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Resumo

As células NK secretam as citoquinas INF-gama e TNF-alfa — moléculas
associadas com a resposta imune mediada por células do tipo Th1 — em resposta
a infeccéo por Plasmodium e ainda respondem a indugéo pela IL-12, conseguindo
enfim, diminuir a mortalidade por P. chabaud..

Apesar de estudos comprovarem que as células NK e suas citoquinas tém
papel importante no controle imunoldégico da malaria, sabe-se que fatores
genéticos representam um dos maiores determinantes de resisténcia do
hospedeiro para infeccdo da malaria.

Para testar o papel das células NK na resposta imune contra malaria, foram
adotados dois modelos animais: a linhagem C.B-17 SCID/SCID, devido a auséncia
de células T e B, e camundongos C57BL/6 KO para interferon gama , que
apresentam o gene para interferon gama bloqueado.

Nesse trabalho, a capacidade dos animais SCID e KO para interferon gama
controlarem a infeccdo foi avaliada comparando-se a parasitemia entre eles;
Foram adotadas , como controle, as linhagens imunocompetentes BALB/c/Uni e
C57BL/6/Uni.

Esses animais foram infectados intraperitonealmente com 10° eritrécitos
parasitados com P. chabaudi da linhagem CR e tiveram sua parasitemia medida
em intervalos pré-determinados por varias semanas.

Tanto os animais SCID quanto os animais KO, mantiveram altos picos de
parasitemia, mesmo durante a fase crbnica da infecgdo. Os camundongos

imunocompetentes controlaram a infecgéao.
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Os resultados indicam que as células NK colaboram no controle da
infecgdo, diminuindo a parasitemia, porém a imunidade ao P. chabaudi nao
depende somente da producdo de interferon gama, podendo estar relacionada
também a fatores genéticos.

A malaria compromete o rim, ndo s6 pela deposi¢cdo de imunocomplexos,
pois os camundongos C.B17 SCID/SCID/Uni desprovidos de imunoglobulinas
também desenvolveram patologias renais: descamacgao das células tubulares,
trombose e necrose glomerular, observadas também em camundongos C57BL/6
KO. As alteragdes renais em C57BL/6 foram minimas, possivelmente em funcao

do genotipo resistente desta linhagem.
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Abstract

The NK cells secrete the citoquinas INF-gamma and TNF-alpha - molecules
associated with the immune protective mediated by cells of the type Th1 - in
response to infection for Plasmodium. Instead the induction of these cells with IL-
12 helps to reduce the mortality by P. chabaudi.

Although studies was related the NK cells and its citoquinas play a important
role in the control of the malaria, it is known that the genetic factors represent one
of the largest determinant of resistance by host infected by Plasmodium sp.

For testing the malaria immunity by NK cells, we have used two animal
models: the C.B-17 SCID/SCID because their absence of T and B cells and the
C57BL/6 animals which are deprived for interferon-gamma gene.

In this research, the capacity of both to control the infection was evaluated
comparing the parasitaemia among them, using the immunocompetent BALB/c/Uni
like a control animal. They were infected intraperitoneally with a dose of 10°
parasited red blood cells and the parasitaemia was determined in established
intervals for several weeks.

So the animals SCID as the animals KO have maintained high parasitemia
during chronic phase of the infection. The immunocompetents mice have
decreased the parasitemia level , controlling the infection. It could be concluded
that the NK cells collaborate to the malaria immunity reducing the parasitaemia;
however the data indicating they don't act alone and the resistance against the P.
chabaudi could be also a genetic factor.

The malaria affects the kidney, not only for the immunocomplex deposition,
because the mice C.B17 SCID/SCID/Uni unprovided immunoglobulins also
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developed renal pathologies: tubular cells exfoliation, thrombosis and necrosis in
the glomerulus, also observed in C57BL/6 KO Interferon-gamma animals. It was
not observed kidney alterations in C57BL/6 probably because resistant genotype.
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1. Introducao

1.1 Malaria

A malaria € uma doenga que ocorre nas areas tropicais e subtropicais do
mundo.

Os agentes etiolégicos da malaria humana sdo: Plasmodium falciparum,
Plasmodium vivax, Plasmodium malariae e Plasmodium ovale.

O P. falciparum se encontra nas regides tropicais; P. vivax em zonas
tropicais e subtropicais; P. malariae pode ser encontrado de maneira esporadica
ao redor do mundo. P. ovale se encontra na Africa, mais precisamente nas regides
central e oeste, assim como em algumas ilhas do Pacifico. No Brasil ocorrem
apenas as espécies P. malariae, P. vivax e P. falciparum, sendo esta ultima a
forma letal. Além disso, essa espécie possui linhagens resistentes aos
medicamentos atuais (www.cdc.gov).

Os plasmaddios sao transmitidos por insetos da ordem Diptera da familia
Culicidae pertencentes ao género Anopheles. Este género compreende cerca de
400 espécies, das quais apenas reduzido numero tem importancia para a
epidemiologia da malaria, em cada regido. No Brasil, cinco espécies sao
consideradas como vetores principais: Anopheles (Nyssorhynchus) darlingi, A. (N.)
aquasalis, A. (N.) albitarsis, A. (Kerteszia) cruzi e A. (Kerteszia) bellator
(www.cdc.gov).

Durante o repasto sanguineo, o mosquito fémeo do género Anopheles
inocula esporozoitas no hospedeiro humano. Uma vez inoculados, os
esporozoitas deixam rapidamente o tecido subcutaneo e entram na corrente
circulatoria, onde permanecem livres durante cerca de meia hora. Ao deixarem a
circulagao, os esporozoitas penetram nas células hepaticas, onde multiplicam-se
por processo esquizogOnico resultando na formagdo dos esquizontes, que ao se
romperem, liberam esquizoitas. Os esquizoitas invadem eritrocitos e passam a
forma trofozoita, para entdo amadurecer e reproduzir novamente por
esquizogonia: o nucleo sofre divisdo e os nucleos filhos sdo chamados de

esquizoitas; o conjunto de esquizoitas denomina-se esquizonte ou meronte. O



eritrocito se rompe deixando os esquizoitas livres. Alguns desses parasitas voltam
a invadir hemacias e outros evoluem e se diferenciam na forma sexual —

gametaocitos (www.cdc.gov).

Os gametaocitos, masculino (microgametaocitos) e feminino
(macrogametocitos), sdo ingeridos por uma fémea Anopheles durante o repasto
sanguineo. A multiplicagao do parasita dentro do mosquito € conhecida como ciclo
esporogbnico. No intestino médio do mosquito ocorre a fecundagéo. Os zigotos
formados tornam-se moveis e alongados (oocinetos) e apos invadirem a parede
intestinal do mosquito desenvolvem-se em oocistos. Esporozoitas saem
gradualmente dos oocistos através de pequenas perfuragdes e se dirigem até as
glandulas salivares do inseto. A inoculagdo dos esporozoitas em novos
hospedeiros humanos perpetua o ciclo de vida do Plasmodium (Sinden, 1974).

A malaria € um dos maiores desafios de Saude Publica que conturba o
desenvolvimento dos paises mais pobres no mundo e chega a atingir 40% da
populacdo de mais de 100 paises. Segundo a OMS, sao registrados no mundo
aproximadamente 300-500 milhdes de casos € 1 milhdo de mortes por malaria a
cada ano. Criangas menores de cinco anos e mulheres gravidas sao os principais
grupos de risco nas areas endémicas. Deste numero alarmante, 90% se concentra
na Africa e os outros 10% estdo distribuidos nas Américas Central e do Sul,
Sudeste Asiatico e llhas da Oceania.(RBM — OMS)

Na América Latina, o maior numero de casos (99%) € verificado na
Amazobnia Legal, divisdo politica do territério nacional que engloba nove Estados:
Amazonas, Para, Acre, Roraima, Rondbnia, Amapa, Mato Grosso, Tocantins e
Maranh&o, dos quais 78% dos casos relatados referem-se ao P. vivax e 22% ao P.
falciparum. Na Amazénia a Incidéncia Parasitaria Anual (IPA) nos anos de 1999,
2000 e 2001 foi de 31,0, 30,3 e 18,8 casos por mil habitantes,
respectivamente.(Funasa-2002)

Na regido extra-amazonica sdo notificados apenas 1% do total de casos de
malaria do Brasil. Deste 1%, 92% sé&o importados dos estados da area endémica e
paises da Africa. Casos autéctones esporadicos ocorrem em areas focais restritas
desta regido. Em 2000, o coeficiente de letalidade por malaria foi de 16,45 &bitos



por 1000 casos, enquanto na regido Amazonica foi de 0,37/1000. Isto significa que
na regido extra-amazonica este indicador € 45 vezes maior. O Obito nesta regido
ocorre, geralmente, em pessoas que vindo infectadas de paises africanos e
estados da Amazdnia, nao recebem o diagndstico e tratamento precoce conforme
preconizado.(Funasa-2002)

Populagdes de areas endémicas para malaria sdo continuamente expostas
a mosquitos infectados durante as estagdes de transmissdo. Mesmo recuperados
de suas infecgdes primarias, muitos individuos sdo susceptiveis para reinfeccao e
tornam-se semi-imunes durante sucessivos episédios de infec¢cdo. Pode-se levar
muitos anos para estabelecer protecdo hiperimune capaz de prevenir doenga

clinica (www.cdc.gov).

Os parasitas da malaria demonstram extensiva diversidade antigénica e
ainda sofrem variag&do antigénica. A imunidade para malaria em uma diversidade
de hospedeiros, inclusive humanos, € marcadamente espécie-parasita, linhagem e
variante especifica, no entanto um grau de resisténcia-cruzada é relatado em
alguns casos. Esses sdo fatores que podem explicar parcialmente a
susceptibilidade observada para reinfeccdo em humanos, justificando importantes
consideragcdes na interacdo hospedeiro-parasita e também no desenho e
aplicacdo de vacinas efetivas. Estudo da dindmica e eficacia relativa de resposta
imune reativa-cruzada e especifica ocorrendo durante infecgdao primaria e

reinfeccdo €, portanto, particularmente relevante (Mota et al 1998).

1.2 Plasmodium sp em murinos

Dos plasmodios de roedores, P. berghei é a espécie mais amplamente
estudada. Foi isolada em 1948 por Vincke e Lips na vizinhanga de Elizabethville
(agora Lubumbashi) em Katanga — Zaire, das glandulas salivares da espécie
silvestre Anopheles dureni millcampsi e posteriormente do sangue do rato silvestre
Grammomys surdaster.

Em 1952, Vincke isolou uma segunda espécie de plasmdédio das glandulas
de A. d. millcampsi morfologicamente diferente de P. berghei, que foi chamado de



P. vinckei por Rodhain (1952). Em 1955, Bruce — Chwatt e Gibson fizeram a
primeira observacéo de malaria de roedor fora de Katanga. Eles descreveram um
parasita semelhante ao P. vinckei em um esfregaco de sangue de roedor
identificado como Praomys jacksoni, capturado no oeste da Nigéria. London e
Chabaudi (1965) descobriram parasitas semelhantes ao P. berghei e P. vinckei no
sangue de espécimes do rato silvestre, Thamnomys rutilans na Republica Central
Africana, marcando o inicio de um periodo de rapido aumento na prevaléncia de
malaria murina. Parasitas semelhantes ao P. berghei e P. vinckei foram
descobertos proximos a Brazzaville por Adam e colaboradores em 1966. Em 1967,
Killicki — Kendrick reconfirmaram a existéncia dos parasitas semelhantes a P.
vinckei que Bruce — Chwatt's observaram na Nigéria e isolaram um parasita
semelhante ao P. berghei na mesma regiao (1968) (Carter & Diggs, 1977).

AplOs a descoberta dos parasitas da malaria murina, a taxonomia dos
plamddios tornou-se confusa, até o reconhecimento de quatro espécies distintas:
Plasmodium berghei, Plasmodium yoelii, Plasmodium vinckei e Plasmodium
chabaudi, representadas por duas ou mais sub-espécies cada, com exceg¢ao do P.
berghei (Carter & Diggs, 1977):

e P. vinckei: P. vinckei vinckei (Rodhain, 1952), P. vinckei petteri
(Carter e Walliker, 1975), P. vinckei letum (London, Michel, Adam e Boulard,
1970), P. vinckei brucechwatti (Killicki — Kendrick, 1975), P. vinckei subsp.
(Lainson, 1983).

e P. yoelii: P. yoelii yoelii (London e Killicki — Kendrick, 1966), P. yoelii
killicki (London, Michel e Adam, 1986), P. yoelii nigeriensis ( Killick — Kendrick,
1973)

e P.chabaudi: P.chabaudi chabaudi (London,1965), P.chabaudi adami
(Carter e Wallicker, 1976)

O corrente sistema de classificagdo adota os seguintes critérios:

a) Morfologia dos parasitas no estagio sanguineo;

b) Caracteristicas de esporogonia incluindo temperatura de
transmissao, tamanho dos oocistos maduros e tamanho do esporozoito;

c) Velocidade de crescimento e tamanho do estagio pré-eritrocitico;



d) Mobilidade eletroforética de enzimas dos parasitas do estagio

sanguineo (Carter & Diggs, 1977).

Os plasmodios de roedores s&o divididos dentro de dois grupos: o grupo
berghei — P. berghei e P. yoelii e o grupo vinckei — P. vinckei e P. chabaudi. As
similaridades entre os dois grupos s&o avaliadas em multiplos aspectos, incluindo
a morfologia dos parasitas no estagio sanguineo, padrao de protegdo cruzada,
sorologia e polimorfismo enzimatico (Carter & Diggs, 1977).

Na infecgdo por plasmoédios do grupo vinckei, as formas trofozoitas sdo
observadas em eritrécitos maduros e a invasdo multipla de células sanguineas
ocorre em infecgdes crénicas, em altas parasitemias.

Em esfregaco de sangue do P. chabaudi chabaudi corado com Giemsa, o
trofozoita pode apresentar massas nucleares com cromatina dupla ou simples. O
numero de trofozoitas aumenta durante a manha e volta a predominar no final da
tarde. A infeccdo em camundongos e ratos silvestres é sincrénica, com uma
periodicidade de 24 h.

No estagio sanguineo do P. chabaudi o trofozoita jovem desenvolve-se
apos o estagio de anel; o vacuolo central é perdido e o parasita torna-se
fracamente amebodide, sendo que raramente excede a metade do didmetro da
célula hospedeira. Com o progresso da esquizogonia o parasita torna-se
condensado e o eritrocito escurecido. Em esfregago sanguineo fixado, os
merozoitas muitas vezes parecem separar dos restos do esquizonte. Os
esquizontes sdo os menores das especies de Plasmodium murino, normalmente
produzindo entre quatro e oito merozoitas, no entanto, grandes numeros (acima
de 16) podem ser observados.

Ambas sub-espécies de P. chabaudi, Plasmodium chabaudi chabaudi e
Plasmodium chabaudi adami, podem ser transmitidas em laboratério por
Anopheles stephensi mantido a 24° - 26°C (Killick-Kendrick & Peters, 1978).

Oocistos maduros alcangam um didmetro aproximadamente de 50 um. O
tamanho médio dos esporozoitas de P. chabaudi varia de 11um a 13um e o

diametro médio do esquizonte maduro € de aproximadamente 37um.



As duas subespécies de P. chabaudi sao realmente idénticas pela maioria
dos critérios, porém s&o consideradas distintas pelo polimorfismo enzimatico no
estagio sanglineo do parasita. Ambas subespécies tém uma forma comum de
Glutamate Dehydrogenase (GDH — 5), mas diferem nas formas de Glycosyl
Phosphatidyl Inositol (GPI), Glucose-6-Phosphate Dehydrogenase (6PGD) e, mais
notavelmente, Lactate Dehydrogenase ( LDH) (Carter & Diggs, 1977):

e P. chabaudi chabaudi: GPl - 4; 6PGD -2,3e7;LDH-2,3,4 e5.

e P. chabaudi adami: GPI| - 8; 6PGD - 2; LDH -8 e 10.

A enorme gama de drogas resistentes e a caréncia de uma vacina eficaz
contra o agente letal causador da malaria, Plasmodium falciparum, vem induzindo
a pesquisa sobre os mecanismos de protecdo do hospedeiro contra este

protozoario.

1.3 Modelos animais x Plasmodium chabaudi chabaudi

A malaria desenvolvida em roedores € util na pesquisa cientifica, pois a
cada escolha de modelo hospedeiro e linhagem de parasita pode simular modelos
bem parecidos com a doenca humana. O P. chabaudi chabaudi tem sido muito
adotado pelos pesquisadores como um modelo para estudar imunidade adquirida
para o estagio eritrocitico do parasita da malaria, pois € um parasita de roedor
equivalente ao P. falciparum. Deste modo, normalmente infecta eritrocitos
maduros, sofre sequestramento, embora os eritrocitos infectados com estagio
assexuado maduro nao mostra “knobs” e o parasita n&do fica sequestrado no
cérebro, mas predominantemente no figado. Em seguida a recuperagdo da
parasitemia primaria aguda, existe uma ou mais recrudescéncia em camundongo
de laboratério (Phillips et al 1994).

A cepa Plasmodium chabaudi chabaudi CR, ndo-letal, representa a malaria
experimental de auto-controle, apropriada para estudos de imunidade em estagio
sanguineo (Garnica et al 2002) e estudo das lesdes histopatologicas na fase

cronica.



Varias linhagens de camundongos tém sido adotadas na pesquisa da
malaria experimental. A susceptibilidade das linhagens de camundongos ao P.
chabaudi varia de acordo com o genoma do hospedeiro. Desta forma, de acordo
com Fortin et al (2002), as linhagens A/J, BALB/c, AKR, DBA/1, C3H/Hed, SJL e
129/ICR séao susceptiveis para P. chabaudi, enquanto que as linhagens C57BL/6,
B10. A, CBA, DBA/2 e C57L sao resistentes ao P. chabaudi.

A linhagem de camundongo SCID é proveniente de uma mutag&o recessiva
gue ocorre no cromossomo 16 e foi identificada por Bosma et al, em 1983. Esta
sindrome foi observada pela primeira vez em criangas em meados de 1950, sendo
posteriormente identificada também em cavalos arabes (Bosma et al 1983). Esta
mutacédo faz com que os camundongos apresentem auséncia de imunidade por
células T e B, resultante da atividade defeituosa da recombinase VDJ. As células
pro-B aparecem na medula éssea, mas nao se desenvolvem em pré B e células B.
No timo sdo encontrados precursores de linfécitos T, mas ndo sdo encontradas
células CD3+ funcionais.

Estudos demonstraram que a imunidade na malaria depende de células T e
células B malaria-especifica e seus respectivos anticorpos, onde células T
regulam a fase inicial da infecgdo e as células B e anticorpos se encarregam de
finalizar a infeccdo (Meding & Langhorne, 1991).

Mota et al (1998) em seus estudos sobre infecgdo por P. chabaudi em
camundongos imunodeficientes, sugeriram que o desaparecimento do parasita
apés o primeiro pico de parasitemia é independente de célula B. Esses autores
ainda propuseram que macrofagos ativados por células T secretam mediadores
que sado diretamente citotoxico para parasitas intraeritrociticos. Langhorne et al
(1998) também demonstraram que as células B ndo sdo essenciais para a
producao inicial de células T em infecgcbes malaricas, mas que desenvolvem um
papel fundamental na inducéo de resposta Th2 e finalizacdo da resposta Th1.

A importancia das células T CD4+ na resolugdo do estagio sanguineo da
infecgéo por P. chabaudi (AS) tem sido estabelecida com base na incapacidade do
camundongo nude, camundongo SCID e camundongo deficiente de célula T CD4+

em controlar a infecgdo (Larghorne et al 1998). O mecanismo pelo qual as células



T CD4+ fornecem protecdo imune tem sido o alvo de recentes e intensivas
investigagdes. Com base no padrdo de produgao de citoquinas e na habilidade em
promover ajuda para as células B, foi demonstrado que células T CD4+
correspondem ao tipo inflamatorio ou subconjunto Th1, que predominam durante a
fase aguda ou inicial, seguida pelo aparecimento, durante a fase crénica ou tardia
da infeccao, das células Th2 que sao capazes de induzir a produg¢ao de anticorpos
Plasmodium-especifico e citoquinas como 1l-4 e IL-10 (Stevenson et al 1995;
Phillips et al 1998; Linke et al 1996). Conclusbes similares foram alcangadas por
Taylor-Robinson em 1993 pela demonstracdo de que clones de células T
derivadas de camundongo infectado na fase aguda eram do tipo Th1 e clones
derivados de camundongo reinfectado eram do tipo Th2.

Além dos linfécitos T CD4+, Linfécitos T CD8+ também contribuem para o
desenvolvimento de imunidade adquirida para infeccdo com Plasmodium chabaudi
AS. Nos estudos realizados por Podoba & Stevenson, 1991, a deplecao de células
T CDA4+ resultou em um significante aumento da parasitemia ja no 7° dia da
infecgdo. Em contraste, na auséncia de linfécitos T CD8+ a infecgdo aguda com P.
chabaudi AS foi definitivamente resolvida. No entanto, duas crises recorrentes de
parasitemia foram observadas durante a fase de eliminag&do, que requisitou mais
de 5 semanas em vez de 4 semanas caracteristica dessa infeccdo em C57BL/6,
demonstrando entdo a contribuicdo que o linfécito T CD8+ exerce para a
imunidade adquirida desse parasita.

Camundongos deficientes para o receptor INF-y e camundongos deficientes
em IL-4 foram infectados com P. chabaudi chabaudi (AS) para analise do papel
das respostas Th1 (INF-y) e Th2 (IL-4); alta mortalidade e dificuldade para reduzir
a parasitemia primaria foram observados nos camundongos deficientes em
receptor para INF-y. Os camundongos deficientes em IL-4 controlaram a infecgéo
primaria de maneira similar ao camundongo controle e ndo se observou
mortalidade (Favre et al 1997). Portanto, pode-se dizer que respostas mediadas
por INF- vy (Th1) sdo cruciais para o desenvolvimento de protecdo imune para
infecgédo primaria de P. chabaudi e a auséncia de IL-4 (Th2) n&o altera a autocura
da infeccao (Balmer et al 2000).



As células NK, definidas como células citotoxicas que tém a morfologia
predominante de grande linfécito granular, possuem a habilidade de secretar as
citoquinas INF-gama e TNF-alfa em resposta a infeccdo por parasitas
intracelulares e ainda respondem a indugao pela IL-12. As células NK s&o células
efetoras da resisténcia inata contra agentes infecciosos (Scott et al 1995).

Varias pesquisas (Mohan et al 1997; Stevenson et al 1995; Su & Stevenson
2002) demonstraram que a linhagem de camundongo susceptivel (A/J) a malaria
pode ser protegida contra a cepa letal de P. chabaudi (AS) pelo tratamento com
IL-12, pois esta molécula esta associada com o aumento da producado de INF-
gama, TNF-alfa e NO, moléculas associadas com a resposta imune mediada por
células do tipo Th1. A linhagem A/J apresenta resposta imune predominantemente
Th2, enquanto que outra linhagem resistente, C57BL/6, apresenta resposta imune
tipo Th1.

Seixas et al 2001, comprovaram a capacidade de células dendriticas
produzirem TNF-alpha dentro de 30 minutos de exposi¢ao aos esquizontes de P.
chabaudi chabaudi independentemente de células T ou NK. Portanto, o estagio
eritrocitico deste parasita ativa células dendriticas diretamente, propiciando a
rapida ativagao de células Th1 e indugcao de imunidade.

Apesar de estudos comprovarem que as células NK e suas citoquinas tém
papel importante no controle imunoldégico da malaria, sabe-se que fatores
genéticos representam um dos maiores determinantes de resisténcia do
hospedeiro para infecgcdo da malaria. Estudos sobre o modelo P. chabaudi AS
usando analise genética, mostraram que a atividade da célula NK e a resisténcia a
esse parasita segregam independentemente (Skamene et al 1983).

1.4 Histopatologia Renal na malaria

Os aspectos clinicos da malaria humana causada pelas quatro espécies de
Plasmodium sao: acessos de febre, anemia e, em casos severos, danos
isquémicos ao cérebro e rins causados pela hemolise e obstrugao capilar pelas
hemacias parasitadas. Citocinas como o TNF, podem promover as lesdes

vasculares da malaria cerebral humana (Abbas et al 1995).
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Além dos danos que os parasitas causam ao hospedeiro, muitas respostas
imunes tém acgao patoldgica. Na malaria, o numero e a atividade aumentados dos
macrofagos e linfocitos no figado e no bago levam ao aumento de tamanho
desses orgaos. A formagao de imunocomplexos € comum e eles podem depositar-
se nos rins, como na sindrome nefrotica da malaria quartd (Roitt et al 1999).
Histopatologicamente ha uma glomerulonefropatia proliferativa com células
endoteliais e mesangiais aumentadas. Ward & Kibukamusoke (1969), com
técnicas de imunofluorescéncia, encontraram IgM, 1gG, IgA, complemento, fibrina
e antigenos malaricos nos glomérulos de pacientes que desenvolveram doenca
renal e sindrome nefrotica seguindo malaria quartad. Eles notaram que IgM foi a
imunoglobulina dominante (Kreier 1980).

As mudangas patolégicas nos rins de pacientes com malaria por P.
falciparum dependem do estagio da doenca e da severidade da infecgdo. Spitz
(1946), Berger et al (1967), Hartenbower et al (1972) e Bhamarapravati (1973)
descreveram hipercelularidade, expansdo mesangial glomerular, adesdo da
capsula de Bowman, infiltragdo de leucdcitos polimorfonucleares e intenso ou
moderado espessamento de membrana basal glomerular. Este ultimo autor,
usando imunofluorescéncia, estudou dez materiais provenientes de bidpsias de
pacientes com P. falciparum e encontrou finos depdsitos granulares nas areas
mesangiais e ocasionalmente ao longo do lado lumial dos capilares glomerulares.
Os granulos consistiram primariamente de IgM (9/10 casos), B1C (8/10 casos) e
IgG (3/10 casos). IgA foi identificado apenas em um caso, bem como antigeno de
P. falciparum. Com base nesses achados, pode-se afirmar que complexos imunes
estdo envolvidos na origem de lesdes glomerular associadas com infec¢ao por P.
falciparum em humanos (Kreier, 1980).

Alteracdes tubulares renais pronunciadas foram relatadas em pacientes
com malaria falciparum por Boonpuckavis & Sitprija (1979). Observou-se inchago
do epitélio tubular e, em rins afetados severamente, degeneragcdo e necrose.
Mudancas sdo mais evidentes nos tubulos contorcidos distais do que nos
proximais (Kreier 1980).
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Greenwood & Voller (1970) foram os primeiros pesquisadores a discutirem
a patologia renal em camundongos infectados com P. berghei na Nova Zeléandia.
Embora diversas descobertas interessantes foram relatadas por esses autores,
infelizmente, devido ao desenvolvimento espontdneo de nefropatia e a
possibilidade de uma infeccdo com virus latente nos camundongos, eles nao
obtiveram sucesso nos estudos (Kreier 1980).

Geralmente os camundongos desenvolvem glomerulonefrite aguda durante
infecgdo plasmodial, similar as glomerulonefrites falciparum aguda. Alguns
desenvolvem lesdes que lembram aquelas da sindrome nefrética em P. malariae.
Histologicamente a lesdo glomerular consiste de proliferacdo celular mesangial,
hipertrofia das células mesangiais, infiltragcbes de células polimorfonucleares e
espessamento da membrana basal glomerular. Pigmentos de hemossiderina nas
células tubulares proximais podem ser observados (Kreier 1980).

Vuong et al (1999) observaram patologias renais em camundongos
infectados com qualquer das trés espécies de Plasmodium murino — P. chabaudi
chabaudi, P. vinckei petteri e P. yoelii nigeriensis, e descreveram as seguintes
alteragdes: congestdo, hemorragia, edema, proliferagcdo de células mesangiais,
necrose glomerular, necrose tubular, trombose glomerular, granuloma linféide e
infiltrado linfocitico.

Musoke et al (1977) observaram que infeccdo com P. chabaudi em rato
além de desenvolver anemia e esplenomegalia, desenvolveu também doenca
renal caracterizada por inchago dos tufos glomerulares e hipercelularidade
mesangial; areas de necrose focal foram raramente vistas; adesdo da parede da
capsula e também descamacido do epitélio tubular foram observados. Essas
mesmas alteragcbes foram observadas em camundongos infectados por P.
chabaudi AS (Andrade et al 1991).
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2. Objetivo Geral

Estudar a importancia das células NK no controle do Plasmodium chabaudi
em camundongos mediante a comparagao da parasitemia, apds inoculagdo do
parasita, em 4 linhagens de camundongos: BALB/c/Uni, C.B17 SCID/SCID/Uni,
C57BL/6 Knockout (KO) para interferon-gama e C57BL/6/Uni.

2.1 Objetivo especifico

Estudar as lesbes renais provocadas pelo P. chabaudi chabaudi linhagem
CR em camundongos BALB/c/Uni, C.B17 SCID/SCID/Uni, C57BL/6 Knockout (KO)
para interferon-gama e C57BL/6/Uni.

3. Material e Métodos

3.1 Camundongos. Camundongos machos livres de patdogenos especificos, com

6 a 8 semanas de idade, provenientes do CEMIB/Unicamp e isogénicos das

linhagens:

- BALB/c/Uni (48 animais) — imunocompetentes susceptiveis ao Plasmodium sp;

- C.B17 SCID/SCID/Uni (12 animais) — desprovidos de imunidade por células T e
B;

- C57BL/6 knockout (KO) para interferon gama (4 animais);

- C57BL/6/Uni (3 animais) — imunocompetentes resistentes ao Plasmodium sp.

3.2 Plasmodium chabaudi chabaudi CR. A linhagem de P. chabaudi chabaudi
(CR) foi cedida pelo Prof. Dr. Heitor F. Andrade Junior do Instituto de Medicina
Tropical de S&o Paulo. Um camundongo de padrdo sanitario desconhecido da
linhagem C57BL/6 foi a fonte de P. chabaudi. Os parasitas foram mantidos
mediante passagens semanais sucessivas no camundongo BALB/c Uni por 12
semanas antes da infeccdo do SCID e KO. Apds este periodo um “pool” de células
sanguineas foi coletado da veia da cauda dos animais, para o preparo do inéculo
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em solugdo NaCl 0,15 M. A contagem destas células foi realizada em camara de
Neubauer sob microscopia de fase.

A manutencédo do P. chabaudi chabaudi CR foi realizada em camundongo
macho BALB/c/Uni através de repiques semanais com indculo de 10" hemacias
parasitadas, no interior do isolador. Amostras de esfregacos também foram
coradas pelo Giemsa, para avaliacdo das formas de Plasmodium.

Os camundongos do experimento foram infectados com 10° parasitas
(hemacias parasitadas + parasitas livres) mediante injecao intraperitoneal.

3.3 Manutencao dos animais em unidade Isoladora de PVC. Os camundongos
infectados foram mantidos em unidade isoladora de plastico flexivel(LNF — Ind. &
Com. Ltda.), de pressdo positiva, com 16 a 18 trocas de ar por hora, no
Departamento de Parasitologia da UNICAMP. Nesta unidade é utilizado motor de
insuflamento, de forma que se alcance no seu interior uma pressao de 2 a 4 mm
de coluna de agua acima da pressdo atmosférica normal. Isto garante uma
protecdo contra a entrada de ar externo, mesmo na existéncia de um pequeno
vazamento, possibilitando um ambiente livre de contaminagdo. A unidade
isoladora € dotada de filtro absoluto com eficiéncia de 99,99% na retencdo de
particulas de 0,3 micron. O material necessario para a manutengao dos animais
(gaiolas, tampas, racdo, agua, maravalha, bebedouros, pingas etc) foi
devidamente submetido a processos de esterilizacdo em autoclave, conforme
normas de procedimentos adotados pelo CEMIB. A troca das gaiolas, reposigao
hidrica e de ragao foi realizada uma vez por semana. A entrada de materiais no
isolador foi sempre precedida pela nebulizacdo, sob pressao, com acido
peraceético diluido 1:3, no porto de passagem, submetendo o material a esta
atmosfera durante 30 a 40 minutos. Da mesma forma, apds a retirada de qualquer
insumo ou animal do interior do isolador, realizou-se a desinfec¢do do porto de
passagem. O transporte de animais retirados do CEMIB foi realizado embalando-
se cada gaiola com saco plastico autoclavavel. O tempo maximo de permanéncia
dos animais durante o transporte foi de 2 hora. Os animais recém-chegados

foram alojados no porto de passagem dentro das respectivas gaiolas embaladas
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em saco plastico autoclavavel, previamente borrifadas com uma mistura de
Améneo Quaternario, 0,5% e alcool 70%. Os animais ingressaram com as
respectivas gaiolas, racdo e bebedouro no interior do isolador. Apos
aproximadamente 10 minutos da exposi¢cdao ao vapor de acido peracético, as
gaiolas foram alojadas no corpo do isolador. A infec¢cdo e a coleta de material

para determinacéo de parasitemia foram realizadas dentro do isolador.

3.4 Determinagao da Parasitemia. Amostras de 20 ul de sangue foram coletadas
com micropipeta mediante sec¢ao da ponta da cauda do camundongo infectado. A
coleta se deu em intervalos semanais até a 6 semana de infeccdo. Apds este
periodo, os intervalos para determinacdo da parasitemia foram de 15 dias. Para a
contagem de parasitas, o sangue foi diluido 1000 x em NaCl 0,15 M. As células
vermelhas parasitadas e os parasitas livres foram contados em camara de
Neubauer sob microscopia de fase (Apéndice B). Os valores foram expressos em

ndmero de hemécias parasitadas x 10%/mil.

3.5 Monitoramento imunolégico da linhagem C.B-17 SCID/SCID/Uni. A
classificacdo dos animais homozigotos C.B-17 SCID/SCID/Uni ou heterozigotos
deu-se pelo teste Dot-Elisa para imunoglobulinas. (Alves et al 2002).

3.6 Mouse Antibody Production (MAP - teste). Considerando que a linhagem
do Plasmodium chabaudi chabaudi (CR) foi proveniente de manuteng¢do “in vivo”
em animais com padréo sanitario desconhecido (Instituto de Medicina Tropical de
S&o Paulo), tornou-se necessario avaliar os patdogenos associados ao parasita.
Desta forma, os camundongos imunocompetentes foram avaliados quanto a
presencga de 11 antigenos de patdogenos murinos (MHV-3, TMEV-GDVII, SENDAI,
MVM, LCM, Ectromelia, Adenovirus, Rotavirus, Reovirus tipo 3, Mycoplasma
pulmonis e Toxoplasma gondi)). Os camundongos SPF inoculados com o
Plasmodium foram mantidos em isoladores por mais de 60 dias e o respectivo
sangue coletado apds sacrificio para analise soroldgica de patdogenos murinos
pelo Laboratério de Controle de Qualidade do CEMIB.
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3.7 Avaliagcao histopatoléogica da infeccao por Plasmodium chabaudi
chabaudi. Os camundongos das linhagens em estudo foram sacrificados por
deslocamento cervical, em diferentes etapas da infeccdo. Em seguida coletou-se o
sangue e procedeu-se a retirada dos rins para fixagdo imediata em Bouin aquoso,
e apos inclusdo em parafina, realizou-se o processamento de cortes histologicos
de 5 um no micrétomo (AO). As laminas foram coradas pela Hematoxilina —
Eosina.

A descricao das lesdes renais foi realizada principalmente na fase crénica
da doenca, apds a décima -quinta semana de infeccgio.

Os parametros indicadores de lesbes observadas no rim incluiram
congestdo, edema com adesdo da capsula de Bowman, hipercelularidade
mesangial, destruicdo parcial ou total do glomérulo e necrose tubular — células
tubulares do tubo contorcido proximal (TCP) perdem sua borda em escova ou

esfoliam no lume enquanto a membrana basal permanece intacta.

3.8 Mortalidade. No decorrer do experimento, registrou-se o numero de animais
mortos nos grupos de camundongos experimentais BALB/c/Uni, C.B-17
SCID/SCID/Uni, C57BL/6 KO para interferon gama.

3.9 Fotomicrografias. As |laminas coradas foram examinadas sob microscopia
comum e fotografadas em Microscopio Zeiss AXIOPLAN, acoplado ao
microcomputador com software AXIOPHOTO 2. Os filmes utilizado foram KODAK

Prolmage 100 e Ektachrome.

3.10 Estatistica. Os valores da parasitemia dos trés grupos de animais
(BALB/c/Uni, C.B-17 SCID/SCID/Uni, C57BL/6 KO) no intervalo das seis primeiras
semanas foram submetidos a Analise de Variancia de Medidas Repetidas e o
teste de Duncan, executados pelo programa estatistico SAS (SAS Institute 1987).
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4. Resultados

4.1 Parasitemia e Mortalidade

A maior parasitemia da linhagem C.B-17 SCID/SCID aconteceu por volta da
6 semana e uma recrudescéncia foi observada na 12" semana (Apéndice C -
Figura 5).

A maior parasitemia de plasmodio em camundongos BALB/c/Uni aconteceu
na 10" semana (Apéndice C — Figura 6).

A analise estatistica comparativa entre as linhagens BALB/c e SCID nas
primeiras 6 semanas de infeccdo permitiu constatar a capacidade do animal
competente em controlar a parasitemia na 6" semana (Figura 1).

125-
Il SCID/Uni
1004 I BALB/c/Uni
754

Parasitemia (1 08)
g

N
A
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2 3 4 5 6
Semanas de infecg¢ao

Figura 1- Média e erro padrao dos valores de parasitemia em camundongos BALB/c/Uni e C.B-17
SCID/SCID durante 6 semanas de infecgdo com 10° hemacias parasitadas com Plasmodium
chabaudi chabaudi (CR).

Os camundongos C57BL/6 KO para INF-y atingiram niveis mais elevados
de parasitemia quando comparados com o seu controle C57BL/6 (Tabela 1) e
também em relagcdo ao modelo SCID (Figura 2). A maior parasitemia em KO
ocorreu na 10" semana (Apéndice C — Figura 7).
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Tabela 1: Média dos valores de parasitemia em camundongos C57BL/6 KO para
interferon gama e C57BL/6/Uni durante 4 semanas de infecgdo com 10° hemacias
parasitadas com Plasmodium chabaudi chabaudi (CR).

Animais 1" Semana 2'Semana |3 Semana 4’ Semana

C57BL/6 KO [13,73 59,28 63,80 71,00

C57BL/6 62,90 Dados nao|37,00 27,60
coletados

Nota: as amostras dos camundongos C57BL/6 na 2" semana de parasitemia ndo
puderam ser coletadas .
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Figura 2 - Média e erro padréao dos valores de parasitemia em camundongos C.B-17 SCID/SCID e
C57BL/6 KO para interferon-gama durante 6 semanas de infecgao com 10° hemaécias parasitadas
com Plasmodium chabaudi chabaudi (CR).
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Foi feita a comparagédo estatistica entre os valore médios de parasitemia
durante as primeiras seis semanas no grupo de animais BALB/c/Uni, C.B-17
SCID/SCID e KO para INF-y . Os resultados evidenciaram o aumento marcante de
parasitemia em animais KO e SCID, resultando em diferenga significativa entre a
1" e 6" semanas de infeccdo (Figura 3). Esses resultados se repetiram na analise
estatistica comparativa sobre as trés primeiras linhagens (BALB/c/Uni, C.B-17
SCID/SCID, KO para INF-y) no decorrer das primeiras seis semanas (Apéndice
A).
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Figura 3 - Média e erro padrdo dos valores de parasitemia em camundongos C.B-17 SCID/SCID,
BALB/c/Uni, C57BL/6 KO para interferon gama durante 6 semanas de infecgdo com 10® hemacias
parasitadas com Plasmodium chabaudi chabaudi (CR) e durante as semanas 1, 3 e 4 nos
camundongos C57BL/6/Uni.

Durante o periodo maximo de observagao, correspondente a 23 semanas
para as linhagens KO e SCID, nao foi observada mortalidade em KO. Entretanto,
do grupo de doze SCID, quatro morreram: um na segunda semana, um na décima

semana , um na décima terceira semana e outro na décima sexta. No grupo
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BALB/c/Uni, linhagem de manutencdo do P. chabaudi, dos quarenta e oito animais
observados além de oito semanas, dois morreram: um na décima primeira semana
e outro na décima nona semana.

O Apéndice C mostra dados individuais de camundongos (6 da linhagem
SCID, 4 da linhagem BALB/c e 4 da linhagem KO para interferon-gama) no
decorrer de 12 semanas de infeccdo, sendo que nas seis primeiras semanas 0s
dados foram coletados a cada 7 dias e nas demais semanas o intervalo foi de 15
dias. As semanas em que nao aparecem dados de parasitemia correspondem as
semanas em que nao foram coletadas amostras dos animais.

Dos 6 animais da linhagem C.B-17 SCID/SCID, 5 camundongos n&o
controlaram a infecgdo, sendo que o SCID 5 sucumbiu a parasitemia por P.
chabaudi CR na 11" semana apds a infecgdo. Os outros 6 camundongos
experimentais desta mesma linhagem tiveram sua parasitemia acompanhada,
porém estes dados ndo foram descritos em grafico.

De 4 camundongos do grupo controle BALB/c/Uni no decorrer de 12
semanas, 3 animais BALB/c/Uni ndo eliminaram o P.chabaudi CR e 1 animal
(BALB/c 1) morreu na 11" semana pds-infecao.

Os 4 animais KO para interferon-gama mantiveram picos altos de

parasitemia sem sucumbir a infecgao.

4.2 Monitoramento imunolégico da linhagem SCID/SCID

Os camundongos SCID s&o considerados homozigotos (SCID/SCID)
quando os niveis de imunoglobulina sérica forem inferiores a 5 ug/ml. O critério de
selegdo dos animais homozigotos SCID/SCID foi adotado para selegdo das
matrizes na colénia do CEMIB/Unicamp, com o objetivo de minimizar e retardar a
expressdo do fendtipo “leaky” (capacidade de alguns camundongos SCID
desenvolver um limitado numero de células T e B entre 3 e 9 meses de idade)
(Bosma et al 1988).

Todos os animais SCID adotados nos experimentos apresentaram-se

homozigotos.
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4.3 MAP - test

Todos o0s soros testados das linhagens de camundongos
imunocompetentes do experimento, assim como o soro do animal infectado no
Instituto de Medicina Tropical de Sdo Paulo (fonte do P. chabaudi chabaudi
linhagem CR) que foi mantido durante 65 semanas, revelaram-se negativos para
os 11 antigenos de patéogenos murinos avaliados (MHV-3, TMEV-GDVII, SENDAI,
MVM, LCM, Ectromelia, Adenovirus, Rotavirus, Reovirus tipo 3, Mycoplasma

pulmonis e Toxoplasma gondii.)

4.4 Avaliacao histopatologica do rim

Foi feita a histopatologia renal de camundongos BALB/c/Uni, C.B-17
SCID/SCID, C57BL/6 KO para INF-gama e C57BL/6 infectados com P. chabaudi
chabaudi CR.

As alteragdes normalmente ocorreram em focos isolados, ndo afetando a
totalidade do parénquima renal.

A seguir é apresentado uma tabela da distribuicdo das lesbes renais em
camundongos BALB/c, SCID, C57BL/6 e C57BL/6 KO para interferon gama.
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Tabela 2: Distribuicao das lesdes histoléogicas renais em

camundongos infectados.

Animais semanas Parasitemia Camundongos(n) Alteragdes no rim
T N DCT
BALBI/c
A 5 62,60 . 108 3 +
B 7 42,02 . 108 3 +
C 21 64,00 . 108 1
D 46 66.70 . 108 1
sciD
A 16 115,20 . 10® 1 ++ o+t
B 20 87,70 . 108 2 + o+ o+
C 21 101,20 . 108 2 + o+ o+
D 23 80,80 . 108 1 + +
C57BL/6
A 11 31.83. 108 3
KO
A 20 90,40 . 108 1 +  ++
B 23 96,80 . 108 2 +

Representacdo esquematica do curso da malaria — P. chabaudi chabaudi com
quatro linhagens de camundongos. Alteragdes histopatologicas no rim estéo
representadas por:

T — trombose; N — necrose e DCT — descamacgao das células tubulares.

Nas microfotografias M1 a M10 encontram-se descritas as lesdes renais
das linhagens de camundongos BALB/c, SCID e C57BL/6 KO para interferon
gama.

A fonte de P. chabaudi CR do Instituto de Medicina Tropical de S&o Paulo,
um camundongo C57BL/6, foi sacrificado apds 65 semanas de infecgéo e os

achados patologicos encontram-se descritos nas microfotografias 11 e 12.
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M2 — Fotomicrografia de corte de rim de camundongo BALB/c/Uni ndo infectado. Observar tubulos
contorcidos proximais e distais normais. Coloragdo Hematoxilina-eosina (40x).
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M3 — Fotomicrografia de corte de rim de camundongo C57BL/6/Uni nao infectado. Observar
glomérulo renal e tubulos contorcidos proximais e distais normais. Coloragdo Hematoxilina-eosina
(40x).

as de infecgao.

M4 — Fotomicrografia de corte de rim de camundongo SCID/Uni com 23 smn
Observar glomérulo renal normal e necrose glomerular (seta). Coloragdo Hematoxilina-eosina
(40x).
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M5 — Fotomicrografia de corte de rim de camundongo SCID/Uni com 20 semanas de infecgao.

Observar glomérulo renal com trombose/necrose (seta). Coloragdo Hematoxilina-eosina (40x).

h p - |
M6 — Fotomicrografia de corte de rim de camundongo SCID/Uni com 21 semanas de infecg&o.

Observar necrose glomerular (seta). Coloragdo hematoxilina-eosina (40x).
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M7 — Fotomicrografia de corte de rim de camundongo SCID/Uni com 16 semanas de infecg&o.

Observar edema glomerular (seta). Coloragao hematoxilina-eosina (40x).

M8 — Fotomicrografia de corte de rim de camundongo SCID/Uni com 16 semanas de infecg&o.
Observar edema de tubulos contorcidos proximais e distais e descamacgao de células tubulares

(setas); as células tubulares apresentam vacuolizagdes. Coloragdo hematoxilina-eosina (40x).



26

. o
M9 — Fotomicrografia de corte de rim de camundongo C57BL/6 KO para interferon gama com 20
semanas de infecgdo. Observar trombose glomerular e trombose/necrose glomerular (seta).

Coloragéo hematoxilina-eosina (40x).

nterferon gama com 23

M10 — Fotomicrocrafia de corte de rim de camundongo C57BL/6 KO para i
semanas de infecgdo. Observar edema generalizado e desorganizagéo tecidual: glomérulos (setas)
se misturam com os tubulos renais; as células tubulares apresentam-se vacuolizadas. Coloragao

hematoxilina-eosina (40x).
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M11 — Fotomicrografia de corte de rim de camundongo C57BL/6 com 65 semanas de infecgéo.
Observar necrose glomerular (seta) e necrose tubular com descamagéao de células tubulares (seta
branca). Coloragao hematoxilina-eosina (40x).

M12 - tomicrografia de corte de rim de camundongo C57BL/6 com 65 semanas de infecgéo.

Observar descamagéo de células tubulares (setas). Coloragdo hematoxilina-eosina (40x).
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5. Discussao

O ambiente controlado — isoladores — onde sdo mantidos os animais SPF
(Specific Pathogen Free) nos permitiu controlar os fatores externos evitando riscos
de contaminacdo dos animais experimentais o que poderia influenciar e
comprometer os resultados da pesquisa. Em se tratando de camundongos da
linhagem C.B-17 SCID/SCID, o fato da col6énia ser mantida em condi¢coes
ambiente e sanitaria controladas colabora para o nivel baixo de animais com o
fendtipo “leaky”. Os ultimos levantamentos sorolégicos detectaram o fendtipo
‘leaky” em 9% da colbénia com idade de 40 semanas (Alves et al 2002).
Camundongos SCID sao desprovidos de resposta imune dependentes de
linfocitos T e B. Desta maneira, sdo muito susceptiveis a patégenos oportunistas
que podem ser bactérias: (Proteus mirabilis, Streptococcus viridans e Escherichia
coli) e virus (virus da hepatite murina (MHV), virus Sendai e virus respiratério
murino), e ainda o Pneumocystis carinii. ( Percy & Barta 1993).

Um exemplo de co-infecgdo com P. chabaudi e a respectiva interferéncia no
desempenho de resposta imune foi estudado por Yoshida et al (2000) onde
constataram que camundongos A/J susceptiveis a malaria, infectados com P.
chabaudi e coinfectados com Schistosoma mansoni desenvolveram resisténcia ao
Plasmodium. Os resultados desse estudo mostraram que, apesar de o S. mansoni
na fase de oviposig¢aso induzir resposta Th2, dentro de certas circunstancias, a
coinfeccdo SchistosomalPlasmodium promoveu resposta imune tipo Th1 no
camundongo A/J, tornando-o resistente ao Plasmodium.

Células tipo Th1 sao responsaveis por mediar o controle da parasitemia
aguda através da ativagao de mecanismos imune mediados por célula, enquanto
que as células tipo Th2 mediam o crescimento e diferenciagcdo de células B para
controlar a infec¢do através de mecanismos dependentes de anticorpos (Yap et al
1994).

Zhang et al (2000) sugeriram em suas pesquisas que o horménio sexual
masculino modula a func&o das células Th1/Th2 na protegdo imunoldgica contra
infecgdo por P. chabaudi AS. Eles observaram que em dois grupos de
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camundongos: machos deficientes de receptor para INF-y e machos deficientes de
receptor para IL-4, apresentaram alta mortalidade, sendo que estes resultados n&o
foram observados em fémeas. Esta diferenga entre machos e fémeas nao foi
observada quando camundongos machos foram castrados.

De acordo com a revisdo de Fortin et al (2002), no modelo de infeccéo
malarica com P. chabaudi AS, ocorre uma rapida proliferagado do parasita durante
os primeiros 6-8 dias, seguida por uma fase curativa, com respostas inflamatéria,
imune e eritropoiética, resultando na eliminagado dos parasitas em 21-28 dias em
animais resistentes (CBA, C57BL/6J, C57L, B10.A e DBA/2). Em camundongos
susceptiveis (A/J, BALB/c, AKR, DBA/1, C3H/Hed, SJL e 129/ICR), a replicagao
do parasita continua, conduzindo para morte do grupo em 10-13 dias.

Os modelos animais utilizados em nosso trabalho, SCID, KO para IFN-y e
BALB/c sao considerados susceptiveis por Fortin et al (2002). Porém a cepa de
Plasmodium utilizada, P. chabaudi CR, ndo é letal. Nao foi possivel observar o
clearence do parasita mesmo observando a linhagem C57BL/6 com 65 semanas
de infecgao.

Meding & Langhorne (1991) reconstituiram camundongo SCID infectado
com P. chabaudi com células T CD4", mas sem células B e demostrou a primeira
fase da infecgao prorrogada apenas com uma pequena redugdo na parasitemia,
enquanto que camundongo SCID reconstituido com células T CD4" juntamente
com células B estabeleceu a imunidade maxima comparado com um camundongo
normal. Neste experimento puderam comprovar que a imunidade em camundongo
normal infectado por P. chabaudi acontece em duas etapas. Na primeira etapa
ocorre um rapido aumento do numero de parasitas seguido pelo rapido
decréscimo da parasitemia nos primeiros 10 dias da infecgao, e € constituida pela
resposta imune predominante de células CD4" tipo Th1. Na segunda etapa, que
ocorre aproximadamente 18 dias apos a infecgdo, a parasitemia € baixa e
normalmente chega ao final com indice zero de parasitas apdés algumas semanas.
Neste periodo ha a predominancia de células T CD4" tipo Th2 e anticorpos IgG

especificos estdo presentes.
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Skamene et al (1983) descreveram a inexisténcia de relagdo entre
resisténcia na infeccdo com Plasmodium chabaudi e atividade de células NK. Em
seu experimento mostraram que camundongo C57BL/6 bg/bg deficiente de célula
NK obteve a resolugcdo da infecgéo por P. chabaudi da mesma forma que o seu
camundongo parental +/+.

Kitaguchi et al (1996) injetaram células NK de camundongo C57BL/6
infectado com P. chabaudi em outro camundongo que também seria infectado.
Essa transferéncia nao conferiu protecao, pois o curso desta infec¢ao foi similar ao
do camundongo controle. Entretanto, tratamento de camundongos com anticorpos
monoclonais anti-NK resultou no aumento da mortalidade. Concluiram entdo, que
células NK podem nao impedir o aumento da parasitemia, mas elas podem exibir
um papel importante na recuperacao da parasitemia, provavelmente por secretar
INF-vy, e consequentemente diminuir a mortalidade em infecgdes por P. chabaudi.

Em nossos estudos, camundongo SCID contando como recurso de
resposta imune apenas células NK, resistiram a infecgdo por P. chabaudi CR e
sua parasitemia, apesar do alto pico alcangcado, permaneceu estabilizada, sem
eliminagdo do parasita. O camundongo KO para INF-y atingiu niveis mais elevados
de parasitemia quando comparado com seu controle C57BL/6 e também em
relacdo ao modelo SCID. N&o se observou mortalidade em KO e da mesma forma
que ocorreu em SCID, a infecgao permaneceu estabilizada, sem resolucéo.

O tratamento de camundongo susceptivel A/J com IL-12 murina reduziu
muito a parasitemia e melhorou a sobrevida do hospedeiro. Essa protecao
induzida por IL-12 € mediada por INF-y e TNF-a secretados por células NK
durante infecgdo inicial (Stevenson et al 1995; Mohan et al 1997). Além disso, foi
observado que em camundongos deficientes de receptor para INF-y (Balmer et al
2000; Favre et al 1997) e camundongo KO para INF-y (Su & Stevenson 2000),
infectados com P. chabaudi AS, ocorreu incapacidade para reduzir a parasitemia
primaria e alta mortalidade.

Camundongos KO para IL-12 (gene p 40) infectado com P. chabaudi AS,
tiveram os niveis de INF-y diminuidos bem como IgG2a e IgG3 Th1-dependente.

Com esses resultados concluiu-se que a citocina IL-12 produzida na fase inicial do
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estagio sanguineo da infecgao por P. chabaudi AS é importante para indugao de
resposta imune INF-y-dependente tipo Th1 responsavel pelo controle da fase
aguda da infeccdo e sobrevivéncia do hospedeiro, influenciando fortemente a
imunidade tipo Th2 mediada por anticorpo necessaria para resolucdo da fase
cronica (Su & Stevenson 2002).

Os resultados obtidos em animais KO para INF-y corroboram os de Su &
Stevenson (2000) no que se refere a incapacidade de reduzir a parasitemia. Por
se tratar de linhagem distinta de P. chabaudi, a mortalidade observada em nossos
animais KO foi zero.

Os dados de parasitemia foram coletados a cada sete dias até a 6” semana.
ApOs este periodo, devido ao estresse que os animais estavam sendo submetidos,
optou-se por fazer as coletas para acompanhamento da parasitemia a cada 15
dias. Ainda assim, houveram determinadas semanas que tornou-se impossivel a
coleta de amostras. Portanto, nos graficos de parasitemia individual (Apéndice C),
as semanas que aparecem sem valores de parasitemia, sdo semanas em que nao
foram coletadas amostras.

Apesar da impossibilidade de visualizacdo das lesbes que podem ocorrer
no periodo que antecede a morte dos camundongos BALB/c, foi possivel constatar
a precocidade das lesbes (necrose) renais na quinta e sétima semana pos
infecgao.

A linhagem SCID, cuja unica fonte de resposta imune € a célula NK,
revelou-se extremamente suceptivel ao P. chabaudi CR, com 25% de morte em
12 animais. Estes dados sdo compativeis com a maior frequéncia de lesées. Em
consequéncia desta susceptibilidade, p6de-se observar em um camundongo
SCID, grande edema macroscopico abdominal. Este animal foi sacrificado antes
que sucumbisse a infecgéo, permitindo entdo, a evidenciagdo de hemorragia na
cavidade peritoneal concomitante a hepatoesplenomegalia. Diante deste quadro,
ndo se observou congestdo ou trombose na histologia renal analisada
(microfotografias M7 e M8).

As lesdes apresentadas pela linhagem de camundongo KO para INF-y

revelam menor severidade do que as observadas em SCID.



Em C57BL/6 nao se observou a parasitemia além das quatro semanas
porqué trata-se de linhagem resistente ao Plasmodium. As alteragdes renais
visualizadas nesta linhagem foram minimas, provavelmente em fungéo do

genotipo resistente desses camundongos.
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6. Conclusoes

A avaliagdo da importancia das células NK no controle de Plasmodium
chabaudi CR nas linhagens imunocompetentes (BALB/c/Uni e C57BL/6/Uni) e
imunodeficientes (C.B17-SCID/SCID/Uni e C57BL/6 Knockout (KO) para interferon
gama) evidenciou:

1. As células NK contribuem para a redug¢ao da parasitemia, possivelmente
pela produgao de interferon gama.

2. A linhagem do camundongo C. B17-SCID/SCID/Uni revelou-se
extremamente susceptivel ao P. chabaudi CR, induzindo 25% de mortalidade.

3. A infecgdo por P. chabaudi provocou alteragcbes renais nas quatro
linhagens de camundongos estudadas. Foram observadas as seguintes
alteracdes histopatologicas: descamacédo das células tubulares, trombose e
necrose glomerular.

4. As lesdes renais foram mais frequentes em camundongos da linhagem
SCID.

5. Camundongos imunocompetentes da linhagem C57BL/6/Uni infectados
pelo P. chabaudi apresentaram poucas alteragdes histopatoldgicas.

6. As lesdes renais apresentadas pela linhagem KO para INF-y revelaram
menor severidade do que aquelas observadas em camundongos da linhagem
SCID.
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APENDICE A
ANALISE ESTATISTICA DA PARASITEMIA DURANTE AS SEIS PRIMEIRAS SEMANAS DE INFECGAO NOS GRUPOS

DE ANIMAIS BALB/c/UNI, C.B-17 SCID/SCID/UNI E KO PARA INF-y

The GLM Procedure

Class Level Information
Class Levels Values
grupo 3 BALB KO SCID

Number of observations 12

The GLM Procedure
Repeated Measures Analysis of Variance
Repeated Measures Level Information

Dependent Variable X1 X2 X3 X4 X5
Level of time 1 2 3 4 5

Repeated Measures
Level Information

Dependent Variable X6
Level of time 6

Manova Test Criteria and Exact F Statistics
for the Hypothesis of no time Effect
H = Type Ill SSCP Matrix for time
E = Error SSCP Matrix

S=1 M=15 N=1.5

Statistic Value FValue NumDF DenDF Pr>F

Wilks' Lambda 0.06451770 14.50 5 5 0.0054
Pillai's Trace 0.93548230 14.50 5 5 0.0054
Hotelling-Lawley Trace 14.49962327 14.50 5 5 0.0054
Roy's Greatest Root 14.49962327 14.50 5 5 0.0054

Manova Test Criteria and F Approximations
for the Hypothesis of no time*grupo Effect
H = Type Il SSCP Matrix for time*grupo
E = Error SSCP Matrix

S=2 M=1 N=1.5

Statistic Value FValue NumDF DenDF Pr>F

Wilks' Lambda 0.05613679 3.22 10 10 0.0394
Pillai's Trace 1.51105690 3.71 10 12 0.0177
Hotelling-Lawley Trace 6.70985105 3.22 10 5.3333 0.0963
Roy's Greatest Root 442812041 5.31 5 6 0.0328

NOTE: F Statistic for Roy's Greatest Root is an upper bound.
NOTE: F Statistic for Wilks' Lambda is exact.

The GLM Procedure
Repeated Measures Analysis of Variance



Tests of Hypotheses for Between Subjects Effects

Source DF Type lll SS Mean Square F Value
grupo 2 746.001169 373.000585 0.66
Error 9 5068.289579 563.143287
Source Pr>F
grupo 0.5391
Error

The GLM Procedure
Repeated Measures Analysis of Variance
Univariate Tests of Hypotheses for Within Subject Effects

Source DF Typelll SS Mean Square F Value
time 5 11932.80972 2386.56194 13.03
time*grupo 10 11530.70591 1153.07059 6.29
Error(time) 45 8244.30345 183.20674

AdjPr>F
Source Pr>F G-G H-F
time <.0001 0.0001 <.0001

time*grupo <.0001 0.0014 <.0001
Error(time)
Greenhouse-Geisser Epsilon 0.4533
Huynh-Feldt Epsilon 0.7485

The GLM Procedure
Duncan's Multiple Range Test for X1

NOTE: This test controls the Type | comparisonwise error rate, not
the experimentwise error rate.

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 9
Error Mean Square 303.815
Number of Means 2 3
Critical Range 27.88 29.10

Means with the same letter are not significantly different.

Duncan Grouping Mean N grupo
A 52.39 4 BALB
A
B A 39.45 4 SCID
B
B 13.73 4 KO
The GLM Procedure
Duncan's Multiple Range Test for X2
NOTE: This test controls the Type | comparisonwise error rate, not
the experimentwise error rate.
Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 9
Error Mean Square 148.4731
Number of Means 2 3

Critical Range 1949 20.34
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Means with the same letter are not significantly different.

Duncan Grouping Mean N grupo
A 59.280 4 KO
A
A 53.040 4 BALB
A
A 40.540 4 SCID

The GLM Procedure
Duncan's Multiple Range Test for X3

NOTE: This test controls the Type | comparisonwise error rate, not
the experimentwise error rate.

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 9
Error Mean Square 226.2497
Number of Means 2 3

Critical Range 2406 25.11

Means with the same letter are not significantly different.

Duncan Grouping Mean N grupo
A 62.80 4 KO
A
A 56.72 4 BALB
A
A 5291 4 SCID

The GLM Procedure
Duncan's Multiple Range Test for X4

NOTE: This test controls the Type | comparisonwise error rate, not
the experimentwise error rate.

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 9
Error Mean Square 251.6805
Number of Means 2 3
Critical Range 2538 26.49

Means with the same letter are not significantly different.

Duncan Grouping Mean N grupo
A 67.84 4 KO
A
A 61.85 4 SCID
A
A 55.56 4 BALB
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The GLM Procedure
Duncan's Multiple Range Test for X5

NOTE: This test controls the Type | comparisonwise error rate, not the experimentwise error rate.
Alpha 0.05

Error Degrees of Freedom 9
Error Mean Square 178.4449
Number of Means 2 3
Critical Range 21.37 22.30

Means with the same letter are not significantly different.

Duncan Grouping Mean N grupo
76.960 4 KO

A
A
A 69.640 4 BALB
A
A 59.773 4 SCID

The GLM Procedure
Duncan's Multiple Range Test for X6

NOTE: This test controls the Type | comparisonwise error rate, not
the experimentwise error rate.

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 9
Error Mean Square 370.5139
Number of Means 2 3
Critical Range 30.79 32.14

Means with the same letter are not significantly different.

Duncan Grouping Mean N grupo
A 93.84 4 KO
A
A 9143 4 SCID
B 40.16 4 BALB



APENDICE B

Figura 4 — Formas evolutivas do Plasmodium chabaudi chabaudi a fresco

Trofozoitas e esquizontes de Plasmodium chabaudi chabaudi em microscopia de fase.
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APENDICE C
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Figura 5 — Evolugao da parasitemia em camundongos C.B-17 SCID/SCID
infectados com Plasmodium chabaudi chabaudi (CR).

Obs.: SCID 5 — morte na 10" semana;
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Figura 6 — Evolugao da parasitemia em camundongos BALB/c/Uni infectados
com Plasmodium chabaudi chabaudi (CR).

Obs.: BALB/c 1 — morte na 11" semana;
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Figura 7 — Evolugao da parasitemia em camundongos C57BL/6 KO para
interferon gama infectados com Plasmodium chabaudi chabaudi (CR).
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Figura 8 - Evolugao da parasitemia em camundongos C57BL/6/Uni
infectados com Plasmodium chabaudi chabaudi (CR).



47



