por microscopia polarizada. Nota:
menos birrefringéncia em sec¢des de tecido de galinhas tratadas com aminoguanidina. E.
Seccdo de figado corada com H&E de galinhas ndo tratadas com infeccdo crénica
mostrando degeneracdo hidrépica difusa. F. Mesmo campo visual observado por
microscopia polarizada. Nota menos material birrefringente em animais com infeccao

crénica. Barra = 50 pum.
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Figura 26. SeccOes de cérebro de galinhas infectadas com Plasmodium gallinaceum
tratadas ou ndo com aminoguanidina. Nenhuma diferenca na patologia foi encontrada entre
galinhas tratadas e ndo tratadas com aminoguanidina. A. Seccdo de cérebro abaixo da
regido granular de uma galinha na fase aguda da infeccdo, corada com H&E. Nota: estase
vascular com concentracao de leucdcitos dentro do vaso (seta). B. Mesmo campo visual
observado por microscopia polarizada. Nota: pigmento malarico dentro do vaso. C.
Seccoes de cérebro de galinhas na fase aguda da infeccdo apresentaram pigmento malarico
fora do lumen vascular. D. Mesmo campo visual observado por microscopia polarizada.
Nota: pigmento malarico no tecido. E. Sec¢do de cérebro abaixo da regido granular de
galinha na fase cronica da infeccdo, corada com H&E. Nota: gliose cicatricial (seta)no

tecido nervoso. F. Mesmo campo visual observado por microscopia polarizada. Barra = 50

um for A, B, E, F and 10 um for C, D.
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5. DISCUSSAO

Apesar de varios estudos e descobertas, muitos aspectos envolvidos na
patologia da malaria ainda precisam ser elucidados, sendo a doenca uma das principais
causas de mortalidade no mundo (Oliveira-Ferreira et al., 2010). Diante disso, a
importancia de modelos experimentais torna-se evidente, pois sdo capazes de reproduzir
aspectos comuns a malaria humana (Langhorne, 1994; De Souza & Riley, 2002; Slater,
2005). Malaria aviaria em Gallus gallus infectados com P. gallinaceum pode ser
considerada um importante modelo para estudo dos mecanismos envolvidos na patogénese
da doenca como para desenvolvimento de novas drogas terapéuticas (Garnham, 1966;
Krettli et al., 2001; Permin & Juhl, 2002; Williams, 2005; Macchi et al., 2010). Como um
dos mecanismos envolvidos na patogénese da doenca é a resposta imunoldgica, com
producdo de mediadores como o NO (Clark et al., 1991; Langhorne, 1994; Keller et al.,
2004), este trabalho demonstrou a evolugédo da infeccdo experimental de galinhas por P.
gallinaceum apds tratamento in vivo com AG, inibidor da produgéo de NO.

Trabalhos anteriores (Permin & Juhl, 2002; Williams, 2005; Macchi et al.,
2010) demonstraram sintomas clinicos classicos de maléria, além de alta mortalidade de
galinhas durante a infeccdo experimental por P. gallinaceum. Macchi et al. (2010)
demonstraram lesdes patologicas no cérebro desses animais e ainda ativacdo do sistema
imunolégico detectada pela producdo de NO de macrofagos. No estudo atual foi
demonstrado algumas caracteristicas clinicas, hematoldgicas, bioquimicas e
histopatoldgicas envolvidas na patogénese da doenca, alem da correlagdo direta com 0s
niveis de parasitemia. Dentre as caracteristicas clinicas mais frequentes encontramos falta
de apetite (anorexia), anemia (evidenciada pelos valores hematoldgicos e cor das pernas e

cristas) e febre, como ja descrito por Williams (2005) e Macchi et al. (2010). Em alguns
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animais foram observados sintomas relacionados a distarbios neurol6gicos como nistagmo
e contragdo muscular involuntaria da face, alem disso, um animal do grupo nédo tratado
com AG apresentou vocalizacdo anormal, recolhimento do corpo com o bico voltado para
baixo confirmando a acdo do parasito no tecido cerebral, como ja& demonstrado por
Paraense (1946) e Macchi et al. (2010).

O presente estudo mostrou que a intensidade das caracteristicas clinicas
encontradas pode ser correlacionada com o aumento da parasitemia. No entanto, esse
achado se aplica mais ao grupo ndo tratado com AG, uma vez que 0 grupo tratado mostrou
caracteristicas clinicas de menor intensidade, porém com maiores niveis de parasitemia. As
manifestacdes clinicas mais brandas no grupo tratado com AG, bem como a maior taxa de
sobrevivéncia em relagdo ao grupo ndo tratado, nos permite inferir a importancia da
producdo do NO na patogénese da doenca, evidenciando sua acdo microbicida, constatada
com a alta parasitemia do grupo tratado com inibidor de NOS, como também relatado por
Taylor-Robinson & Smith (1999). Nossos resultados sugeriram o envolvimento do NO na
potencializacdo do quadro inflamatorio da infeccdo malarica, que leva a morte, observada
nos animais ndo tratados com AG, corroborando trabalhos anteriores em camundongos
(Ghigo et al., 1995, Rudin et al., 1997; Favre et al., 1999; Maneerat et al., 2004) e
observacao de cérebros post mortem de maléria fatal por P. falciparum (Maneerat et al.,
2004), indicando similaridade entre os modelos estudados com diferentes hospedeiros e
espécies de Plasmodium.

O periodo de desenvolvimento da doenca, com aparecimento das
manifestacdes clinicas, agravamento do quadro e morte foi similar ao descrito em trabalhos
anteriores (Permin & Juhl, 2002; Williams, 2005), com pico de morte entre os dias 9-11 pi.
Macchi et al. (2010) demonstraram um indice de mortalidade >90% em animais livres de

tratamento com AG, com picos de morte entre os dias 7-9 pi. Essa diferenca pode ser
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atribuida a diferentes linhagens de galinhas utilizadas nos estudos ou mesmo a idade das
aves, que no presente estudo possuiam 35 dias de idade, enquanto Macchi et al. (2010)
utilizaram aves jovens com 10 dias de idade. Para uma melhor analise dos picos
parasitémicos, os animais com infeccdo crénica foram separados dos animais que
morreram, nos grupos tratado e ndo tratado com AG. O presente estudo mostrou alta
mortalidade (cerca de 66%) de animais infectados com P. gallinaceum, ndo tratados com
AG, sem observacdo de resposta satisfatoria no sistema imune das aves (Paraense, 1946;
Ferris et al., 1973; Soulsby, 1982; Springer, 1996; Williams, 2005; Frevert et al., 2008;
Macchi et al., 2010). Por outro lado, os animais tratados diariamente com AG tiveram um
indice de mortalidade mais baixo em relacdo aos ndo tratados (cerca de 30%), apesar do
sistema imunolégico suprimido pela acdo da AG, evidenciando fortemente o envolvimento
do NO no processo de patogénese da doenca (Ghigo et al., 1995; Macchi et al., 2010). Em
ambos 0s grupos, tratado e ndo tratado com AG, foi observada uma heterogeneidade em
relacdo ao desenvolvimento da parasitemia, como ja demonstrado anteriormente (Macchi
et al., 2010). Isso pode ser explicado por diversos fatores, sendo um deles a resposta
imunoldgica individual.

Trabalhos anteriores sugeriram que galinhas infectadas com P. gallinaceum
morrem por anemia devido a lise de hemacias (Wright and Kreier, 1969) e malaria
cerebral, devido a formas exo-eritrociticas nas células endoteliais bloqueando os capilares
cerebrais (Paraense, 1946; Greenberg et al.,, 1950). Estudos anteriores também
correlacionam anemia com deficiéncia de IL-10 em reposta a altas concentracdes de TNF-
a (Heddini, 2002), mas a anemia ¢ o resultado da destruicdo de hemacias durante o ciclo
eritrocitico do P. gallinaceum. Nesse contexto, as alteracdes hematoldgicas foram
avaliadas com intuito de verificar se a causa da morte mostrava relagdo direta com o

aumento da parasitemia e lise das hemacias. De fato, 0 aumento da parasitemia, diminui o



74

numero total de hemacias e valores de hematdcrito e hemoglobina, provavelmente devido a
hemolise provocada pelo préprio parasito (Soni & Cox, 1975a,b; Williams, 2005; Macchi
et al., 2010). No entanto, essa anemia parece nao ser a principal causa de mortalidade,
visto que o grupo tratado com AG apresentou maiores valores de parasitemia, com valores
hematoldgicos da série vermelha préximos aos observados no grupo néo tratado, mas mais
préximos dos animais controles. Esse fato sugere outro mecanismo para a morte, 0 que
explicaria a melhor sobrevida a infeccdo, apesar da maior parasitemia apresentada.

Ao analisar os indices hematimétricos, verificamos pequeno aumento do VCM
em animais infectados, tratados ou ndo com AG, em relacdo aos animais nao infectados,
indicando a presenca de hemacia jovem (hemécia grande) que pode ter sido lancada na
circulacdo como resposta do organismo em suprimento a hemolise causada pelo parasito
(Lopes et al., 2007). Em relacio ao CHCM, diminuido nos animais infectados em
parasitemias moderadas e altas, indicando diminuicdo da sintese de hemoglobina. No
entanto, esse afirmacdo ndo pode ser feita, pois como 0 VCM indica aumento de hemacias
imaturas, o0s niveis de hemoglobina podem estar apenas fisiologicamente alterados, embora
a analise dos niveis de hemoglobina tenha mostrado diminuicdo nos animais infectados,
tratados ou ndo com AG (Lopes et al., 2007).

Keller et al. (2004) descreveram a anemia com patogénese multifatorial e ndo
unicamente pelo parasito, principalmente devido a destruicdo de eritrocitos ndo parasitados
pelo sistema imune e alteracbes na membrana da célula parasitada, o que provoca
congestdo de vasos. Nossos resultados demonstram correlagdo positiva entre os valores
hematoldgicos da série vermelha e a parasitemia, fato observado com o aumento nos
valores de hematocrito e hemoglobina e regressdo da parasitemia nos animais com
infeccdo crbnica, em ambos 0s grupos, tratado e ndo tratado. Esses resultados estdo de

acordo com Permin & Juhl (2002) que observaram uma diminuigdo no numero de
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hemacias sadias e aumento no nimero de hemacias parasitadas (células/ul de sangue), fato
atribuido a reducdo da eritropoiese por acdo de citocinas, como TNF-a, produzido durante
a infeccdo como resposta do sistema imune (Clark & Cowden, 2003; Jaramillo et al.,
2004).

Os valores referentes a hematimetria e hematocrito foram muito proximos
entres 0s grupos tratado e nao tratado com AG. No entanto com o desenvolvimento da
parasitemia, tornaram-se distantes dos grupos ndo infectados, tratado e nao tratado com
AG. Esses dois grupos tiveram valores ligeiramente acima dos valores considerados por
Mota et al. (1998) e os encontrados por Macchi et al. (2010), além dos valores referidos
por Cardoso & Tessari (2003) para frangos de corte. Esta diferenca pode ser atribuida as
diferentes linhagens de aves utilizadas no experimento, ao tipo de racdo fornecida ou
mesmo a idade das aves experimentais.

As médias dos valores de hemoglobina néo diferiram significativamente entre
os dois grupos, tratado e ndo tratado com AG. No entanto, entre 0s grupos controles e
infectados em diferentes parasitemias, esta diferenca foi bem evidente, confirmando a
destruicdo de hemacias com o aumento da parasitemia. Os valores normais estdo proximos
aos valores encontrados por Mota et al. (1998). Apesar de varios autores (Soni & Cox,
1975a,b; Permin & Juhl, 2002; Williams, 2005; Macchi et al., 2010) relatarem anemia na
fase aguda da infeccdo experimental por P. gallinaceum, ndo se tem na literatura estudos a
cerca do perfil hematoldgico da série vermelha dessa infeccdo, o que dificulta o
embasamento para maior discussao.

Os parasitos foram observados em hemécias maduras, imaturas e em divisao.
Sabe-se que o P. juxtanucleare possui preferéncia em parasitar hemacias adultas (Bennet et
al., 1966; Krettli, 1971), mas em relagdo ao P. gallinaceum nédo existem estudos que

evidenciem a predilecdo por hemécias. O que se sabe é o alto parasitismo provocado por
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esse plasmodio (Permin & Juhl, 2002; Williams, 2005; Macchi et al., 2010) que é diferente
do P. juxtanucleare. O fato de serem encontradas hemacias em todos os estagios infectadas
sugere que o P. gallinaceum ndo tem uma preferéncia por infectar hemacias maduras.
Hemacias infectadas em divisdo também sugere que a infeccéo esta ocorrendo na medula
0ssea. Ademais, foi observado também aumento na quantidade de hemdcias imaturas em
extensdes sanguineas de aves com parasitemias elevadas, o0 que sugere maior producéo de
hemaécias para suprir a destruicdo em massa provocada pelo parasito.

Além de parasitar hemdcias, foram observadas formas de P. gallinaceum no
citoplasma de trombdcitos e alguns leucdcitos. No entanto, ndo é possivel afirmar com
total clareza se houve parasitismo ou fagocitose por parte dessas células, sem um estudo
mais aprofundado. Apesar de atividade fagocitica ja ter sido mostrada em trombacitos,
essas células ndo sdo os principais fagocitos na circulacdo sanguinea, e alguns parasitos,
como Toxoplasma gondii, penetram ativamente nestas células (DaMatta et al., 1998).
Formas de trofozoitos e gametdcitos foram observadas em trombdcitos de galinhas
naturalmente (Massard, 1982; Soares et al., 1999) e experimentalmente (Silveira et al.,
2009) infectadas com P. juxtanucleare sem evidenciar relacdo com as caracteristicas da
cepa ou o grau de parasitismo do parasito. Dessa forma, a entrada e desenvolvimento do P.
gallinaceum nestas células pode fornecer embasamentos suplementares que possam
esclarecer a patogénese. A observacdo de formas de parasito em outros tipos celulares
ocorreu em ambos 0s grupos, tratado ou ndo tratado com AG, sugerindo relacdo direta com
indices de parasitemia.

O valor médio do numero absoluto de trombdcitos no sangue foi
significativamente maior nos grupos ndo infectados e crénico, tratados ou ndo com AG em
relagdo aos infectados. Esses valores revelaram correlacdo negativa com a crescente

parasitemia das aves infectadas, ndo demonstrando de forma geral diferencas estatisticas
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entre os grupos tratado e ndo tratado com AG. No entanto, analisando parasitemias
elevadas (>50%) verificamos aumento significativo no nimero de trombdcitos no grupo
tratado em relagcdo ao grupo ndo tratado, o que pode indicar o envolvimento dessas células
na patogénese da doenga e ainda uma possivel interacdo com o NO, potencializando sua
ativacdo. Esses dados podem ser confirmados com estudos mais detalhados. No entanto, 0s
valores obtidos foram superiores aos encontrados por Mota (1997). Essa divergéncia pode
estar relacionada ao emprego de diferentes técnicas para determinacdo desse parametro
aliado a dificuldade em quantificar estas células que possuem ainda alta capacidade de
aderéncia e formacdo de grumos (Lucas & Jamroz, 1961), principalmente em animais
altamente parasitados.

Em relacdo a contagem total de leucdcitos entre os animais infectados e ndo
infectados, tratados ou ndo com AG, ndo foi registrada diferenca significativa entre os
grupos, apenas uma diminui¢do no numero total de leucécitos em intervalos de parasitemia
mais altas, mostrando uma diminuicéo da resposta imunoldgica nestes animais, levando em
consideracdo esse indice. Este achado diverge de descritos na literatura onde o numero de
leucdcitos se eleva na presenca de organismos estranhos (Cardoso et al., 2003; Silveira et
al., 2009).

Na contagem diferencial observamos proporcdes celulares semelhantes a
trabalhos anteriores (Lucas & Jamroz, 1961; Mota, 1997; Cardoso & Tessari, 2003).
Quando comparamos os tipos celulares mais freqiientes, notamos uma predominancia de
linfocitos, seguida em proporgdes inferiores por heteréfilos e mondcitos. O numero
absoluto de linfdcitos diminui consideravelmente em animais infectados tratados com AG,
a partir de 10% de parasitemia, o que em animais tratados com AG isso sé foi observado
em alta parasitemia (a partir de 40%). Nos animais com infecgdo cronica, o valor inicial foi

estabelecido, com recuperacdo do numero total de linfécitos. Em relacdo aos mondcitos,
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aves nao tratadas mostraram valores inferiores as aves tratadas com AG, quando analisadas
parasitemias baixa e moderada. No entanto, em altas parasitemias, essas aves apresentaram
aumento no numero total de monacitos, caracterizando uma monocitose, enquanto que as
aves tratadas com AG mantiveram o mesmo valor médio. Os valores médios de heterdfilos
(conta-se bastonetes e segmentados) teve uma queda em parasitemias moderada e alta, em
ambos 0s grupos, tratado e ndo tratado com AG. Essa variacdo na proporc¢édo de leucocitos
pode indicar que a infeccdo malarica recruta essas células para o tecido infectado, e ainda
gue o NO pode influenciar esse recrutamento, uma vez que nos animais tratados com AG
h& uma tendéncia a maiores valores em relacdo ao grupo nao tratado.

As hemadcias parasitadas mostraram granulos com birrefringéncia, que sao
caracteristicos do género Plasmodium (Campbell, 2004). A caracterizacdo morfologica de
hemécias, trombdcitos, linfocitos e mondcitos foi semelhante a achados na literatura
(Alberio et al., 2005; Silveira et al., 2009; Bonadiman et al., 2010). Mondcitos e linfocitos
tiveram tamanhos aumentados devido a alta parasitemia, além de serem encontrados com
parasitos interiorizados. Em animais com alta parasitemia foram encontrados plasmacitos,
evidenciando a participacdo de uma resposta humoral nesta infeccdo. Heterdfilos com
granulos basofilicos foram encontrados em animais com alta parasitemia e classificados
como toxicos, semelhante a classificacdo feita por Campbell (2004) e demonstrada por
Bonadiman et al. (2010). Eosindfilos diminuiram de numero relativo com a infeccdo ja que
ndo foram mais vistos durante as contagens. Esses resultados caracterizam alteracdes
morfolégicas bésicas desses leucdcitos durante essa infecgdo. Indicam ativacdo, pelo
aumento de tamanho de mondcitos e linfdcitos, e de heterdfilos pelo aparecimento desse
tipo celular classificado como toxico. Ademais, indicam que eosindfilos ndo participam da

resposta imunolégica na infeccéo de P. gallinaceum.
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Nos animais infectados, em alta parasitemia, tratados ou ndo com AG, também
foram encontrados estagios mais tardios do parasito, o que foi evidenciado por microscopia
polarizada mostrando a birrefringéncia do pigmento malarico, produzido pelo parasito apos
metabolizacdo da hemoglobina (Moore et al., 2002; Campbell, 2004).

Em cultivo e em maior proporcdo, os trombdcitos mostraram caracteristicas
peculiares, nunca antes relatadas. Foram observados trombdécitos com nucleo espalhado
com cromatina corada de forma intensa, além de citoplasma com mais vacuolos evidentes,
sugerindo uma modulacdo dessas células pela infeccdo. Foi observado, em cultivos de 24h,
com maior proporcdo em altas parasitemias, trombocitos com nucleo picnético e
citoplasma retraido, evidéncia de apoptose como relatado em trabalho anterior (DaMatta et
al., 1999). As alteracGes observadas em aves infectadas foram mais evidentes, com
trombdcitos atipicos e citoplasma espalhado, com nucleo alongado ou com dois nucleos.
Essas células foram confirmadas por imunofluorescéncia com anticorpo anti-trombadcito
11C3 (Lacoste-Eleaume et al., 1994). Trombdcitos sanguineos também apresentaram
alteracdes morfologicas durante a infeccdo em animais com alta parasitemia, com maior
tamanho devido aumento da regido citoplasmatica, com presenca de varios vacuolos e
nucleo duplicado. As alteragcbes morfoldgicas foram mais evidentes em aves infectadas em
alta parasitemia tratadas com AG além de uma inducdo de duas vezes no numero desses
trombdcitos atipicos quando comparado com a soma dos trombdcitos normal e picnéticos
dos outros grupos de aves. Com esses achados podemos inferir que a medula responde a
infeccdo liberando trombdcitos imaturos demais, o que é evidenciado pela morfologia
encontrada, maiores e com nucleo alongado ou duplicado, o que caracteriza o crescimento
nuclear antes de se dividir, ou ainda divisdo do nicleo sem que haja citocinese. A liberacéo
de trombdcitos imaturos pela medula confirma o envolvimento desse tipo celular durante a

evolugéo dessa infeccdo.



80

Polack et al. (1991) mostraram uma atividade citotoxica de plaquetas como
mecanismo de defesa contra parasitos extra e intracelulares, como Trypanosoma musculi,
Schistosoma mansoni e Plasmodium falciparum (estagio de esquizonte). Trabalhos
recentes mostram o envolvimento de plagquetas na patogénese da malaria cerebral (Faille et
al., 2009b; Cox & McConkey, 2010; Mast et al., 2010; Bridges et al., 2010). No entanto,
nossos resultados sdo preliminares e necessitam de experimentos mais detalhados para
verificar 0 mecanismo que envolve trombdcitos na patogénese do modelo experimental
aviario.

Diversos estudos tém demonstrado alteragdes histopatologicas durante a
maldria cerebral, com envolvimento de fatores que agravam o quadro de manifestacdes, em
humanos e em modelos murinos (Hearn et al., 2000; Sherman et al., 2003; Idro et al.,
2005). Nossos resultados encontrados nas sec¢des de baco, figado e cérebro de aves
infectadas com P. gallinaceum, tratadas ou ndo com AG, demonstram claramente lesdes
decorrentes da acdo do parasito, além de sequestro de eritrocitos parasitados,
principalmente, na microvasculatura cerebral.

Nossos resultados indicam ainda que as lesGes sdo mais brandas em animais
tratados com AG, no que se refere ao bacgo e cérebro, sugerindo fortemente o papel do NO
nesse processo, como ja descrito anteriormente (Ghigo et al., 1995; Rudin et al., 1997,
Maneerat et al., 2000; Macchi et al., 2010). Em relacdo a seccBes de tecido cerebral,
mesmo em modelos diferentes nossos resultados sdo semelhantes aos observados por
Hearn et al. (2000) e Grau et al. (2003), que demonstraram sequestro de parasitos e
leucdcitos na microvasculatura cerebral de camundongos infectados com P. berghei e em
criangas com maléria falciparum, respectivamente.

Nossos resultados demonstraram ainda vérias alteragdes no tecido cerebral

decorrente da acdo indireta do parasito ou de suas toxinas. Na fase cronica da infeccéo,
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com regressdo da parasitemia, foram encontradas areas de cicatrizacdo, o que caracteriza
recuperacdo da lesdo em decorréncia da acéo do parasito.

De acordo, com a com a literatura, todos os achados no tecido cerebral sdo
caracteristicos de malaria cerebral, fato que confirma a importdncia do modelo
estabelecido. S8o varias as alteracbes descritas no quadro de malaria cerebral, mas o
depdsito de pigmento malarico na microvasculatura cerebral é crucial para o diagnostico de
encefalite malarica (Sullivan et al., 1996). Nossos resultados demonstram em algumas
seccOes capilares cheios de eritrocitos parasitados com presenca de pigmento malarico,
como demonstrado por microscopia polarizada, confirmando a morte do animal por
malaria cerebral.

O papel do NO na imunidade a malaria ja foi evidenciado, e tem atividade
antimicrobiana sobre o estagio eritrocitico assexuado do parasito (Taylor-Robinson &
Smith, 1999). Taylor-Robinson (1997) observou que a ativacdo da via metabodlica L-
arginina-NO exerce um efeito antimicrobiano sobre o P. falciparum, P. berghei e P.
chabaudi, visto que as concentracdes aumentadas de NO, possuem um efeito inibidor e,
depois, matam o parasito em seu estagio assexuado. Isso pode explicar a alta parasitemia
encontrada nos animais tratados com AG, uma vez que seus niveis de nitrito no plasma
estdo baixos em relacdo aos animais ndo tratados em alta parasitemia. No entanto, segundo
Clark et al. (1992), alteracbes durante a malaria cerebral estdo associadas com altas
concentracdes de citocinas que podem levar a geracdo de NO na parede vascular, o qual
cruza a barreira hematoencefalica causando altera¢fes funcionais que incluem aumento da
entrada de calcio induzido por glutamato, elevada atividade da nNOS com elevada
producdo de NO neuronal em células pos-sindptica, aumento este que leva ao coma. Além
disso, alteragdes na microcirculacdo causam hipoxia, podendo ocorrer um acumulo de

calcio, que pode ativar a nNOS e eNOS (Brunet, 2001). O papel do NO ainda é bastante
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controverso dentro da infeccdo malarica, principalmente pelas varias isoformas de enzima
e locais de producdo (Forstermann et al., 19940. No entanto, a producdo de NO pela
isoforma induzida da enzima parece ter um papel de destaque dentro da infeccdo (Clark et
al., 1991; Ghigo et al., 1995; Bogdan, 2001; Brunet, 2001; Macchi et al., 2010). O NO
produzido pelo sistema imunoldgico em resposta a infeccdo, potencializa o quadro de
inflamacdo levando a maior ativacdo do endotélio, mediando assim a neurotoxicidade
provocada pelo parasito na malaria cerebral (Hearn et al., 2000; Hunt & Grau, 2003;
Maneerat et al., 2004).

Nossos resultados demonstram niveis de nitrito aumentados no plasma de
animais ndo tratados em relagdo aos animais tratados, que permanece constante com
parasitemias crescentes, nestes ultimos. Ou seja, conforme ocorre aumento na parasitemia
h& aumento dos niveis de nitrito nos animais ndo tratados, mas isso ndo é verificado em
animais tratados com AG. Dessa forma, o NO pode estar implicado na alta mortalidade
observada nos animais tratados, e sua auséncia poderia justificar a baixa mortalidade
encontrada nos animais sem tratamento. Estes achados estdo de acordo com os trabalhos de
Clark et al. (1992) e Brunet (2001), que demonstram a participacdo do NO no
desenvolvimento da doenca, conforme aumento da parasitemia. No entanto, Levesque et
al. (1999) demonstraram uma relacdo inversa entre producdo de NO e severidade da
doenca apds observarem que niveis de nitrato no soro e na urina e niveis de antigenos
INOS em células mononucleares de sangue periférico em criangas com maldria cerebral
mostraram-se significativamente reduzidos em relacdo ao observado em criangas
saudaveis. Boutlis et al. (2004) demonstraram em um estudo feito em Papua Nova Guiné,
que producdo de NO e atividade da NOS em criancas e adultos ndo tem associacdo com
niveis de parasitemia. Observaram ainda que niveis basais da producdo de NO e atividade

da NOS ndo possuem efeito protetor contra o parasito, 0 que contrasta estudos anteriores
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que demonstraram efeito antiparasitario para 0 NO. No entanto, a participacdo do NO na
maldria aviaria é evidenciada em estudos anteriores do nosso grupo (Macchi et al., 2010) e
corroboram com Ghigo et al. (1995) e Taylor-Robinson & Smith (1999), que evidenciaram
a participacdo do NO na patogénese da malaria em camundongos.

Dessa forma, estudos sobre a participagdo do NO na malaria cerebral
apresentam resultados controversos. Favre et al. (1999) sugeriram que a producao de NO
ndo € essencial para o desenvolvimento da doenca, onde camundongos C57BL deficientes
de iNOS, infectados com P. berghei (cepa ANKA), ndo apresentaram alteracfes na
sobrevida e no desenvolvimento da maléria cerebral.

Estudos envolvendo NO e malaria demonstram resultados ambiguos, devido a
producdo de NO por diferentes isoformas da enzima e local de producdo. No entanto,
nossos resultados claramente demonstram a participacdo desse mediador na patogénese da

maldria, corroborando trabalhos anteriores (Ghigo et al., 1995; Macchi et al., 2010).
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6. CONCLUSAO

1. De acordo com os resultados obtidos 0 mensageiro quimico éxido nitrico
possui um papel importante no modelo experimental de malaria cerebral induzida pelo
Plasmodium gallinaceum em galinhas domésticas, ja& que animais tratados com
aminoguanidina (inibidor de oxido nitrico sintase induzida) mostraram maior taxa de

sobrevivéncia em relacdo aos animais ndo tratados.

2. A maior taxa de sobrevivéncia no grupo tratado com aminoguanidina esta
relacionada ao processo inflamatério mais brando nesses animais, devido a inibicdo da
enzima iNOS, o que altera parametros hematoldgicos e bioquimicos, com uma tendéncia a

normalidade no grupo tratado com AG.

3. Trombdcitos apresentam um papel importante na doenca ja que ocorre uma
maior mobilizacdo dessas células da medula para o sangue com o desenvolvimento da
infeccdo, 0 que evidencia sua participacdo no processo inflamatério, possivelmente no

quadro de adesdo vascular, da infeccdo malarica.
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