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RESUMO

Malaria é uma das mais incidentes doencgas infecciosas do mundo. Na
Amazbnia existem muitos casos de maléria causados principalmente por duas
espécies de protozoarios, o Plasmodium vivax e o Plasmodium falciparum, sendo
este ultimo responsavel pela maioria dos casos de malaria grave, que geralmente
levam a morte devido ao acometimento de multiplos érgaos, como o cérebro. Um
dos mediadores quimicos amplamente estudados nessa patogénese é o Oxido
Nitrico (NO), o qual apresenta papel controverso. Atualmente duas hipéteses
principais sdo apontadas como potencializadoras na patogénese. Uma, que a MC é
causa da superproducdo de NO, produzido pela Oxido Nitrico Sintase Neuronal
(nNOS), apés um quadro de hipdxia. Outra, diz que a MC é a causa da resposta
exacerbada do sistema imunolégico com producdo de NO pela Oxido Nitrico Sintase
Induzida (INOS), presente nos macréfagos quando ativados pro determinantes
antigénicos. Devido grande relevancia da doenca e dificuldade em enteder a
patologia, modelos experimentais tém sido estabelecidos com a finalidade de
esclarecer vias potenciais da evolucdo para MC, dentre eles o modelo de malaria
aviaria causada pelo Plasmodium gallinaceum. Pouco se sabe sobre o seu papel do
NO em modelos de malaria aviaria, principalmente devido inexisténcia de
marcadores especificos para avaliar expressdo das enzimas de sintese. Diante
disso é importante estabelecer protocolos de purificacdo da INOS de galinhas para a
producédo de um possivel marcador. Para tanto se faz necessario investigar o papel
do NO durante a malaria aviaria, em modelo experimental in vivo e in vitro, com
linhagens de macrofagos de galinha HD11. Animais infectados com P. gallinaceum
tratados com aminoguanidina (AG), um inibidor da producdo de NO, tiveram maior
sobrevida, além de menores niveis de nitrito no plasma e em macrofagos derivados
de mondcitos do sangue periférico, sugerindo a inibicdo da iINOS. Nos experimentos
in vitro, células HD11 tratadas com LPS mostraram producdo aumentada de NO,
inferindo aumento na expressdo e atividade da iINOS. Na separacdo proteica,
observamos padrdes diferentes que podem ser associados a uma elevada
expressado da iINOS nos macréfagos ativados com LPS. Esse estudo proporcionara o
melhor entendimento do modelo de malaria aviaria em galinhas, incluindo a cerebral,
e envolvimento do sistema nitrérgico em galinhas infectadas com P. gallinaceum.

Palavras-chave: malaria, Plasmodium gallinaceum, Oxido nitrico, éxido nitrico
sintase, aminoguanidina, macrofagos HD11



ABSTRACT

Malaria is a severe infectious disease caused by parasites of the genus Plasmodium
that infect different types of vertebrate’s hosts and is responsible for a huge number
of deaths. The severe Malaria can lead to death and involves different
pathophysiological signs as well as anemia and inflammation. Experimental models
are necessary to improve the knowledge about mechanisms involved at the
pathogenesis of the disease and the developing new protocols of treatment.
Chickens infected with P. gallinaceum are a good model of malaria due to
phylogenetic relatedness with human Plasmodium and because both species
presents common clinical signs as cerebral malaria. The Nitric Oxide (NO) is an
important effector molecule, but little is known about their role in malaria on chickens,
meanly due to the lack of specific markers to evidence the NO production in this
model. It is known that chickens infected with P. gallinaceum has a high mortality and
causes an overproduction of nitrite by macrophages. The animals, when treated with
aminoguanidine (AG), an inhibitor of inducible oxide nitric synthase (iNOS), showed a
higher level of parasitemia. However, the rate of survivor was superior, beyond the
clinical manifestations, as milder anemia. It is necessary to achieve a better
comprehension about physiological aspects of avian malaria with the inhibition of
NO’s production by the AG. In the context , the present study aims to investigate
NOS activity and the role of NO during the avian malaria infection, with in vivo
models, using P. gallinaceum as pathological agent , and in vitro with chicken’s
macrophage of HD11 strain. This research will give a better understanding of avian
malaria in chickens, including cerebral, and the involvement of nitrergic system in
infected chickens.

Key-words: malaria, Plasmodium gallinaceum, nitric oxide, nitric oxide synthase,
aminoguanidine, HD11 macrophages.
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1. INTRODUCAO

1.1. MALARIA: CONSIDERACOES GERAIS

Maléaria € uma das mais importantes doencas infecciosas do mundo, com uma
incidéncia em cerca de 90 paises, e causa 250-500 milhdes de casos clinicos e,
atualmente estima-se que ocorram em torno de 1-3 milhdes de mortes por ano,
sendo a maioria dos casos em criangas menores de cinco anos (SNOW et al, 2005;
OMS, 2011). Causada por protozoarios do género Plasmodium e transmitida ao
homem pela picada de mosquitos do género Anopheles, é caracterizada pela triade:
febre, calafrio e cefaléia (CLARK et al., 1997; TAYLOR-ROBINSON, 2000; de
SOUZA & RILEY, 2002). Atualmente, aproximadamente 200 espécies de
Plasmodium ja foram identificadas, e s&o comuns a muitas espécies de vertebrados,
como aves, répteis e mamiferos, sendo transmitidas por vetores hematofagos
(SCHALL, 1990; KRETTLI, 1994; VALKIUNAS, 2005; SLATER, 2005).

Para a doenca em humanos, eram reconhecidas apenas quatro espécies:
Plasmodium (Plasmodium) vivax (GRASSI & FELETTI, 1890), Plasmodium
(Laverania) falciparum (WELCH, 1897), Plasmodium (Plasmodium) malariae
(LAVERAN, 1881; GRASSI & FELETTI, 1890) e Plasmodium (Plasmodium) ovale
(STEPHENS, 1922) (BRUCE-CHWATT, 1980). Destas, apenas o P. ovale ndo é
encontrado no Brasil. Na Amazonia existem muitos casos de maléaria, causados
principalmente por duas espécies P. vivax, responsavel pela maioria dos casos de
malaria na regido, e P. falciparum, responsavel pelos casos de malaria grave que
levam a morte, devido ao acometimento de multiplos 6rgéos, dentre eles o cérebro,
e esta amplamente distribuido em varios paises (Figura 1) (SNOW et al., 2005;
COBAN et al., 2006; LEPENIES et al ., 2008; OMS, 2011). Recentemente, foi
descrito infeccdo em humanos por P. knowlesi, antes descrito apenas como parasito
de primatas ndo-humano (TA TANG et al., 2010).
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Figura 1: Distribuicdo mundial do Plasmodium falciparum em areas de risco. Areas: azul
claro, mesoendémica (areas onde a prevaléncia esta entre 11% e 50%); azul escuro,
hiperendémica e holoendémica (areas onde a prevaléncia é >50%) e branco, area fora dos

limites de transmissao, onde a densidade populacional € bem menor. Fonte: Dados da OMS
(2009).



Entre as demais espécies, destacamos o P. simium e o P. brasilianum como
parasitos de primatas ndo humanos, morfologicamente semelhantes aos P. vivax e
P. malariae, respectivamente. Em outros vertebrados, podemos destacar as
espécies P. berghei e P. chabaudi, responsaveis pela infeccdo em camundongos
(DE SOUZA & RILEY, 2002; SLATER, 2005), e P. juxtanucleare e P. gallinaceum,
responsaveis pela infeccdo em galinhas (GARNHAN, 1966; SLATER, 2005).

1.1.1. Ciclo biolégico do género Plasmodium

A malaria é causada pelo protozoario plasmédio e sua patologia esta
associada a varios fatores, dentre eles as diferentes espécies e formas do parasito
durante seu ciclo evolutivo (LOU et al., 2001). O ciclo do Plasmodium € do tipo
heteroexenico, com dois hospedeiros — um artrépode (hospedeiro definitivo) e um
vertebrado (hospedeiro intermediario) (Figura 2). No geral, a infeccdo malarica
ocorre em dois estagios distintos: (i) o estagio inicial no tecido, onde através da
picada do mosquito infectado, formas infectantes do parasito (esporozoitos) entram
na corrente sanguinea do hospedeiro, invadem hepatdcitos, amadurecem e
emergem como merozoitos. Esse processo ocorre entre 8 a 10 dias, periodo onde a
infeccdo € assintomatica. (i) Os merozoitos, liberados pelos hepatdcitos, entram na
circulacdo e invadem os eritrocitos, se multiplicam e invadem outros eritrocitos. Esse
processo ocorre em 48 h, e gera um crescimento exponencial do parasito com a
destruicio macica de eritrocitos. E ainda nesta etapa que se verifica os sinais
clinicos da malaria, devido ruptura dos eritrocitos e liberacdo de antigenos do
parasito (GOWDA et al., 2007). O ciclo no mosquito inicia-se quando o mesmo faz o
repasto sanguineo em um individuo portador das formas sexuadas do parasito
(Figura 2) (POVOA et al. 2000).



Figura 2: Representacdo do ciclo de vida do parasito da malaria em aves (Plasmodium
relictum como exemplo): parte superior, no vetor; parte inferior na ave: I,Il — Merogonia
exoeritrocitica primaria; Il — Merogonia eritrocitica; IV — Merogonia exoeritrocitica
secundaria; 1 — Esporozoita nas células reticuloendoteliais; 2,3 — Criptozoitas; 4 — Merozoita
em macréfago; 5,6 — Metacriptozoita; 7 — Merozoita em eritrécito; 8 — Gametdcito; 9 —
Merozoita em eritrécito; 10, 11 — Merontes eritrociticos; 12; Merozoitos nas células
endoteliais dos capilares; 13, 14 — Fanerozoita; 15 — Merozoitas nos eritrocios; 16 —
Gametdcitos; 17 — Macrogametas; 18 — Exflagelagéo; 19 — Fertilizacdo de macrogametas;
20 — Oocineto penetrando a membrana periférica; 21 — Oocisto jovem; 22, 23 —
Esporogonia; 24 — Esporozoita na glandula salivar do vetor. (VALKUNAS, 2005)



1.1.2. Manifestac¢des clinicas

As principais manifestacfes clinico-patolédgicas relacionadas a doenca estédo
associadas ao ciclo bioldgico do plasmédio e surgem no inicio do ciclo eritrocitico.
Os achados clinicos e patolégicos sdo consequéncias de processos resultantes da
invasao e ruptura da hemécia ou da obstrucdo de vasos capilares profundos. A
patogenia da maléria é multifatorial estando relacionada com fatores envolvidos
entre o hospedeiro e o parasito. Dentre estes fatores, destacamos como
desencadeadores dos processos fisiopatolégicos a destruicdo de eritrécitos,
causada por esquizogonia, com consequente liberacdo de parasito e material
eritrocitario na circulacdo. Ocorre também um aumento na expressao antigénica nos
eritrocitos. Estes eventos produzem uma resposta imunoldgica exacerbada do
hospedeiro (HEDDINI, 2002; SHINGADIA & SHULMAN, 2000; CLARK & COWDEN,
2003). No entanto, passou a ser considerada como resultado da producédo de
citocinas pro-inflamatorias (Fator de Necrose Tumoral a (TNF-a), interleucinas 1 e 6,
linfotoxinas e Interferon y (INF-y) ) apds o inicio de estudos que proporcionaram
melhor conhecimento da participacdo das citocinas na resposta imune. A liberagcao
destas citocinas € disparada pela infeccdo do parasito ou por toxinas parasitarias
liberadas com a ruptura dos esquizontes, que causam 0 quadro caracteristico da
doenca (CLARK et al, 1997; DANIEL-RIBEIRO & FERREIRA-DA-CRUZ, 2000;
WASSMER et al., 2003).

Dependendo da espécie, as manifestacdes clinicas podem evoluir e causar
guadro de malaria cerebral, que € a principal causa de morte pela doenca (GREEN
et al., 1994; HUNT & GRAU, 2003; CLARK & COWDEN, 2003).

Nessa forma mais complexa da doenca, varios fatores sdo responsaveis
pelos sintomas neuroldgicos, tais como fendmeno de citoaderéncia e participacédo de

mediadores quimicos liberados durante a infeccdo malarica (PERKINS et al., 2013).



1.1.3. Modelos experimentais

Devido grande relevancia da doenca e dificuldade em enteder a patologia,
diversos modelos experimentais tém sido estabelecidos com a finalidade de
esclarecer vias potenciais pelas quais a patologia pode evoluir durante a MC
(POTTER et al., 2006), além de entender os mecanismos de interacdo parasito-
hospedeiro, assim como estudos com potenciais agentes quimioterapicos
(GRENNBERG et al., 1950; MANEERAT et al., 2000; TAYLOR-ROBINSON, 2004).

Atualmente o modelo mais bem estudado é o de camundongos, com o P.
berghei cepa ANKA (causa malaria cerebral), no entanto encontramos modelos de
macacos, ratos, e aves (DE SOUZA & RILEY, 2002; SLATER, 2005). Embora
nenhum deles seja exatamente igual a malaria humana, eles reproduzem alguns
aspectos comuns relacionados a patologia e imunologia, o que pode esclarecer
mecanismos fisioldgicos envolvidos na patogénese da doenca (MENDIS et al., 2001;
DE SOUZA & RILEY, 2002; SLATER, 2005). Recentemente, foi descrito alteracdes
histopatolégicas no cérebro, além de producdo de Oxido nitrico (NO), em galinhas
infectadas por P. gallinaceum, tornando este modelo mais uma ferramenta de

estudos para a patogénese da doenca (MACCHI et al., 2010).

1.2. MALARIA AVIARIA: CONSIDERACOES GERAIS

A malaria aviaria tornou-se conhecida apds a descoberta do P. gallinaceum,
por Brumpt, em 1935, ao observar esfregacos sanguineos de galinha. A malaria em
galinhas domésticas pode ser causada por duas espécies de plasmédios:
Plasmodium juxtanucleare e Plasmodium gallinaceum, onde no Brasil apenas o P.
juxtanucleare € encontrado em infeccdo natural (KRETTLI, 1972; MOTA et al.,
2000).

A partir da descoberta por Brumpt, o P. gallinaceum foi um dos plasmdadios
mais estudados em todo o mundo como modelo para atividade de drogas com
potencial antimalarico (PARAENSE, 1946; GARNHAN, 1966).

O modelo de malaria aviaria é bastante interessante pelo fato do P.
gallinaceum estar, em alguns aspectos, préximo ao P. falciparum, e desencadear um

guadro de maléria clinica também semelhante, apresentando sinais e sintomas de



maléria cerebral, decorrente da forma exo-eritrocitica encontrada em cérebros de
animais infectados (PARAENSE, 1946).

Dentre os aspectos semelhantes entre P. gallinaceum e P. falciparum citamos
o0 antigeno de superficie, a proteina circumesporozoita (CS). Essa proteina que
favorece a infeccdo apresenta grande similaridade entre as duas espécies
(KRETTLI, 1994). A proteina CS recobre a superficie de esporozoitos que invadem
hepatocitos em mamiferos e macrofagos em aves. O gene que codifica a proteina
CS do P. gallinaceum foi caracterizado e comparado aos dominios funcionais de
outros plasmédios e, na proteina foram observadas as mesmas caracteristicas,
incluindo sequéncia sinal secretora e regides centrais com aminoacidos repetidos. A
comparacao das sequéncias sinais da proteina CS revelou quatro diferentes grupos,
onde o P. gallinaceum apresenta maior proximidade ao P. falciparum (MCCUTCHAN
et al., 1996) (Figura 3).

A relagcdo do P. gallinaceum com outras espécies de plasmédios de
mamiferos é fonte de inUmeras revisdes, com controvérsias entre elas (WATERS et
al., 1991; SIDDALL & BARTA, 1992; ESCALANTE & AYALA, 1994; MCCUTCHAN et
al.,, 1996; QARI et al., 1996; PERKINS & SCHALL, 2002; ROY E IRIMIA, 2008;
SILVA et al., 2010). Alguns estudos evolutivos demonstram proximidade entre as
espécies ao analisar diferentes sequéncias génicas (MCCUTCHAN et al.,, 1996;
ESCALANTE & AYALA, 1994).

As diferencas entre as espécies P. gallinaceum e P. falciparum estéo
principalmente relacionadas a complexidade do ciclo, como o desenvolvimento
inicial do esporozoito, que em mamiferos ocorre nos hepatdcitos, e em aves esta
fase inicial do ciclo ocorre nos macréfagos e células endoteliais (HUFF et al., 1960;
KRETTLI & DANTAS, 2000). O ciclo biolégico de Plasmodium sp. em aves
apresenta trés fases distintas: exo-eritrocitica e eritrocitica, na ave e a fase
esporogbnica no mosquito (HUFF et al., 1960; GARNHAN, 1966). Na malaria por P.
gallinaceum ocorre uma fase exo-eritrocitica secundaria, em consequéncia da
liberacdo dos merozoitos do primeiro ciclo exo-eritrocitico. Essas formas invadem
novas células teciduais e déo continuidade ao ciclo (KRETTLI, 1994; STAINES et al.,
2002). Existem evidéncias que sugerem que o P. falciparum utilize macréfagos
teciduais para seu transporte até os hepatdcitos. No entanto, o ciclo eritrocitico nas
duas espécies esta relacionado as manifestacdes clinicas da doenca como a malaria
cerebral (PARAENSE, 1946; STAINES et al., 2002).
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Figura 3: Filograma baseado na analise da proteina circumesporozoita (CS). A, divisdo em
guatro grupos baseados na analise da seqliéncia sinal de aminoacidos: plasmédio aviario
com P. falciparum - A/F; P. malariae - M; plasmodios de primatas - P; plasmdédios de
roedores - R. B, arvore filogenética que mostra a localizagdo dos quatro grupos. Os nimeros
mostrados acima dos ramos sdo porcentagens de bootstrap baseadas em 100 replicatas.
Fonte: adaptado de MCCUTCHAN et al., 1996.



FREVERT et al. (2008) demonstram o desenvolvimento inicial das formas
exo-eritrociticas de P. gallinaceum em aves com 2-4 dias de idade, expostas a
picadas de mosquitos A. aegypti infectados com esse Plasmodium. Apdés
estabelecimento da infeccdo os estagios primarios foram localizados em diferentes
orgados. Foi mostrado estagios exo-eritrociticos iniciais em figado, cérebro, baco,
coracdo, rim e pulmdo. No figado, os parasitos foram encontrados primeiramente
nas células de Kupffer, com localizagcdo no sinusoide. Em galinhas, os esquizontes
hepéaticos sdo menores e com menos parasitos quando comparados com os de
mamiferos (MEIS & VERHAVE, 1988; FREVERT et al., 2008). Quando analisaram o
cérebro, os estagios exo-eritrociticos primarios no endotélio eram semelhantes em
tamanho aos encontrados no figado. Microscopia eletrbnica revelou estagios
exoeritociticos primarios no interior das células de Kupffer do figado, macrofagos
esplénicos, endotélio vascular do pulméo, cérebro e coracdo, assim como nos rins
(FREVERT et al., 2008).

A malaria na fase cronica € assintomatica e raramente fatal, porém torna as
aves hospedeiras fontes permanentes de infeccdo. Ja na fase aguda da maléria, a
ave pode apresentar sintomas neurolégicos, decorrentes de leses cerebrais, o que
gera a incoordenacdo motora, fraqueza nas pernas com eventuais paralisias e
disturbios sistémicos como perda de apetite, diarreia com fezes esverdeadas,
anemia, geralmente evoluindo para a morte do animal (PERMIN & JUHL, 2002;
WILLIAMS, 2005; MACCHI et al., 2010).

O modelo de malaria aviaria em galinhas domésticas dominou os estudos da
biologia dessa doenca de 1890 a 1940 (PARAENSE, 1946; GARNHAN, 1966) com
um recente retorno (KRETTLI et al., 2001; PERMIN & JUHL, 2002; SLATER, 2005;
WILLIAMS, 2005; FREVERT et al., 2008; SILVEIRA et al., 2009; MACCHI et al.,
2010; Macchi et al.,, 2013). Dessa forma, o modelo de malaria aviaria se torna
ferramenta alternativa para estudar a fisiopatologia da malaria cerebral,
principalmente por apresentar caracteristicas comuns tanto a malaria humana,
guanto ao bem estabelecido modelo experimental com P. berghei em camundongos
(DE SOUZA & RILEY, 2002). Assim, torna-se possivel investigar diversos aspectos
da patogénese da doenca com finalidade de compreender 0s mecanismos
envolvidos. Além disso, o modelo de malaria aviaria pode trazer novas perspectivas

de testes de novos produtos bioativos obtidos de plantas medicinais e melhorar a
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compreensao de aspectos fisiolégicos e imunoldgicos de galinhas, aves de grande

importancia econdémica.

1.3. MALARIA CEREBRAL

Varias hipéteses tentam explicar os mecanismos envolvidos na patogénese
da malaria cerebral. As hemacias infectadas pelo Plasmodium falciparum possuem a
capacidade de aderir as células do endotélio da microcirculagéo (hipétese conhecida
como “sequestro de eritrocitos” ou citoaderéncia). Esse sequestro de eritrécitos €
causado pela expressdo de antigenos do parasito na superficie de eritrécitos
infectados e expressao de moléculas de adeséo (BERENDT et al., 1994; HEARN et
al., 2000; DIETRICH, 2002). A superficie do eritrécito parasitado é recoberta por
protusbes denominadas “knobs” (proteinas secretadas pelo parasito e expressas na
superficie dos eritrocitos) (WAHLGREN et al, 1992; HALDAR et al., 2005). Estes
“knobs” modificam o metabolismo normal da célula hospedeira, favorecendo a
sobrevivéncia do parasito e sendo crucial para o desenvolvimento da patologia da
malaria grave, uma vez que aderem as células endoteliais através de moléculas
produzidas por elas mesmas, as quais servem de ligantes entre os eritrocitos
parasitados e o endotélio (DANIEL-RIBEIRO & FERREIRA-DA-CRUZ, 2000; CLARK
& COWDEN, 2003; HALDAR et al., 2005). Citoaderéncia designa também a adeséao
de eritrocitos infectados a eritrocitos nédo infectados, fendmeno amplamente
conhecido como "rosetting”, que parece ser o fator potencializador do
desenvolvimento patolégico da malaria (WAHLGREN et al, 1994; DIETRICH, 2002;
KIRCHGATTER & PORTILLO, 2005).

Embora o fenbmeno da citoaderéncia esteja envolvido na patogénese da
malaria grave, essa hipotese sozinha ndo explica as caracteristicas da malaria
cerebral, evidenciando uma segunda hipotese, que seria 0 resultado de uma
resposta exacerbada do sistema imune, com participacdo de células T e moléculas
de adeséo (ativadas no endotélio vascular) e liberacdo de citocinas pro-inflamatérias
e mediadores imunes, como TNF-a (fator de necrose tumoral alfa), IFN-y (interferon
gama), ILs (interleucinas) e NO (6xido nitrico) por linfécitos e macrofagos, que induz
destruicéo tecidual (Figuras 4A e 4B) (LEPENIES et al., 2008).
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Figura 4A: Citoaderéncia de eritrdcitos infectados e néo infectados a células endoteliais de
vasos da microcirculagéo cerebral durante um quadro de MC, formando assim um “rosetting”
(células agregadas) juntamente com plaguetas e consequentemente causando a obstrugado
dos vasos podendo gerar um quadro de hipéxia.
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Figura 4B: Hipotese para o mecanismo da patogénese da maléaria cerebral. (1) Monécitos-
macrofagos estimulados por antigenos do parasito (expressos na superficie da hemacia) e
por citocinas (liberadas por linfocitos em resposta a infeccdo) produzem grandes
guantidades de TNF-qa, induzindo a expressdo aumentada de varios receptores nas células
endoteliais. (2) Hemacias parasitadas aderem ao endotélio ativado (3), através da PFEMP1/2
e também as hemdcias normais (rosetas) por meio de ligantes de membrana. (4) Monécitos
circulantes liberam TNF-a e NO no local, agravando a les&do. Abreviaturas: PfEMP1/2,
proteina de superficie de merozoito de Plasmodium; ICAM, molécula de adesao intercelular;
VCAM, molécula de adesao vascular; ELAM, molécula de adesédo leucocito-endotélio; TNF-
a, fator de necrose tumoral alfa; NO, éxido nitrico. Fonte: adaptado de Daniel-Ribeiro &
Ferreira-da-Cruz, 2000.
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1.4. OXIDO NITRICO

O Oxido Nitrico (NO) é uma molécula lipofilica pequena que pode ser
rapidamente difundida através das barreiras da membrana celular e desse modo
pode alcancar os compartimentos intracelulares de células adjacentes com funcdes
diversificadas (IGNARRO, 1990).

Em mamiferos, o NO patrticipa de diversas fungdes bioldgicas que vai desde a
regulacdo da pressdo sanguinea e o processo de neurotransmissao até a formacao
de um mecanismo de protecao contra diversos microrganismos (ALDERTON et al.,
2001). O NO ¢ produzido pela enzima Oxido Nitrico Sintase (NOS) (GRIFFITH et al.,
1995).

Essa enzima existe em trés isoformas, Oxido Nitrico Sintase Neuronal
(NNOS), Oxido Nitrico Sintase Endotelial (eNOS) e Oxido Nitrico Sintase Induzida
(INOS). A isoforma nNOS é uma enzima constitutiva presente em muitos neurénios
no sistema nervoso central (SNC) e no sistema nervoso autonomico (SNA)
(McCANN,1997). A isoforma eNOS gera a molécula de NO no sistema
cardiovascular, onde vai servir como uma importante molécula de sinalizacdo (BAEK
et al.,, 1993) No sistema cardiovascular o NO tem como principais funcdes a
vasodilatacdo, inibicdo da proliferacdo de células do musculo liso vascular,
atenuante da adeséao de células inflamatérias no endotélio e inibicdo da agregacao
plaquetaria (NASEEM, 2005). A isoforma pesquisada neste plano é a iINOS,
produzida por macrofagos diante da ativacdo por patdgenos intracelulares,
determinadas células tumorais, produtos microbianos como o LPS, hemozoina e
citocinas, como IFN-y (COBAN et al., 2006; GUTSCHOW et al., 2013). A producéo
de NO por macrofagos ativados € uma importante resposta immune inata, implicada

com a atividade bactericida dos macrofagos.

1.4.1. Formacao do Oxido Nitrico

O NO é produzido pela enzima Oxido Nitrico Sintase (NOS) que na presenca
de NADPH catalisa a conversdo do aminoacido L-arginina em L-citrulina e NO, em
propor¢cao equimolar (BREDT & SNYDER, 1994). As isoformas de NOS séao

divididas em duas categorias, onde a primeira categoria depende de Ca®*" e
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calmodulina e a segunda categoria necessita da indugcédo por citocinas. Todas as
isoformas precisam da presenca dos co-substratos NADPH e O, para que haja a
formacdo de NO e do aminoécido Citrulina em proporgfes equimolares (MARLETTA
et al., 1993). H& estudos que demonstram que a Tetrahidrobiopterina (BH4) funciona
como um co-fator essencial para a atividade da INOS (TAYEH & MARLETTA, 1989)

A biossintese do NO (Figura 5) acontece a partir da conversdo do aminoacido
L-arginina, por uma via bioguimica especifica, ocorrendo esse processo em diversas
células com a participacdo da enzima NOS (MONCADA et al., 1991). O NO é gerado
enzimaticamente pela familia das enzimas NOS, que é homodloga a citocromo P450
redutase. Para a formagdo do NO é necessério a oxidacdo do terminal nitrogénio-
guanidina da arginina e essa reacdo acontece pela Nicotinamida Adenina
Dinucleotideo Fosfato reduzido (NADPH) e flavinas, como Dinucleotideo de Flavina
e Adenina (FAD) e Mononucleotideo de Flavina (FMN), Tetrahidrobiopterina e Tiol
como co-fatores enzimaticos adicionais (ANDRADE et al., 1997).

A inibicdo da atividade das isoformas é feita pela acdo de inibidores
competitivos, que se assemelham ao substrato da enzima, e se ligam ao seu sitio
favorecendo o bloqueio da atividade. Os inibidores classicos da nNOS séo a L-
nitroarginina (L-NARG) e L-nitro-arginina metil ester (L-NAME) e séo caracterizados
como inibidores irreversiveis da atividade da NOS constitutiva (DWYER et al., 1991).
A aminoguanidina (AG) atua como inibidor irreversivel da isoforma induzida
(CORBERTT & MCDANIEL, 1996; BOER et al., 2000).

1.4.2. Oxido Nitrico e Malaria

Um dos mediadores quimicos bastante estudados na malaria cerebral € o NO.
O NO é um gas soluvel, sintetizado por células endoteliais, macréfagos e um grupo
de neurbnios, que tem papel na sinalizacdo extra e intracelular e é também agente
microbicida (CLARK et al., 1997; BOGDAN, 2001).
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Figura 5: Biossintese do NO e propriedades bioldgicas de cada composto formado. NOS converte L-arginina em citrulina e na forma redox do
NO, na presenca de oxigénio e NADPH e outros co-fatores como RSH, FAD, FMN e Biopterina. Fonte: STAMLER et al., 1992.
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Apesar de vérias hipoteses correlacionarem o NO com malaria cerebral, uma
vez que as alteracdes neurais associam-se a elevados niveis de citocinas levando a
geracdo de NO, na parede celular, pela iINOS (CLARK et al., 1991, GHIGO et al.,
1995), seu papel dentro desse contexto ainda permanece obscuro. Estudos
demonstraram que o desenvolvimento da malaria cerebral murina ndo produz NO,
guando Rudin et al., (1997) observaram que camundongos deficientes de iNOS
desenvolviam malaria cerebral, sugerindo ndo ser o NO um fator essencial para o
desenvolvimento da malaria cerebral. Essa hipétese foi suportada por Favre et al.
(1999), que obtiveram resultados semelhantes. Por outro lado, outros estudos
demonstraram a participacdo desta molécula moduladora no quadro de malaria
cerebral (GHIGO et al., 1995; HOBBS et al., 2002).

Uma hipotese seria uma superproducdo de NO pela isoforma nNOS apos
liberacdo de calcio estimulada por receptores NMDA ativados por aumento de
glutamato, cujo transporte estd alterado pelo quadro de hipoxia causada por
obstrucdo dos vasos (CLARK et al., 1997). Essa superproducdo desregula o papel
do NO no cérebro, levando a alteracdes na consciéncia (coma), frequente no quadro
de maléria cerebral (CLARK & COWDEN, 2003).

Outra hipotese para o envolvimento do NO na patogénese da doenca, seria
uma resposta exacerbada do sistema imune, com producdo de NO pela isoforma
induzida da enzima. Esse NO inibe proliferacdo de células B e T e modula a
producédo de citocinas, que por sua vez, ativam a iINOS (KREMSNER et al., 1993).
Estudo feito por ANSTEY et al. (1996), corroborado por PERKINS et al. (1999) e
CHIWAKATA et al. (2000), demonstraram que niveis de NO produzido pela iNOS
esta inversamente correlacionado com a severidade da doenca. Eles observaram a
nao existéncia dessa super producéo e, ainda, que o NO derivado da iINOS possui
papel bastante controverso.

Outros estudos demonstraram a participacdo desta molécula no quadro de
malaria cerebral. MANEERAT et al. (2000) verificaram a expressdo aumentada de
INOS em cérebros post mortem de criancas com malaria; MACCHI et al. (2010)
demonstraram aumento na producédo de nitrito por macréfagos de animais infectados
com P. gallinaceum e, Macchi et al. (2013) observaram que animais tratados com
inibidor de NOS tem maior sobrevida e diminuicdo dos sinais clinicos, evidenciando

a participacao do NO na patologia da doenca.
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1.4.3. Oxido nitrico e malaria aviaria

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

Existem estudos em galinhas envolvendo inibicdo farmacoldgica da NOS,
com resultados satisfatorios. WIDEMAN et al. (2005; 2006) demonstraram a
participacdo de NO na modulacdo da resposta da pressao arterial pulmonar apos
injecdo de microparticulas. Para isso, utilizaram L-NAME, inibidor das isoformas
NNOS e INOS e Aminoguanidina (AG), inibidor seletivo da isoforma INOS. Em
trabalho recente, MACCHI et al. (2013), demonstraram que galinha tratadas com AG
sdo mais resistentes a infeccao por P. gallinaceum devido reducdo de anemia,
trombocitopenia e inflamac&o. Portanto, jA se conhece as concentracdes de
moléculas que bloqueiam a producdo de NO em galinhas. Outros trabalhos
evidenciam a eficacia de AG em malaria aviaria, por P. relictum, onde AG aumenta
parasitemia, mas diminui a mortalidade em canarios (BICHET et al., 2012).

Neste sentido pretende-se estudar neste trabalho aspectos fisiologicos da
malaria aviaria com o bloqueio da producédo de NO, pelo inibidor AG. Esse estudo
proporcionara o0 melhor entendimento do modelo de malaria aviaria em galinhas,
incluindo a cerebral, e envolvimento do sistema nitrérgico em galinhas infectadas
com P. gallinaceum.

Nesses ultimos anos, temos desenvolvido, em colaboracdo com a UENF, o
modelo aviario de maléria cerebral (MACCHI et al., 2010). Mostramos que o durante
a infeccdo o cérebro apresenta alteracGes patologicas relevantes e macrofagos
derivados de mondcitos sanguineos produzem altas concentracdes de NO (MACCHI
et al.,, 2010). Mais recentemente, ao utilizar esse mesmo modelo, caracterizamos
gue durante o desenvolvimento da malaria aviaria, o blogueio do NO, reduz anemia,
trombocitopenia, inflamacdo e uma maior sobrevida dos animais, apesar desses
animais apresentarem um aumento da parasitemia (MACCHI et al., 2013).

Apesar desses esforgcos, ndo conseguimos fazer uma correlagdo mais direta

entre a inibicdo da atividade da iNOS e a melhoria dos sinais clinicos da maléria,
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justamente por falta de um anticorpo que reconheca essa enzima de galinha, pois
ndo existe reacdo cruzada dos anticorpos comerciais de mamiferos em aves. Para
contornar essa dificuldade, usaremos uma estratégia para purificar a INOS de uma
linhagem de macrofagos de galinha (HD11) ativada in vitro com LPS.

A INOS exibe atividade diafordsica que pode ser facilmente revelada por
técnicas histoquimicas e bioquimicas (MITCHELL et al.,, 1992). Essa mesma
estratégia foi utilizada para demonstrar o desaparecimento dessa enzima nos
macrofagos HD11 infectados com T. gondii (GUILLERMO & DAMATTA, 2004).

1.5. SISTEMA IMUNOLOGICO: ASPECTOS GERAIS

O sistema imunolégico possui como funcao fisioldgica reconhecer o que é
proprio de cada organismo para poder ter a capacidade de reconhecer agentes
infecciosos ou agentes quimicos que possam causar algum tipo de dano tecidual
(ABBAS et al., 2008).

O sistema imunolégico € dividido em imunidade inata (natural) e imunidade
adaptativa (adquirida). Esses dois componentes do sistema imune tém sido
caracterizados independentemente, no entanto, o sistema imune adaptativo € um
dos principais interesses no campo da imunologia (TAKEDA et al., 2005).

O sistema imune inato destaca-se como a primeira defesa contra
microrganismos infecciosos, no qual macrofagos, células dendriticas, neutréfilos e
linfocitos NK (natural-killer) sdo as principais células envolvidas na primeira defesa
do organismo. Apesar de pouco estudado o sistema imune inato € de grande
importancia para ativacdo do sistema imune adaptativo (PALM et al., 2009).

O sistema imune inato ndo é tao eficiente quanto o sistema adaptativo, porém
as células possuem receptores de reconhecimento padrdo que podem ativar uma
discreta resposta imunoldgica (KUMAR et al., 2009). Esses receptores tém como
funcdo reconhecer Padrbes Moleculares Associados a Patdgenos (PAMPSs), tais
como determinados fatores de viruléncia, antigenos presentes em bactérias, virus,
fungos e protozoarios, assim como proteinas de choque térmico do hospedeiro
(JANEWAY, 1992; LOHARUNGSIKUL et al., 2008; ABBAS et al.,2008).

Receptores de reconhecimento padrdo quando ativados pelos PAMPs, geram

uma cascata de sinalizac&o intracelular com recrutamento de proteinas cinases que
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ativam fatores de transcricdo nuclear. Esses fatores estimulam a expressao génica
de citocinas (proteinas sinalizadoras que regulam mecanismos imunolégicos) e de
enzimas, como a ciclooxigenase 2 (COX-2) e a 6xido nitrico sintase induzida (iNOS),
envolvidas em processos infecciosos e inflamatérios (OOI et al., 2010; ANDERSON
et al., 1996).

Os macrofagos possuem receptores de reconhecimento, nos quais a ligacéo
de determinados PAMPs, como o lipopolissacarideo (LPS) e proteinas como
interferon-y (IFN-y), ativam uma série de cascatas de sinalizacao (AKTAN, 2003; HE
et al., 2003). A ativacao desses receptores pode levar ao aumento dos niveis de
citocinas pro-inflamatérias, de enzimas que irdo induzir a producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), oOxido nitrico (NO) ou mesmo que sintetizam
eicosanodides, como a enzima COX-2 (CUZZOCREA et al., 2000). Os produtos
derivados de macrofagos ativados constituem proteinas importantes na mediacao do
processo inflamatorio (GORDON et al., 2003; ANDERSON et al., 1996).

1.5.1. Aimunidade inata e macrofagos

Macrofagos séo fagocitos residentes em tecidos linfoides e nao linfoides e
acredita-se que eles estejam envolvidos na homeostase dos tecidos, na remocéo de
células apoptéticas e na producdo de fatores de crescimento e eles possuem uma
grande variedade de receptores para o reconhecimento de patdgenos, o que faz
dessa célula um importante fagécito e indutor da producdo de mediadores da
inflamacédo (GORDON, 2002).

Diversas pesquisas demonstraram que para a ativacdo dos macrofagos é
necessario que haja a atuacao de células T helper e células NK. Essas células irdo
produzir determinadas citocinas, em particular o IFN-y, porém os macréfagos
também podem ser ativados por uma rede de citocinas envolvendo a interleucina-12
(IL-12) e a interleucina-18 (IL-18), que sdo produzidas por células apresentadoras de
antigenos (APCs) (GORDON, 2003). Estudos com camundongos e humanos com
deficiéncias genéticas dessas citocinas e seus receptores tém validado a
importancia dessa via sinalizacdo na imunidade celular, sindromes de

imunodeficiéncia, dano tecidual e artrite reumatoide (GORDON, 2003).
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Atualmente, em experimentos in vitro para testes de agentes anti-
inflamatorios, utiliza-se o LPS como ativador de macrofagos, pois ele é capaz de
estimular a expresséo de enzimas como a iNOS, dependente da ativacdo do NF-kB,
através da ativacdo de proteinas adaptadoras e proteinas cinases que atuardo
nessa via de sinalizacdo. (HUANG et al., 2012).

Algumas células do sistema imune possuem em sua membrana, ou em
endossomos, determinados receptores de reconhecimento padrdo, dentre os quais,
desde os anos 90, os receptores Toll-Like tém sido alvo de diversas pesquisas
(LUGER et al., 2013). Esses receptores participam de uma resposta imunoldgica
inata a determinadas moléculas antigénicas, produzidas por patégenos, como
bactérias, virus e protozoarios (ZHU et al., 2012).

Para que o macrofago seja ativado por LPS, primeiramente o LPS liga-se a
uma Proteina Ligadora de LPS (LBP) soluvel no sangue ou no liquido extracelular. O
complexo LPS-LBP se liga a uma proteina soltvel no plasma, a CD14, e a LBP se
dissocia formando o novo complexo, LPS-CD14, o qual se liga a Receptor Toll-Like
4 (TLR-4) (MAESHIMA et al., 2012). O TLR-4 responde ao LPS bacteriano ativando
duas diferentes vias de sinalizacdo. Em uma das vias, duas proteinas s&o
recrutadas, MyD88 (proteina adaptadora) e Mal (proteina adaptadora)/TIRAP
(proteina adaptadora contendo dominio TIR), e levam a ativacdo do fator de
transcricdo nuclear NF-kB com envolvimento de algumas proteinas cinases (LIAN et
al., 2012;. WU et al, 2013). A ativacao do fator de transcricdo nuclear leva a ativacao
da expressao génica para determinadas enzimas, tais como iNOS (ZUO et al., 2013;
SHAH et al., 2013). Diante do exposto se torna interessante a purificacdo da iINOS

através de macrofagos ativados com determinados PAMPSs.

1.6. UTILIZACAO DE PROTEINA PURIFICADA

Temos desenvolvido o modelo de maléria aviaria para estudar macréfagos
ativados por PAMPS oriundos da infeccédo por Plasmodium gallinaceum (MACCHI,
2010). Assim, torna-se possivel investigar diversos aspectos da patogénese da
doenca com finalidade de compreender os mecanismos envolvidos na resposta
priméria da infeccdo malarica durante a ativacdo de macrofagos induzida pelos

PAMPs. Entretanto, os anticorpos anti-iINOS existentes no mercado nao reagem
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contra espécies da classe das aves, 0 que caracteriza a necessidade do
desenvolvimento de metodologias bioquimicas que levem a purificacdo da enzima e
obtencédo de anticorpos especificos.

O NO é um mediador importante produzido por macrofagos apés ativacdo por
PAMPs. Dentro desse contexto se torna importante pesquisar metodologias de
purificacdo da iINOS de macréfagos ativados via citocinas, como o IFN-y, e PAMPs,
como o LPS e os presentes no P. gallinaceum, como o Glicosilfosfatidilinositol (GPI)
e a hemozoina. Esses aspectos sédo essenciais para entender as vias que tém como
produto final da sua ativagcdo a producdo de citocinas e principalmente, do
neurotransmissor e mediador inflamatorio, NO, através da transcricdo da iNOS.

Os modelos de malaria ttm demonstrado a participacdo do neurotransmissor
NO na patogénese da doenca (RUDIN et al., 1997; MACCHI et al., 2010). Dentro
desse contexto, o Oxido nitrico possui um duplo papel, podendo ser microbicida,
auxiliando no controle do aumento da parasitemia, ou ainda, produzido por
macrofagos frente a resposta inflamatoria gerada pelo parasito (TAYLOR-
ROBINSON & SMITH, 1999; TAYLOR-ROBINSON, 2000; MACCHlI et al., 2010).

Resultados preliminares indicam que € possivel detectar em gel de
poliacrilamida a atividade diaforasica da iINOS de macrofagos HD11 ativados com
LPS. A hipotese € localizar as bandas com atividade diaforasica, purificar a proteina
e produzir um anti-iNOS de galinha em coelho. Portanto, o estudo de
imunolocalizacdo no cérebro podera ser realizado ao longo do curso da maléaria
aviaria e verificar o papel do NO na malaria cerebral. Além disso podemos observar
a modulacdo direta do sistema nitrérgico sobre os sinais importantes para

sobrevivéncia dos animais infectados.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=10217199&query_hl=1&itool=pubmed_docsum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=10217199&query_hl=1&itool=pubmed_docsum
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Investigar o papel do NO, durante a infeccdo da maléria aviaria, em modelo
experimental in vivo, usando como agente P. gallinaceum, e in vitro, com linhagens

HD11 de macréfagos de galinha.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

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

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

- Mensurar os niveis de nitrito em cultura de macrofagos derivados de
monadcitos do sangue periférico de galinhas infectadas com o P. gallinaceum
tratadas ou ndo com aminoguanidina, em diferentes parasitemias.

- Avaliar a producdo de nitrito de macrofagos da linhagem HD11 apés
estimulacdo com LPS

- Detectar a atividade diaforasica das proteinas apds separacdo em gel de

eletroforese na linhagem celular HD11 apos estimulacdo com LPS.
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3. MATERAIS E METODOS

3.1. ANIMAIS E CEPA

Foram utilizadas aves da espécie Gallus gallus, com 15 dias pds-ecloséo,
adquiridas em uma granja local. As aves foram mantidas em gaiolas teladas a
temperatura ambiente, com 4gua e racao balanceada (livre de coccidiostaticos) ad
libitum, no biotério da Universidade Federal do Paré.

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

sucessivas passagens em frangos e em seu vetor experimental (Anopheles darlingi).

3.2. GRUPOS EXPERIMENTAIS

Para todos os experimentos, os animais foram divididos em quatro grupos
experimentais:

- Controle Negativo: Animais ndo infectados com P. gallinaceum e néo
tratados com Aminoguanidina.

- Controle Positivo: Animais nado infectados com P. gallinaceum e tratados
com Aminoguanidina.

- Infectado Negativo: Animais infectados com P. gallinaceum e nao tratados
com Aminoguanidina.

- Infectado Positivo: Animais infectados com P. gallinaceum e tratados com
Aminoguanidina.

Para os experimentos de sobrevivéncia e curva de parasitemia, 0s animais
foram monitorados até a morte natural. Para todos os outros experimentos, as aves

foram sacrificadas em diferentes parasitemias.

3.3. TRATAMENTO COM AMINOGUANIDINA (AG) E INFECCAO COM
P.gallinaceum

O tratamento com AG foi iniciado dois dias antes da infecgdo com o parasito,
com dose de 25 mg/Kg, sera administrada diariamente por via intraperitoneal. A

dose foi obtida com base em estudos anteriores (Wideman et al., 2005; 2006). Antes
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da inoculacdo do grupo experimental, uma amostra da cepa foi descongelada e
inoculada em uma ave para garantir a viruléncia da cepa. Com parasitemia de
aproximadamente 20%, a ave doadora foi sacrificada e o sangue coletado por
puncdo cardiaca, com seringa contendo anticoagulante. O sangue foi diluido com
solucdo PBS a fim de alcancar a concentracdo desejada de 5x10° eritrécitos
parasitados, em volume final de 50uL. O in6culo foi obtido ap6s quantificacdo do
total de heméacias em camara de Neubauer e correcdo pela parasitemia da ave
doadora. Cada ave recebeu um inéculo de 50 ul por via intramuscular. As aves
foram clinicamente examinadas e monitoradas diariamente, a partir do 4° dia pos-

infeccao (dpi).

3.4. DETERMINA(}AO DA PARASITEMIA

A partir do 4° dia pés-infecgéo, a parasitemia foi acompanhada diariamente
através da técnica da extensdo sanguinea de uma amostra do sangue periférico
corada pelo método do pandtico rapido. O resultado é expresso em percentagem de
hemacias parasitadas em relacdo ao controle. A contagem de eritrécitos parasitados

foi feita em um microscoépio de luz com objetiva de 100x.

3.5. PRODUGAO DE OXIDO NIiTRICO NO PLASMA

Para avaliar a producéo total de NO, foi mensurado seus metabdlitos (nitrato
e nitrito) no plasma, através do método Reagente de Griess para deteccdo de nitrito
apO0s conversdo enzimatica de nitrato em nitrito. O plasma foi obtido apos
centrifugacdo do sangue coletado com EDTA, para evitar precipitacdo que pode
ocorrer quando o reagente de Griess € a adicionado ao sangue heparinizado. Para
mensurar o nitrito, o nitrato da amostra foi reduzido a nitrito utilizando a enzima
nitrato redutase (purificada de Aspergillus) na presenca de NADPH. A mistura foi
incubada por 3h a temperatura ambiente e o nitrito total mensurado pelo reagente de
Griess (Green et al., 1982). Apds reducédo a nitrito, 100uL da amostra foi colocada
em uma placa de 96 pocos, onde foi acrescentado 100uL do reagente de Griess.
Apods 10 minutos de reacdo, as amostras foram submetidas ao leitor de ELISA com

comprimento de onda de 540nm. As concentra¢cdes de nitrito nas amostras foram
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determinadas através do fator obtido da curva padrdo com diluicbes seriadas de

nitrito de sddio a concentracdes conhecidas, e 0s valores expressos em M.

3.6. CULTURA DE MACROFAGOS DERIVADOS DE MONOCITOS DO
SANGUE PERIFERICO

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

ressuspendidas em DMEM sem soro. A concentracao de células para plagueamento

foi ajustada para 2x107 células/ml, onde 150pl foi plaqueado por poco em placa de
24 pocos. ApOs 1h em estufa a 37 °C e atmosfera 5% de CO,, as células foram
lavadas para remocdo das células ndo-aderentes, e adicionado DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino. ApGs 24h de cultivo, foi feita uma nova
lavagem das células, e ap6s 48h o sobrenadante foi recolhido, para dosagem de

nitrito.

3.7. PRODUCAO DE NITRITO EM CULTURAS DE MACROFAGOS
DERIVADOS DE MONOCITOS DO SANGUE PERIFERICO E EM CELULAS HD11

A producdo de NO foi avaliada através da quantificacdo de seu metabdlito
nitrito, utilizando-se o método do Reagente de Griess (Green et al., 1982). Ap6s 24
horas de estimulo com LPS, 100 ul da amostra foi colocada em uma placa de 96
pocos, e acrescentada 100 pl do reagente de Griess (50 ul de sulfanilamida 1% e 50
pl de naftiletilenodiamina 0,1%, ambos preparados em solu¢do de acido fosforico

2.5%). Ap6s 10 minutos de reacdo, as amostras foram submetidas ao leitor de
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ELISA com comprimento de onda de 540 nm. As concentragdes de nitrito nas
amostras foram determinadas através do fator obtido da curva padrao com diluicbes
seriadas de nitrito de sodio a concentragfes conhecidas.

3.8. LINHAGEM CELULAR DE MACROFAGOS DE GALINHA (HD11)

A linhagem celular de macréfagos de galinha (células HD11), gentiimente
cedida pelo Dr. Renato DaMatta, Universidade Estadual do Norte Fluminense, foi
cultivada em meio DMEM-F12 (Dulbecco’s Modified Eagles Media: nutrient mixture
F12) suplementado com 10% de FBS (soro fetal bovino inativado), antibidticos (100
U/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina e 50 pg/ml de gentamicina) e 1,5
mM de NaHCOs;, a 37 °C, em incubadora de ar com 5% CO;, e 95% de umidade.
Para os experimentos, aliquotas de 2x10’ células/ml foram incubadas em placas de

24 pocos, e colocadas sob condi¢des especificas para cada experimento.

3.9. ESTIMULACAO DAS CULTURAS DE CELULAS HD11

A estimulacdo das culturas de células HD11 foi feita com 1ug/ml de LPS
diluido em DMEM-F12. Em seguida, o meio sera retirado das placas de cultura, e
separado para analise da producao de NO, aferida através da medicdo dos niveis de
seu metabalito nitrito. Além disso, foram realizados experimentos com estimulacao
das células por P. gallinaceum obtidos de sangue de aves infectadas. Dentre estes,
foram realizados experimentos e ainda, o padrdo de expressao da enzima NOS, nas

células estimuladas e ndo-estimuladas (descrito posteriormente).

3.10. EXTRAGAO E QUANTIFICAGCAO DE PROTEINAS

Apés a estimulacdo das células HD11 cultivadas em garrafas de cultura e
ativadas com LPS, o meio foi removido, as células lavadas duas vezes com PBS
gelado e colocadas sobre o gelo (4 °C). Foi adicionado 0,5 ml por garrafa de tampao
RIPA+ (Tris HCL 10 mM pH 7,5; desoxicolato de sédio 10 mM; Triton X-100 1%;
SDS 0,1%) e as células incubadas por 10 minutos nesta temperatura sob agitacao.

O lisado, apos ser centrifugado a 1500 rpm por 15 minutos, teve seu sobrenadante
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aliquotado e estocado a -80°C. As proteinas do lisado foram quantificadas com kit

para deteccao de proteinas.

3.11. SEPARAQAO DE PROTEINAS POR ELETROFORESE

A separacao de proteinas é feita através de sua carga elétrica, pela técnica
de eletroforese. Moléculas com carga negativa irdo migrar para o polo positivo e
moléculas com carga positiva irdo migrar para o polo negativo mediante a aplicacédo
de uma corrente elétrica. A mobilidade eletroforética tem influéncia sobre a carga
proteica no meio eletroforético (SILVA et al., 2002).

A eletroforese precisa de determinados padrdes como, por exemplo, uma
corrente elétrica previamente padronizada, assim como uma diferenga de potencial
elétrico, poténcia e o pH das solu¢cdes envolvidas na reacdo. Entretanto para
possiveis purificagcdes proteicas estabelece-se uma corrente de 30 mA e uma
voltagem, que pode variar até 100 volts (RETAMAL et al., 1999). Eletroforese em gel
de Poliacrilamida é amplamente utilizada para separacdo de proteinas a partir de
amostras complexas (O'FARRELL, 1975).

A eletroforese em duas dimensfes (2D) separa as proteinas de acordo com
seu ponto isoelétrico. As proteinas sdo primeiramente separadas em um gel
unidimensional 1D e, ap0s essa separacdo por massa molecular, as proteinas
sofrerdo uma segunda separacdo. A segunda etapa da eletroforese 2D € a
Focalizacdo Isoelétrica (IEF), que tem como objetivo a determinacdo de um ponto
isoelétrico de uma proteina, e o gradiente de pH €& estabelecido no gel com
moléculas organicas que sdo anfoteras e de baixo peso molecular que sofrem a
acao de um campo elétrico. Entdo a mistura proteica € aplicada para que a proteina
migre até atingir um pH adequado que coincida com seu ponto isoelétrico. As
proteinas migram até que elas consigam alcancar uma posicdo em que a sua carga
seja neutra ou em repouso. A eletroforese 2D € uma excelente ferramenta para
separar proteinas com mesmo peso molecular, mas com pontos isoelétricos
diferentes (ALFENAS et al., 1998).
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3.12. ENSAIOS ELETROFORETICOS

3.12.1. Géis Unidimensionais

As amostras de células lisadas foram submetidas a eletroforese
unidimensional em mini-géis de poliacrilamida (PAGE) SDS 10% (LAEMMLI, 1970) e
nativo 7% (DAVIS, 1964) para analise do perfil protéico.

3.12.2. Géis Bidimensionais

As tiras de gel de poliacrilamida provenientes da eletroforese em primeira
dimenséao foram submetidas a géis bidimensionais nativo/SDS com 1D Nativo-PAGE
7% e 2D SDS-PAGE 10%, com agente redutor (3-mercaptoetanol).

3.13. BIOQUIMICA DA NADPH-DIAFORASE EM GEL

3.13.1. Deteccéo da atividade no gel

Os lisados foram submetidos a eletroforese unidimensional em geéis Nativo-
PAGE 7% e posteriormente foram cortadas tiras para que a atividade diaforasica
fosse testada no gel.Para detectar a atividade diaforasica € necessario fazer uma
solucdo de revelacdo com os seguintes reagentes: Tris-HCI (50 mM), NADPH (1
mM), NBT (0.4 mg/ml) e Triton X-100 (0.025%). Primeiramente a tira do gel deve ser
lavada a cada 20 minutos por trés vezes e depois devem ser colocadas na solucéo
de revelacdo por 45 minutos em uma estufa a 37° C. Apés este periodo o gel deve
ser lavado com agua destilada para evitar que a reacdo continue. As tiras seréo
entdo fotografadas e as bandas marcadas séo evidencias de atividade diaforasica.

3.13.2. Quantificacao da atividade no gel

A atividade de NADPH-d sera realizada pelo método indireto, a partir do
protocolo: adicdo de 15 mg de azul de nitrotetrazdlio (NBT) a 0,5 ml de dimetil
sulfoxido (DMSO) (solucéo I). Posteriormente, serd acrescentado 300 mg de &cido
malico em 50 ml de solucdo de TRIS 0,05 M (solucéo Il), ajustando-se entdo o pH
para 8,0 . Em seguida, sera acrescentado a solucao Il 50mg de B-NADP e 20 mg de
cloreto de manganés. As solucbes | e Il serdo entdo misturadas, acrescentando-se
em seguida 1,5 ml de TRITON X-100 e adicionadas aos géis unidimensionais e
bidimensionais nativo-nativo, nativo-SDS e SDS-SDS, com e sem [3-mercaptoetanol.

Os géis nativo-SDS e SDS-SDS, antes de serem embebidos na solucdo de

reacdo serdo lavados com Triton X-100 2,5% por 12 horas e posteriormente com
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agua destilada por 4 horas, para retirada do SDS. Apds 45 minutos de incubacdo em

local escuro, os géis serdo expostos a luz fraca para visualizar a reacao enzimatica.

3.14. ANALISE ESTATISTICA

Para avaliacdo estatistica dos resultados sera utilizada a andlise de variancia
(ANOVA) das médias amostrais seguida pelo tratamento com o pés-teste Tukey do
programa BIOESTAT 5.0.
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4. RESULTADOS

4.1. SOBREVIDA E PARASITEMIA

O periodo de desenvolvimento do parasito na ave é entre 4-5 dpi, apds o qual
encontramos algumas formas parasitarias no sangue. Simultdneo ao aparecimento
dessas formas surgem as primeiras manifestagbes da doenga. Com o0
desenvolvimento do parasito, as formas tornam-se mais frequentes no sangue.
Nossos resultados demonstram uma relacdo direta entre niveis elevados de
parasitemia e morte do animal, no grupo nao tratado com AG.

A taxa de mortalidade resultante da injecdo intramuscular de 5x10° eritrdcitos
parasitados com Plasmodium gallinaceum, precedida pelo tratamento com AG, foi
avaliada em pequenos grupos de animais, em experimentos diferentes, totalizando
n=32, em um periodo de 14 dias pés-infeccdo. Nossos resultados apontam variacéo
na taxa de sobrevivéncia entre 12% e 25% nos animais néo tratados e entre 62% e
75% nos animais tratados, com médias de 19% e 69%, respectivamente (Figura 6).
A mortalidade foi observada entre os dias 5-14 pés-infeccdo, com maior nimero de
mortes a partir do 8° dia. Animais que sobreviveram apresentaram regressdo na
parasitemia e patologia da doenca.

ManifestacOes clinicas tipicas da malaria aviaria, como apatia, falta de apetite,
caquexia, palidez da crista e membros (indicativo de anemia), foram observadas,
como descritas em trabalhos anteriores do nosso grupo. Importante ressaltar que o

grupo tratado com AG apresentou manifestacdes clinicas mais brandas.

4.2. NIVEIS DE NITRITO/NITRATO NO PLASMA DE ANIMAIS INFECTADOS
COM P. gallinaceum TRATADOS OU NAO COM AMINOGUANIDINA

A medicdo de nitrito/nitrato no plasma mostra valores basais desses
metabolitos do NO em animais normais e apdés infec¢do antes do aparecimento de
parasitos no sangue. Quando dosado em plasma de animais com parasitemia
superior a 10%, se observa aumento nos niveis desses metabdlitos, indicando

relacdo da maléria com ativacdo da enzima iNOS (Figura 7). No entanto, mesmo em
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alta parasitemia, este aumento ndo é tdo evidente nos animais tratados com AG

(Figura 7), o que reforga o envolvimento da isoforma induzida da NOS.
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Figura 6. Taxa de sobrevida de animais infectados com Plasmodium gallinaceum tratados
(m) ou ndo (e) com aminoguanidina.
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Figura 7. Niveis de nitrito no plasma de galinhas infectadas com Plasmodium gallinaceum
tratadas (barras escuras) ou nao (barras claras) com aminoguanidina, agrupadas por
intervalos de parasitemia.
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4.3. NiVEIS DE NITRITO EM MACROFAGOS DERIVADOS DE MONOCITOS DO
SANGUE PERIFERICO DE ANIMAIS INFECTADOS COM P. gallinaceum
TRATADOS OU NAO COM AMINOGUANIDINA

Apos investigar a producdo de Oxido nitrico no plasma dos animais
infectados tratados ou ndo com AG, analisamos a producdo de nitrito em
macréfagos como um sub produto da ativacdo da isoforma induzida da NOS.
Macréfagos quando estimulados por LPS tém a producao de NO aumentada. Dessa
forma, analisamos a producdo por macréfagos, estimulados ou ndo com LPS, de
cada grupo estudado (n&o infectado e infectado, tratados ou ndo com AG, em
diferentes parasitemias).

Os valores de nitrito dos macrofagos obtidos no grupo néo infectado
foram 0,39 e 0,41 uM nos animais tratados e néo tratados com AG, respectivamente
(Figuras 8A e 8B). Nos macrofagos estimulados com LPS, os niveis foram 1,36 e
0,46, nos animais tratados e nao tratados com AG, respectivamente (Figuras 8A e
8B). Observamos ainda que os macrofagos estimulados com LPS obtidos dos
animais tratados com AG ndo apresentaram um aumento na producdo de NO em
relacdo ao macrofago sem estimulacdo, como ocorre nos animais ndo tratados
(Figura 8B). Este fato foi observado nas parasitemias mais baixas. Com parasitemias
mais elevadas, os macrofagos estimulados com LPS mostram um aumento na
producéo de nitrito (Figura 8B), no entanto, inferior ao visto nos animais ndo tratados
com AG (Figura 8A).

A producdo de nitrito foi proporcional ao aumento da parasitemia nos
animais infectados néo tratados com AG, o0 que sugere um aumento na atividade da
enzima iINOS em consequencia ao quadro de infeccdo. No entanto, podemos
observar, na Figura 8C, que animais tratados com AG, com parasitemia superior a
30%, apresentaram niveis de nitrito aproximadamente 60% menor que 0S animais
nao tratados no mesmo intervalo de parasitemia, sugerindo inibicdo da isoforma
induzida da NOS pela AG.
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Figura 8. Producdo de éxido nitrico por macréfagos derivados de mondcitos do sangue
periférico de galinhas infectadas com Plasmodium gallinaceum. Em A, animais ndo tratados
com AG, e em B, animais tratados com AG (barras escuras, macréfagos sem LPS, e barras
claras, macréfagos com LPS). Em C, macréfagos sem LPS de animais nao tratados (barras
escuras) e tratados (barras claras) com aminoguanidina.
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4.4. NIVEIS DE NITRITO EM CELULAS HD11 ESTIMULADAS OU NAO COM LPS

Os resultados com células HD11 estimuladas e nao-estimuladas com LPS,
demonstram elevada produc¢éo de nitrito nas células estimuladas em contraste com
as células nado-estimuladas. As células tratadas com LPS apresentaram uma alta
concentracdo de nitrito, 0 que sugere a ativacao das células HD11 pelo LPS, e
ainda, que a ativacdo destas células aumenta a expressado de iNOS, com producédo
elevada de NO e, consequentemente, de seus metabdlitos como o nitrito.

As células que ndo receberam tratamento com LPS mostraram uma
concentracdo basal de nitrito de 0,69 uM * 0,13, enquanto que as células tratadas
com LPS mostraram um aumento significativo na producéo de nitrito, alcancando

uma concentracao de 92 uM + 1,1 (Figura 9).

4.5. PROTEINAS APOS ELETROFORESE EM GEL SDS/PAGE 1D

A Figura 10 mostra um gel SDS/PAGE (1D), onde as células foram tratadas
ou ndo com 1 pg/ml de LPS. O gel SDS/PAGE é importante para observar o padrao
das bandas proteicas de acordo com seu peso molecular. Analisando as bandas
pode-se observar que possuem padrdoes semelhantes. Porém, o gel com as células
tratadas com LPS, apresentou uma banda proteica, que possui um peso molecular
em torno de 130 kDa, o que nao foi observado nas células ndo tratadas, onde a
marcacao esta menos acentuada.

Na Figura 6, observamos maior concentracdo de nitrito em células tratadas
com LPS, portanto pode-se inferir que a banda proteica com marcacdo mais
acentuada, encontrada na amostra de células tratadas com LPS possa ser a iNOS.
Em mamiferos o peso molecular da iNOS é em torno de 130 kDa. Sabe-se que os
pesos moleculares da iINOS de aves e mamiferos sdo semelhantes, assim, para
testar a hipétese de que a banda encontrada nas células tratadas é a iNOS, foi

realizada uma marcacao para NADPH-diaforase em gel Nativo/PAGE.
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Figura 9: Producéo de Oxido Nitrico em células HD11 cultivadas apds estimulagio ou n&o
com LPS. Foram feitas trés amostras diferentes para cada grupo, em triplicata.
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A B C
Padrao Com LPS Sem LPS

Figura 10. Gel de eletroforese SDS/PAGE 10% 1D para células HD11 tratadas e néo
tratadas com LPS. Em (A) € a amostra padrdo. Em (B) proteinas presentes em cultura de
células HD11 tratadas com 1 pg/ml de LPS. A seta aponta a proteina com 130.000 daltons.
Em (C) proteinas presentes em cultura de células HD11 sem nenhum tipo de tratamento.
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4.6. ATIVIDADE DA NADPH-DIAFORASE EM GEL NATIVO/PAGE

A INOS é uma enzima que apresenta atividade diaforésica e para observar tal
atividade em gel foi feito um gel Nativo/PAGE com [-mercaptoetanol e sem SDS.
ApOs 24 horas na estufa a 37° C e 5% de CO; as células, tratadas ou ndo com LPS,
foram colocadas em uma solucdo contendo inibidores de proteases e tampéao de lise
para que fosse feita a dosagem proteica. Apés a dosagem proteica as amostras
foram processadas para que fossem colocadas no gel Nativo/PAGE. Para a
eletroforese do gel Nativo/PAGE é necessario coloca-lo a uma temperatura de 4° C.
Apés término da corrida, o gel foi colocado em uma solucdo de revelacdo para
atividade diaforéasica (Figura 11).

No grupo de células tratadas com LPS pode-se observar uma marcacao para
atividade diaforasica na banda que possui em torno de 66 kDa (Figura 11A). No
grupo de células néo tratadas com LPS n&o observamos marcagao para atividade
diaforasica (Figura 8B).

4.7. PROTEINAS APOS ELETROFORESE EM GEL SDS/PAGE 2D

Eletroforese em duas dimensdes (2D) foi realizada para a separacdo de
proteinas através de seu ponto isoelétrico, a partir de uma mistura complexa de
proteinas obtidas de células tratadas com LPS. Esse procedimento € necessario
para separar proteinas com a mesma massa molecular, o que traria conflitos para o
processo de purificacao.

A amostra de células HD11 tratadas com LPS foi colocada em gel 1D
Nativo/PAGE, que foi corado em seguida com tampédo de amostra por 30 minutos,
para posterior corrida em gel SDS (10%)/PAGE para que ocorresse a separacao
proteica por ponto isoelétrico.

Nossos resultados para eletroforese 2D mostram marcagdo para proteinas

com ponto isoelétrico semelhante a uma proteina com 65 kDa (Figura 12).
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Figura 11: Marcagdo para NADPH-diaforase em gel de eletroforese Nativo/PAGE para
células HD11 tratadas ou ndo com LPS. Em (A) proteinas presentes em cultura de células
HD11 tratadas com 1 pg/ml de LPS. A seta mostra marcacdo para uma proteina com 66
kDa. Em (B) proteinas presentes em cultura de células HD11 sem nenhum tipo de
tratamento e sem nenhuma marcagédo diaforasica.



40

LPS +

LPS +

Figura 12: Gel de eletroforese em 2D para células HD11 tratadas ou ndo com LPS.
Presenca de banda proteica em torno de 65 kDa, enquanto que em 130 kDa n&o ha
evidéncia de proteina.
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Na andlise em géis unidimensionais e bidimensionais o padrdo de expressao
de proteinas também se mostra diferente em relacdo aos diferentes tratamentos
celulares (Figura 13).

Conforme andlise dos géis unidimensional nativo e bidimensionais
observamos um padrdo de expressao diferente nas células estimuladas e nao-
estimuladas. Observamos ainda, nas células estimuladas, a expressdo aumentada
de uma proteina com peso molecular em torno de 116 kDa. Diante da producéo de
nitrito aumentada nas células estimuladas, podemos inferir que a proteina com maior

expressao possa ser a NOS.
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Figura 13: Andlise do gel bidimensional SDS-PAGE 10% de macrofagos HD11 estimulados
e nao-estimulados com LPS. Em A, gel bidimensional de macréfagos HD11 estimulados e
em B, gel bidimensional de macréfagos HD11 ndo-estimulados. Em C, quantificacdo dos
picos protéicos nos géis das células estimuladas e ndo-estimuladas com LPS.
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5. DISCUSSAO

Devido a complexidade da fisiopatologia da malaria, apesar de varios estudos
realizados e acumulos de dados, muitos aspectos envolvidos no desenvolvimento da
doenca ainda necessitam de esclarecimentos. Nesse contexto, modelos de estudos
em malaria tém sido desenvolvidos em macacos, ratos e camundongos, e embora
nenhum deles reproduza exatamente a malaria humana, diferentes modelos
mostram certos aspectos comuns com a infeccdo humana (LANGHORNE, 1994).

Dentre esses modelos experimentais podemos destacar alguns utilizados no
estudo de malaria com ou sem envolvimento cerebral. Por exemplo, P. knowlesi e P.
coatneyi em macacos cynomolgus sdo modelos de estudos em maléaria, porém em
macacos Rhesus induzem malaria cerebral, e ainda a infecgdo por P. coatneyi
nesses macacos reproduzem caracteristicas comumente associadas com a
patologia cerebral humana. Outro modelo experimental bastante utilizado e crucial
para o entendimento de eventos moleculares que levam a patologia cerebral é o
modelo murino produzido pelo P. berghei (descoberto em 1948). Grande numero de
espécies murinas € utilizado para estudos, mas somente o P. berghei (cepas ANKA
e K173) é responsavel pelo sequestro da microvasculatura, e causa malaria cerebral
(DE SOUZA & RILEY, 2002).

Modelos aviarios foram os primeiros modelos para a doenca em humanos, e
no periodo entre 1890 e 1940 tornaram-se bases dominantes de pesquisas
envolvendo biologia do parasito, imunologia da maléria e pesquisas quimioterapicas.
De todos os parasitos de aves, quatro espécies descobertas entre 1930 e 1940,
destacam-se com maior relevancia em estudos de maléaria: P. relictum, P.
cathemerium, P. gallinaceum e P. lophurae (SLATER, 2005).

Malaria aviaria em Gallus gallus infectados com P. gallinaceum pode ser
considerada um importante modelo para estudo dos mecanismos envolvidos na
patogénese da doenca como para desenvolvimento de novos alvos terapéuticos
(GARNHAM, 1966; KRETTLI et al., 2001; PERMIN & JUHL, 2002; WILLIAMS, 2005;
MACCHI et al., 2010). E interessante ressaltar que em varios momentos durante a
evolucdo da doenca encontramos aspectos que sdo semelhantes aos encontrados
em outros modelos experimentais, inclusive com os da maléaria humana.

Como um dos mecanismos envolvidos na patogénese da doenca é a resposta

imunolégica, com produgdo de mediadores como o NO (CLARK et al., 1991,
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LANGHORNE, 1994; KELLER et al., 2004), este trabalho demonstrou a infecgao
experimental de galinhas por P. gallinaceum apos tratamento in vivo com AG,
inibidor da producédo de NO, ressaltando sobrevida e producdo de NO no plasma e
por macrofagos derivados de monécitos do sangue periférico. O presente trabalho
também visa encontrar a enzima iINOS em macré6fagos de galinha (linhagem HD11)
para posterior uso no modelo aviario, uma vez que ndo existem marcadores
especificos para aves.

Trabalhos anteriores (PERMIN & JUHL, 2002; WILLIAMS, 2005; MACCHI et
al., 2010; MACCHI et al., 2013) demonstraram sintomas clinicos classicos de
maléria, além de alta mortalidade de galinhas durante a infec¢cdo experimental por P.
gallinaceum. Macchi et al. (2010) demonstraram lesfGes patoldgicas no cérebro
desses animais e ainda ativacdo do sistema imunoldgico detectada pela producéo
de NO por macréfagos derivados de mondcitos do sangue periférico.

O presente estudo mostrou maior taxa de sobrevivéncia do grupo tratado com
AG em relacdo ao grupo nao tratado, o que enfatiza a importancia da producéo do
NO na patogénese da doenca. Nossos resultados sugerem envolvimento do NO na
potencializacdo do quadro inflamatério da infeccdo malarica, que leva a morte,
observada nos animais nao tratados com AG, corroborando trabalhos anteriores em
camundongos (GHIGO et al., 1995, RUDIN et al., 1997; FAVRE et al., 1999) e em
galinhas (MACCHI et al., 2010; 2013), e ainda, em observacdo de cérebros post
mortem de malaria fatal por P. falciparum (MANEERAT et al., 2004. Esses
resultados fortalecem ainda mais o modelo aviario, indicando similaridade entre os
modelos estudados com diferentes hospedeiros e espécies de Plasmodium.

Quando comparamos nossos resultados com resultados de estudos em
camundongos, diferencas sdo encontradas quanto ao periodo do aparecimento da
parasitemia e consequente desenvolvimento da doenca. O nosso modelo mostra
uma acdo mais rapida do parasito em relacdo a infeccdo por P. berghei
(CARVALHO et al.,, 2000; WASSMER et al., 2003). Carvalho et al. (2000)
observaram o desenvolvimento da doenca em camundongos CBA/j infectados com
P. berghei ANKA a partir do 8° dia de infeccdo, portanto um pouco mais tarde
comparado com nossos resultados. Outros estudos demonstram que cerca de 80%
dos camundongos infectados com P. berghei desenvolvem a malaria cerebral entre
0 9° e o0 14° dia de infeccdo (BELNOUE et al., 2003). Nossos resultados

demonstram que cerca de 80% dos animais infectados morrem durante o periodo
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critico da doenca, enquanto animais infectados tratados com AG apresentam taxa
de mortalidade de cerca de 20%, corroborado por MACCHI et al. (2010) que
demonstraram um indice de mortalidade >90% em animais infectados sem qualquer
tipo de tratamento. Em 2013, MACCHI et al., mostraram mortalidade de 85% para
animais infectados nao tratados e cerca de 30% para animais tratados com AG,
apesar de, nesses animais, a AG suprimir o sistema imunolégico. Resultados
semelhantes foram observados em um trabalho com P. relictum em canérios
tratados com AG (BICHET et al., 2012).

Nossos resultados demonstram ainda niveis de nitrito aumentados no plasma
de animais ndo tratados em relacdo aos animais tratados com AG. Conforme
aumenta a parasitemia ha aumento dos niveis de nitrito nos animais néo tratados, o
gue ndo é mostrado em animais tratados com AG. Isso indica que o NO pode estar
envolvido na alta mortalidade observada nos animais néo tratados com AG.

O papel do NO na imunidade a malaria ja foi evidenciado, e € descrito com
atividade antimicrobiana sobre o estagio eritrocitico assexuado do parasito da
malédria (TAYLOR-ROBINSON & SMITH, 1999). TAYLOR-ROBINSON (1997)
observou que a ativacdo da via metabdlica L-arginina-NO exerce um efeito
antimicrobiano sobre P. falciparum, P. berghei e P. chabaudi. Ele mostrou que
concentracfes aumentadas de NO, possuem um efeito inibidor com posterior morte
do parasito em seu estagio assexuado. Além disso, CLARK et al. (1993) observaram
gue o NO possui um papel de controlar a parasitemia primaria, pois com seu efeito
vasodilatador, leva a um sequestro menos eficiente nos microcapilares, o que facilita
a remocao por macrofagos. Esses resultados podem explicar os menores niveis de
nitrito no plasma de animais tratados com AG com parasitemia elevada em relacéo
animais ndo tratados também em parasitemia elevada, observados em nossos
resultados.

No entanto, LEVESQUE et al. (1999) demonstraram uma relacdo inversa
entre producdo de NO e severidade da doenca apOGs observarem que niveis de
nitrato no soro e na urina e niveis de antigenos iINOS em células mononucelares de
sangue periférico em criangas com maléaria cerebral mostraram-se significativamente
reduzidos em relacdo ao observado em criancas saudaveis. BOUTLIS et al. (2004)
demonstraram em um estudo feito em Papua Nova Guiné, que producdo de NO e
atividade da NOS em criancas e adultos ndo tem associacdo com niveis de

parasitemia. Observaram ainda que niveis basais da producédo de NO e atividade da



46

NOS n&o possuem efeito protetor contra o parasito, 0 que contrasta estudos
anteriores que demonstraram efeito antiparasitico para o NO. Fato corroborado por
SOBOLEWSKI et al. (2005), que mostraram resisténcia a morte do P. berghei por
espécies reativas de oxigénio, entre elas, o NO.

Apesar de evidenciado, o papel do NO ainda é bastante controverso dentro
da infecgdo malarica, principalmente pelas varias isoformas de enzima e locais de
producdo (FORSTERMANN et al., 19940. No entanto, a producdo de NO pela
isoforma induzida da enzima parece ter um papel de destaque dentro da infeccéo
(CLARK et al., 1991; GHIGO et al., 1995; BOGDAN, 2001; BRUNET, 2001; MACCHI
et al.,, 2010; MACCHI et al., 2013). O NO produzido pelo sistema imunolégico em
resposta a infecgéo, potencializa o quadro de inflamagéao levando a maior ativagao
do endotélio, mediando assim a neurotoxicidade provocada pelo parasito na malaria
cerebral (HEARN et al., 2000; HUNT & GRAU, 2003; MANEERAT et al., 2004). Isso
pode explicar a maior sobrevida em animais tratados com AG.

A resposta imune do hospedeiro é modulada pela liberagdo de componentes
celulares apos exposicao patogénica. Uma ampla variedade de células é capaz de
produzir NO, que desempenha papel chave na resposta inata a infeccdo, quando
reativos intermediarios de nitrogénio e oxigénio atuam como moléculas efetoras para
matar patdgenos invasores (CRIPPEN et al., 2003). Macrofagos secretam grande
guantidade e variedade de citocinas e outras biomoléculas com importancia
imunoldgica, dentre elas reativos intermediarios de oxigénio e nitrogénio, geralmente
produtos da inducdo por estas citocinas (MACMICKING et al., 1997; DIL &
QURESHI, 2002; CRIPPEN et al., 2003). Em macrofagos o NO é produzido pela
INOS ativada geralmente pela resposta do sistema imune, durante um quadro de
infeccdo (BRUNET, 2001) e é considerado importante mediador da funcao efetora
de macrofagos. A maioria dos estudos para investigar a producdo de oxido nitrico
pelos macrofagos quantificam seus metabalitos, tal como o nitrito, ou a expresséo da
NOS.

Macrofagos peritoneais e linhagens celulares de macrofagos de galinhas sao
conhecidos por produzir nitrico 6xido (SUNG et al., 1991; HUSSEIN & QURESHI,
1997). Nesse contexto, investigamos a participacgdo do NO produzido por
macrofagos derivados de mondcitos do sangue periférico de animais tratados e néao

tratados com AG.
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Mostramos producdo de metabolitos de Oxido nitrico por mondcitos apoés
estimulagdo com LPS. Macréfagos obtidos de animais controles tratados ou nao
com AG demonstraram uma producdo basal de nitrito quando comparado com
macréfagos ativados com LPS. No entanto animais tratados com AG ndo tiveram
valores aumentados em macrofagos ativados com LPS, sugerindo que nesses
animais a iINOS esté inibida pela AG. Nossos dados demonstram ainda um aumento
gradativo na producdo de NO em animais infectados conforme aumento da
parasitemia. No entanto, isso néao foi observado para animais tratados com AG, onde
s6 em alta parasitemia apresentaram aumento dos niveis de nitrito, mas menor em
relacdo aos animais nédo tratados. Esses resultados contrastam com resultados
obtidos por BOUTLIS et al. (2003), que observaram baixa atividade da iNOS em
células monocucleares de individuos adultos em Papua Nova Guiné, mas estéo de
acordo com MACCHI et al. (2010) que observaram aumento na producéo de nitrito
em animais infectados com Plasmodium gallinaceum, mas sem nenhum tipo de
tratamento.

Outros achados que relacionam um aumento na atividade e expressao de
iINOS com o desenvolvimento da maléaria cerebral humana e morte foram mostrados
por WEISS et al. (1998). Estes resultados estdo corroboram com os encontrados em
nosso trabalho. A diferenca encontrada entre os macréfagos derivados de mondcitos
ativados com LPS e aqueles sem estimulo com LPS de animais infectados tratados
com AG sugere efeito sinérgico da estimulagcdo com LPS e infeccdo malarica. No
entanto, novos estudos relacionados a producdo de NO precisam ser realizados
para entender o mecanismo pelo qual isso ocorre.

Diante desse contexto, o trabalho investigou a ativacdo da isoforma INOS em
macrofagos de galinhas (HD11) visando obtencdo dessa enzima purificada para
posterior uso no modelo aviario, uma vez que nao existem marcadores para 0
modelo.

A linhagem celular HD11 € um virus da mielocitomatose de aves (MC29)
transformada em macréfagos de galinha, que tem sido caracterizada por expressar
fortemente receptores Fc, capacidade fagocitica e antigenos de superficie celular de
macrofagos (BEUG et al., 1979). Células HD11 tém sido usadas em estudos in vitro
de funcbes imunes de macréfagos de galinha (LILLEHOJ & LI, 2004; HE et al.,
2011).
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No presente estudo, os macréfagos de galinhas (células HD11) foram usados
induzir a expressao de iNOS. Células HD11 produzem NO quando estimuladas com
fatores antigénicos ou citocinas, como por exemplo, LPS de Escherichia coli. Essa
ativacdo resulta ainda na liberacdo de citocinas e outros mediadores inflamatorios,
incluindo a interleucina-12 e interferon (IFN), que permitem as células ativar
respostas imunes (HAN et al., 2009).

O aumento na atividade e expressédo de INOS pode ser confirmada pela
producdo do metabdlito nitrito nas células estimuladas com LPS, corroborando
trabalhos anteriores que evidenciaram aumento na producdo de NO apdes
diferentes estimulos (CRIPPEN et al., 2003; CRIPPEN, 2006; HAN et al., 2009; HE
et al., 2011).

ApOs separacdo proteica em gel de eletroforese 1D, houve surgimento de
uma banda proteica com peso molecular em torno de 130 kDa. A NOS
cataliticamente activa € um homodimero de hemoproteina, em seu estado nativo
(MARLETTA, 1993). O peso molecular varia de 110 kDa a 160 kDa, dependendo da
isoforma e do animal (GHAFOURIFAR & RICHTER, 1997; GHAFOURIFAR et al.,
1999). Quanto a forma induzida da NOS, algumas pesquisas chegaram a um valor
de 130 kDa a partir da purificacdo da iINOS de macrofagos murinos (HEVEL et al.,
1991; STUEBR et al., 1991).

Cada mondémero da NOS contém um dominio oxidase na sua extremidade
amino-terminal e um dominio redutase na sua extremidade carboxiterminal. O
dominio redutase contém sitios de ligacdo para cofatores redox NADPH, FMN, FAD
e CaM. Dois equivalentes redutores séo transferidos do NADPH, via FMN e FAD,
para o dominio da oxidase sob o controle do complexo Ca® * / CaM. O dominio
oxidase € o centro ativo da a reaccdo de oxidacdo (CAMPOS et al., 1995; GROVES
& WANG, 2000).

A enzima NOS ¢é particularmente interessante e complicada devido a
variedade de cofatores redox na atividade catalitica. CaM ativa NOS constitutiva por
influenciar o seu dominio redutase. Nesse contexto, NADPH é o redutor de todas as
reacbes da NOS (GROVES & WANG, 2000).

Estruturas formadas pela ligagdo do substrato a iINOS, eNOS e nNOS
mostram que ambos se ligam perto do grupo heme por uma rede de hidrogénios. No

entanto, essas estruturas formadas levantam as discussdes envolvendo os
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mecanismos das isoformas, mostrando as dificuldades de entendimento em alguns
deles propostos (TIERNEY et al., 2000).

Nossos resultados apOs separacdo proteica por eletroforese 2D mostram
proteinas com ponto isoelétrico semelhante a uma proteina com 65 kDa. De acordo
com trabalhos anteriores (MARLETTA, 1993; GHAFOURIFAR & RICHTER, 1997,
GHAFOURIFAR et al., 1999), a INOS é um homodimero em sua forma nativa, assim,
a proteina vista no gel 2D pode ser um mon6mero da iNOS produzida pelos
macréfagos HD11 quando estimulados pelo LPS.

Atividade da NOS no cérebro de rato foi detectada primeiramente no
prosencéfalo, onde muitos neurénios NADPH-diaforase positivos doram descritos
(KNOWLES et al.,, 1989). No cortex cerebelar as células granulares mostram
atividade de NADPH-diaforase. No entanto, a reacao é fraca, e as células granulares
nao sao coradas por imuno-histoquimica utilizando anticorpo especifico para
NADPH-diaforase. Este resultado sugere que o cerebelo possa conter uma isoforma
diferente daquela constitutiva com 150 kDa (ROSS et al., 1990).

A NOS pode produzir NO numa forma dependente de NADPH, em resposta a
alteracdes nas concentracdes intracelulares de calcio livre por conversédo de arginina
em citrulina (KNOWLES et al., 1989). A coexisténcia seletiva de imunoreatividade
com citrulina em neuronios NADPH-diaforase positivos €, portanto, consistente com
o fato de NOS ser uma NADPH-diaforase (HOPE et al., 1991), e assim, ser
detectada com a simples tecnica histoquimica e bioquimica da NADPH-diaforase.

Nossos resultados demonstram marcacdo para atividade diaforasica na
banda protéica obtida por separacdo em gel de eletroforese Nativo/PAGE para
células HD11 tratadas com LPS. A marcacao esta para uma proteina com cerca de
66 kDa. Como a iNOS é um dimero, sugere fortemente que essa banda proteica
represente uma subunidade da proteina, ou seja, 0 monémero da iNOS.

Nesse contexto, novos experimentos devem ser realizados para confirmacao
do tamanho da proteina, bem como suas propriedades de NADPH-diaforase para
posterior extracdo e purificacdo da isoforma iINOS, a partir de células HD11

estimuladas com LPS.
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6. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho podemos concluir que:

1. O mediador quimico oOxido nitrico esta envolvido na fisiopatologia da
maléria por Plasmodium gallinaceum em galinhas, pois em animais tratados com
aminoguanidina (inibidor da isoforma induzida da oxido nitrico sintase) foi observado
maior sobrevida, além de menores niveis de nitrito no plasma e em macréfagos

derivados de mondcitos do sangue periférico.

2. Linhagem de macréfagos de galinhas (células HD11) quando estimuladas
com LPS mostram producdo aumentada de Oxido nitrico, inferindo aumento na

expressao e atividade da isoforma induzida da éxido nitrico sintase.

3. Apés separacao proteica por gel de eletroforese, as células HD11
estimuladas com LPS mostram padrdo de expresséo proteica diferente das células
nao estimuladas, com aparecimento de uma banda proteica em torno de 130 kDa,
gue em gel de eletroforese 2D, mostra uma banda em torno de 66 kDa, com
atividade de NADPH-diaforase, sugerindo ser um monémero da isoforma induzida

da 6xido nitrico sintase.
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