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RESUMO

A Malaria Cerebral (MC) apresenta-se como uma severa complicagao
resultante da infecgdo por Plasmodium falciparum. Esta condicdo encontra-se
comumente associada a disfungbes cognitivas, comportamentais e motoras,
sendo a retinopatia uma das mais graves consequéncias da doenca. Diversos
modelos experimentais ja foram descritos no intuito de elucidar os mecanismos
fisiopatoldgicos relacionados a esta sindrome, no entanto, estes ainda
permanecem pouco compreendidos. Dentro deste contexto, o presente
trabalho procurou investigar as alteragbes neuroquimicas envolvidas na
patologia da MC. Os camundongos C57BIl/6 (fémeas e machos) inoculados
com =10° eritrocitos parasitados (PbA) apresentaram baixa parasitemia (15-
20%) com sinais clinicos evidentes como: deficiéncia respiratoria, ataxia,
hemiplegia e coma seguido de morte, condizentes com o quadro de MC. A
analise no tecido retiniano demonstrou uma diminui¢ao nos niveis de GSH com
2 dias apos a inoculacdo. Entretanto, essa diminuicdo nao foi tdo evidente com
o decorrer da infecgdo (4° e 6° dias apds infecgdo). Concomitante a este
aumento durante o processo infeccioso, observamos um progressivo aumento
na captacdo de °H-glutamato (4° e 6° dia apds infecgdo) por um sistema
independente de Na*, sugerindo que o quadro de MC & responsavel por um
aumento na atividade de uma proteina transportadora. Dados obtidos com a
imunofluorescéncia demonstram que além de aumentar a atividade do sistema
de transporte, o quadro de MC também estimula o aumento na expressao do
sistema xcg no tecido retiniano. O presente trabalho demonstra ainda que
estes eventos neuroquimicos no tecido retiniano s&do independentes de
ativacao inflamatdria, visto que os niveis de TNF-a e expressdo de NOS-2,

apresentam-se alterados somente no tecido retiniano.



ABSTRACT

Cerebral Malaria (CM) is a severe complication resulting from
Plasmodium falciparum infection. This condition has usually been associated
with cognitive, behavioral and motor dysfunctions, being the retinopathy the
most serious consequence resulting from the disease. The pathophysiology
mechanisms underlying the complications of CM remain incompletely
understood. Several experimental models of CM have already been developed
in order to clarify those mechanisms related to this syndrome. In this context,
the present work has been performed to investigate which possible
neurochemistry alteration could be involved in the CM pathology. Male and
female susceptible C57BI/6 mice (6-8 week old) infected with =10° parasitized
red blood cells (PbA), showed a low parasitaemia (15-20%), with evident clinical
signs as: respiratory failure, ataxia, hemiplegia, and coma followed by animal
death. In parallel to the clinical characterization of CM, retinal analysis
demonstrated that the disease led to a decrease in the glutathione levels with 2
days post inoculation. However, this decrease was not so evident with the
course of the infection (4° and 6° days post- infection). We further demonstrated
that the increase in the glutathione levels during the infection is followed by the
increase in the °H-glutamate uptake rate (4° and 6° days post-infection),
suggesting that CM condition causes an up-regulation of the transporters
systems. Immunofluorescence data demonstrated that besides the activity
increases, CM condition also stimulated the increase of the Xxcg system
expression in the retinal tissue. Furthermore, our findings also highlighted that
in the retina the neurochemistries alterations occurs in a manner independent
on the establishment of an inflammatory response, once TNF-a levels and

NOS-2 expression were altered only in the cerebral tissue.
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1. INTRODUGAO

1.1. Consideragées Gerais

A malaria é uma doenga infecciosa aguda ou crbénica causada por
parasitas protozoarios do género Plasmodium, transmitidos ao homem pela
picada do mosquito Anopheles (Miller et al., 2002). Esta enfermidade
provavelmente surgiu no continente africano e embora pareca ser uma doenga
tdo antiga quanto a humanidade, so foi descrita por Hipdcrates no século V a.c.
Também conhecida como maleita, impaludismo ou febre palustre, o termo
malaria deriva de “mal’aire” (mau ar, em italiano) e surgiu no século XVIII
quando as manifestagdes da doenca eram atribuidas a presenca do ar
"contaminado" de locais pantanosos (Tuteja, 2007; Haldar et al., 2007).

Considerada como uma das maiores endemias mundiais e um grande
obstaculo ao desenvolvimento econémico de comunidades e nagdes, a malaria
apresenta taxas de morbidade e mortalidade semelhantes a de outras doencas
infecciosas como tuberculose e HIV/AIDS (Hunt et al., 2006; Martins et al.,
2009). Dados epidemiolégicos recentes demonstram que 40% da populagéo
mundial habitam areas de risco da doencga, a qual € responsavel por cerca de
300 a 500 milhdes de casos clinicos por ano com mais de um milhdo de
mortes, principalmente de criangas abaixo dos cinco anos de idade (Snow et
al., 2005; Idro et al., 2005; Sullivan, 2010).

Embora o continente africano detenha 90% dos casos, a disseminacao
da doenca € uma realidade que preocupa autoridades de paises
desenvolvidos. Segundo a Organizagao Mundial de Saude (WHO, 2009; WHO,

2010), a malaria apresenta-se amplamente distribuida em &areas de



transmissao localizadas na América do Norte (México), América Central,
América do Sul (principalmente na Regidao Amazébnica), Caribe (Republica
Dominicana e Haiti), Asia (Subcontinente Indiano, Sudeste Asiatico e Oriente
Médio), Europa Oriental e Oceania (Figura 1).

A cada ano mais de 600 mil novos casos de malaria aguda séao
registrados no Brasil, sendo que 99% sao transmitidos dentro da regido
Amazobnica, incluindo estados como Amazonas, Roraima, Acre, Tocantins,
Rondbnia, Amapa e Para (Krettli et al., 2001; Kirchgatter & Del Portillo, 2005;
da Silva-Nunes et al., 2008). Apesar das campanhas de erradicagdo como o
Plano de Intensificagdo das Agdes de Controle da Malaria (PIACM) na regiao
Amazoénica, a doenga ainda permanece afligindo populagdes mais carentes.

Fatores como a migragdo de individuos para areas endémicas, o
tratamento inadequado da infecgao, a dificuldade para o acesso ao tratamento,
a inexisténcia de uma vacina eficaz, a resisténcia do parasito aos antimalaricos
e do vetor aos inseticidas fazem da malaria uma doenga de dificil controle e
erradicacao (Sachs & Malaney, 2002; Miller et al., 2002; Walther & Walther,

2007).



América do
Norte - Asia Central

= =" a=

o

':,= Sudeste Asiatico

:L‘i P o =} =}
ari . o A e
América Central Caribe \ o
Subcontinent f -‘\J o
A ° Indiano = ®
Africa
//Uk -
A
. B Atta |
Api Oceania
Amesrlucla do |:| Moderada -"'—_'L;;L/
|:| Baixa f J
[ 1 mexistente &

Figura 1: Mapa da prevaléncia e distribuicdo geografica mundial dos casos

clinicos de malaria. Fonte: WHO, 2009; WHO, 2010.



1.2. Aspectos Clinicos da Malaria: Relagao Parasita-Hospedeiro

Os protozoarios do género Plasmodium, da familia Plasmodiidae e filo
Apicomplexa representam o0s agentes etiolégicos da malaria, sendo
transmitidos ao homem pela picada da fémea de mosquitos do género
Anopheles (Clark et al.,1997; de Souza & Riley, 2002). Dados na literatura
relatam que mais de 200 espécies de Plasmodium ja foram identificadas e
caracterizadas, sendo capazes de infectar varios grupos de vertebrados
incluindo aves, répteis, primatas e roedores (Tuteja, 2007). A descricao destas
espécies tem um papel importante do ponto de vista cientifico, pois possibilita a
utilizacdo de modelos experimentais para a elucidagdo dos fendmenos
biolégicos associados a malaria.

Somente quatro destas espécies de Plasmodium sao infectantes ao
homem: Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum, Plasmodium malariae e
Plasmodium ovale (apud. De Souza & Riley, 2002; McKenzie et al., 2008). Nas
infeccbes causadas por P. vivax, P. malariae e P. ovale predomina a forma
mais branda da doenca caracterizada por febre intermitente, sudorese, mal
estar, vomitos e intensa debilidade fisica. Entretanto, as infec¢des por P.
falciparum podem levar a forma mais complicada da doenga, denominada de
malaria severa, considerada como uma patologia multisistémica capaz de
causar anemia grave, insuficiéncia renal aguda, edema pulmonar, hipoglicemia,
colapso circulatorio, acidose metabdlica e malaria cerebral (Miller et al., 2002).

O ciclo de vida do Plasmodium apresenta-se conservado em diferentes
espécies que infectam mamiferos. Este ciclo compreende duas fases: a
assexuada, no hospedeiro vertebrado e a sexuada, no hospedeiro invertebrado

(mosquito). A infeccdo do hospedeiro vertebrado inicia-se com a entrada de



esporozoitas na corrente sanguinea pela picada da fémea do mosquito
Anopholes infectada (Tuteja, 2007). O principal vetor no Brasil, o Anopheles
darlingi, possui habitos antropofilicos com atividade ciclica continua durante a
noite, com picos no crepusculo matutino e noturno (Tadei & Thatcher, 2000).

Uma vez presente na corrente sanguinea do hospedeiro vertebrado, os
esporozoitos iniciam a fase assexuada do ciclo que consiste de duas diferentes
fases: uma fase pré-eritrocitica e outra fase eritrocitica (Haldar et al., 2007;
Tuteja, 2007).

Nos hepatécitos (fase pré-eritrocitica), os esporozoitos proliferam por 2 a
10 dias dependendo da espécie, dando origem a varios merozoitas. Durante
esse periodo a infecgcdo € assintomatica e cada esporozoita pode produzir
cerca de 30.000 merozoitos por hepatécito infectado (Mota et al., 2001). Em
seguida, os hepatdcitos se rompem e os merozoitos liberados retornam a
corrente sanguinea e invadem os eritrécitos (globulos vermelhos ou hemacias)
iniciando a fase eritrocitica do ciclo. Dentro dos eritrécitos, os merozoitos
passam por trés diferentes estagios; anel, trofozoita e esquizonte, sendo que
cada esquizonte maduro pode conter até 20 novos merozoitos que serao
liberados apds a ruptura dessas células para invadir novos eritrécitos (Figura
2); (Haldar et al., 2007).

Apo6s uma série de ciclos eritrociticos, por um processo ainda
desconhecido, parte dos merozoitos que n&o invadem os eritrocitos se
diferencia em gametdcitos, a forma infectante para o mosquito. Os gametdcitos
masculinos (microgametécitos) e femininos (macrogametdcitos) sao ingeridos
pelo mosquito Anopheles durante a picada e se fundem no trato digestivo do

inseto para formar o zigoto (fase sexuada). Estes se desenvolvem em oocistos



dando inicio a esporogonia. O oocisto cresce e se rompe liberando
esporozoitos que migram até a glandula salivar para entdo serem transmitidos
ao hospedeiro vertebrado, onde o ciclo se reinicia (Figura 2); (Eksi et al., 2006;
Baker et al., 2010).

Os sintomas clinicos da malaria sdo, primariamente, decorrentes da
ruptura de eritrocitos parasitados, uma vez que nesta etapa ocorre a liberagao
na corrente sanguinea de antigenos constituintes do parasito e os formados em
consequéncia do seu metabolismo, que causam uma intensa ativacdo do
sistema imunoldgico (De Souza & Riley, 2002).

Dentre as principais manifestagdes clinicas da malaria destacam-se os
acessos febris, calafrios e cefaléia, além de sintomas como mialgia, fraqueza,
nauseas e vomitos. Nos individuos nado tratados, esses sintomas podem evoluir
para um quadro de anemia, faléncia de érgdo, malaria cerebral e morte (Good
et al., 2005). O desenvolvimento do quadro de malaria severa esta diretamente
relacionado as variaveis como o nivel de parasitemia e a resposta imune do
hospedeiro, além da espécie de Plasmodium infectante (Good et al., 2005).
Importante destacar que a incidéncia de casos de malaria severa tem
aumentado, muito provavelmente, devido a resisténcia do parasito a drogas

antimalaricas disponiveis no mercado (De Souza & Riley, 2002).
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Figura 2: Ciclo evolutivo do Plasmodium falciparum em humanos. Fonte:

Adaptado de Miller et al., 2002.



1.3. Imunopatogénese da Malaria Cerebral

A malaria cerebral (MC) é a mais grave complicagdo resultante da
infeccdo por Plasmodium falciparum e a principal causa de morte em criangas
abaixo dos cinco anos de idade (Lou et al., 2001; Idro et al., 2005). O quadro
de MC apresenta uma patogénese complexa, sendo definida como um estado
de coma associado a complicagdes neuroldogicas provenientes de eventos
hemorragicos. As microhemorragias, por sua vez, sdo resultantes do sequestro
de eritrocitos parasitados na microcirculagao cerebral e do consequente dano
endotelial (Chen et al., 2000; Desruisseaux et al., 2010).

A evolugdo ao estado de coma é geralmente acompanhada por febre,
cefaléia, convulsbes, acidose metabdlica e hipoglicemia, com um indice de
mortalidade entre 30-50%. Os pacientes que sobrevivem a sindrome
apresentam complicagdes neurologicas permanentes como desordens de
cognigao e fala, anormalidades motoras e cegueira cortical (Bondi, 1992; Marsh
et al., 1996; Schofield et al., 2005).

Duas grandes teorias foram propostas para explicar a patogénese da
MC. A primeira delas, a teoria da obstrucdo mecanica proposta por
Marchiafava e Bignami em 1894 (apud van der Heyde et al., 2006), sugere que
a MC é uma consequéncia direta da aderéncia de eritrocitos parasitados no
endotélio cerebral que culmina com a obstrugdo do fluxo sanguineo gerando
um quadro de hipoxia cerebral.

Por outro lado, a teoria da inflamacdo proposta inicialmente por
Maegraith (1948) sugere que a MC é resultado de uma exacerbada resposta
imunoldgica, na qual citocinas apresentam um papel central, especialmente o

fator de necrose tumoral a (TNF-a) e interferon y (INF-y); (apud Clark &



Rockett, 1994; van der Heyde et al., 2006). Ao longo dos anos as duas teorias
vém sendo extensivamente estudas e discutidas, com um consenso em
considerar ambas as hipdéteses, uma vez que estas isoladas nao séao
suficientes para explicar a patogénese da MC (Figura 3).

A patologia associada a MC apresenta aspectos complexos e
multifatoriais. Dentre esses aspectos destaca-se o0 mecanismo de citoaderéncia
de eritrocitos parasitados na microvasculatura cerebral que depende da
interacdo de antigenos presentes na superficie dos eritrécitos parasitados
(PfEMP1) com receptores do hospedeiro (CD36, trombospondina e ICAM-1);
(Figura 3); (Favre et al., 1999). No cérebro, a obstru¢cdo vascular causada pela
aderéncia dos eritrocitos no endotélio pode levar a processos isquémicos com
surgimento de hemorragias petequiais, que sédo os principais responsaveis pelo

estado de coma na MC (Berendt et al., 1994).
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Figura 3: Mecanismo de citoaderéncia de eritrocitos parasitados na
microvasculatura cerebral, levando a obstru¢cao do fluxo sanguineo no quadro de

malaria cerebral. Fonte: Adaptado de Chen et al., 2000.
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No sistema nervoso central (SNC), o quadro de MC causa modificagoes
nas propriedades da barreira hematoencefalica (BHE) o que permite que
citocinas, antigenos da malaria e células do sistema imune penetrem no
compartimento cerebral, do qual normalmente estes sao excluidos, provocando
alteracdes estruturais e funcionais no parénquima cerebral como a ativacao de
microglia, redistribuicdo de células astrocitarias e danos neuronais (Ma et al.,
1997; Medana et al., 2001; Adams et al., 2002; Hunt & Grau, 2003).

As alteragbes estruturais resultantes da quebra da BHE podem
comprometer o funcionamento normal de diversas regides do sistema nervoso
central, incluindo o tecido retiniano, onde destaca-se o aparecimento de uma
retinopatia acompanhada da perda de acuidade visual (Lochhead et al., 2010).

Estudos vém ratificando que o aumento nos niveis de citocinas proé-
inflamatdrias também constitui um evento fundamental para o desenvolvimento
e estabelecimento da MC (Brown et al., 1999; Hunt & Grau, 2003). Dentre
essas citocinas, destaca-se o TNF-a secretado por macrofagos e células T
CD4". A produgéo de TNF-a na fase inicial da MC parece estar relacionada a
reducdo na carga parasitaria, no entanto a excessiva produgao desta citocina
na fase mais tardia esta associada a severidade da doenca (Omer et al, 2000).
Esse papel divergente do TNF-a sugere que a regulagdo e o tempo de
producao de citocinas pro-inflamatdrias sao de fundamental importancia para o
controle da infecgao.

No quadro de MC, a excessiva produgcao de TNF-a e de outras citocinas
pré-inflamatérias induz o aumento na expressao das moléculas de adesao
intercelular como a ICAM-1 no endotélio vascular, o que potencializa o

sequestro de eritrécitos parasitado, leucécitos e plaquetas levando ao aumento
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da obstrugdo microvascular e do quadro de hipdxia (Ma et al., 1996; Hunt &
Grau, 2003).

Na MC humana, o TNF-a e seu RNAm exibiram um intenso padrao de
expressao no parénquima cerebral, demonstrando que a producéao local desta
citocina € muito mais importante para o estabelecimento dos sintomas do que a
encontrada na circulagao sistémica (Brown et al., 1999).

A liberagao de citocinas anti-inflamatdrias, principalmente interleucina 10
(IL-10) possui um papel protetor regulando a sintese de citocinas pré-
inflamatdrias em resposta ao parasito. Kossodo et al. (1997) demonstraram que
a neutralizagdo in vivo da IL-10 induz o aparecimento da sindrome neurolégica
em animais que antes eram resistentes a MC, sugerindo que esse mecanismo
de protecao via liberacédo de citocinas antiinflamatdrias pode ser deficiente em
individuos susceptiveis ao quadro de MC. Neste contexto, o desajuste entre o
processo de liberagao de citocinas pro-inflamatorias e anti-inflamatdrias parece
ser crucial para o desenvolvimento da MC (Miranda et al., 2011).

Maneerat et al. (2000) demonstraram que a produgdo de citocinas pro-
inflamatdrias no quadro de MC pode ainda levar a expressao da enzima oxido
nitrico sintase induzida (NOS-2) para a produ¢cdo do mediador quimico oxido
nitrico pelas células do sistema imunolégico. O NO uma vez sintetizado pode
atravessar a BHE e causar danos nos processos relacionados a
neurotransmissdo. Desta forma, a ativagdo nitrérgica, juntamente com um
quadro de parasitemia e niveis de citocinas pode representar um importante
marcador dos eventos associados a MC.

A participagdo de outros mediadores na patogénese da MC tem sido

bem descrito na literatura. Dentre esses mediadores destacam-se a linfotoxina-
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a (LT-a) cuja origem celular ndo foi esclarecida, o fator de crescimento
transformante B (TGF- B) e moléculas como as espécies reativas de oxigénio
que incluem os anions superéxido (Oy"), peréxido de hidrogénio (H»0;) e os
radicais hidroxilas (OH"); (Hunt & Grau, 2003; Lapansri et al., 2003; Hunt et al.,
2006).

Os eventos envolvidos na quebra da BHE, na obstrugdo vascular
cerebral e nas falhas da homeostasia dos principais circuitos de
neurotransmissdao no SNC, incluindo a retina ainda permanecem pouco
compreendidos dentro da patogénese da MC. Dessa forma, o cenario que
emerge dos estudos clinicos realizados em humanos portadores de MC ainda

necessita da realizacdo de estudos adicionais.

1.4. Modelos Experimentais em Malaria Cerebral

Apesar de inumeras hipoteses ja terem sido propostas, usando-se tanto
modelos in vivo como modelos in vitro, os mecanismos relacionados a
patogénese da MC ainda permanecem pouco elucidados (Combes et al., 2005;
Lamb et al., 2006). Dentro deste contexto, modelos experimentais em animais
vém sendo desenvolvidos devido as dificuldades de se acompanhar e avaliar
as caracteristicas patoldgicas nos portadores de MC humana.

Dentre os modelos in vivo mais utilizados para estudar as complicacbes
resultantes da MC destacam-se os modelos com primatas e roedores. Apesar
desses modelos animais ndo reproduzirem exatamente a patologia em
humanos, estes apresentam algumas similaridades como os sinais clinicos
relacionados as disfun¢des no sistema nervoso e a patologia cerebral (Lou et

al, 2001).
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O modelo experimental de MC em camundongos (modelo murino) vem
sendo extensivamente utilizado devido as similaridades encontradas entre as
espécies infectantes para os camundongos com as espécies infectantes para o
homem, além da semelhanga entre as repostas imunolégicas desencadeadas
nos dois organismos (Combes et al., 2005). O modelo murino foi inicialmente
descrito na década de 80, quando duas importantes propriedades relacionadas
a MC foram identificas neste modelo. A primeira delas foi a associacao de
sinais clinicos como ataxia, convulsdes e coma com o sequestro de leucdcitos
na microvasculatura cerebral. E a segunda, o envolvimento de células T na
patologia da MC, mostrando que camundongos deficientes de células T
apresentavam resisténcia ao quadro de MC (Rest, 1982 e Finley et al., 1982).

A grande diversidade de linhagens de camundongos associada a
infecgcdo com diferentes espécies de Plasmodium tem contribuido para elucidar
alguns aspectos envolvidos na imunopatogénese da MC (De Souza & Riley,
2002). Os plasmddios que parasitam roedores sdo oriundos da Africa e
pertencem ao subgénero Vinckeia. Dentro deste subgénero, existem cinco
diferentes espécies parasitas de roedores: Plasmodium atheruri, Plasmodium
berghei, Plasmodium yoelii, Plasmodium chabaudi e Plasmodium vinckei.
(Wheeler et al., 2000).

Dentre essas espécies apenas o Plasmodium berghei e o Plasmodium
yoelii sdo capazes de induzir o quadro de MC experimental. A maioria dos
estudos relacionados a MC provém do modelo de infecgdo por Plasmodium
berghei, por melhor reproduzir as caracteristicas observadas na MC humana
(Lou et al., 2001). O Plasmodium berghei (P.berghei) foi isolado em 1948, por

Vincke e Lips, em glandulas salivares da espécie silvestre de Anopheles
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dureni. Posteriormente, em 1950, o mesmo grupo descreveu a presenga deste
parasito no sangue de roedores silvestres Grammomys surdaster, Praomys
jacksoni, e Leggada bella (apud Bagot et al., 2002).

Uma cepa deste parasito pode ser considerada como uma amostra
retirada em uma unica ocasido do seu hospedeiro natural, sendo também
referida como isolado. A cepa NK 65 de P. berghei foi isolada em 1964, em um
exemplar de Anopholes dureni, enquanto a cepa ANKA (ANtwerpen-KAsapa)
foi isolada posteriormente, em 1966 na mesma espécie. A cepa de P.berghei
ANKA (PbA) é mais utilizada nos modelos experimentais de MC por ativar o
sequestro de células na microcirculacdo, desencadeando em baixa parasitemia
uma infeccao letal que evolui rapidamente para um quadro de malaria cerebral
(Lou et al., 2001). Importante destacar que nem todas as cepas de uma mesma
espécie sao capazes de induzir o quadro de MC.

As diferentes linhagens de camundongos também exibem uma resposta
diferencial as espécies de Plasmodium. Em niveis idénticos de parasitemia
durante a fase aguda da infec¢do, algumas linhagens de camundongos séo
potencialmente susceptiveis ao desenvolvimento do quadro de MC, enquanto
que outras sao resistentes. Dentre as linhagens susceptiveis destacam-se os
camundongos CBA/J, C57BI/6 e DBA/1 e dentre as linhagens resistentes os

camundongos BALB/C e A/J (Lou et al., 2001); (Tabela 1).
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ESPECIES LINHAGEM NEUROPATOLOGIA SEQUESTRO CITOCINAS
PLASMODIUM | CAMUNDONGO MC+ ou MC- MICROVASCULAR | ENVOLVIDAS
Plasmodium
berghei C57BL/6 MC + Leucdécitos INF-y
K173
Plasmodium CBA/J MC + Eritrocitos parasitados | TNF-a; INF-y
berghei BALB-C MC - - -
ANKA C57BLI/6 MC + Leucocitos TNF-a; INF-y
DBA/2 MC + (recuperagéo) Leucdcitos -
Plasmodium
berghei C57BL/6 MC + Leucocitos TNF-a; INF-y
NK65
Plasmodium BALB-C MC + Eritrocitos parasitados -
yoelli DBA/2 MC - - -
17XL SWISS MC + Eritrocitos parasitados
Plasmodium CBA/J MC - - -
chabaudi BALB-C MC - - -
C57BL/6 MC - - -

Tabela 1: Susceptibilidade de linhagens de camundongos as diferentes

espécies de Plasmodium e caracteristicas da patologia apresentada (De Souza

& Riley, 2002; Combes et al., 2005). Em destaque o modelo utilizado no

presente trabalho. MC+ refere-se ao grupo que desenvolve malaria cerebral e

MC- ao grupo que nao desenvolve malaria cerebral.
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Nas linhagens susceptiveis a MC, os camundongos infectados com PbA
desenvolvem sintomas clinicos (deficiéncia respiratdria) e sinais neuroldgicos
(paralisia, convulsdo e coma) semelhantes aos encontrados na MC humana,
morrendo entre o 6°-10° dia apods a infeccdo, com baixas taxas de parasitemia
(15-20%); (Bagot et al., 2002). Analises histopatolégicas da regido cerebral dos
camundongos susceptiveis revelam danos vasculares, hemorragias petequiais,
sequestros de leucdcitos e em menor escala o sequestro de eritrocitos
parasitados. Nas linhagens nao-susceptiveis, a infeccdo com PbA ndo gera um
quadro clinico de MC e os animais morrem no 19° -21° dia de anemia severa e
hiperparasitemia (70-80%); (Bagot et al., 2002; De Souza & Riley, 2002).

Apesar das alteracbes comportamentais e das manifestacdes
histopatolégicas e imunolégicas serem semelhantes em murinos e humanos
com MC, existe uma importante diferengca entre os dois quadros da doenca:
enquanto que na MC humana os eritrocitos parasitados sao as principais
células sequestradas nos microvasos, no modelo murino estas células sdo os
leucéeitos (Hunt & Grau, 2003). No entanto, estudos ja demonstraram o
sequestro de leucdcitos na patologia da MC humana (Lou et al., 2001; Medana
& Turner, 2006).

Estudos prévios vém demonstrando que o perfil genético dos
camundongos € extremamente relevante para o estabelecimento do quadro de
MC (Bagot et al., 2002; Randall et al., 2008). Os fendtipos susceptiveis e
resistentes a MC apresentam principalmente diferencas na intensidade da
resposta imunolégica, uma vez que as linhagens susceptiveis desencadeiam

uma exacerbada producéao de citocinas pré-inflamatérias como TNF-a.
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A marginalizacdo de mondécitos na microcirculacdo também parece
constituir outro fator crucial para o desenvolvimento dos sintomas relacionados
a MC. A ativacdo de macrofagos nesta regido potencializa a resposta
inflamatdria da fase aguda secretando interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6)
e TNF- a. Em resposta a esse estimulo, ocorre a intensificagdo do sequestro de
leucocitos uma vez que a expressao das moléculas de adesao responsaveis
por esse processo sao reguladas pela produgao de TNF-a (Lamb et al., 2006).
Nos camundongos susceptiveis a MC, demonstrou-se um aumento na
sensibilidade das moléculas de adesao (ICAM-1 e VCAM-1) ao TNF-a quando
comparado aos camundongos resistentes. Este efeito se deve possivelmente
ao aumento da expressdo dos receptores de TNF-a (TNFR1 e P75) nos
camundongos susceptiveis a MC (Lou et al., 1998).

Apesar de bem caracterizado que esta patologia compromete
ativamente o tecido cerebral, pouco se sabe a respeito das alteragdes

funcionais nas demais regiées do SNC, como o tecido retiniano.

1.5. Retinopatia associada a Malaria Cerebral

Dentro dos estudos relacionados a imunopatogénese da MC, uma
vertente procura elucidar e caracterizar o envolvimento das células do SNC nas
complicacdes cerebrais associadas ao quadro clinico de MC. A retina, como
um importante constituinte do SNC, vem sendo extensivamente estudada uma
vez que trabalhos demonstram um quadro de retinopatia associada a patologia
da MC (Lewallen et al., 2008).

Em criangas com MC, o aparecimento da retinopatia também esta

relacionado com a obstrucdo dos microvasos retinianos e, consequentemente
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com o quadro de hipoxia aguda (Beare et al., 2006; Maude et al., 2009). Dentro
deste quadro patoldégico destacamos manifestagcbes clinicas como o
embranquecimento retiniano (macular ou periférico), descoloragdo dos vasos
sanguineos, hemorragias retinianas e papiloedema (Sayeed et al., 2011).

Um estudo recente realizado em criangas africanas com retinopatia
resultante de MC mostra que o quadro de hipdoxia aguda pode levar a
alteragdes nos registros eletrofisiolégicos no tecido retiniano (Lochhead et al.,
2010), sugerindo que além de alterar o microambiente retiniano o quadro de
MC também pode levar ao mau funcionamento deste tecido.

A utilizacdo do tecido retiniano como modelo experimental se estende
ainda para a elucidagao do papel de células como os astrocitos e microglia na
imunopatogénese da MC (Medana et al., 1996; Medana et al. 1997a).

No modelo de MC murina, uma perda na distribuicado dos astrécitos é
observada a partir do 3° dia apds a inoculagdo com PbA, que progride para um
quadro de astrogliose no 5° dia apds a infecgdo. No estagio terminal da doenga
(7° dia apos a infecgéo), esse quadro progride para uma intensa perda dos
astrocitos em contato com o vaso sanguineo (Medana et al.,, 1996). As
alteragdes na morfologia e distribuicdo dos astrécitos proximos aos vasos
sanguineos estdo claramente associadas a aderéncia de mondcitos no
endotélio vascular, sugerindo que metabdlitos toxicos produzidos por essas
células podem exercer um papel fundamental na degeneracado dos astrocitos

(Medana et al., 2001); (Figura 4).
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Figura 4: Mecanismos envolvidos na degenerac&o do endotélio vascular e dos
astrocitos proximos aos vasos sanguineos no quadro de malaria cerebral

murina.
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Com intuito de ratificar se o processo de astrogliose e degeneragao dos
astrocitos na retina estdo associados com as complicacbes cerebrais
resultantes da MC, estudos adicionais foram realizados em camundongos
resistentes a MC, mostrando que uma discreta perda de células astrocitarias sé
€ detectada apenas nos estagios terminais da infecgdo (15°-22° dia apds a
infeccao), sugerindo que este evento esta diretamente associado a patologia
da MC (Medana et al., 1996).

Diversos trabalhos demonstram que a perda na funcionalidade dos
astrocitos pode resultar em déficits na atividade neuronal, sendo que a
producdo de mediadores inflamatérios pelas células da microglia pode
exacerbar esse efeito (Medana et al., 1997b; Medana et al., 1997; Hunt et al.,
2006).

Mudangas na distribuicdo e morfologia da microglia também podem ser

observadas no quadro de MC. No entanto, essas mudancas no tecido retiniano
ja sédo descritas antes do aparecimento dos sintomas relacionados as
complicagdes neurolégicas e se agravam no estagio terminal de doenga. As
modificacdes presentes durante a infeccéo incluem retracdo das ramificacoes,
expansao da regido somatica, aumento do aspecto amebdide e processo de
vacuolizacdo (Medana et al., 1997a).
As alteragbes funcionais da microglia ocorrem apenas nos estagios mais
tardios da MC (Medana et al., 1997a). No entanto, pouco se sabe a respeito da
funcionalidade desta célula antes do estabelecimento do processo inflamatério,
assim como dos eventos neuroquimicos que antecedem esta ativacao.

Enquanto a maioria dos estudos ressalta a participacdo dos astrécitos e

da microglia no quadro de MC no tecido retiniano, poucos trabalhos
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demonstram o envolvimento da glia de Muller neste processo. Este tipo celular,
juntamente com os astrocitos e a microglia, constituem as principais estruturas
de origem nao-neuronal responsaveis pela homeostase do microambiente
retiniano (Bramall et al., 2010).

Dentro deste contexto, possiveis alteracbes na funcionalidade destas
células podem ocasionar o mau funcionamento da retina. Sabe-se que a
fisiologia do tecido retiniano depende de diferentes sistemas de
neurotransmissao, principalmente do sistema glutamatérgico, o qual representa
a principal via excitatéoria do SNC. Dessa forma, torna-se justificavel a
realizacdao de trabalhos que buscam estudar possiveis alteracbes nesses

sistemas associado a patologias que acometem o tecido retiniano como a MC.

1.6. Sistema Glutamatérgico e Malaria Cerebral

O aminoacido glutamato, considerado no SNC de mamiferos como
principal neurotransmissor excitatorio, desempenha importante papel em
diversos processos fisioldgicos como a transmisséo sinaptica e a plasticidade
neuronal, envolvidos em processos cognitivos relacionados a memoéria e
aprendizado (Shigeri et al., 2004; Benarroch, 2010). No desenvolvimento
normal do SNC, o glutamato tem provavel participagdo na indugao sinaptica
(Quinlan et al., 1999), migracdo (Rossi & Slater, 1993), diferenciagdo e morte
celular (Rabachi et al., 1992).

Na retina, a concentragédo de glutamato no meio extracelular (1-3umol/l)
€ menor quando comparada ao meio intracelular, principalmente nos terminais
nervosos. A manutencdo da baixa concentracdo de glutamato na fenda

sinaptica consiste em um processo fisiolégico necessario para o adequado
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funcionamento do SNC, uma vez que a excessiva liberacdo desse
neurotransmissor pode ativar os mecanismos relacionados a excitotoxicidade
(Danbolt, 2001).

O fendmeno da excitotoxicidade é o principal responsavel pela morte de
células neuronais e pelo processo de neurodegeneracdo. Dessa forma,
diversas condigbes que acometem o SNC (epilepsia, isquemia cerebral,
retinopatia diabética e desordens degenerativas como os casos de glaucoma)
estdo associadas a disturbios na homeostase do glutamato, sendo por isso
relevante os estudos relacionados ao metabolismo deste aminoacido (Pacheco
et al., 2007; Benarroch, 2010).

A associagao do quadro de isquemia cerebral com a patogénese da MC
murina fundamenta os estudos relacionados ao papel do glutamato e de outros
metabdlitos como lactato, alanina e glicina na patogénese desta sindrome.
Recentemente, com o propésito de caracterizar um marcador neuroquimico
para a MC, Miranda et al. (2010) investigaram o envolvimento do glutamato no
desenvolvimento dos sintomas comportamentais associados a MC. No cérebro
dos camundongos infectados com PbA, os niveis extracelulares de glutamato
aumentavam significativamente apenas no 6° dia apos a infec¢gdo, quando os
sintomas clinicos da MC se manifestavam. Enquanto que no 3° dia apéds a
infeccdo (auséncia de sintomas) o0s niveis extracelulares desse
neurotransmissor permaneciam o0os mesmos em relagdo aos animais néao
infectados.

Apesar destes dados sugerirem a participacdo do glutamato nas

disfuncdes do SNC associada ao quadro de MC, pouco se sabe a respeito do
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envolvimento do sistema de neurotransmissao glutamatérgico nesta patologia,

principalmente no que diz respeito ao tecido retiniano.

1.7. Transporte de Glutamato no SNC

Estudos ja demonstraram que o envolvimento do glutamato em diversas
neuropatologias esta intimamente associado a excessiva liberagcdo desse
neurotransmissor na fenda sinaptica (O'Shea, 2002). Para evitar intensa
ativagdo dos receptores glutamatérgicos e conseqiientemente morte da célula
por excitotoxicidade, € necessario manter as concentracbes extracelulares de
glutamato em niveis baixos (z 1uM). Este controle é realizado por proteinas
transportadoras, uma vez que ndo sao encontradas enzimas extracelulares
responsaveis pela metabolizagao do glutamato (O'Shea, 2002).

No SNC, uma variedade de sistemas de transporte ja foram identificados
e caracterizados, mostrando relativa afinidade por diferentes tipos de
aminoacidos. Esses sistemas diferenciam-se entre si, basicamente, pela
dependéncia ou néo a determinados ions (Danbolt, 2001; Bridges & Esslinger,
2005).

No tecido retiniano, os transportadores de aminoacidos excitatérios
(EAATS) sao os principais responsaveis pela remocao do glutamato do espago
extracelular, e estdo localizados principalmente na membrana plasmatica das
células gliais (astrécitos) e nos neurdnios poés-sinapticos (Nicholls & Attwell,
1990; Imasawa et al., 2005; Benarroch, 2010). Os EAATs sdo conhecidos
como transportadores de alta afinidade dependente de Na® e realizam a

captagado de aminoacidos dicarboxilados, como glutamato e aspartato por um
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sistema denominado de Xac (Bridges & Esslinger, 2005; Koch et al., 2007);
(Figura 5).

Os EAATs foram isolados de uma variedade de organismos, incluindo,
salamandra, humanos, camundongos e ratos (Miralles et al., 2001). Apesar de
serem codificados por diferentes genes, essas proteinas apresentam quase
60% de homologia entre suas sequéncias de aminoacidos e 90% de
similaridade entre os homodlogos de cada espécie, demonstrando intensa
conservagao ao longo do processo evolutivo (Beart & O'Shea, 2007; Jiang &
Amara, 2011).

Em mamiferos, cinco diferentes isoformas de transportadores de
glutamato foram identificados e caracterizados: EAAT1, EAATZ2, EAATS,
EAAT4 e EAATS5, sendo que em roedores, os homologos destas proteinas sao
denominados, respectivamente de: GLAST, GLT-1, EAAC1, EAAT4 e EAATS.
No SNC, estes transportadores apresentam localizagdo celular e regional
distinta, assim como diferentes caracteristicas farmacolégicas e moleculares
(Danbolt et al., 1998; Seal & Amara, 1999; Benarroch, 2010).

O transporte de aminoacidos pelos EAATs é caracterizado como
eletrogénico, ja que apresenta-se termodinamicamente ligado ao co-transporte
de, no minimo, um ou dois ions Na*, um préton (H") e pelo contra-transporte de
um ion potassio (K*). Esse transporte esta acoplado a um canal de CI" cuja
funcionalidade ainda n&o foi descrita (Seal & Amara, 1999; Bridges & Esslinger,

2005).
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Outro mecanismo de transporte, denominado de sistema xcg, realiza o
transporte do dipeptideo cistina, independentemente de ions, apenas com a
atividade de um canal de CI'. Em condi¢des fisiologicas, o transporte de cistina
€ acoplado a saida de uma molécula de glutamato, e devido a esta
caracteristica, alguns autores o denominam de “trocador glutamato-cistina
(Figura 5). Esse modelo de transporte ja foi descrito em culturas primarias de
neurénios (Sagara et al., 1993), astrocitos (Allen et al., 2001) e em células da
microglia (Piani & Fontana, 1994).

A desregulacéo dos sistemas de transporte de glutamato em condigdes
neuropatoldgicas e o envolvimento da neuroinflamac&o em diversas desordens
neuronais incentivaram diversos grupos a caracterizar a regulagdo dos
transportadores de glutamato em resposta a estimulos inflamatérios. Muitos
trabalhos foram desenvolvidos no sentido de elucidar se as alteragbes na
captacdo de glutamato eram a causa ou uma consequéncia do processo
inflamatario (Tilleux & Hermans, 2007 ).

Em condigdes patoldgicas, incluindo trauma cerebral, infecgbes virais e
neuroinflamacdes, os astrocitos e a microglia sdo as principais células capazes
de expressar na sua superficie o sistema de transporte independente de Na*
(sistema xcg) e o sistema de transporte dependente de Na* (sistema Xac);
(Pacheco et al., 2007). Estudos conduzidos por Hun et al. (2000) sugerem que
a producdo de mediadores inflamatorios podem aumentar a liberagdo de
glutamato e diminuir sua captagao por esses sistemas de transporte.

Modelos experimentais in vitro ja associaram a inibicado na captagao de
glutamato pelos astrocitos com a produgado de citocinas pro-inflamatérias como

TNF-a (Zou & Crews, 2005). Além da atividade, o TNF-a também promove uma
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diminuicdo da expressdo da proteina GLAST que constitui o principal
transportador de glutamato nos astrocitos (Korn et al., 2005).

Trabalhos recentes, no entanto, demonstram que a producao de outras
citocinas proé-inflamatorias, como IL-13, aumentam a expressao e atividade do
sistema de transporte xcg' em culturas mistas de células corticais, o que resulta
em injuria neuronal devido ao aumento na liberagdo de glutamato (Jackman et
al., 2010).

Estudos vém demonstraram o envolvimento dos sistemas de transporte
de glutamato em patologias que acometem o tecido retiniano, como os casos
de retinopatia diabética (Zeng et al., 2010) e glaucoma (Park et al., 2009), no
entanto nada se sabe a respeito da participacdo desses sistemas na retinopatia
associada a MC.

Além do envolvimento em condi¢cdes neuroinflamatérias, esses sistemas
de transporte também participam da manutencdo do estado redox da célula.
Recentemente, nosso grupo demonstrou uma intensa participacéo do sistema
de transporte independente Na* na captagédo de glutamato pelas células gliais
do tecido retiniano, sugerindo que a intensa atividade do sistema xcg  neste
tecido estd associada ao metabolismo da molécula antioxidante glutationa

(Oliveira et al., 2010).

1.8. Estresse Oxidativo e Malaria Cerebral

No SNC, a sintese da molécula glutationa (GSH) representa um
importante mecanismo de defesa celular frente ao processo de estresse
oxidativo desencadeado em muitas neuropatologias. Esta molécula € um

tripeptidio (y-glutamilcisteinilglicina) sintetizado pela a¢do consecutiva de duas
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enzimas, a y-glutamilcisteina sintetase que utiliza o glutamato e a cisteina como
substrato para formar o dipeptidio y-glutamilcisteina (y-GluCys), e a glutationa
sintetase que adiciona ao dipeptidio residuos de glicina (GIn) para a formagéao
final da molécula de glutationa. Essas reagdes utilizam ATP como co-substrato
e apresentam um mecanismo de auto-regulacédo negativo (feedback negativo),
em que a quantidade de glutationa formada modula a atividade da enzima y-
glutamilcisteina sintetase (Dringen et al., 2000).

No meio intracelular, a glutationa pode ser encontrada na forma oxidada
(GSSG) e na forma reduzida (GSH), sendo a conversdo de GSSG em GSH
catalisada pela enzima glutationa redutase (GR), que utiliza NADPH como co-
fator. Estudos in vivo e in vitro demonstram que os niveis de GSH sao maiores
nos astrocitos que nos neurdnios, variando ainda, em fungdo da regido do
sistema nervoso a ser estudada (Cooper & Kristal, 1997). Trabalhos anteriores
demonstram que tanto o sistema Xce como o sistema Xas encontram-se
envolvidos na regulacdo do metabolismo da molécula antioxidante glutationa
(Figura 5); (Reichelt et al., 1997).

Na retina, a sintese de glutationa representa um importante mecanismo
de defesa celular frente ao processo de estresse oxidativo. A principio, o
quadro de estresse oxidativo pode provocar perda de funcédo celular, por
causar danos a moléculas de DNA, peroxidagao lipidica, modificacdo de
proteinas e consequentemente morte neuronal. Dessa forma, essa condi¢cao
parece estar relacionada com o desenvolvimento de inUmeras injurias (Bains &
Shaw, 1997).

Até o presente momento ainda nao foi descrito o envolvimento da

molécula de glutationa na patologia da MC, entretanto, trabalhos recentes
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demonstraram a participagdo de eventos relacionados ao estresse oxidativo
nesta condi¢cdo. Reis et al. (2010) relataram um aumento nos niveis de
peroxidagao lipidica apenas no cérebro de camundongos C57BI/6 com MC,
uma vez que essas alteragdbes ndo foram descritas em camundongos
resistentes a MC (linhagem Balb-C) e nem em camundongos C57BI/6
inoculados com a cepa de Plasmodium chabaudi, conhecida por nao
desencadear o quadro de MC.

Os severos danos resultantes do intenso processo de estresse oxidativo
acometem as diversas regides do SNC, entre elas, o tecido retiniano. A retina
apresenta uma série de caracteristicas que a torna, especialmente, vulneravel
a essa condicdo, como: elevada taxa de consumo de oxigénio, alta
concentragdo de acidos graxos poliinsaturados na camada de células
fotorreceptoras e constante exposicdo a Iluminosidade responsavel pela
peroxidacgao lipidica. Importante ressaltar que processos isquémicos sao muito
comuns no tecido retiniano e podem contribuir ainda mais para condi¢coes de

estresse oxidativo (Huster et al., 2000).

1.9. Estrutura Morfo-Funcional do Tecido Retiniano

A fim de melhor compreender o papel dos sistemas de transporte de
glutamato na patologia da MC na retina, € necessario o conhecimento sobre a
estrutura e fungdo deste tecido. Embriologicamente, a retina se origina da
vesicula prosencefalica, sendo, portanto, parte do SNC. Este tecido esta
localizado na regido posterior do globo ocular, sendo o responsavel pela
captacéo e conversado da energia luminosa em atividade neural, processo esse

conhecido como fototransdugédo. O fendmeno da fototransdugéo é facilitado no



31

tecido retiniano, devido a sua organizagcdo laminar, em que as células
encontram-se dispostas em camadas (Pow, 2001a; Kolb et al., 2001).

Essa organizagao primaria da retina apresenta-se bastante conservada
entre as diferentes espécies de vertebrados, o que facilita a extensao de seus
estudos e a identificacdo das suas células de acordo com sua localizacao,
funcdo, morfologia e propriedades neuroquimicas. As camadas celulares da
retina s&o designadas com relagéo ao centro do globo ocular. Assim, a camada
mais interna é a camada de célula ganglionares (CCG), contendo os corpos
celulares das células ganglionares; em seguida a camada nuclear interna
(CNI), contendo os corpos celulares das células bipolares, horizontais e
amacrinas; a camada nuclear externa (CNE), contendo os corpos celulares dos
fotorreceptores (cones e bastonetes) e a camada de segmentos externos dos
fotorreceptores, que constituem os elementos da retina sensiveis a luz,
encarregados da transdugédo (Ramoén Y Cajal, 1892); (Figura 6).

Entre a camada de células ganglionares e a camada nuclear interna
encontra-se a camada plexiforme interna (CPI), na qual se estabelecem
contatos sinapticos entre células bipolares, amacrinas e ganglionares. Entre as
camadas nucleares interna e externa encontra-se a camada plexiforme externa
(CPE), onde os fotorreceptores estabelecem contatos sinapticos com células
bipolares e horizontais (Ramon Y Cajal, 1892); (Figura 6).

Os segmentos externos dos fotorreceptores estdo em contato direto com
o epitélio pigmentar, especializado na absor¢do de qualquer raio de luz que
atravesse a retina. Dessa forma, a via direta para o fluxo de informacéo na
retina é a partir dos fotorreceptores, destes para células bipolares e,

posteriormente, para células ganglionares, sendo que em cada estacdo
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sinaptica as respostas sdo modificadas por conexdes laterais de células
horizontais e amacrinas. Os impulsos gerados em resposta a luz propagam-se,
via nervo 6ptico para o resto do encéfalo (Kolb et al., 2001).

Em diferentes espécies de vertebrados, a retina pode ser vascularizada
(ex. humanos e roedores) recebendo nutrientes a partir de um sistema de
vasos sanguineos ou avascularizada (ex. coelhos e aves) recebendo
suprimento pela circulagao coroidal (Pow, 2001a).

Diferentes populagdes de células gliais sdo encontradas no tecido
retiniano, onde destaca-se a presencga da glia de Mduller, de astrocitos e da
microglia. Classicamente consideradas como células de suporte neuronal, o
seu envolvimento com a modulagdo neuroquimica e fisiolégica do sistema
retiniano tem sido estudado com mais atenc¢ao nos ultimos anos. Essas células
apresentam uma distribuigdo diferenciada no tecido retiniano: a glia de Mdller,
o tipo celular mais predominante, apresenta uma orientacdo transversal que
percorre toda a estrutura do tecido; os astrocitos sao encontrados apenas na
retina vascularizada, recobrindo a superficie dos vasos sanguineos e a
microglia apresenta uma distribuicdo uniforme nas camadas plexiformes interna

e externa (Figura 6); (Pow, 2001a; Carrasco et al., 2011).



33

} CAMADA COROIDAL

Eritrécitos
108 e } EPITELIO PIGMENTAR
] CAMADA NUCLEAR EXTERNA
CELULAS DE @
MULLER .
.. CAMADA NUCLEAR INTERNA
! } CAMADA PLEXIFORME INTERNA
MICROGLIA )
CAMADA DE CELULAS
GANGLIONARES
ASTROCITOS
VADUD
SANGUINEOS

Figura 6: Representacdo da estrutura laminar da retina, destacando a

presenca das ceélulas de Muller, astrocitos e microglia. Fonte: Adaptado de

Bramall et al., 2010.
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Na retina, os principais aminoacidos neurotransmissores sao glutamato,
GABA e glicina. A agédo do glutamato no SNC de vertebrados ja foi bem
caracterizada e o tecido retiniano, sendo um componente integral desse
sistema apresenta algumas caracteristicas de processamento da informacéao
semelhante as demais regides do SNC (Pow, 2001a).

Na retina, o glutamato é armazenado e liberado pelas células
fotorreceptoras, bipolares, amacrinas e ganglionares, apresentando-se como o
principal neurotransmissor excitatorio responsavel pelo processo de
fototransducédo (Rauen, 2000; Pow, 2001a). Como o glutamato representa o
principal neurotransmissor no tecido retiniano, o controle dos seus niveis
extracelulares € de suma importancia para o processamento da informacéao
visual proveniente do meio.

Os sistemas de transporte de glutamato ja foram bem caracterizados no
tecido retiniano, uma vez que estudos, utilizando a técnica de
imunohistoquimica, demonstraram a presenca desses transportadores nas
diferentes camadas e células da retina (Rauen et al., 1996; Pow et al., 2000). O
sistema Xac apresenta uma distribuicdo uniforme nas diferentes camadas da
retina, sendo expressos tanto em células neuronais (ex. GLT-1; EAAT5) quanto
nas células gliais (ex. GLAST). O sistema xcg, por sua vez apresenta uma
distribuicdo mais restrita, sendo encontrado predominantemente nos astrocitos
e células de Muller (Rauen, 2000; Pow, 2001b).

Por ser uma estrutura de facil acesso, a retina € amplamente utilizada
como ferramenta para o estudo de inumeras neuropatologias associadas ao

SNC. Sua estrutura laminar, fina e relativamente transparente permite a
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visualizagcdo de suas células com o tecido ainda integro ou em cortes
histoldgicos.

Modelos experimentais in vitro foram desenvolvidos a partir de células
dissociadas e de explantes da retina. O ultimo modelo, que sera utilizado no
presente trabalho, apresenta inumeras vantagens metodoldgicas por mostrar a
organizacgao laminar (em camadas) do tecido integro com as interagdes célula-
célula, constituindo uma excelente ferramenta para a caracterizagao de
mecanismos dependentes da organizagao histotipica do tecido nervoso (Pow,
2001a).

A caréncia de estudos demonstrando o envolvimento dos diferentes
sistemas de transporte de glutamato na patologia da MC no tecido retiniano
impulsionou o desenvolvimento do presente trabalho, visto que estudos
anteriores ja caracterizaram que processos neuroinflamatorios parecem

modular a expressao destes transportadores em outras areas do SNC.



36

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

O presente trabalho tem como objetivo geral caracterizar as possiveis
alteracbes neuroquimicas associadas aos sistemas de transporte do
neurotransmissor glutamato no tecido retiniano de camundongos C57BI/6 com
malaria cerebral, quando inoculados com a cepa ANKA de Plasmodium berghei

(PbA).

2.2. Objetivos Especificos

- Determinar a sobrevivéncia e o nivel de parasitemia dos camundongos
C57BI/6 inoculados com a cepa PbA.

- Determinar os niveis de TNF-a no cérebro e na retina de camundongos
com 2, 4 e 6 dias ap06s a inoculagdo com PbA.

- Avaliar a expressédo da enzima NO-sintase induzida (NOS-2) no
cérebro e na retina de camundongos infectados com a cepa PbA.

- Determinar os niveis de glutationa em explantes de retina obtidos de
camundongos com 2, 4 e 6 dias apos a inoculagdo com PbA.

- Avaliar o transporte de glutamato dependente e independente de Na”
em explantes de retina obtidos de camundongos com 2, 4, 6 dias apos a
inoculacdo com PbA.

- Avaliar a liberagao de glutamato na retina de camundongos inoculados
com PbA.

- Avaliar a expresséo do sistema xcg” em cortes histoldgicos obtidos da

retina de camundongos infectados com a cepa PbA.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Neste estudo foram utilizados camundongos isogénicos (Mus musculus)
da linhagem C57BL/6 (fémeas e machos) adquiridos do Centro Multidisciplinar
para Investigacdo Biolégica (CEMIB) da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP - SP). Para os grupos controle e experimental foram usados
animais com idade entre 6-8 semanas (42-56 dias), pesando aproximadamente
20-25g. Os camundongos foram mantidos em gaiolas coletivas em grupos de
no maximo cinco animais, em condicbes assépticas, com agua e racgao
(NUVITAL) ad libitum e sob condi¢gdes de luz (ciclo claro/escuro de 12/12
horas) e temperatura ambiente controlada. Durante a realizagédo deste trabalho,
as normas éticas para pesquisa cientifica com animais de laboratério foram

rigorosamente aplicadas.

3.2. Cepa ANKA de Plasmodium berghei

Para induzir o quadro de malaria cerebral foi utilizada a cepa ANKA de
Plasmodium berghei (PbA). Uma amostra desta cepa foi, gentilmente, cedida
pela Dra. Marinete Marins Pévoa, do Laboratorio de Pesquisas Basicas em
Malaria, do Instituto de Pesquisa Evandro Chagas (Ananindeua-Para).
Aliqguotas obtidas de passagens da cepa em camundongos foram
criopreservadas em solucao de Glicerol a 10%, sendo mantidas em nitrogénio

liquido por tempo indeterminado.
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3.3. Inoculagao dos camundongos C57BI/6 com a cepa PbA

Previamente a inoculagéo do grupo experimental, uma amostra da cepa
foi descongelada e inoculada em um camundongo para uma primeira
passagem com o intuito de garantir a viruléncia da cepa. Durante a fase de
ascensao da parasitemia, em aproximadamente 10%, o conteudo sanglineo
do camundongo € coletado por pungédo cardiaca e disponibilizado para a
infeccao dos grupos experimentais.

A coleta por puncgao cardiaca foi realizada com auxilio de agulha e
seringa de insulina contendo heparina (5000U/ml) como agente anticoagulante
e solugdo salina com tampao fosfato (PBS; pH 7,4). Para garantir um grau de
inoculagao uniforme nos diferentes grupos, os animais foram infectados intra-
peritonealmente (i.p) com inéculo padronizado de ~10° eritrécitos parasitados
em 100ul de PBS. A quantificacdo de =10° eritrocitos parasitados foi
determinada pela contagem em camara de Neubauer do numero total de
eritrocitos em suspenséo pela porcentagem de parasitemia. Os camundongos
controle receberam apenas 100ul de PBS via intraperitoneal.

O quadro de MC nos camundongos C57BI/6 infectados com a cepa PbA
foi caracterizado pelo surgimento, entre o 6°-10° dia apds a inoculagéo (d.p.i.),
dos sinais clinicos neurolégicos que incluem: ataxia, paralisia (monoplegia,
hemiplegia, paraplegia ou tetraplegia), desvio de cabega, desorientacao,
convulsdo e coma. Em cada grupo experimental, um ou dois camundongos
infectados foram mantidos até o curso final da doenca, observando-se o tempo
de morte, a extensdo da parasitemia e a severidade dos sintomas

apresentados para garantir o grau de viruléncia da cepa.
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Para cada grupo experimental foram utilizados no minimo 15 animais,
uma vez que 20% dos camundongos infectados poderiam, eventualmente, nao
apresentar o quadro clinico de malaria cerebral, sendo portanto, excluidos do

estudo.

3.4. Parasitemia

Para a determinacdo da parasitemia, distensdes sanguineas delgadas
foram obtidas da cauda dos camundongos, fixadas em metanol absoluto (P.A)
durante 2 minutos, e posteriormente coradas com solugédo de Giemsa (10%)
por mais 10 minutos.

A porcentagem de parasitemia de cada animal foi determinada pela
razao entre a quantidade de eritrocitos parasitados e a quantidade total de
células (1000 células por distensdo). As laminas foram analisadas por
microscopia de luz e fotografadas em aumento de 1000x (imersdo). A
contagem das células foi realizada com auxilio do programa Imaged, o que
garante com uma maior precisdo a porcentagem de parasitemia de cada
animal.

% parasitemia = numero de eritrécitos parasitados

1000
Inicialmente, a evolugdo da parasitemia foi acompanhada diariamente
em um grupo de 15 animais infectados até o 6bito como controle positivo. Para
0s grupos experimentais, a parasitemia foi determinada nos 2°, 4° e 6° d.p.i.

dos camundongos C57BI/6 com a cepa PbA.
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3.5. Dosagem de TNF-a pelo método de ELISA

Os niveis de TNF-a foram quantificados por ELISA (do inglés, Enzyme-
Linked Immuno Sobert Assay) com a utilizagado de um Kit adquirido da empresa
BioLegend (San Diego, Ca, EUA). A medida desta citocina foi determinada no
tecido cerebral no 4° e 6° d.p.i. e, posteriormente no tecido retiniano no 2°, 4° e
6° d.p.i.

Para o processamento do tecido cerebral e retiniano, os camundongos
controles e infectados com a cepa PbA receberam uma injecdo de heparina
(5000U/ml), seguida de uma injegao intraperitoneal dos anestésicos Cloridrato
de Quetamina (1mg/Kg) e Cloridrato de Xilazina (1mg/Kg). Apds um periodo de
10 minutos, uma incisdo foi realizada na regido toracica para retirada do
conteudo sanguineo por pungao cardiaca, permitindo uma limpeza parcial dos
vasos, o que facilita a posterior dissecacao dos tecidos.

Apos serem devidamente dissecados em meio livre de calcio e
magnésio (CMF - calcium medium free), os tecidos foram transferidos para um
tudo de ensaio contendo uma solucéao inibidora de protease adequada para a
extragdo de citocinas (SIGMA). Em seguida, as amostras foram sonicadas em
um homogeneizador de tecidos e centrifugadas a 5000rpm (rotagdes por
minuto) a 4°C durante 10 minutos. O sobrenadante foi recolhido, aliquotado e
estocado a -20°C até a realizagdo da dosagem. Uma aliquota destas amostras
foi separada para posterior dosagem de proteina.

Para o ensaio de dosagem do TNF-a, as placas foram inicialmente
sensibilizadas com o anticorpo de captura (1:200) durante 18 horas a 4°C.
Apds esse periodo, a placa foi lavada com uma solugdo de PBS (0,05%

Tween-20) e incubada com a solugdo de bloqueio por mais uma hora, em
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agitacdo. Em seguida, apdés uma nova série de lavagens, as amostras foram
adicionadas a reagao por um periodo de duas horas em temperatura ambiente.
Paralelamente, para o estabelecimento da curva-padrao, foram utilizadas
diferentes dilui¢des do padrdo TNF-a a uma concentragao inicial de 500pg/ml.
Apbs a incubacdo das amostras e da curva-padrao, uma solugdo do anticorpo de
detecg¢do foi adicionada por mais uma hora, seguida da solu¢do de avidina ligada a
peroxidase (HRP). Apods a adigao do substrato TMB, a reacao foi interrompida com uma
solugdo de acido sulfurico (2N). A quantidade de TNF-a em cada pogo foi determinada
com auxilio do leitor de microplaca em um comprimento de onda de 450nm, sendo que
a concentragdo referente a cada amostra foi calculada a partir da curva-padrao
correspondente em pg/mg de proteina e expressa em porcentagem em relacdo ao

controle.

3.6. Imunobloting para NO-SINTASE Induzida (NOS-2)

Para caracterizar o efeito do quadro de MC na expressao da enzima NO-
SINTASE induzida (NOS-2) foi utilizada a técnica de imunodeteccdo ou
imunobloting (Western Blotting). Neste método, o tecido cerebral e retiniano
dissecados como descrito anteriormente foram homogeneizados em solugéo
de SDS (Dodecil sulfato de sddio) 1% e sonicados para posterior separagao de
100ul e ressuspensos em tampao de lise (Tris-HCI 250mM pH 6.8; SDS 10%;
glicerol 40%; B-mercaptoetanol 20% e azul de bromofenol 0,001%) para
extragao da proteina. A seguir, as amostras foram colocadas em banho-maria
em ebuligdo (100°C) por 2 minutos.

Posteriormente, o homogenado foi submetido a eletroforese em gel de

poliacrilamida (SDS-PAGE) para separacdo das proteinas presentes na
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amostra. A corrida eletroforética foi realizada com o sistema SE-600
(Amersham GE Biosciences) em uma solugdo de Tris-HCI 25mM; Glicina
250mM, SDS 0,1% e metanol absoluto. Na primeira etapa, as amostras foram
aplicadas (20ug por pogo) diretamente no gel de poliacrilamida 3,5%
(proporcéo de acrilamida/bisacrilamida) e a voltagem mantida em 60V durante
30 minutos para que as proteinas atingissem ao mesmo tempo no gel de
poliacrilamida de separagao 7,5%. Na segunda etapa, uma amperagem fixa de
30mA foi aplicada até a linha de frente da corrida alcangar o final do gel de
fracionamento. Padrbes de pesos moleculares também foram utilizados para
determinar a mobilidade relativa das proteinas.

Apods a eletroforese, as proteinas fracionadas no gel foram transferidas
para uma membrana de nitrocelulose (Amersham Bioscience) por 12-16 horas,
e em seguida, a membrana foi corada com uma solugdo de Ponceau 1% para
marcagao das proteinas com intuito de assegurar a eficacia do procedimento
de transferéncia.

Apos a transferéncia, a membrana foi lavada 1 vez com solugcédo tampao
TBS (100mM de Tris-HCI e 1,5M de NaCl) durante 10 minutos. Em seguida, a
mesma foi incubada durante 1 hora com solu¢gdo de TBS-T (100mM de Tris-
HCI, 1,5M de NaCl e Tween20 0,5%) contendo 5% de albumina bovina sérica
(BSA) para bloqueio dos sitios inespecificos. Apos esse periodo, a membrana
foi novamente lavada com TBS-T 1 vez durante 10 minutos. Em seguida, a
mesma foi incubada com o anticorpo primario (anti-NOSi; 1:5000) durante 12-
16 horas a 4°C em agitacdo. Apos a lavagem do anticorpo primario e
incubacdo com o anticorpo secundario (anti-rabbit; 1:2000) acoplado a

peroxidase durante 2 horas, a membrana foi lavada 4 vezes com TBS-T e as
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bandas foram reveladas utilizando o kit de detecgdo ECI Plus (Amersham

Pharmacia Biotech).

3.7. Medida de Glutationa no Tecido Retiniano de Camundongos
Inoculados com a cepa PbA.

Os niveis intracelulares de glutationa total (GSH) foram quantificados
pelo método descrito por Anderson (1969), com algumas modificagdes. Esta
técnica permite determinar, por analise espectrofotocolorimétrica, a quantidade
de glutationa a partir da redugao do acido-5,5-ditiobis-2-2nitrobenzdico (DTNB)

em acido nitrobenzoéico (TNB) de coloragao amarela.

Para o processamento do tecido retiniano obtido de animais controles e
infectados (2°, 4°, e 6° d.p.i.) foi utilizado o mesmo protocolo de dissecacao
descrito anteriormente na medida de TNF-a. Entretanto, apds a separacao do
tecido retiniano das demais estruturas, esta foi cuidadosamente transferida
para uma placa de cultura (24 pogos-TPP) contendo 500ul do meio de cultura
DMEM (Dulbecco’s modified Eagles’s medium) e mantida por no maximo 30
minutos em estufa a 37°C, com atmosfera constituida de 95% de ar e 5% de

CO,, até o término das demais dissecagbes do grupo experimental.

Apobs o periodo de incubagdo no meio de cultura, a retina foi transferida
para um tubo de ensaio, ressuspensa em 1ml PBS/EDTA (1mM) e, entdo
submetida ao processo de sonicagéo para lise do tecido. Deste volume, 100ul
foram separados para posterior determinagéo da proteina (100ul da amostra,

100ul NaOH 1N e 300ul de agua destilada).
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Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 3000rpm durante 10
minutos, sendo 100uL do sobrenadante retirado e adicionado em um tubo de
ensaio contendo: PBS/EDTA (1mM); a enzima GSH redutase (100ul/ml) e o co-
fator NADPH (4mM). Ap6s 20 minutos, 100ul de DTNB (5mM) foi adicionado a
reacdo e a leitura da quantidade de TNB formada foi realizada 5 minutos
depois, por espectrofotometria, em comprimento de onda igual a 412nm. Os
resultados foram determinados em umol/mg de proteina e expressos em

percentagem em relag&o ao controle.

3.8. Captagdo de °3H-L-Glutamato no Tecido Retiniano de
Camundongos Inoculados com a cepa PbA.

O ensaio de captacdo de *H-Glutamato no tecido retiniano foi realizado
de acordo com o método descrito por Oliveira et al. (2010), nos 2°, 4° e 6°
d.p.i. Para avaliar o transporte de 3H-glutamato dependente Na®, o tecido
retiniano foi lavado com solugédo de Hank (128mM NaCl, 4mM KCI, 1mM
MgCl,, 2mM CaCl,, 12mM de glicose e 20mM de HEPES; pH 7,4). Apds
sucessivas lavagens (3 vezes), o tecido foi incubado com °>H-glutamato

(1nCi/ml) em solucdo de Hank, durante 20 minutos a 37°C, em agitacao.

A avaliacdo da captagdo de *H-glutamato independente de Na* foi feita
com a substituicao equimolar (128mM) de NaCl por cloreto de litio (LiCl) na

solucao de Hank.

Apos os 20 minutos de incubagado, o tecido retiniano foi novamente
submetido a lavagens (4 vezes) com solugao de Hank gelada (20°C) para

retirada do excesso de >H-glutamato presente no meio extracelular. Em
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seguida, a retina foi rompida com agua destilada e diferentes ciclos de
sonicacdo. A quantidade de 3H-glutamato presente no interior do tecido
retiniano foi determinada por cintilagdo liquida e corrigida pela quantidade de
proteina presente em cada amostra, sendo os valores expressos em

porcentagem da média da captacgao total.

3.9. Medida da Liberagao de Glutamato por HPLC

O ensaio de liberagdo do neurotransmissor glutamato foi realizado na
retina obtida de camundongos controles e inoculados com a cepa PbA.
Inicialmente, o tecido retiniano foi submetido a uma incubagdo com solugao
tampéao de Hank durante 20 minutos a uma temperatura de 37°C, em agitagao.
Em seguida, o meio de incubagdo do tecido foi retirado e usado para dosagem
da quantidade de glutamato enddgeno que foi liberada pelas células do tecido
controle e do tecido infectado. Apds a retirada do meio, a retina foi ressuspensa
em agua destilada para posterior determinagéo da proteina.

A solugdo de incubagdo (tampdo Hank) foi tratada com &cido
tricloroacético (TCA) 1%, centrifugada a 7000rpm durante 5 minutos para
retirada do conteudo proteico para, em seguida, ser passada por uma coluna
de Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (CLAE). Neste método, 300ul do
meio de incubagdo foi adicionado a 6mg/ml de homoserina (padréo interno),
5mg/ml de orto-oftaldeido (OPA) e solug¢do tampdo borato (pH 9,9). A
quantidade de glutamato liberada no meio de incubagéo foi determinada pela
amplitude do pico em volts (V) no cromatograma gerado pelo detector de

fluorescéncia.
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3.10. Imunofluorescéncia para o Transportador xcc

Para caracterizar o padrdao de expressdo do sistema de transporte
glutamato xcg™ no tecido retiniano frente ao quadro de MC utilizamos a técnica
de imunohistoquimica como descrito por Gallagher et al. (2010). Os animais
controles e infectados foram anestesiados e, em seguida submetidos ao
procedimento de pungéo cardiaca para retirada do conteudo sanguineo. Em
seguida, os globos oculares foram enucleados e imediatamente submersos em
uma solugao de fixagdo contendo paraformaldeido (PFA) 4% e tampao fosfato
(0,1M; pH 7,2) durante 1 hora. Importante ressaltar que em cada globo ocular,
uma pequena incisao na ora serrata foi realizada para melhor penetracdo do
agente fixador.

Apos a fixagéo, os olhos foram lavados em tampéao fosfato 0,1M para
posterior criopreservagcdo em solugdes crescentes de sacarose (10%, 20% e
30%). Os globos oculares permaneceram em solu¢ao de sacarose 30% por, no
minimo, 12 horas antes da realizacdo dos cortes em criostato.

ApdOs a criopreservagao, os olhos foram embebidos em meio de
congelamento TissueTek O.C.T. e secg¢des seriadas com 16um de espessura
foram obtidas em criostato (LEICA, modelo CM3050) a temperatura de -25°C.
As secgbes foram fixadas em laminas previamente gelatinizadas e mantidas a
temperatura de -20°C até a realizacdo das imunomarcacdes.

Para a realizagdo da imunohistoquimica, as secg¢des foram
primeiramente lavadas 3 vezes com tampao fosfato 0,1M durante 10 minutos.
Em seguida, os cortes foram incubados com uma solugdo de bloqueio
constituida de 0,5% de Triton X-100; 1% de BSA; 10% de soro de coelho e

tampao fosfato 0,1M durante 1hora a temperatura ambiente. Apds esse
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periodo, as seccbdes foram novamente lavadas e incubadas com anticorpo
primario (anti-xcg™ - 1:500 em solugao de bloqueio) a temperatura de 4°C por
12-18 horas. Em seguida, apds sucessivas lavagens, foi realizada a incubagao
com o anticorpo secundario especifico conjugado ao fluorocromo Alexa Fluor
488 (anti-goat -1:300 em solugdo de bloqueio) durante 1 hora a temperatura
ambiente. A montagem da lamina para observagcdo microscopica (Olympus
BX61) foi realizada em meio constituido de N-propil galato e glicerol para a

conservagao da imunofluorescéncia.

3.11. Dosagem de Proteina

A dosagem de proteina foi realizada 24 horas apdés a obtencédo da
amostra pelo método descrito por Bradford (1976). Este método baseia-se na
interacao entre o corante azul de coomanssie e moléculas de proteinas, que no
pH da reagdo provoca o deslocamento do equilibrio do corante da forma
catidnica (coloragdo vermelha) para a forma anibnica (coloragdo azulada), de
acordo com a quantidade de proteinas presente na reacgao.

Neste ensaio, aliquotas de 100ul da amostra foram adicionadas a 2ml do
reagente de Bradford (100mg Azul Brilhante de Coomassie, 50ml de etanol
95%, 100ml de acido fosférico 85%) e incubadas por 2 minutos a temperatura
ambiente. Em seguida, a leitura espectrofotocolorimétrica foi determinada em
um comprimento de onda de 595nm. As concentragdes das proteinas foram

determinadas pela comparagcdo com uma curva-padrao com BSA.
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3.12. Analise Estatistica

Os resultados foram analisados pelo teste t-student (para analise de dois
grupos) e ANOVA (andlise de variancia) seguido do pos-teste Tukey-Kramer
(para analise de trés ou mais grupos). Todos os testes foram realizados no
programa estatistico BioEstat versao 5.0, sendo que cada grupo experimental
apresentou no minimo “n” igual a 4 com valor de p<0,001. Os experimentos

foram repetidos pelo menos duas vezes e os graficos construidos com a média

de cada grupo.
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4. RESULTADOS

4.1. Caracterizacdao do Quadro de Malaria Cerebral

Antes de avaliarmos as possiveis alteragcdes neuroquimicas no tecido
retiniano frente o quadro de MC, uma série de parametros foram analisados no
presente trabalho com o intuito de assegurar e caracterizar o desenvolvimento
desta patologia nos grupos de animais infectados.

O curso temporal da doenca foi monitorado diariamente pela
determinacdo da taxa de sobrevivéncia desses animais apds o inicio da
infecgdo. Durante o periodo de observacado, nossos resultados demonstraram
que a inoculagado dos camundongos C57BI/6 com a cepa PbA resultou em uma
infeccdo aguda e letal que iniciou-se no 6° d.p.i., mantendo-se até o 9° d.p.i.,
com uma significativa diminuicdo na taxa de sobrevida no 7° d.p.i., como
demonstrado na Figura 7a.

Os camundongos inoculados com a cepa PbA que ndo apresentaram o
quadro clinico da doenca e que, consequentemente ndo desenvolveram o
quadro de MC, morreram entre o 18° e 20° d.p.i. (Figura 7a). Entretanto,
nossos resultados demonstraram que apenas 19% dos animais morreram
neste periodo, enquanto que a incidéncia de camundongos que desenvolveram
o quadro de MC foi de 81% entre o 6° e 9° d.p.i. (Figura 7b).

Durante a evolugédo da doenga também foram observados e registrados
os sintomas clinicos e comportamentais apresentados pelos animais
infectados. Os sinais clinicos e neuroldgicos associados a esse quadro como:
ataxia, hemiplegia, desvio de cabeca, desorientagédo, disfungcdo respiratéria,

com a ocorréncia de varios picos convulsionais, seguido do estado de coma
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iniciaram-se no 6° d.p.i., intensificando-se no 7° d.p.i., momento em que a taxa
de mortalidade desses animais aumenta significativamente.

Importante ressaltar que em todos os grupos experimentais, parte dos
camundongos com MC que nao foram sacrificados, morreram entre o 7° e 10°
d.p.i., ratificando que no decorrer da realizacdo do presente trabalho a padrao
de evolugao da doenca manteve-se 0 mesmo, sem perda na viruléncia da cepa

PbA.
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Figura 7a: Curva de sobrevivéncia dos camundongos C57BI/6 infectados com

a cepa PbA. Os animais foram inoculados com =10° de eritrdcitos parasitados.

MC- representa os camundongos que nao desenvolveram malaria cerebral e

MC+ representa os que desenvolveram malaria cerebral. (n = 15 animais por

grupo).
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Figura 7b: Incidéncia do quadro de malaria cerebral nos grupos de
camundongos C57BIl/6 infectados com a cepa PbA. Os animais foram
inoculados com =10° de eritrécitos parasitados. MC- representa os
camundongos que nao desenvolveram malaria cerebral e MC+ representa os

que desenvolveram malaria cerebral (n = 15 animais por grupo).
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4.2. Parasitemia

A evolucdo da parasitemia desses animais também foi acompanhada
diariamente pela confeccédo e observagao de extensdes sanguineas delgadas.
A observacdo microscopica das extensdes mostrava o aparecimento das
diferentes formas evolutivas de Plasmodium berghei como trofozoitos jovens e
imaturos e esquizontes (Figura 8). Também foram verificadas, nas extensdes
sanguineas, anormalidades morfoldégicas na membrana celular dos eritrocitos
parasitados (Figura 8c).

Em nossos resultados demonstramos que as primeiras células
parasitadas sao evidenciadas a partir do 2° d.p.i., aumentando gradualmente a
partir do 4° dia (Figura 9). Entre o 6° e 9° d.p.i., 0 nivel de parasitemia dos
animais que apresentaram o quadro clinico de MC eram maiores (=18%) do
que os niveis de parasitemia dos camundongos que néo desenvolveram MC
(=9%); (Figura 9). O acompanhamento da parasitemia demonstrou que os
camundongos C57BI/6 que desenvolveram o quadro de MC apresentaram uma
baixa parasitemia no momento do obito, em torno de 15-20%, como

demonstrado na Figura 9.
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Figura 8: Fotomicrografias de extensbes sanguineas coradas com Giemsa.
1000x. A - controle; B - 2 dias ap6s a infecgéo; C - 6 dias apds a infeccéo. As

setas indicam as diferentes formas evolutivas do Plasmodium.
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Figura 9: Evolucdo da parasitemia em relagdo aos dias apds a inoculagao (d.p.i.)
dos camundongos C57BI/6 infectados com a cepa PbA. C57BI/6 MC- sdo os
camundongos que n&o desenvolveram malaria cerebral e C57BI/6 MC+ s&o os
que desenvolveram malaria cerebral. Dados expressos pela médias dos grupos. *

p< 0,001 vs C57BL/6 CM- (Teste t-student).
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4.3. Niveis de TNF-a no Cérebro e na Retina de Camundongos
Infectados com a cepa PbA

Para caracterizar o aparecimento e a intensidade da resposta
inflamatdria local associada ao desenvolvimento da MC experimental realizou-
se a dosagem da citocina pro-inflamatéria TNF-a tanto no tecido cerebral como
no tecido retiniano de animais controles e inoculados com a cepa PbA.

No presente trabalho, a dosagem de TNF-a foi realizada no 4° e 6° d.p.i.
no tecido cerebral e no 2° 4° e 6° d.p.i. no tecido retiniano dos camundongos
C57BI/6 inoculados com a cepa PbA. Os diferentes dias de analise foram
escolhidos para caracterizar o padrao da resposta inflamatéria local no inicio da
infeccdo (2° d.p.i.), em um periodo intermediario (4° d.p.i.) e na fase final da
infeccdo (6° d.p.i.), em que os sintomas relacionados a MC encontravam-se
exacerbados levando a morte do animal.

No tecido cerebral, os resultados obtidos demonstraram que no 4° d.p.i.
a concentracdo de TNF-a aumentou significativamente (91%) nos animais
infectados (14,413 pg/mg de proteina) quando comparado aos animais controle
(7,53 pg/mg de proteina). Esse aumento foi ainda mais evidente no 6° d.p.i.,
em que os animais infectados (23,9+10 pg/mg de proteina) apresentaram um
aumento de 152% na concentragdo de TNF-a em relagdo ao grupo controle
(9,510 pg/mg de proteina), o que caracteriza um intenso processo inflamatorio
no cérebro durante o desenvolvimento do quadro de MC experimental (Figura
10a).

Entretanto, um perfil distinto foi encontrado na quantificacdo desta
citocina no tecido retiniano. Nos 2°, 4° e 6° d.p.i., a concentragcdo de TNF-a ndo

apresentou variagdo nos animais infectados (5,5+1 pg/mg de proteina) com a
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cepa PbA em relagcdo aos animais controle (4,3x1 pg/mg de proteina),
demonstrando que o intenso processo inflamatério desencadeado pelo quadro
de MC nao acometeu o tecido retiniano nos diferentes estagios da doencga

(Figura 10b).
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Figura 10a: Concentragdo de TNF-a no cérebro de camundongos C57Bl/6 no 4° ¢ 6° dia
apo6s a inoculacao (d.p.i.) com a cepa PbA. Dados expressos pelas médias dos grupos. * p<
0,001 vs controle 4° d.p.i.; ** p< 0,0001 vs controle 6° d.p.i.; # p < 0,001 vs Infectado
(PbA) 4° d.p.i. (ANOVA, pos-teste Tukey Kramer).
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Figura 10b: Concentragdo de TNF-a no tecido retiniano de camundongos

C57BI/6 no 2° 4° e 6° dia apds a inoculagéo (d.p.i.) com a cepa PbA. Dados

expressos pelas médias dos grupos. “ns (n&o significativo)” vs controle 6° d.p.i.

(ANOVA, pés-teste Tukey Kramer).
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4.4. Expressao da Enzima NOS induzida (NOS-2) no Cérebro e na
Retina de Camundongos Infectados coma cepa PbA

Uma vez demonstrada a deficiéncia na producdo de TNF-a no tecido
retiniano frente o quadro de MC experimental e conseqlentemente, a auséncia
de processo inflamatoério nesse tecido, estudos adicionais foram realizados a
fim de ratificar o dado apresentado. Neste estudo, procuramos investigar,
especificamente, o padrao de expressido da enzima NOS-2 no tecido cerebral e
na retina dos animais controle e inoculados com a cepa PbA, no 6° d.p.i.

Os resultados obtidos demonstraram que apds a infeccdo ocorre uma
intensa e significativa expressao da NOS-2 no extrato obtido do tecido cerebral
enquanto que no tecido retiniano ndo foi detectada imunoreatividade nos
animais controle assim como nos animais com MC, mostrando que a

expressdo desta enzima nao é estimulada neste tecido (Figura 11).

130 kDa
—

Figura 11: Expressdo da enzima NOS-2 no cérebro e no tecido retiniano de camundongos
C57Bl/6 no 6° dia ap6s a inoculagdo com a cepa PbA. CI: cérebro de animais infectados

(PbA); RC: retina de animais controle; RI: retina de animais infectados (PbA).
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4.5. Niveis de Glutationa (GSH) Total na Retina de Camundongos
com Malaria Cerebral Experimental

Visto que a resposta inflamatéria desencadeada pelo quadro de MC nao
apresenta-se ativada no tecido retiniano, procuramos caracterizar se possiveis
alteracbes neuroquimicas poderiam ser desencadeadas neste tecido de forma
independente da cascata inflamataria.

Como o tecido retiniano mostra-se muito vulneravel a condicbes de
estresse oxidativo o primeiro aspecto avaliado foi a concentracao intracelular
da molécula antioxidante GSH em animais controle e com 2, 4 e 6 dias de
infeccdo. Os resultados apresentados na Figura 12 demonstraram que no 2°
d.p.i. houve uma elevada e significativa reducéo de 48% no conteudo de GSH
nos animais infectados (6,2umol/mg/min) quando comparados aos animais
controle (13umol/mg/min). No 4° d.p.i., a quantidade de GSH também
apresentou uma reducdo significativa de 24%, que se manteve no 6° d.p.i.
(27%); (Figura 12).

Os resultados obtidos também demonstraram que as redugdes na
quantidade de GSH nos 4° e 6° d.p.i. foram significativamente menores do que
a redugado apresentada no 2° d.p.i., demonstrado um aumento gradativo na
quantidade de GSH durante o curso da infeccdo no tecido retiniano de

camundongos inoculados com a cepa PbA (Figura 12).
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Figura 12: Concentracao Intracelular de GSH no tecido retiniano de camundongos
C57BI/6 no 2° 4° e 6° dia apds a inoculagédo (d.p.i.) com a cepa PbA. Dados
expressos pelas médias dos grupos. *** p< 0,0001 vs controle 2° d.p.i.; * p< 0,001
vs controle 4° d.p.i.; # p < 0,001 vs controle 6° d.p.i.; ** p< 0,001 vs Infectado (PbA)

2° d.p.i. (ANOVA, pos-teste Tukey Kramer).
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4.6. Transporte de Glutamato na Retina de Camundongos com
Malaria Cerebral Experimental.

Diante do fato de que diversos mecanismos de transporte de
aminoacidos, como o sistema Xac € 0 sistema Xcs  parecem estar envolvidos
na formacao da molécula de GSH, procuramos demonstrar o envolvimento e
ativagdo desses sistemas de transporte na patogénese da MC pela captacéo
do aminoacido glutamato no tecido retiniano de animais infectados com a cepa
PbA.

Inicialmente, procuramos caracterizar a atividade do sistema de
transporte Xag” dependente de Na®*. Para isso, a retina de animais controle e
infectados foram submetidos ao ensaio de captacdo com 3H-L-glutamato na
presenca de NaCl, no 2° 4° e 6° d.p.i. Na Figura 13, observamos que os
animais com MC experimental apresentaram um aumento significativo de 42%
e 61% no padrdo captacédo de 3H-L-glutamato no tecido retiniano no 4° e 6°
d.p.i., respectivamente. No entanto, no 2° d.p.i. ndo houve alteragdo nos niveis
de captacao de 3H-L-glutama’[o no tecido retiniano dos animais infectados em
relagao ao controle.

Posteriormente, estudos adicionais foram realizados a fim de avaliar a
possivel participacdo do sistema xcs, como outro mecanismo de transporte
que atua de forma independente do ion Na®. Neste caso, o tecido retiniano foi
submetido ao ensaio de captagdo com 3H-L-glutamato na auséncia de NaCl
quando substituido pelo LiCl. Como mostra a Figura 14, a retirada do ion Na*
também aumentou, significativamente, o valor da captacdo (49%) de >H-L-

glutamato na retina dos camundongos infectados com a cepa PbA.
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Figura 13: Captacéo de 3H-g|utamato dependente de Na* no tecido retiniano de
camundongos C57BI/6 no 2° 4° e 6° dia apds a inoculagao (d.p.i.) com a cepa
PbA. Dados expressos pelas meédias dos grupos. * p< 0,001 vs controle 4° d.p.i.; **
p< 0,0001 vs controle 6° d.p.i.; ns vs Infectado (PbA) 4° d.p.i. (ANOVA, pés-teste

Tukey Kramer).
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Figura 14: Captacgéo de 3H—glutamato dependente (NaCl) e independente de
Na® (LiCl) no tecido retiniano de camundongos C57BI/6 no 6° dia apos a
inoculagdo (d.p.i.) com a cepa PbA. Dados expressos pelas médias dos
grupos. * p< 0,0001 vs controle NaCl; # p< 0,0001 vs controle LiCl; ns vs

Infectado (PbA) NaCl (ANOVA, pés-teste Tukey Kramer).
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4.7. Liberagcao de Glutamato pelo Tecido Retiniano de Animais com
Malaria Cerebral Experimental

Uma vez demonstrada as alteracbes nos sistemas transporte dentro do
quadro de infeccdo com a cepa PbA, procuramos avaliar se essas alteragdes
se estendiam ou tinham relacdo com os processos de liberacdo do
neurotransmissor glutamato na retina.

A destacada participacdo do sistema de transporte independente de Na*
no tecido retiniano de camundongos com MC (Figura 14), direcionou nosso
trabalho para a caracterizacdo da liberacdo desse neurotransmissor pelo
sistema xcg no tecido retiniano de camundongos C57BI/6 com MC.

Nesse sentido, foram mensurados os niveis de liberagdo de glutamato
em grupo de animais controle e com 6 dias apds a infeccdo com a cepa PbA.
Os resultados apresentados na Figura 15 mostram que neste estagio da
doenca o tecido retiniano apresenta uma diminuicdo de 50% na liberacdo de

glutamato quando comparado ao controle.
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Figura 15: Liberacdo de glutamato no tecido retiniano de camundongos
C57BI/6 no 6° dia apds a inoculagao (d.p.i.) com a cepa PbA. Dados expressos

pelas médias dos grupos. ** p< 0,0001 vs controle (Teste t-student.).
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4.8. Expressao da Proteina Transportadora xcc nos Camundongos
com Malaria Cerebral.

Uma vez demonstrado o aumento na captagao de glutamato no tecido
retiniano de animais com MC por um mecanismo independente de Na’,
procuramos investigar se este quadro patolégico poderia estar induzindo a
expressao do transportador xcg™ no tecido retiniano dos animais infectados com
a cepa PbA.

Para isto, realizamos uma imunomarcacao para esse transportador na
retina de animais controle e com 6 dias apds a inoculacdo. Como podemos
observar na Figura 16a e Figura 16b, os animais controle apresentaram uma
marcac¢ao mais discreta quando comparada a marcacao na retina dos animais
infectados, o que mostra um aumento na expressdo deste transportador no
quadro de MC experimental.

Na retina dos camundongos com MC experimental, o transportador xcg
apresentou uma imunomarcagédo homogénea e bem distribuida nas camadas
de nucleares internas e externas. Como demonstrado na Figura 16a, nestes
mesmos segmentos da retina essa marcagdo mostrou-se muito mais fraca nos

camundongos sem a infecgdo com PDbA.
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Figura 16: Expressdo da proteina transportadora xcg no tecido retiniano de
camundongos C57BI/6 com malaria cerebral. A: retina de camundongos
controle, x40; B: retina de camundongos no 6° dia apds a inoculagdo com a
cepa PbA, x40. CNE: camada nuclear externa; CNI: camada nuclear interna;
CPE: camada plexiforme externa; CPIl: camada plexiforme interna; CCG:

camada de células ganglionares; CF: camada de células fotorreceptoras
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5. DISCUSSAO

A MC caracteriza-se por ser uma infeccdo multifatorial, cuja
fisiopatologia apresenta mecanismos complexos e ainda pouco esclarecidos
(de Souza et al., 2010). Como apresentado na parte introdutéria do presente
trabalho, embora a patologia da MC seja responsavel pela manifestagao de um
quadro grave de retinopatia, poucos estudos fazem alusdo as alteragdes
neuroquimicas decorrentes desta condicdo, tdo pouco € esclarecido se estas
eventuais alteragbes ocorrem em momentos precoces ao estabelecimento da
doenca. Diante deste fato, o presente trabalho se propbés a caracterizar a
associacdo entre o quadro de MC com alteragbes neuroquimicas no tecido
retiniano, assim como avaliar em que periodo ou fase da doenca essas
alteracbes sao desencadeadas.

Em nosso trabalho, a utilizacdo de um modelo animal para MC, como a
infeccdo de camundongos C57BI/6 com a cepa PbA, apresenta-se como uma
apropriada e valiosa ferramenta para a elucidagao dos mecanismos associados
as alteracdes no tecido retiniano, uma vez que muito dos conceitos acerca da
patogénese desta doenga foram elucidados a partir do uso deste modelo
experimental (Lou et al., 2001; de Souza & Riley, 2002; Combes et al., 2005;
White et al., 2010).

Nossos resultados demonstraram que os sintomas clinicos (ataxia,
deficiéncia respiratéria, desvio de cabecga, paralisia, convulsdo e coma)
observadas apds a infeccdo dos camundongos C57BI/6 com a cepa PbA se

assemelham aquelas apresentadas em trabalhos anteriores utilizando o
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mesmo modelo de infecgdo (Hanum et al., 2003; Patel et al., 2008; Randall et
al., 2008).

Além dos sinais clinicos descritos, uma série de estudos demonstra que
o desenvolvimento da neuropatologia associada a malaria € comumente
caracterizado por avaliacbes como taxa de sobrevivéncia e evolugdo da
parasitemia (Bagot et al. 2002; Martins et al., 2009; Lacerda-Queiroz et al.
2010). A avaliagao destes parametros em nosso trabalho demonstrou que,
semelhante ao encontrado na literatura, os camundongos susceptiveis ao
quadro de MC, como a linhagem C57BI/6, geralmente evoluem a ébito entre o
6° e 10° dia apos a inoculagdo com os eritrocitos parasitados (de Souza &
Riley, 2002).

Como descrito em nossos resultados, 81% dos camundongos
inoculados com a cepa PbA desenvolveram MC, sendo que estudos prévios
relatam que a incidéncia desta neuropatologia entre os camundongos
infectados com PbA pode variar entre 60-100%, dependendo de caracteristicas
como peso e idade, do perfil genético do hospedeiro e da quantidade de
eritrocitos parasitados usados no momento da inoculagado (Amani et al., 1998;
Bagot et al., 2002).

No presente estudo constatamos que 19% dos camundongos inoculados
com a mesma quantidade de eritrocitos parasitados (106), apresentaram
resisténcia ao desenvolvimento do quadro de MC, sendo que 0s mesmos
evoluiram a o6bito entre o 18° e o 20° d.p.i., provavelmente pelo
desenvolvimento de um quadro de anemia severa e hiperparasitemia (=70%)

como descrito por Lacerda-Queiroz et al. (2010).
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Corroborando com os dados apresentados no presente trabalho, que
mostram uma baixa parasitemia (=15-20%) dos animais com MC no momento
do ébido, Curfs et al., (1992) descrevem que o estabelecimento do quadro do
de MC esta diretamente relacionado a uma baixa inoculagdo de eritrocitos
parasitados, e consequentemente, ao desenvolvimento de uma baixa
parasitemia destes animais.

Outra relevante caracteristica também observada em nossos resultados
foi de que os camundongos que desenvolveram MC apresentaram maior
aumento da porcentagem de parasitemia entre o 6° e 8° d.p.i. (=18%) em
comparagdo com os camundongos que nao desenvolveram MC (=9%),
sugerindo que a rapida evolugdo da parasitemia nesse periodo pode estar
associada a intensa ativagdo da resposta imunolégica desencadeada pela
liberagdo dos antigenos indispensavel para o estabelecimento do quadro de
MC, juntamente como a aderéncia dos eritrocitos parasitados na
microvasculatura cerebral, também modulada pela resposta imunoldgica (Miller
et al., 2002).

Dentro deste contexto, nossos resultados clinicos e hematologicos nos
permitem validar o modelo experimental apresentado no presente trabalho,
ratificando assim a confiabilidade dos resultados e as interpretacdes referentes
tanto as alteragdes no tecido cerebral como no tecido retiniano induzidas pelo
quadro de MC.

Na tentativa de expandir e detalhar nossa analise, procuramos
determinar e comparar a ativacdo de determinados componentes da resposta
imunoldgica em ambos os tecidos cerebral e retiniano frente o quadro de MC

experimental. Sabe-se que no tecido cerebral a producdo de citocinas pro-
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inflamatérias como TNF-a e a ativacdo de enzimas como NOS-2
reconhecidamente atuam como eventos relacionados a patologia da MC
(Maneerat et al., 2000; Gimenez et al., 2003; van der Heyde et al., 2006), no
entanto, pouco de sabe sobre a ativagdo destes componentes no tecido
retiniano também acometido por esta patologia.

No presente trabalho, observamos que no tecido cerebral os niveis da
citocina TNF-a encontram-se elevados, aumentando como o decorrer do
processo infeccioso (4° e 6° d.p.i), o que caracteriza uma intensa resposta
inflamatdéria no cérebro durante o quadro de MC experimental. Ratificando
nossos resultados, Medana et al. (1997b) demonstraram o aumento da
expressdo do RNAm e da proteina TNF-a nas regides do coértex, hipocampo e
cerebelo de camundongos com o quadro de MC fatal. Semelhante aos nossos
achados, o aumento desta expressdo também se mostrou mais evidente no 6°
e 7° d.p.i, quando esses animais apresentavam os sintomas clinicos da
neuropatologia.

A participagdo do TNF-a circulante na patogénese na MC ainda gera
discussao, uma vez que os niveis sistémicos desta citocina ndo sao suficientes
para explicar o desenvolvimento das complicagdes neurolégicas nesta
patologia. Clark et al. (1999) demonstraram que os niveis de TNF-a produzidos
pelos mondcitos aderidos no endotélio da microvasculatura cerebral contribuem
de forma mais significativa para as complicagdes cerebrais do que os niveis
encontrados no plasma.

E importante salientar que pouco se sabe sobre a liberacdo desta
citocina no tecido retiniano antes e durante o quadro de MC. Desta forma,

avaliando os niveis de TNF-a na retina, observamos que a produgcao desta
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citocina ndo é detectavel durante o desenvolvimento do quadro de MC,
diferente do que observamos no tecido cerebral. O resultado em questao
caracteriza, pela primeira vez, a auséncia da resposta inflamatdria, via
producdo de TNF-a, no tecido retiniano durante as diferentes fases da
patologia, sugerindo que as possiveis alteragdes na retina induzidas pelo
processo infeccioso independem de uma ativagao inflamatéria.

Outro importante marcador da resposta inflamatéria no SNC ¢é a ativacao
do sistema nitrérgico, que de acordo com dados da literatura, encontra-se
intimamente associado a produgdo de TNF-a (Minc-Golomb et al.,, 1994;
Maneerat et al., 2000). Em nossos resultados verificamos que assim como para
o TNF-a, o desenvolvimento do quadro de MC nos camundongos C57BI/6
encontra-se associado a intensa expressdao da enzima NOS-2 no tecido
cerebral no 6° d.p.i.

Nathan et al. (1994) e Alderton et al. (2001) mostraram que a expressao
da enzima NOS-2 pode ser induzida por antigenos de patégenos e citocinas
pré-inflamatérias como TNF-a, IFN-y e IL-1, sugerindo que em nossos
resultados o aumento da expressdo da NOS-2 no tecido cerebral pode estar
associado ao aumento na producado de TNF-a e a liberagdo das proteinas do
Plasmodium berghei (PfEMP1).

Corroborando com nossos resultados, Maneerat et al. (2000)
demonstraram que no cérebro de pacientes pos mortem com MC, havia uma
intensa inducdo na expressdo da enzima NOS-2, sendo essa expressao
detectada em diferentes tipos celulares e nas fases mais agudas da doenca.

Este estudo sugere que a expressao dessa enzima poderia contribuir para o
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agravamento dos sintomas clinicos caracteristico da MC como convulséo,
coma e morte.

De fato, nossa analise voltada para expressao da NOS-2, mostrou que
na situacao experimental o quadro de MC nao induziu expressao da referida
isoforma da enzima no tecido retiniano. Este resultado estéd de acordo com a
deficiéncia na producdo de TNF-a observada em nossos resultados, uma vez
que dados da literatura demonstram que alteracdes na expressao desta enzima
estdo relacionadas a intensa elevagao dos niveis de TNF-a (Minc-Golomb et
al., 1994). Em contrapartida, como discutido anteriormente, demonstramos que
os animais com MC apresentam uma intensa expressao da NOS-2 no tecido
cortical, assim como elevados niveis de TNF-a.

De posse destes resultados, podemos sugerir que o tecido retiniano é
menos sensivel a ativacao inflamatdria do que o tecido cerebral em modelo de
MC murina induzida pela infeccdo com a cepa PbA. Muitos fatores podem estar
envolvidos neste fendbmeno, visto que uma série de trabalhos demonstra que
embora o tecido retiniano e o cerebral sejam formados por tipos celulares
semelhantes e tenham a mesma origem embrionaria, ambos apresentam uma
constituicdo celular e fisiologia bastante particulares (Pow, 2001a; Kolb et al.,
2001).

Uma das grandes adaptagbes que a retina adquiriu durante o processo
evolutivo foi de desenvolver um sistema de protecdo antioxidante bastante
eficiente (Huster et al., 2000; Bringmann et al., 2008). Esta adaptagao tornou-
se importante visto a grande quantidade de fosfolipidios de cadeia insaturada
presentes nesta estrutura e a constante exposicdo da mesma a energia

luminosa, o que torna o tecido retiniano um ambiente passivo de reacdes de
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oxidagao (Huster et al., 2000). Nesse sentido, qualquer alteragdo que ocasione
flutuagcdes no balangco das substancias pré e anti-oxidantes pode promover
severas mudangas na fisiologia da retina. Prova disso, sdo os trabalhos que
descrevem que algumas neuropatologias que acometem a funcionalidade do
tecido retiniano sao capazes de gerar neste tecido um intenso processo de
estresse oxidativo (Harada et al., 2007; Schimel et al., 2011).

Nenhum estudo até o momento procurou investigar as alteragoes
neuroquimicas associadas a possivel geragao de estresse oxidativo no tecido
retiniano no quadro de MC. Diante do fato, o presente trabalho é o primeiro a
descrever o papel da molécula antioxidante GSH na patologia da MC no tecido
retiniano. Nossos resultados demonstram que durante todo o processo
infeccioso ocorre uma diminuigdo significativa na quantidade de GSH, o que
sugere que este tecido acometido pelo quadro de MC apresenta-se susceptivel
a geragao dos fendbmenos associados ao estresse oxidativo.

Poucos trabalhos, no entanto, ressaltam o envolvimento dos
mecanismos relacionados ao processo de estresse oxidativo com esta
neuropatologia. Wiese et al., (2006) descrevem que a patologia da MC esta
diretamente relacionada aos elevados niveis de espécies reativas de oxigénio
(ROS) produzidos nas células do endotélio vascular do tecido cerebral. Como
demonstrado por este grupo, nos estagios terminais da MC, a imunoreatividade
para o composto 8-oxoguanina (marcador de estresse oxidativo) apresenta-se
aumentada nas células endoteliais.

Recentemente, Reis et al. (2010) demonstraram que terapias com a
utiizacdo de agentes antioxidantes como a N-acetilcisteina, reduziram o

processo de estresse oxidativo gerado no tecido cerebral, prevenindo o
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aparecimento dos disturbios de origem cognitiva nos camundongos C57BI/6
com MC.

Semelhante ao observado em nossos dados, Narsaria et al., (2011)
verificaram uma diminuicdo nos niveis de GSH e da enzima superdxido
dismutase no sangue de criangas como malaria severa, propondo que a
liberacdo de ROS pode exercer um papel fundamental na patogénese da
malaria severa humana.

Importante ressaltar que os dados apresentados no presente trabalho
demonstram uma intensa diminuicdo na quantidade de GSH nos primeiros dias
(48% no 2° d.p.i.) apds a infecgdo dos camundongos com a cepa PbA. No
entanto, essa diminuicdo tende a ser menos evidente com a evolugdo da
doencga (24% no 4° e 27% no 6° d.p.i.), sugerindo o envolvimento de um
sistema que favoreca a sintese dessa molécula durante o periodo de infeccéo,
como uma forma de reduzir fisiologicamente a geragdo do quadro de estresse
oxidativo resultante da MC.

Estudos anteriores descritos por Reichelt et al. (1997) e Oliveira et al.
(2010) caracterizaram que os niveis intracelulares da molécula GSH s&o
essencialmente dependentes da atividade e expressdo dos sistemas de
transporte de glutamato localizados em diferentes regides do SNC, como o
tecido retiniano. Nesse sentido, observamos em nossos resultados, que na
retina dos camundongos com MC havia um aumento no transporte de
glutamato dependente e independente de Na* nos estagios correspondentes
ao 4° e 6° d.p.i. Os dados descritos sugerem que neste periodo da doenga

ocorre um aumento na funcionalidade de ambos os sistemas de transporte
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dependente e independente de Na*, que no tecido retiniano sdo representados
pela proteina GLAST e pelo sistema xcg’, respectivamente.

Ward et al., (2005) demonstraram que em patologias que acometem o
tecido retiniano como a retinopatia diabética destaca-se um significativo
aumento na funcionalidade de transportadores como o GLAST e o EAAT4,
evidenciado pela forte e intensa marcacdo de D-aspartato (analogo do
glutamato) nas células de Miller deste tecido. Entretanto, importante destacar
que a elevada atividade destes transportadores ndo € acompanhada pelo
aumento da sua expressao nesta condigao patoldgica.

Importante ressaltar que o aumento da atividade do transportador
independente de Na® ocorre simultaneamente ao aumento na quantidade
intracelular de GSH no decorrer da infecgdo (4° e 6° d.p.i.). Estes achados
estdo de acordo com resultados prévios de nosso grupo onde demonstramos
que a ativacdo do sistema de transporte xcg na retina esta intimamente
relacionada a sintese de GSH (Oliveira et al, 2010).

Expandindo a interpretacdo de nossos resultados, diversos trabalhos
demonstram que o sistema de transporte xcg™ pode ser expresso em células
gliais, que na retina podem ser astrdcitos, células de Muller e microglia (Bramall
et al, 2010). Ratificando esta hipotese estdo nossos dados de
imunofluorescéncia para a proteina transportadora xcg, em que observamos
um aumento na marcacdo em todas as camadas retinianas nos animais com
MC experimental. Desta forma, podemos sugerir as células da glia podem estar
participando ativamente da resposta frente ao quadro de MC, contudo, estudos

complementares sao necessarios para confirmar tal afirmativa.
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Dentro desta problematica, Persson et al. (2009) demonstraram
proteinas do sistema complemento (C5a) liberadas durante eventos
patolégicos causam um aumento na expressao do transportador GLT-1 e da
captagdo de glutamato na microglia por um mecanismo independente da
producao de TNF-a. Posteriormente, Persson et al., (2006) descreveram que o
aumento no transporte de glutamato na microglia, esta intimamente relacionado
ao aumento na sintese de GSH, o que fortalece a hipotese acerca dos nossos
resultados, uma vez que transporte de glutamato nas células microgliais
constitui um dos fatores limitantes para sintese de glutationa (Persson et al.,
2011).

Importante destacar que os dados apresentados em nosso trabalho
evidenciam que o aumento na atividade do transportador e,
consequentemente, do transporte de glutamato ocorre, provavelmente, em
funcdo da participacédo do sistema Xxcg, uma vez que retirada do ion Na* ndo
alterou significativamente o aumento da captacao (=50%) observado no tecido
retiniano dos animais com MC (6° d.p.i.).

Além de alterar os niveis de captagédo do neurotransmissor glutamato,
nosso estudo também demonstrou que o quadro de MC é responsavel por uma
intensa diminuicdo na liberagdo de glutamato (6° d.p.i.) por um mecanismo
independente do ion Na®, provavelmente representado pelo sistema xcg™. Esse
dado corrobora com nossos resultados, propondo que essa diminuigdo na
liberagdo de glutamato pode estar associada a uma maior retengdo desse
neurotransmissor dentro da célula com o intuito de potencializar a sintese da

molécula de GSH.
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Entretanto, Miranda et al., (2010) demonstraram que no tecido cortical
de camundongos C57BI/6 ocorre um aumento na liberagdo do glutamato no 6°
d.p.i., sendo que esse efeito esta intimamente associado aos sintomas
comportamentais apresentados no quadro de MC. A intensa liberacido de
glutamato no cortex apodia-se no fato de que esta regido, diferente do tecido
retiniano, € a principal responsavel pelos aspectos comportamentais que
encontram-se alterados no quadro de MC.

Ao avaliarmos se 0 aumento na captagao de glutamato e da sintese da
molécula de glutationa nos estagios terminais da MC estavam apenas
relacionados a funcionalidade do sistema xcg, demonstramos que nesta fase
da infeccdo um intenso e evidente aumento na expressao deste transportador
também pode ser evidenciado no tecido retiniano dos camundongos com o
quadro clinico de MC.

Semelhante ao observado em nossos resultados, em doencgas
neuroinflamatérias como a esclerose multipla e em modelos experimentais para
encefalites auitoimunes, também descreve-se um aumento na expressao do
sistema de transporte xcg® em linhagem de monécitos. O aumento na
expressao deste sistema também mostra-se relacionado ao aumento da
sintese glutationa neste tipo celular (Pampliega et al., 2011).

Assim, uma importante contribuicdo do presente trabalho foi a
determinacao de eventos neuroquimicos desencadeados na auséncia de uma
resposta inflamatdria no tecido retiniano dentro do quadro de MC. Somado a
isso, demonstramos também que este tecido responde a uma possivel
sensibilizacdo ao estresse oxidativo (diminuicdo de GSH) aumentando a

expressao de um sistema de transporte que reconhecidamente esta associado
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a sintese do tripeptideo GSH (Oliveira et al, 2010). Embora os mecanismos
celulares que regulam o aumento desta expressao ainda nao estejam
esclarecidos, nossos resultados podem ser de grande valia para estudos
posteriores e quem sabe para o desenvolvimento de novas terapias voltadas

para o tratamento e prevengao deste quadro de malaria grave.
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6. CONCLUSAO

- A infecgao por PbA apresenta um curso agudo e letal nas linhagens de
camundongos C57BL/6, com manifestagdes clinicas mais evidentes entre o 6°
e 9° dia ap6s a infeccdo, momento em que a parasitemia permanecia em niveis
baixos, em torno de 15-20%.

- Durante o desenvolvimento do quadro de MC, os niveis de TNF-a
aumentaram no tecido cerebral, no entanto, na retina os niveis desta citocina
mantiveram-se baixos, caracterizando a auséncia de resposta inflamatdria
neste tecido.

- A auséncia de expressdo da enzima NOS2 no tecido retiniano de
animais com MC ratifica a inexisténcia da resposta inflamatdria caracterizada
anteriormente.

- No tecido retiniano de animais com MC mostramos uma diminuigao na
quantidade de GSH, que com o decorrer da infeccdo mostrava-se menos
evidente, demonstrando que o tecido apresenta-se mais susceptivel a condicéo
de estresse oxidativo.

- Durante o decorrer da infeccdo houve um aumento na captacao de
glutamato dependente de Na™ no tecido retinino, demonstrando o envolvimento
os sistemas de transporte de aminoacidos nesta patologia.

- A avaliagdo da captagdo de glutamato na auséncia do ion Na* mostrou
o envolvimento de um sistema de transporte independente de Na* na patologia
da MC.

- No tecido retiniano de animais com MC mostramos uma diminuigao na

liberagao do glutamato no estagio terminal da doenca.
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- Na retina de camundongos infectados com a cepa PbA demonstramos
a participagao do sistema de transporte xcg na patologia da MC, na fase mais

tardia da MC.
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L-Glutamate is the primary excitatory neurotransmitter in the mammalian central nervous system (CNS).
Mechanisms for the removal of glutamate are vital for maintaining normal function of retina. In the present
study, using retinal cell cultures obtained from chick embryos, we characterize, pharmacologically, the
presence of two glutamate transporter mechanisms, Na*-dependent and Na*-independent uptake systems.
Na*-independent uptake system seems to present characteristics related to system Xcg~ (cystine-
glutamate exchanger) that in the current work demonstrated highlighted contribution to the glutamate
transport in retina, which is not observed in other tissues. Our results showed that glutamate shares xcg~
system with another amino acid, L-cysteine, suggesting the possible involvement of this component in
processes related to the release of the glutathione antioxidant molecule. Furthermore, cysteine uptake by
Na*-independent transport appears to be more evident in glial cell cultures than in neuronal cell cultures.
So, Na*-independent transport system seems to have other functions besides amino acid transport,
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demonstrating a physiological role in modulating cell redox status.
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L-Glutamate is the major excitatory neurotransmitter in the
mammalian central nervous system (CNS), and has been involved
in many complex physiological processes such as developmental
plasticity, memory, learning and long-term potentiation (Quinlan
et al., 1999; Shigeri et al., 2004). In the retina, this amino acid is
responsible for the synaptic transmission between photoreceptor
cells, bipolar cells and ganglion cells and its excessive action in
different types of receptors may result in neuronal cell death by
excitotoxicity (Kalloniatis and Napper, 1996; Rauen et al., 1996).

Several studies have been demonstrated the potential involve-
ment of glutamate-mediated toxicity in both acute (traumatic
brain injury, ischaemia) and chronic (Alzheimer’s disease, Hun-
tington’s disease, glaucoma and most recently, Wernicke’s
encephalopathy) neurodegenerative conditions (Suemori et al.,
2006; Sheldon and Robinson, 2007; Hazell, 2009).

Thereby, termination of glutamatergic neurotransmission is
achieved by the removal of glutamate from the extracellular space
by molecular transporters located in the plasmatic membrane of
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pre-synaptic terminals and surrounding glial cells (O’Shea, 2002;
Beart and O’Shea, 2007). In the CNS, excitatory amino acid
transporters (EAATSs) are the main responsible for the removal of
glutamate neurotransmitter, maintaining its extracellular concen-
tration below excitotoxic levels (Danbolt, 2001; Balcar, 2002;
Kanai and Hediger, 2004). The transport of glutamate by EAATs is
characterized as electrogenic, once it is thermodynamically
coupled to the cotransport of at least two sodium ions (Na*),
one proton (H*) and the counter-transport of a potassium ion
(Tanaka, 2000; Amara and Fontana, 2002; Bridges and Esslinger,
2005). Thereby, these transporters are known as Na*-dependent
high-affinity glutamate transporters (Shigeri et al., 2004; Bridges
and Esslinger, 2005). This transport is, also, coupled to a ClI™
channel, which function has not already been described.

Furthermore, a great number of different membrane transpor-
ters have already been characterized, regulating the flux of
glutamate in distinct areas of the CNS, including the retina. These
systems are commonly differentiated based upon their ionic
dependence and include both sodium-independent system Xcg~
(Baker et al., 2002; Patel et al.,, 2004) and sodium-dependent
system xpc~ represented by the EAATs (Palacin et al., 1998;
McBean, 2002).

System Xcg~ (cystine-glutamate exchanger) is a member of the
glycoprotein-associated amino acid transporter family and has
already been described in hepatocytes, alveolar type Il cells, human
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endothelial cells and macrophages (Ishii et al., 1992). In the CNS,
this system was identified in primary cultures of neurons (Sagara
et al,, 1993) and astrocytes (Allen et al., 2001; Gochenauer and
Robinson, 2001); C6 glioma cells (Cho and Bannai, 1990); microglia
(Piani and Fontana, 1994) and human gliomas (Ye et al., 1999).

Under physiological conditions, system Xcg~ transports cystine
into cells coupled to the efflux of intracellular glutamate, by a Na*-
independent mechanism (Bender et al., 2000). Once taken up by
cells, cystine is rapidly and spontaneously reduced to cysteine,
which is required for the synthesis of glutathione (GSH), an
endogenous antioxidant essential for cellular defense (McBean,
2002; Tomi et al., 2003). The tripeptide GSH is produced from the
amino acids glutamate, cysteine and glycine by the consecutive
actions of two enzymatic reactions (Yoneyama et al., 2008) and its
role as a free radical scavenger is particularly important in the
retina since this tissue is extremely vulnerable to oxidation
because of its high oxygen consumption, high unsaturated fatty
acid content and exposure to light (Handelman and Dratz, 1986;
Ahuja et al., 2005). Furthermore, system Xc¢~ can also mediate the
influx of glutamate when its concentration outside the cell is
higher (Bringmann et al., 2009).

Indeed, it is becoming increasingly relevant the importance of the
inter-dependency between neurons and astrocytes in maintaining
the level of some intracellular molecules and amino acids (Stru-
zynska, 2009). Cysteine, the rate-limiting substrate for the glu-
tathione synthesis, is one of these amino acids, which is continuously
released from astrocyte and taken up by neuronal cells (Wang and
Cynader, 2000; Stewart et al., 2002; Bringmann et al., 2009).

Both in vivo and in vitro studies demonstrated that GSH levels
are, usually, higher in astrocytes than in neurons, varying in
function of the CNS area (Langeveld et al., 1996; Cooper and Kristal,
1997; Dringen et al., 2000; Struzynska, 2009). In culture models,
the low levels of GSH in neurons are justified by the fact that these
cells are unable to transport cystine, rely on the availability of
cysteine for their GSH synthesis (Kranich et al., 1996).

In C6 glioma cells, cystine used for GSH synthesis is obtained,
principally, by the transport system xcc~ (Cho and Bannai, 1990).
Although, it is not clear which system, Xag™ or Xcg ™, is the principal
responsible for the levels of GSH and also, the mechanisms used by
systems during this process.

Besides, a wide variety of works are being developed, trying to
elucidate the mechanisms whereby GSH can be released by cells
(Dringen et al., 1997, 1999). Sagara et al. (1996) suggested that, in
astrocytes, this release could be ion independent and mediated by
a carrier protein, although little is known about this process.
Recently, the multidrug transporter protein (MRP1) has been
shown to be responsible for the efflux of GSH from astrocytes
under oxidative stress conditions, although it is not clear the
involvement of this carrier under physiological conditions
(Hirrlinger et al., 2001; Minich et al., 2006).

Based on that, in the present work, primary retinal cell cultures
were employed as an experimental model to assess the participa-
tion of Na*-dependent and Na*-independent systems in the
glutamate and cysteine transport, highlighting the possible
involvement of these systems in the metabolism of glutathione.

1. Materials and methods

1.1. Materials

Cell culture reagents were obtained from GIBCO (Paisley, UK) and tissue culture
plasticware from TPP. 1-[*H]Glutamate (specific activity—1050 Ci/mmol) and -
[3°S]Cysteine (specific activity—1050 Ci/mmol) were purchased from Amersham
Bioscience Biotech (Hampshire, UK). Polyornithine, L-glutamate, cysteine, glu-
tathione and transporter inhibitors, such as pL-threo-[3-benzyloxyaspartate (TBOA)
and i-trans-pyrrolidine-2,4-dicarboxylic acid (PDC) were provided by Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA). All other reagents were of analytical grade. Fertilized
white Leghorn eggs were obtained from a local hatchery and maintained at a humid
atmosphere.

1.2. Retinal cell culture

Chick embryos were staged according to Hamburguer and Hamilton (1951) and
neuron/glia-mixed cultures were prepared as previously described by Herculano
et al. (2006). Briefly, under sterile conditions, 7-8-day old chick embryo (E7-E8)
retinas were properly dissected on calcium and magnesium-free salt balanced
solution (CMF) at 0-4 °C, cleared from the pigmented epithelium and other ocular
tissues. For enzymatic dissociation, retina was transferred to a glass containing
trypsin (0.05%) for 3-5 min at 37 °C. After, the tissue was mechanically dissociated
with a pipette and then submitted to a brief centrifugation. The pellet was
suspended in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) supplemented with
10% fetal bovine serum (FBS), 100 U/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin and
500 pg/ml glutamine. Cells were seeded in 35 mm plastic dishes, pretreated with
polyornithine (10 pg/ml during 30 min) and maintained at 37 °C in a humidified 5%
C0,—95% air atmosphere. After 7-8 days in vitro (DIV7-DIV8), cultures showed a
confluent monolayer containing both neurons and glial cells at a density of 2-
3 x 10° cells per plate.

1.3. Retinal glial cell culture

Purified glial cell cultures were prepared from the retina of 9-10-day old chick
embryos as described earlier. After carefully dissecting, retinal cells were plated
into 35 mm cultures dishes without pretreatment with polyornithine. The cultures
were maintained in DMEM with 10% FBS during, at least, 15 days (DIV15) until
confluent monolayer was formed, containing, predominantly, glial cells (=95%) and
a small number of neurons (225%). In order to accelerate neuronal cell death, the
culture medium was replenished every 3 days.

1.4. Retinal neuronal cell culture

Retinal neuronal cell cultures were also prepared from 7-day old chick embryos
using the same procedures above, with slight modifications. Cells were cultivated in
DMEM supplemented with 1% FBS in 35 mm plates and pretreated with
polyornithine. Neuronal cultures were maintained during 5 days in vitro (DIV5)
at 37 °C in an atmosphere containing 95% of air and 5% of CO,, and after this period
no glial contamination (less then 5%) was detected in confluent neuronal culture.

1.5. 1-[’H]Glutamate and 1-[>*°S]Cysteine uptake assay in primary retinal cell cultures

After reaching full confluency, cultures were used to perform the uptake assay as
described previously (do Nascimento et al., 1998). To evaluate glutamate uptake,
retinal cultures were washed four times with modified Hank’'s balanced salt
solution, which consists of (in mM): NaCl 128, KCl 4, MgCl, 1, CaCl, 2, glucose 12
and HEPES 20, adjusted to pH 7.4, and then incubated with [>H]Glutamate (1 w.Ci/
ml) during 5 min. To study Na*-dependent glutamate transport, sodium chloride
(NaCl) was replaced by lithium chloride (LiCl) in the uptake buffer. All uptake assays
were performed at room temperature (37 °C). After [?H]Glutamate time incubation,
the uptake was stopped by rapidly rinsing the cells three times with ice-cold Hank’s
solution and then, cells were lysed with 5% TCA. The radioactivity presented in the
cells was determined by liquid scintillation spectroscopy.

To further characterize the effect of glutamate transport inhibitors, cells were
pretreated (before [*H]Glutamate incubation) during 10 min with TBOA and PDC,
separately, at 10 wM, 50 M, 100 wM and 500 wM. Indeed, the same procedure was
used to evaluate the effect of cysteine.

L-[3°S]|Cysteine uptake assay was assessed according to the methodology
described above, substituting [*H]Glutamate by [>°S]Cysteine.

Likewise, the same procedure was applied to evaluate glutamate and cysteine
transport in the three types of cultures used in the present work.

1.6. Glutathione assay

Intracellular and extracellular levels of glutathione (GSH) were determined by
the method described by Anderson (1969) with minor modifications. This
procedure allows to determine, spectrophotometrically, the total levels of
glutathione (GSH and GSSG) by the reduction of 5,5'-dithio-bis-2-nitrobenzoic
acid (DTNB) in nitrobenzoic acid (TNB). In this reaction, the sample is incubated in
two different groups: in the first group the sample is incubated only with DTNB to
measure the levels of —-SH group and in the second group the sample is incubated
with GSH reductase (that converts GSSG into GSH), NADPH and DTNB to measure
the total levels of GSH produced by the reaction. Then, the final result is expressed
by the difference between these two groups as the total levels of glutathione.

To evaluate the relationship between Na*-independent transport and GSH
content, the culture medium was removed and the cells were quickly washed three
times with Hank’s solution (pH 7.4). Subsequently, cultures were incubated, during
90 min with: Hank’s solution—LiCl (as control); cysteine (500 wM); PDC (500 wM)
and cysteine (500 wM) + PDC (500 wM).

After the treatment, the incubation medium was removed and substituted with
PBS/EDTA (1 mM) to scrape the cells. An aliquot was separated to protein
determination, using the method described by Lowry et al. (1951). The left volume
was centrifuged at 3000 rpm, during 10 min.
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The supernatant was separated and incubated in assay solution containing PBS/
EDTA (1 mM); GSH reductase (100 U/ml) and NADPH (4 mM). After 15 min, DTNB
(5 mM) was added to the reaction. The results of total GSH were expressed in
percentage of the control.

To determine the levels of total glutathione by Na*-dependent system, the buffer
containing LiCl was replaced by the buffer containing NaCl.

The extracellular content of glutathione was assessed by the treatment of mixed
retinal cultures with: Hank’s solution—LiCl (as control) and cysteine (500 wM),
separately, during 1 h. After this period, the cultures were rinsed three times with
Hank’s solution and maintained for more than 1 h with buffer. The buffer was taken off
and the levels of GSH were determined according to the protocol described above.

1.7. Statistical analysis

All experiments were conducted in duplicate or triplicate and repeated three to
four times. Data were expressed as means + SD of percent of control. Statistical
analysis were performed by Student’s t-test for the comparison of two groups and
ANOVA followed by Tukey-Kramer for multiple comparison test. All analyses were
performed with GraphPad Instat version 2.05.

2. Results
2.1. Glutamate transport in retinal cell culture

To characterize the involvement of different uptake systems in
glutamate transport, mixed retinal cell cultures were submitted to
the uptake assay with >H-glutamate in the presence and absence of
NaCl. The results demonstrated that the absence of Na* led to a
significant decrease in >H-glutamate uptake, therefore, indicating
the presence of two distinct mechanisms of glutamate transport in
retinal cultures, a Na"-dependent (52 + 7.69%) and a Na*-indepen-
dent (48 + 4.83%) transport systems (Fig. 1).

To assure the specificity of glutamate transport, uptake assays
were carried out in the presence of different concentrations of PDC
or TBOA. Results in Fig. 2, showed a highly potent and significant
concentration-dependent inhibition of glutamate uptake by both
inhibitors, suggesting that PDC and TBOA are able to inhibit both
Na*-dependent and Na*-independent glutamate transport.

Once 48% of total glutamate uptake occurred in the absence of
NaCl, further experiments were conducted in order to establish
and characterize the great involvement of a Na*-independent
system for glutamate transport in retinal cells.

2.2. Na*-independent glutamate transport in retinal cell cultures

In order to verify the specificity of Na*-independent transport
for glutamate, retinal cell cultures were treated with different
concentrations of PDC. Our results showed a significant reduction
of *H-glutamate transport in all used PDC concentrations (Fig. 3a).

Since previous works demonstrated that both glutamate and

cysteine represent important substrates for Xcg~ system, we
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Fig. 1. Na*-dependent and Na*-independent *H-1-glutamate uptake in mixed retinal
cultures from chick embryo (ES8DIV7). Na*-dependent *H-L-glutamate uptake value
is calculated by the difference between the two components. *p < 0.001 (Student’s
t-test).
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Fig. 2. Effect of different concentrations of TBOA and PDC in the Na*-dependent >H-
L-glutamate uptake in mixed retinal cultures from chick embryo (E8DIV7). *p < 0.01
vs control/NaCl TBOA; **p < 0.001 vs control/NaCl TBOA; *p < 0,01 vs control/NaCl
PDC; ##p < 0,001 vs control/NaCl PDC (ANOVA, Tukey-Kramer post-test).

evaluated the effect of cysteine treatment (50 wM, 100 wM,
500 .M and 1 mM) in Na*-independent glutamate transport. At
the concentration of 50 M, a slighted decrease of 10 + 9.07% in the
glutamate uptake value was observed, which remained at the
concentration of 100 wM. However, a higher reduction
(31 £ 7.28%) was noticed in the presence of 500 uM of cysteine
(Fig. 3b). At higher concentrations as 1 mM, the blockade of glutamate
uptake by cysteine became more evident, decreasing the transport
around 62 + 2.71%, as shown in Fig. 3b. DTT (500 wM), used as
control, did not show any influence in the 3H-glutamate uptake value
(Fig. 3b). These results demonstrated that glutamate Na*-indepen-
dent transport could be regulated by the amino acid cysteine.

2.3. Cysteine uptake in retinal cell cultures

As cysteine elicited an inhibitory effect towards Na*-indepen-
dent glutamate uptake, evidencing that this component exhibit
characteristics related to the Xcg~ system, we focus our work in the
direct activity of this transporter, evaluating the uptake of cysteine
by this system.

To characterize cysteine transport system, mixed retinal cell
cultures were submitted to the uptake assay with 3°S-cysteine in
presence and absence of NaCl. As shown in Fig. 4a, the removal of
Na® (equimolar substitution by LiCl) promoted a reduction of
(48 +5%) in the total of *>S-cysteine uptake, similar of what was
noticed in the uptake assay with *H-glutamate (Fig. 1).

To ensure that Na*-independent component present itself as
the glutamate-cysteine exchanger, we evaluated 3°S-cysteine
uptake rate in the presence of different concentrations of
glutamate. As shown in Fig. 4b, glutamate (20 wM, 60 .M and
100 M) reduced 3>S-cysteine uptake to about 51 + 4%, 67 + 8.6%
and 75 + 5.8%, respectively.

As shown in Fig. 4c, the use of PDC at the concentrations of
10 M, 50 pM, 100 M and 500 pM promoted a decrease of
23 +3.81%, 38 + 1.25%, 63 + 3.43% and 66 + 4.37% in >>S-cysteine
uptake value, respectively.

2.4. Cysteine transport in neurons purified culture and in glial
purified cultures of retina

After characterization of Na'-independent transport as an
important agent of glutamate-cysteine transport in the retinal cells,
we investigated its functional localization in two different cellular
types present in culture. To ensure the phenotype of the different
types of cultures, an immunocytochemical study was performed,
showing that glial purified cultures were >95% positives for synemin
while neurons purified cultures were >95% positives for 3-acetyl-
tubulin (da Costa et al., 2009) (data not showed).
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35S-cysteine uptake assay was carried out in order to determine
the contribution of Na*-independent component to the cysteine
transport in neurons purified culture and in glial purified culture.
As demonstrated in Fig. 5, the removal of Na* promoted a large

inhibition (86 + 2.3%) of 3°S-cysteine uptake in neurons purified
culture. However, in glial purified cultures, we observed a discrete
reduction (18 + 5.67%) of 3°S-cysteine uptake values, suggesting a
higher participation (82%) of Na*-independent component in this
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cellular type. These results strongly suggested that Xcg~ system is
localized in Miiller glial cells.

2.5. Total glutathione (GSH) levels in mixed retinal cell cultures

Several mechanisms of amino acid transport, as system Xag~
and system Xcg~, seem to be involved in the synthesis of GSH
molecule. In this way, the intracellular concentration of GSH was
measured in retinal cell cultures in the presence of NaCl and in the
presence of LiCl to evaluate the contribution of both components
(Na*-dependent and Na*-independent systems) in the formation of
intracellular GSH. The results demonstrated that, during a period of
2 h, the intracellular levels of GSH were not significantly different
between the Na*-dependent transport (35 pmol/mg/min) and the
Na*-independent transport (36 wmol/mg/min), showing that in
retina cells, the main route responsible for the GSH synthesis
seemed not to be related to Na*-dependent component (Fig. 6a).
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Interestingly, treatment with 500 M of cysteine, a key rate-
limiting substrate for GSH biosynthesis, led to a reduction of 43% in
the concentration of intracellular GSH (20 pwmol/mg/min) in
relation with control (35 wmol/mg/min) (Fig. 6a). As Na'-
independent component seems to be the main system involved
in the regulation of GSH content, in subsequent experiments we
characterized the activity of this component by examining the
combining effect of cysteine (500 wM) with PDC (500 wM)
characterized in early experiments as a blocker of Na*-indepen-
dent system. As shown in Fig. 6b this treatment gradually
recovered the effect induced by cysteine, resulting in an increase
of 23 4+ 7.39% in the levels of intracellular GSH in comparison to the
group exposed only to cysteine. The group treated only with PDC did
not show any alteration in the amount of intracellular GSH, exhibiting
the same levels as the control group.

In order to evaluate if cysteine treatment could have induced an
efflux of GSH we performed the measurement of extracellular
levels of GSH. In Fig. 7, we demonstrated that cysteine increase in
22% GSH levels in the extracellular medium, differing from what
was observed in the intracellular medium.
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Fig. 6. Effect of cysteine (a) and cysteine + PDC (b) in the intracellular levels of glutathione in mixed retinal cell cultures from chick embryo (E8DIV7). (a) *p < 0.001 vs without
cysteine/NaCl; *p < 0.001 vs with cysteine/LiCl; (Student’s t-test); (b) **p < 0.001 vs control/LiCl; #p < 0.01 vs cysteine (500 wM) (ANOVA, Tukey-Kramer post-test).
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3. Discussion

In retina, an important structure of the visual system, different
mechanisms of cellular transport play an essential role in main-
taining the glutamate neurotransmitter at lower concentrations in
the synaptic cleft, ensuring the normal function of this tissue and
also protecting the neurons from possible excitotoxic damages. The
results obtained in the present study showed that retinal cells taken
up the extracellular glutamate by two different mechanisms which
is described as Na*-dependent and Na*-independent. Although the
transport of this neurotransmitter has already been reported in
other cerebral tissues (Robinson et al., 1991; Struzynska, 2009), the
current work is the first one to characterize, pharmacologically, the
active contribution of two distinct transport systems to the total
glutamate net uptake in retina.

Our results demonstrated that both mechanisms, Na*-depen-
dent and Na'-independent, equally contributed to glutamate
uptake in the retina, highlighting the higher participation of Na*-
independent component (48% of the total glutamate transport),
which is not observed in other areas of the CNS (Robinson et al.,
1991). Differing from what was observed in this work, in glial and
neuronal cell cultures obtained from distinct CNS areas as
cerebellum, hippocampus and cortex, the Na'-independent
component represent less than 5% of the total glutamate uptake,
while the Na*-dependent mechanism is responsible for the 95% left
(Garlin et al., 1995; Wang et al., 1998).

The remarkable contribution of Na*-independent component in
retinal cell cultures appeared as a novel data in the literature, since
earlier studies with retinal cells in suspension showed that
glutamate transport occurs, essentially, in the presence of ion
Na*, with discreet (=14%) or insignificant contribution of Na*-
independent transport system (Muller et al., 1998; Rauen et al.,
1998). However, in some cellular types as C6 glioma cells, Na*-
independent component is responsible for, approximately, 55% of
the total glutamate uptake (Cho and Bannai, 1990), similar of what
was observed in our study with retinal cells. So, the relative
contribution of Na*-independent component varies in different
cells types, becoming more evident in those more susceptible to
stress conditions, like retinal cells and gliomas.

Since Na*-independent mechanism seems to play a relevant
role in glutamate uptake, we directed our study to the
characterization of this component. Between several mechanisms
of glutamate transport that has already been described in other
tissues, this work suggested the involvement of system Xcg~, once
it is the only Na*-independent system which presents affinity to
glutamate (McBean, 2002; Dun et al., 2005).

Reduction of 31% on the total of glutamate transport with
cysteine (500 M), a substrate to system Xcg~, strongly suggests
evidence of the presence and activity of this system in the retinal
cells, indicating that in this cellular type, both glutamate and
cysteine, utilize the same Na*-independent mechanism of trans-
port. In agreement with our results, Dun et al. (2005) characterized
the functionality of system Xc¢ ™~ in retinal ganglion cells line (RGC-
5), demonstrating a total inhibition of Na*-independent glutamate
uptake by dipeptides as cystine and amino acid as glutamate, and a
partial inhibition by cysteine. Amino acids as arginine, alanine,
serine, leucine, methionine, and phenylalanine did not exhibit any
effect towards the Na*-independent glutamate uptake, indicating
that the specificity of these substrates to the Na*-independent
mechanism is according to the specificity known to system Xcg .

Our results also suggest that the presence of system Xcg~ in
retina could be associated with other cellular types than gang-
lionar neurons as described by Dun et al. (2005), since our retinal
culture model do not present this cellular type (Finlay et al., 1996).

Based on the exposed, additional experiments were carried out
to evaluate if the activity of system xcg~ could be related to the

direct transport of cysteine instead of cystine as describes in other
works. The characterization of this transporter, by the cysteine
uptake assay, showed that this mechanism participate in similar
ways both to the glutamate uptake (48% of the total uptake) and
cysteine uptake (52% of the total uptake), indicating that both
amino acids, are transported by system xcg~, although with some
different properties.

The present study demonstrated avid uptake of cysteine by two
distinct mechanisms in retinal cell cultures, being the first one to
characterize a large contribution of a Na*-independent systems for
cysteine uptake in retinal cells. Nervertheless, it is generally
believed that cysteine transport is accomplished, principally by
two Na*-dependent systems, ASC and Xac~ (Shafgat et al., 1993).
Few works described the existence of Na*-independent transport
systems responsible for cysteine uptake. Among them, Shanker
et al. (2001) showed up a discreet contribution of two Na*-
independent cysteine transport systems in cortex primary
cultures: GGT system and L system, which are unable to transport
the amino acid glutamate.

In the present work, we observed that the participation of Na*-
independent component to the cysteine uptake was more high-
lighted in glial cell cultures than in neuronal cell cultures,
suggesting the possible involvement of other cysteine Na'-
independent transport system in the glial cells of retina. This
finding could be associated to the fact that in cellular cultures, the
level of GSH is higher in glia than in neurons (Kranich et al., 1996).

Indeed, in CNS cells, cysteine assumes an important functional
role, being the principal amino acid responsible for the main-
tenance of GSH intracellular levels. Then, the active presence of a
mechanism (system xcg~) capable of transport cysteine in the glial
cells of retina, appeared as an interesting finding, since the levels of
GSH are, normally, maintained by the transport of cystine instead
of cysteine. Interestingly, our results demonstrated, as Dun et al.
(2005) that the inhibition of glutamate transport by system Xcg~
occurs only in the presence of higher concentrations of cysteine
(500 wM), meanwhile lower concentrations of glutamate (20 M)
already led to a great reduction of the cysteine transport by Na*-
independent component. Thus, these results indicate that, in
retinal cells, system Xcg~ presents a lower affinity by the cysteine
transport and higher affinity by glutamate transport.

Given the higher activity of system xcc~ showed in retinal cells,
we further tried to determine a physiological role for this system,
beyond only amino acid transport. In this way, the results exposed
until now, indicate a probably participation of system Xcg~ in the
regulation of GSH content in retinal tissue. The contribution of this
system to the biosynthesis of GSH was already described in
microglia cells (Persson et al., 2006). So, our work is the first one to
correlate the transport of cysteine by system Xcg~, contributing
directly to the GSH metabolism.

When intracellular concentrations of GSH were evaluated, we
observed the same content of this antioxidant both in Na*-
dependent and Na*-independent systems, suggesting that, in
retinal cells, the levels of GSH were not mediated by a Na*-
dependent mechanism. In Miiller cells, Reichelt et al. (1997)
characterized the indirect participation of Na*-dependent mechan-
ism in the synthesis of GSH, showing that glutamate used for GSH
synthesis came from system xac~ and that, consequently, the
excess of glutamate in the intracellular medium serves as a
substrate to the counter-transport of glutamate-cystine by system
Xcc~ - However, these events do not constitute rate-limiting steps
to the synthesis of GSH, as the transport of cysteine by system Xcg ™.

Interestingly, we verified a reduction in the intracellular
concentration of GSH when we submitted the retinal cultures to
the treatment with 500 wM of cysteine, being this reduction
observed in the Na*-independent component as well as in the Na*-
dependent component. Based on these results, two possible
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hypothesis could be presented: the first one, and more probable,
that xcg~ transporter is taken up cysteine supply to the system and
then releasing the excess of GSH in the extracellular space; the
second one is that the Xc¢~ transporter is taken up the cysteine and
releasing the glutamate in the extracellular space, reducing in this
way, the amount of intracellular GSH.

Interestingly, the treatment with glutamate increases the
release of GSH in the extracellular space (Frade et al., 2008),
suggesting that this could be an important neuroprotective
mechanism against glutamate excitotoxicity.

Earlier reports characterized the release of GSH in cortical
astrocytes cultures (Yudkoff et al., 1990; Sagara et al., 1996),
evidencing the participation of a carrier protein in this process
(Stewart et al., 2002). Although, the mechanism responsible for
GSH release in different cell types remains unknown. Recently, a
wide variety of works have showed the release of GSH by different
cellular types and tissue, suggesting that this compound plays an
important role in the extracellular space (Ballatori et al., 2005).
GSH released by astrocytes could serve as a substrate to the
ectoenzyme, y-glutamyltranspeptidase to former the dipeptide y-
GlyCys or cysteine, both used by neurons as GSH precursor (Wang
and Cynader, 2000; Dringen and Hirrlinger, 2003).

Indeed, our results demonstrated that glutamatergic transpor-
ter antagonist PDC (500 wM) reverted, partially, the cysteine effect,
possibly by blocking the xcg~ transporter preventing the entry of
cysteine and the exit of GSH or glutamate. Then, the result suggests
the involvement of system Xcg~ in the release of GSH in the retina.

In our experiments, we tested the first hypothesis proposed
when we evaluate the levels of GSH in the extracellular space. It
was observed that in the extracellular space, cysteine did not
promote any reduction in the level of GSH as observed in the
intracellular space. In this experiment, we observed that the use of
cysteine promote a discreet arise in the extracellular concentration
of GSH, evidencing that the system xcg~ could coupled the cysteine
transport with the release of the own GSH, characterizing a
mechanism of GSH releasing in retinal cells, which by now has not
been described.
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