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Resumo

A malaria € uma das doencas parasitarias mais prevalentes nos paises tropicais,
especialmente na Africa Ocidental, Sudeste Asiatico e América Latina. A enfermidade
causa a morte anual de aproximadamente um milhdo de individuos. O estudo da
malaria humana apresenta empecilhos, portanto, o uso de modelos experimentais tem
gerado inUmeras contribuicbes para a compreensdo da biologia do parasito e da
doenca. A infeccdo de camundongos por Plasmodium chabaudi € um dos modelos mais
proximos da doenca humana causada pelo P. falciparum. Oxido nitrico € um mediador
inflamato6rio com efeito microbicida produzido por macréfagos ativados. Um mecanismo
evasivo que inibe a producdo de Oxido nitrico de macréfagos foi demonstrado nos
protozoarios parasiticos Leishmania amazonensis, Toxoplasma gondii e Trypanosoma
cruzi. Tal mecanismo consiste na exposicdo de fosfatidilserina (PS), fosfolipideo
presente na membrana plasmatica que normalmente esta voltado para o meio
intracelular, e € o principal ligante envolvido no reconhecimento de células apoptoéticas
nas quais fica exposto. Devido a exposicédo da PS, células apoptoticas geram resposta
anti-inflamatéria em macrofagos quando séo fagocitadas. A exposicdo da PS por tais
protozoarios consiste em um mecanismo de evasdao denominado “mimetismo
apoptotico”. Para verificar se esse mecanismo ocorre em P. chabaudi, esse parasito foi
usado para infectar macrofagos peritoneais de camundongo ativados in vitro e
camundongos. Cerca de 90% da populacéo eritrocitica de P. chabaudi expdem PS
levando a inibicdo total da producdo de O6xido nitrico em 48 h de interagcdo com
macréfagos. Ademais a infeccdo causa retracdo citoplasmatica e formacdo de blebs
nos macrofagos. Camundongos ndo desenvolveram parasitemia e ndo morreram
guando foram infectados com parasitos com a PS bloqueada por anexina-V, diferente
da infeccdo com parasitos expondo PS que resultou em alta parasitemia e morte dos
animais. Nossos resultados sugerem que P. chabaudi realiza o “mimetismo apoptético”,
reforcando a hipétese de que tal mecanismo € comum a diversos protozoarios parasitos
indicando que a exposicdo da PS possui papel fundamental no processo infectivo de
protozoarios parasitos.

Palavras-chave: Plasmodium chabaudi, Fosfatidilserina, Oxido Nitrico, Macrofagos,
Camundongos.

vii



Abstract

Malaria is one of the most prominent parasitic diseases in the tropical countries,
especially in West Africa, Southeast Asia and Latin America. The illness is responsible
for the annual death of approximately 1 million people worldwide. Studying human
malaria implies some adversities, thus, the utilization of experimental models has
contributed deeply to the comprehension of the parasite's biology and of the disease
itself. The Plasmodium chabaudi infection of mice is one of the models most similar to
the human disease caused by P. falciparum. Nitric oxide is an inflammatory mediator
with microbicidal effect produced by activated macrophages. An evasive mechanism that
inhibits the nitric oxide production by macrophages was demonstrated in Leishmania
amazonensis, Toxoplasma gondii and Trypanosoma cruzi. Such mechanism consists in
the phosphatidylserine (PS) exposition, a phospholipid present in the plasmatic
membrane that is usually directed to the inside of the cell and is the major binder
involved in the recognition of apoptotic cells in which it is exposed. Apoptotic cells
generate an anti-inflammatory response in macrophages when phagocyted due to PS.
The PS exposure by such protozoa consists in an evasive mechanism entitled
"apoptotic mimicry". To verify if the mechanism occurs in P. chabaudi, this parasite was
used to infect mice peritoneal activated macrophages in vitro and mice. About 90% of
the P. chabaudi erythrocytic population exposes PS leading to the complete inhibition of
the nitric oxide production in 48 h of interaction with macrophages. In addition, infection
caused cytoplasmic retraction and blebs formation of macrophages. Mice did not
develop parasitemia and did not die when infected with parasites which PS was blocked
with annexine-V, in contrast to the infection with parasites exposing PS that resulted in
high parasitemia and death of the animals. Our results suggest that P. chabaudi
performs "apoptotic mimicry”, reinforcing the hypothesis that such mechanism is
commonly present in many protozoa parasite, suggesting that PS exposure hold a
crucial role in the parasite infective process.

Keywords: Plasmodium chabaudi, Phosphatidylserine, Nitric Oxide, Macrophage
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1. Introducao

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, a malaria é uma das doencas
parasitarias mais prevalentes nos paises tropicais, especialmente na Africa Ocidental,
Sudeste Asiatico e América Latina (Esquema 1). Essa enfermidade causa a morte anual
de aproximadamente 1 milhdo de individuos. Essa doenca € causada por protozoarios
intracelulares, pertencentes ao género Plasmodium. Cerca de 30 espécies de
Plasmodium sao capazes de infectarem primatas, excluindo o ser humano (BAIRD,
2009). Apenas cinco espécies de Plasmodium afetam humanos: P. falciparum, P. vivax,
P. malarie, P. ovale e P. knowlesi (RICHARDS & BEESON, 2009).
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Esquema 1 — Areas mundiais (vermelho) endémicas da malaria (SNOW et al., 2014).

O trabalho com a malaria humana € de dificil experimentacdo. Com isso,

modelos experimentais sdo cruciais e tém gerado inUmeras contribuicdes para a



compreensao da doenca. Entre estes modelos, a infeccdo por P. chabaudi em
camundongos parece ser aqguela que mais se aproxima da doenca humana causada
pelo P. falciparum (COX et al., 1987).

Existem diversas hipdteses para explicar os mecanismos envolvidos na
patogenicidade da malaria. Legorreta-Herrera et al. (2011) demonstraram em um
modelo experimental com camundongos que em uma infec¢cdo por P. chabaudi os
niveis de oOxido nitrico (NO) ndo estdo associados com a eliminacdo dos estagios
sanguineos do parasito in vivo. Além disso, ocorre aumento da taxa de apoptose de
células T CD8+ e da expressédo de Fator de Necrose Tumoral (TNF)-a e interferon
(IFN)-y quando a enzima NO sintase induzivel (iNOS) € inibida por aminoguanidina.
Isso sugere que NO poderia estar envolvido na ativacdo de células efetoras do sistema
imune. Em macrofagos, a producdo de NO é catalisada pela iINOS (GREGORY &
OLIVIER, 2005), sendo o IFN-y o principal sinal para ativacdo de macréfagos (MUNOZ-
FERNANDEZ, 1992). Macrofagos peritoneais de camundongo tratados com IFN-y
expressam INOS (STUEHR & MARLETTA, 1987) e, consequentemente, produzem altos
niveis de NO. A produgcdo de NO de macrofagos ativados é um mediador inflamatério
com efeito microbicida contra patégenos (VESPA et al., 1994).

Um mecanismo evasivo que inibe a producédo de NO por macrofagos ativados foi
demonstrado em Leishmania amazonensis (BALANCO et al., 2001), Toxoplasma gondii
(SEABRA et al., 2004) e Trypanosoma cruzi (DAMATTA et al., 2007). Tal mecanismo
consiste na exposicao de fosfatidilserina (PS), um fosfolipideo da membrana plasmética
gue normalmente esta voltado para o meio intracelular. No entanto, quando células
entram em morte celular por apoptose expbéem PS na monocamada externa da
membrana plasmatica (FADOK et al., 1992). A exposicdo de PS é o principal ligante
envolvido no reconhecimento de células apoptoticas (FADOK et al., 2001). De acordo
com Fadok et al. (1998), a fagocitose de células apoptoticas por macrofagos gera
resposta anti-inflamatoéria devido a exposicdo de PS. A exposicdo deste fosfolipideo por
tais protozoarios consiste em um mecanismo de evasdao, denominado “mimetismo
apoptoético” (BALANCO et al.,, 2001; BARCINSKI et al., 2003). Esse mecanismo é



ilustrado no esquema 2, na qual amastigotas de L. amazonensis conseguem evadir de
macréfagos através da exposicdo de PS assim como células apoptéticas induzem

resposta anti-inflamatoria.

Producao de TGF-[3,
Célula apoptoética pelo macréfago

(exposicio de PS)

Amastigota ¢ . pelo macrdfago
(exposicdo de PS) iy /

Multiplicacdo intracelular

Esquema 2 — Mimetismo apoptético em amastigotas de Leishmania amazonenses.
Quando macrofago encontra célula apoptotica (vermelho) a PS exposta gera uma
resposta ndo inflamatéria através da producdo de TGF-3 que por sinaliza¢do autocrina
inibe a via de ativagdo de Oxido nitrico sintase induzida e, consequentemente, inibe a
producdo de NO. Amastigotas (verde) de L. amazonenses externalizam PS
“mimetizando” a resposta anti-inflamatéria baseada na produgéo de TGF-§3 levando ao

maior crescimento do parasito. (COSTA et al., 2009).

Integrando as andlises obtidas deste trabalho com dados da literatura,
acreditamos ter contribuido um pouco mais para o entendimento do processo de
infeccdo do parasito causador da malaria. Demonstramos que PS possui papel vital

para o processo infectivo de P. chabaudi, e possivelmente para outros protozoarios



parasitos. Esse achado permitiu 0 melhor entendimento da biologia do parasito além de
criar um novo caminho para o desenvolvimento de novas terapias. Além disso, pela
primeira vez foi demonstrado que a populacdo PS+ de P. chabaudi é capaz de modular

negativamente a expresséo de iNOS, regulando a produc¢ao de NO.



2. Revisao de Literatura

2.1. Malaria
A maléria é causada por protozoarios intracelulares, pertencentes ao filo

Apicomplexa, ordem Eucoccidiida, familia Plasmodiidae e género Plasmodium. Existem
cerca de 200 espécies de Plasmodium, porém somente cinco espécies causam a
doenca em humanos: P. falciparum (sendo a mais importante), P. vivax, P. malarie, P.
ovale e P. knowlesi (RICHARDS & BEESON, 2009).

Devido a impossibilidades éticas de se experimentar durante a doenca humana,
a infeccdo de camundongos por parasitos de roedores tem sido usada como um dos
modelos experimentais de malaria, originando inumeras contribuicbes para a
compreensao da doenca. Entre estes modelos, a infeccdo por P. chabaudi em
camundongos parece ser aquela que mais se aproxima da doenca humana causada
por P. falciparum (COX et al., 1987). Outras espécies de Plasmodium spp. que infectam
roedores séo: P. berghei, P. vinckei e P. yoelii (RICHARDS & BEENSON, 2009).

Camundongos infectados com P. chabaudi apresentam uma série de sintomas
alguns j& no inicio da fase aguda da doenca (CROSS & LANGHORNE, 1998). A
patogénese da infeccdo por malaria em humanos depende de diversos fatores, mas
gera uma resposta imune nédo-apropriada no hospedeiro (PANG et al., 2016), sendo
centrado na ocorréncia de trés eventos primordiais: anemia malarial grave, induzida
pela resposta imune (LAMIKANRA, et al., 2007), sequestro de eritrécitos infectados
para células endoteliais ativadas (HEDDINI, et al., 2001) e acidose metabdlica
(MACKINTOSH, et al., 2004). Em contraste com a malaria em humanos, onde a
esquizogonia leva a febre, camundongos infectados por P. chabaudi desenvolvem
hipotermia (STEPHENS et al., 2012). Anemia ocorre em individuos infectados com
malaria devido a uma combinacdo de morte dos eritrécitos infectados, supresséo da
eritropoiese, depuracédo de eritrocitos ndo infectados por fagocitose e desenvolvimento
anormal de eritrécitos (LAMIKANRA, et al., 2007). Esses mesmos processos tém sido
mostrados em camundongos infectados por P. chabaudi (MOHAN & STEVENSON,
1998; BELYAEV et al., 2010), tornando este um bom modelo para estudar a maléria
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humana.
Em 2012, Stephens et al. compilaram informacdes da patogénicidade de P. chabaudi
em camundongos com P. vivax e P. falciparum em humanos, ambos sendo 0s principais

causadores da malaria em humanos. Tais informacdes estao relacionadas na tabela 1.



Tabela 1 - Comparagcdo da patogénicidade de Plasmodium chabaudi de
camundongos e infeccdes causadas por Plasmodium de humanos (STEPHENS et
al., 2012).

Patogénese P. falciparum P. vivax P. chabaudi
Febre Picos constantes, ou Febre ocorre a cada 48 h. | Camundongos infectados
irregulares de febre, desenvolvem hipotermia
muitas vezes seguido por gradualmente.
um padréo ciclico de 36-48
h.
Anemia e Desenvolvimento de lgual a P. falciparum. Desenvolvimento de
anemia grave com anemia grave com
Trombocitopenia eritrofagocitose e eritrofagocitose e

Malaria cerebral

supressao da
hematopoiese;
desenvolvimento de
trombocitopenia.

Relacionada com edema
cerebral, hemorragia,
inflamacéo e blogueio do
fluxo sanguineo.

Geralmente ndo apresenta,
mas alguns casos foram
descritos na literatura.

supressao da
hematopoese. Inducéo
de trombocitopenia, com
recuperagdo apds o pico
da parasitemia.

Geralmente ndo
apresenta, mas sintomas
cerebrais foram
observados em certos

camundongos.
Esplenomegalia Esplenomegalia presente. | Esplenomegalia presente. Esplenomegalia presente
apos o quinto dia de
infeccéo.
Hipoglicemia Infecgéo induz Igual a P. falciparum. lgual a P. falciparum.
hipoglicemia.
Dificuldades Aumento da letalidade da | Induz lesdes aos pulmdes | Cepas mais virulentas

respiratérias e

acidose metabodlica

sindrome de dificuldades
respiratoria aguda. A
inducéo de acidose
metabolica contribui para o
surgimento da sindrome.

e dificuldades respiratorias.
Menos grave do que a
infeccéo por P. falciparum.
Ocorre a indugao de
acidose metabolica
levando a desconforto
respiratorio.

causam dificuldades
respiratorias. Algumas
espécies mais
suscetiveis de
camundongos
desenvolvem dificuldades
respiratérias. O nivel de
acidose néo é conhecido.

Malaria placentéaria

Causa nascimento com
baixo peso aumentando
risco de morte perinatal.

Causa nascimento com
baixo peso.

Inflamagéo placentaria e
aborto.

A malaria é transmitida exclusivamente através da picada de mosquitos do

género Anopheles. O ciclo de vida deste protozoario envolve dois hospedeiros. O ciclo
sexuado ocorre no mosquito que €, portanto, o hospedeiro definitivo. O ciclo assexuado
ocorre no hospedeiro vertebrado (BLACKMAN, 2004).



De acordo com Greenwood (2009), a infeccdo maléarica inicia-se durante um
repasto sanguineo infectante, no qual esporozoitos sdo inoculados sob a pele do
hospedeiro e em seguida ganham a corrente sanguinea. Os esporozoitos sdo moveis,
apesar de nao apresentarem cilios ou flagelos. Tal motilidade esta intimamente
associada a reorientacao de proteinas na superficie do parasito sendo essenciais para
a adesdao e invasado as ceélulas hospedeiras. Esporozoitos de Plasmodium spp. podem
invadir células sem necessariamente se desenvolverem nas mesmas, 0 que propicia a
sua migracdo por diferentes células, antes que ocorra resposta inflamatéria. Apos
invadir o hepatécito, os esporozoitos se diferenciam em trofozoitos pré-eritrociticos.
Esta primeira etapa € denominada fase pré-eritrocitica ou tissular. Estes se multiplicam
por reproducdo assexuada do tipo esquizogonia, dando origem aos esquizontes
teciduais. Posteriormente, os hepatdcitos infectados se rompem e liberam vesiculas
denominadas merossomas na corrente sanguinea, contendo agregados de merozoitos
em seu interior. Os merozoitos rompem 0s merossomas e invadem rapidamente o0s
eritrocitos, dando inicio ao ciclo eritrocitico. O desenvolvimento do parasito se da por
esquizogonia, com formacdo de merozoitos que invadirdo outros eritrocitos.
Alternativamente, alguns merozoitos se diferenciam em gametdcitos masculinos e
femininos e sao ingeridos pelo mosquito, dando origem a fase sexuada do ciclo (GOOD
& DOOLAN, 1999).

No intestino do mosquito, onde a temperatura é mais baixa, 0s gametas
femininos e masculinos emergem das hemaceas infectadas, o que € seguido pela
fertilizacdo, gerando zigotos. Estes se desenvolvem em oocistos, dando inicio a
esporogonia. Quando o oocisto se rompe, ha liberacdo de esporozoitas que se
deslocam até a glandula salivar do mosquito, onde se hospedam e de onde sé&o
liberados durante a alimentacdo da fémea, e desta forma, o ciclo reinicia (GOOD et al.,

2005). O esquema 3 ilustra o ciclo de vida de Plasmodium spp.
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Esquema 3 — Ciclo biolégico de Plasmodium spp. Quando um mosquito do género
Anopheles spp. fémea pica 0 hospedeiro 0s esporozoitos existentes em suas glandulas
salivares caem no tecido da pele e seguem para a corrente sanguinea. No figado,
infectam hepatdcitos e se reproduzem assexuadamente. Posteriormente, estas células
se rompem e liberam merozoitos que infectam eritrécitos, onde novamente se
reproduzem assexuadamente. Apds este processo, rompem a membrana celular e
infectam outros eritrécitos em um ciclo regular. O ciclo se completa quando o sangue do
hospedeiro é sugado por um mosquito ndo infectado, que suga 0s gametas do
protozoario que se unem no tubo digestorio do mosquito onde ocorre reproducéo
sexuada. No estdmago do inseto ainda acontece reproducdo assexuada e 0s parasitos
resultantes, migram para as glandulas salivares do inseto de onde irédo para a corrente

sanguinea do proximo hospedeiro picado. Obtido de http://rei.biblioteca.ufpb.br/



2.2. Macrofago
Macréfagos possuem papel essencial no sistema imune, fagocitando e

apresentando antigenos, liberando citocinas e interagindo com outras células de defesa
(MURPHY et al., 1994; VAZQUEZ-TORRES & BALISH, 1997; MARODI et al., 1998) e
desempenham um papel importante na regulacdo da inflamagdo. As respostas
inflamatdrias sdo iniciadas através da secregdo de citocinas pro-inflamatorias e
resolvidas através da fagocitose de células apoptoticas e necréticas. Muitas moléculas
de sinalizacdo, como TNF e TGF-[3, estdo envolvidas no processo de fagocitose de
macréfagos (FENG & MAO, 2012). Na fagocitose, apés a adesdo da particula a
superficie do macrofago, ocorre a ingestao e formacdo do vacuolo fagocitico que, em
geral, se funde com lisossomos. Enzimas lisossomais degradam o que se encontra no
interior do fagolisossoma (BUCHI & DE SOUZA, 1993).

A ativacao de macrofagos pode ser definida como sendo a aquisicdo de novas
moléculas e capacidades celulares que sao requeridas na execucdo das complexas
funcdes associadas a ativacdo (OHMORI & HAMILTON, 1994), funcBes essas que o
macréfago residente ndo realiza. Normalmente, a ativagdo de macrofagos é uma
propriedade adquirida por essas células apds a exposicdo a um estimulo, como
interferon-gamma (INF-y) em conjunto com lipopolissacarideo (LPS). Até tempo atras,
macrofagos ativados eram definidos como sendo células que secretavam mediadores
inflamatorios e eliminavam patdgenos intracelulares. Atualmente, macrofagos ativados
podem ser determinados como um grupo de células bem mais heterogéneo, com
fisiologias diferentes e que executam funcdes imunoldgicas distintas (MOSSER, 2003).

O esquema 4 demostra como funciona a sinalizacédo para a ativacdo de macréfagos.
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Esquema 4 — Sinalizacdo que ativa macréfago (M@) levando a producédo de 6xido nitrico
(NO). Quando Mg residente é ativado com INF-y ocorre expressdo da NO sintase
induzida (INOS) responsavel pela produgdo de NO. Quando Mg ativado entra em
contato com antigeno, produz TNF que por sinalizacdo autdcrina colabora com a
ativacdo de Mg que causa expressao de iNOS e inibe a via de TGF-[3 que, por sua vez,
inibe a expresséo de INOS (adaptado de ELLERMANN-ERIKSEN, 2005).

A morfologia celular do macréfago varia conforme os diferentes estados
funcionais. Ap0Os o processo de ativacdo, ocorre mudanca na morfologia de macrofagos,
adquirindo nucleo maior e eucromatico, habilidades para aderir e espalhar-se em
substratos, aumento da capacidade de proliferacdo, de fagocitose, de fusdo de
lisossomos com vacuolos endociticos (NORTH, 1978) e de producédo de NO, que esta
diretamente relacionado com a expressdo da INOS (VESPA et al., 1994). Sabe-se
também que a ativagdo dos macrofagos esta relacionada a resposta imunolégica inata
ou especifica, na qual o antigeno € apresentado a linfocitos T que secretam citocinas,
como IFN-y, que estimulam os macréfagos a ativar o arsenal antimicrobiano (BORDEN
et al., 2007).
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2.3. iNOS e o Oxido Nitrico

Os radicais livres gasosos compdem um grupo de agentes intracelulares que tém
sido relacionados a varios processos fisiolégicos. Dentre eles esta o NO, um gas de
meia-vida curta, menos de 30 segundos, produzido pela atividade de enzimas
denominadas sintases do NO (NOS) que podem ser classificadas em trés tipos:
neuronal (NNOS), endotelial (eNOS) ou induzivel (iNOS) (ROSSELLI et al., 1998).

O NO é um gés inorganico que foi identificado inicialmente como um poluente
atmosférico. No entanto, estudos posteriores demonstraram que esse gas é solluvel em
agua e capaz de se difundir através de membranas biologicas (IGNARRO, 2000),
tornando esta molécula um interessante alvo de estudos. Alguns dos primeiros relatos
do NO na fisiologia provém de estudos com o endotélio vascular, nos quais se
demonstrou que este radical era o responsavel pela dilatacdo dos vasos sanguineos
(PALMER et al., 1987).

Atualmente, o NO é descrito como uma das principais moléculas de sinalizacdo
extra e intercelular presentes no organismo (IGNARRO, 2000). Tanto o NO quanto as
espécies reativas do oxigénio geradas a partir desse radical livre reagem com uma
variedade de biomoléculas como o acido desoxirribonucleico (DNA), fatores de
transcrigcdo, enzimas, citocinas e receptores de membrana, exercendo ou mediando
uma variedade de func¢des fisioldgicas e patoldgicas (ROSSELLI et al., 1998). Dentre
algumas das funcbes atribuidas ao NO, inclui-se sua participacdo no sistema
imunoldgico, no qual a alta producdo de NO e derivados tem papel fundamental na
destruicdo de agentes patolégicos (WEI, 1995).

A identificacdo das enzimas ativas produtoras de NO, no ambiente celular
significou um avanco extremamente importante para a comprovacao dos efeitos
bioldgicos exercidos pelo NO. Macréfagos de camundongo ativados com IFN-y em
combinagdo com LPS expressam a enzima iNOS (STUEHR & MARLETTA, 1987). O
NO é uma molécula muito instavel e gera como produto final ions nitrito e nitrato que
guando quantificados refletem a taxa de producdo de NO (MOSHAGE, 1995).
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2.4. Fosfatidilserina e Interacao Parasito-Célula

PS é um fosfolipidio constituinte de diversos tipos de membranas celulares e em
células de mamiferos representa de 2 a 10% do total de fosfolipidios de membrana
(WEI, 1995). Esta porcentagem varia de acordo com o tecido e tipo celular (VANCE &
STEENBERGEN, 2005). Em células normais, esta molécula esta voltada para a face
interna da bicamada lipidica (Esquema 5), enquanto que durante a morte celular por
apoptose a PS é translocada para a parte extracelular da bicamada lipidica (MARTIN et
al., 1995).

Lado externo da célula

Esfingomielina Glicolipideo Fosfatidilcolina Colesterol

Fosfatidilserina Fosﬁﬁdiumb{ Fostatidiletancfamina ||
Citosol i i i i

Esquema 5 — Membrana de células eucaridticas. Normalmente fosfatidilserina esta
voltada para o lado interno da célula e quando externalizado indica morte celular.

Obtido de http://www.institutounipac.com.br/

A exposicdo da PS na superficie da membrana plasmatica é o principal evento
indicador de apoptose. Esta exposicdo estd envolvida na sinalizacdo de TGF-3 e
inducdo a resposta anti-inflamatoria durante a fagocitose de células apoptoticas (FREY
& GAIPL, 2011). Ao expor PS alguns parasitos se utiizam de um mecanismo
denominado “mimetismo apoptotico”, reproduzindo assim a sinalizacdo empregada por
células em processo de apoptose, inibindo a resposta inflamatéria do macréfago
(BARCINSKI et al., 2003).
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Amastigotas (BALANCO et al., 2001; WANDERLEY et al., 2006) e promastigotas
(TRIPATHI & GUPTA, 2003; WANDERLEY et al., 2009) de L. amazonensis expdem PS
do lado externo da membrana plasmatica mimetizando célula apoptotica, induzindo a
producdo de mediadores anti-inflamatoérios possibilitando a sobrevivéncia do parasito
dentro da célula hospedeira. Em 1996, Moreira et al., demonstraram que promastigotas
de L. amazonensis sofrem apoptose ao sofrerem choque térmico e devido a este
choque, apresentam atributos de uma célula em apoptose, tais como fragmentacéo da
cromatina e clivagem de DNA. Além disso, amastigotas de L. amazonensis isoladas de
lesbes cutaneas de camundongos expfem PS na sua superficie e ainda sim, se
apresentam viaveis e infectivos, 0 que sugere que ndo estdo em processo apoptoético
(BALANCO et al., 2001). Essa exposicao € fundamental para garantir que tais parasitos
consigam utilizar macrofagos como células hospedeiras e assim, se proliferar durante o
processo infectivo (LUDER et al., 2010).

A exposicdo de PS na superficie celular de L. amazonensis é considerado um
fator de viruléncia, pois € fundamental para o reconhecimento destes parasitos por
macréfagos e o bloqueio de PS nesse parasito reduz a internalizacdo e multiplicagéo
intracelular (BALANCO et al., 2001). Outros protozoarios parasitos também ja foram
descritos como possuindo tal mecanismo, como tripomastigotas (a forma infectiva do
parasito) de Trypanosoma cruzi (DAMATTA et al., 2007) e taquizoitos de T. gondii
(SEABRA et al., 2004). Tripomastigotas sdo a Unica forma de T. cruzi que expde PS em
sua superficie (DAMATTA et al., 2007), isso reforga a provavel importancia de PS para o
processo infectivo, uma vez que o reconhecimento deste fosfolipideo também esta
relacionado a inibicdo da producdo de NO em macréfagos, durante infeccdo por T.
cruzi.

Dos Santos et al., 2011 demonstraram que ambas as populacbes PS+ e PS- de
T. gondii s&o necessarias para garantir a sobrevivéncia do hospedeiro e 0 sucesso da
infeccdo, uma vez que apenas a populacdo PS+ inibe a producdo de NO e invade o

macréfago através de penetracao ativa, enquanto a populacdo PS- invade o macrofago
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através de mecanismos fagociticos e em infeccdes com as populacbes isoladas, os
hospedeiros morreram mais rapidamente.

Macréfagos de camundongos ativados com IFN-y e LPS e infectados com
taquizoitos de T. gondii tém a produ¢do de NO inibido devido a reducéo da expresséo
da iNOS, via producéo de TGF-3 (SEABRA et al., 2004). A possivel exposicdo de PS na
superficie de outros protozoarios parasitos e seu efeito desativador em macréfagos por
inducdo de TGF- indica que este mecanismo de evasdo pode ser uma caracteristica

comum de protozoarios intracelulares.

2.5. Oxido nitrico e a malaria murina causada por P. chabaudi
Os mecanismos do sistema imune que o hospedeiro utiliza para eliminar formas

eritrociticas do parasito da malaria ainda necessitam de ser completamente elucidados.
Apesar de mecanismos da imunidade, inata e adaptativa, parecerem envolvidos, existe
a necessidade de mais esclarecimentos sobre o seu funcionamento (TAYLOR-
ROBINSON et al., 1993; FRITSCHE et al., 2001). Alguns desses mecanismos
regulatorios incluem a ativacdo de moléculas efetoras como o NO, que tem papel ativo
na patogénese da malaria, embora seu mecanismo de acdo durante a doenca ainda
seja controverso (CLARK & COWDEN, 2003). Ainda de acordo com Clark & Cowden
(2003), apesar da polémica inicial sobre as mudltiplas funcdes do NO de fagocitos
humanos versus murinos, tem sido constatado que 0s genes e regides promotoras da
INOS sao extremamente semelhantes (CHARTRAIN, et al., 1994; MACMICKING, et al,
1997). Foi proposto que o NO produzido em excesso durante infec¢ao por parasitos do
género Plasmodium tem um efeito direto no controle da parasitemia por meio de danos
oxidativos (MOHAN & STEVENSON, 1998).

Altos niveis dessa molécula durante infec¢do por P. chabaudi em camundongos
também foram correlacionados com protecdo contra a infec¢cdo (TAYLOR-ROBINSON
et al., 1993; STEVENSON, et al., 2004). Embora ndo haja duvida de que o NO é
produzido durante a infeccao por Plasmodium, o papel exato desse gas durante a fase

eritrocitica tem sido questionado (TAYLOR-ROBINSON & SMITH, 1999; VAN DER
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HEYDE, et al., 2000). Ademais, dados que apoiam a acao de eliminagéo do parasito por
essa molécula sao frequentemente conflitantes (MOHAN & STEVENSON, 1998). Essa
molécula tem importante papel imunorreguladora e esta diretamente envolvida na
patogénese da maléria, por exemplo, inibindo a produgéo de citocinas pré-inflamatérias
(MOHAN & STEVENSON, 1998).

Estudos demonstraram que os niveis de NO ndo tem efeito na eliminacdo de
formas eritrociticas de P. chabaudi (STEVENSON, et al., 1995; YONETO, et al., 1999;
VAN DER HEYDE, et al., 2000), contrastando com resultados de Taylor-Robinson et al.
(1993). Legorreta-Herrera et al. (2011) sugerem que tais resultados controversos se
devem, provavelmente, ao uso de diferentes linhagens de camundongos para estudo

da patologia.

2.6. Apoptose e Autofagia
A morte celular por apoptose foi definida em 1972 por apresentar morfologia

distinta da morte celular por necrose (KERR et al., 1972). A morte celular por apoptose
€ morfologicamente caracterizada pela diminuicdo do tamanho celular, condensacédo da
cromatina com posterior fragmentacéo nuclear e formacédo de corpos apoptéticos que
mantém a integridade de membrana, impedindo o extravasamento de proteinas e
exposigdo de PS consequentemente evitando a inflamagéo (PLATT et al., 1998).

As células apoptoticas normalmente exibem modificacées bioquimicas. Um fator
caracteristico de apoptose € a hidrolise das proteinas envolvendo a ativacdo de varios
membros de uma familia de cisteino-proteases chamadas caspases. Caspases
ativadas clivam proteinas celulares vitais, afetando o citoesqueleto (ISRAELS &
ISRAELS, 1999). Além disso, as caspases ativam endonucleases, que sdo enzimas que
degradam o DNA. Durante a apoptose a externalizacdo de PS é crucial para o
reconhecimento precoce das células apoptéticas por macréfagos e células vizinhas,
resultando na fagocitose antes da liberagcdo dos conteddos celulares que induzem
inflamacédo (PLATT et al., 1998). O esquema 6 mostra que a PS exposta pode ser
identificado por citometria de fluxo pela marcacdo com Anexina-V na presenca de calcio
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(KOOPMAN et al., 1994).

Fluoréforo

. Célula Saudavel Célula Apoptética

WSS Anexina.V @
- L@ 9

Fosfatidilserina

Esquema 6 — Identificacdo de células expondo fosfatidilserina (apoptéticas) através de
marcacao usando anexina-v. A anexina-v, quando em tampao contendo calcio, tem forte
afinidade por fosfatidilserina. Usando anexina-v conjugada com um fluoréforo é possivel
determinar células que estdo expondo esse fosfolipideo. Traduzido de Rieger et al.
(2005).

A autofagia € um processo catabdlico conservado evolutivamente de degradacéo

e reciclagem de componentes celulares (LEVINE & DERETIC, 2007). Ainda de acordo
com Levine e Deretic (2007), a autofagia é descrita como sendo induzida devido a falta
de nutrientes e oxigénio. Entretanto, podem haver a ocorréncia de outros sinais pro-
autofagicos como a presenca de toxinas extracelulares, compostos citotoxicos,
presenca de organelas ou proteinas danificadas e proteinas de longa vida (CLARK &
COWDEN, 2003). A autofagia é um processo nos quais materiais citoplasmaticos
intracelulares sdo transportados envoltos por membranas autofagossdmicas aos
17



lisossomas para degradagéo (LEVINE & DERETIC, 2007). Estudos tém sido realizados
com a finalidade de desvendar os processos relacionados aos mecanismos de evasao
de diversos parasitos protozoarios, e entender a sua interacdo com as células
hospedeiras. Muitos parasitos do filo apicomplexa como T. gondii (SEABRA, et al.,

2004) tém mecanismos similares de fuga do sistema imune.
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3. Objetivos

3.1. Objetivos gerais
Analisar a interacdo das subpopulacoes PS+ e PS- de P chabaudi

separadamente in vitro em macrofagos peritoneais de camundongo ativados,
verificando a ocorréncia ou nao do mecanismo de evasdo “mimetismo apoptotico”

nesse parasito.

3.2. Objetivos especificos
¢ Realizar a andlise morfolégica de macréfagos ativados apds interacdo com

subpopulagdes PS mistas e isoladas de P. chabaudi;

e Avaliar a expressdo da enzima iNOS durante a interacdo de macréfagos

ativados com as subpopulac¢des isoladas de P. chabaudi;

e Avaliar o tipo de morte celular que macréfagos ativados sofrem durante a

interacdo com subpopulacdes mistas e isoladas de P. chabaudi.
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4. Materiais e métodos

4.1. Obtencao de formas eritrociticas de Plasmodium chabaudi
Os parasitos intraeritrociticos de P. chabaudi (cepa AJ) foram mantidos por

inoculacéo de 1 x 103 parasitos na cavidade peritoneal de camundongos Balb/c durante
periodo de 5 dias. ApGs este periodo, a parasitemia era de cerca de 80%. O sangue foi
retirado dos animais por pungéo cardiaca usando seringa de 1 ml com 0,2 ml de citrato
de sdadio a 3,7% em agua, obtendo um volume final de 0,8 ml por animal. Os parasitos
foram purificados adaptando protocolo descrito por Orjih (2008). O sangue retirado de
guatro animais foi centrifugado a 500g por 10 min, sobrenadante descartado e ao
precipitado foi adicionado 5 ml de 0,015% de saponina (Sigma-Aldrich) em tampéao
fosfato-salino, pH 7.2, (PBS) e incubados por 30 min em gelo. A solucao foi centrifugada
a 800g por 10 min, e ao precipitado adicionado solucdo de saponina; esse processo se
repetiu por mais 2 vezes. O precipitado final foi lavado 3 vezes com meio Eagle
modificado por Dulbeccus (DMEM). ApGs esse processo obteve-se parasitos purificados

dos eritrocitos.

4.2. Isolamento das subpopulacdes de parasitos PS+ e PS-
As subpopulacdes PS+ de formas sanguineas de P. chabaudi foram obtidas

adaptando o protocolo para taquizoitos de T. gondii (Dos Santos et al., 2011). Os
parasitos foram incubados com anexina-v conjugada com microesferas magnéticas
(Milteyi Biotec) em tampao de célcio (10 mM Hepes, 140mM NaCl, 5mM CacCl,). Depois
de 40 min a temperatura ambiente, a suspenséao de células foi adicionada a uma coluna
magnética, que reteve a subpopulacdo PS+, a coluna foi lavada com tampéo de calcio,
removendo a populacdo PS- e, logo apds, retirada do campo magnético proporcionado
pelo im& e novamente eluido com tampéo de célcio removendo a subpopulagcdo PS+.

As duas subpopulacdes foram coletadas separadamente e preservadas. Devido a alta
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taxa de parasitos PS+ essa subpopulacdo teve a PS bloqueada com anexina-v

mimetizando a populacéao PS-.

4.3. Avaliacao da exposicao da fosfatidilserina por citometria de fluxo
As subpopulacdes dos parasitos isoladas foram incubadas por 30 min com

Anexina V-Alexa Fluor 488 (1 ug/10° células) e iodeto de propidio (PI) (1ul de solucéo a
10 pg/ml). Depois da incubacdo, foi realizada a leitura no citbmetro de fluxo

FACScalibur. Os resultados foram analisados no programa WinMdi.

4.4. Obtencao de macréfagos peritoneais
Macréfagos foram obtidos por lavagem peritoneal de camundongos Balb/c com 5

ml de DMEM acidificado (pH=4). Os macrofagos foram contados em camara de
Neubauer e 1 x 10* plagueados sobre laminulas de vidro em placas de 24 pocos. Ap6s
1 h de aderéncia a 37°C, as células foram lavadas com PBS a 37°C e cultivadas com
DMEM contendo 5% de soro fetal bovino (SFB) a 37°C, em atmosfera com 5% de CO..

4.5. Ativacao de macréfagos peritoneais e interacao com parasitos
Macrofagos foram ativados com 50 U/ml de INF-y recombinante de camundongo

(Sigma-Aldrich). Logo apds a aderéncia, os macréfagos foram ativados e 24 h depois
usados para as interacbes. As células foram lavadas e o0s parasitos purificados
colocados na proporcdo de 10:1 parasitos por macréfago durante 1, 24 e 48 h de
interacdo sem lavagem. O sobrenadante do cultivo foi coletado para analise dos niveis
de NO apés 24 e 48 h.

4.6. Microscopia eletrénica de varredura
Apés 1, 24 e 48 h de interacdo, as laminulas contendo as células foram

submetidas ao fixador Karnovsky (formaldeido nascente 4%, glutaraldeido 2,5%,
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tampao cacodilato de sodio 0,1M, pH 7.4), lavadas com tampao cacodilato de sodio,
pos-fixadas em solucdo contendo 1% de tetréxido de 6smio em tampéao cacodilato de
sbédio e desidratadas com acetona, em concentracdes seriadas de 30%, 40%, 50%,
70% e 100%. Apoés desidratacdo as amostras foram secas pelo método do ponto critico
e recobertas com ouro através de metalizacao (25 nm). As amostras foram observadas

no microscopio eletrénico de varredura Jeol JSM 6490LV na UEZO.

4.7. Microscopia eletrénica de transmissao
Macrofagos de 4 animais foram cultivados usando garrafa de cultura de 25 cmz?

como acima, sendo posteriormente plagueados em laminulas de vidro em placa de 24
pocos. A infeccdo foi feita na mesma proporcdo de parasitos por macroéfago e mesmo
tempo descrito acima. A fixacao foi realizada como no item 4.6. As amostras foram
lavadas com tampéo cacodilato de sodio e pds-fixadas por 1 h com solucdo contendo
1% de tetréxido de 6smio, 1,6% de ferricianeto de potassio e 5mM de cloreto de célcio
em tampédo cacodilato de sddio. Aas amostras foram desidratadas com acetona, em
concentracfes seriadas de 30%, 40%, 50%, 70% e 100%. A inclusdo foi feita com
resina epoxi que foi polimerizada por 48 h a 60° C. Secdes de 80 nm de espessura
foram contrastadas com acetato de uranila e citrato de chumbo. As amostram foram

observadas em microscopio eletrénico de transmissdo FEI SPIRIT 120 Kvolts na UEZO.

4.8. Avaliacao da producao de 6xido nitrico

A producédo de NO foi avaliada indiretamente pela leitura colorimétrica do nitrito
nos diferentes sobrenadantes das culturas através do reagente de Griess. Os
sobrenadantes foram misturados na proporcao de 1:1 com o reagente de Griess (1
volume de 1 % de sulfanilamida em 5 % de &cido ortofosforico em agua deionizada com
volume igual de 0,1 % de N-[1-Naphthyl] Ethylenediamina em agua deionizada). Apos
10 min, a mistura foi analisada em leitor de microplaca a 540 nm de absorbéancia e a
guantificacdo da producdo de NO baseada nas leituras da curva padrédo que foi feita
com quantidades de nitrito de sédio definidas diluidas em DMEM.
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4.9. Avaliacao da expressao de iNOS em macroéfagos infectados com Plasmodium
chabaudi

Apés interacbes de subpopulagbes de P. chabaudi PS+ por anexina-v com
macréfagos ativados a expressao da iINOS foi avaliada por imunofluorescéncia. As
células foram fixadas com formaldeido 4% em tampdo PHEM (60 mM Pipes, 20 mM
Hepes, 10 mM EGTA, 5 mM MgCl,, 70 mM KCI), pH 7.2, permeabilizadas com 5% de
Triton X-100 em PHEM, incubadas com cloreto de amo6nio 50mM e com 3% de Soro
Albumina Bovina (BSA) em tamp&do PHEM. As células foram incubadas com o anticorpo
anti-INOS feito em coelho (diluicdo 1:100 em PHEM contendo BSA), por 1 h, lavadas 3
vezes com PHEM e incubadas com anticorpo secundario anti-rabbit conjugado com
Alex 488 (Molecular probes) por 1 h, as células foram lavadas com tampdo PHEM e
montadas com ProlongGold com DAPI (Invitrogen) e observadas no microscépio 6ptico
confocal a laser (LSM 710 Quasar Zeiss) da UEZO.

4.10. Infeccao in vivo
Parasitos PS+ foram separados em dois grupos com a mesma quantidade. O

primeiro grupo foi incubado com tampéao de célcio em temperatura ambiente durante 1
h, enquanto o segundo grupo foi incubado com tampéo de célcio e anexina-v (1ug/10°
células) pelo mesmo tempo bloqueando a PS desse grupo. Cada camundongo Balb/c
foi inoculado com 103 parasitos em tampdo de calcio na cavidade peritoneal. Foram
utilizados 5 camundongos para cada grupo de parasito. Esse projeto foi submetido ao
Comité de Etica da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro em 18 de
dezembro de 2015, ID 645487.
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4.11. Microscopia 6ptica de campo claro
Apés 4 e 7 dias pos-infeccdes, 20 pl de sangue de cada camundongo foi retirado

da cauda e realizado esfregaco sanguineo em lamina de vidro. O esfregaco foi corado

com panotico rapido e observado em microscopio optico Axioplan — ZEISS na UEZO.

24



5. Resultados

5.1. Andlise da expressao de PS pela populacao eritrocitica de Plasmodium
chabaudi

Cerca de 90% da populacao eritrocitica de P. chabaudi purificada com saponina
expos PS (Figura 1 A, B, C). Essa subpopulacdo ndo marcou com Pl indicando que os

parasitos estavam viaveis (Figura 1 B, C).
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Figura 1 - A populacdo de Plasmodium chabaudi isolada de eritrécitos expde
fosfatidilserina. A. Histograma mostrando marcagdo com anexina-v (eixo x) de
parasitos; 90% da populacdo de P. chabaudi expde PS. B. Viabilidade dos parasitos
através de marcacdo com iodeto de propidio (PI). C. Dot plot dos parasitos mostrando

marcacdo por anexina v (eixo x) e Pl (eixo y). Note a alta exposicao de PS pelos
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parasitos e a grande viabilidade. D. Populacdo de parasitos ndo marcados com

anexina-V e PI (controle).

5.2. Microscopia eletronica de varredura de Plasmodium chabaudi com
macroéfagos peritoneais de camundongos ativado

Andlise ultraestrutural mostrou que apdés 1 h da interacéo (Figura 2 A, B) foi
possivel visualizar o parasito fora do vacuolo parasitoforo. Depois de 24 h (Figura 2 C,
D) e 48 h (Figura 2 E, F) de interacdo com o parasito foi possivel notar retracéo
citoplasmatica dos macréfagos e em 48 h evidentes protuberancias arredondadas

(blebs) na superficie das células (Figura 2 E, F).
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Figura 2 - Imagens de microscopia eletrénica de varredura da interacédo de
Plasmodium chabaudi com macrofagos ativados apoés 1, 24 e 48 h. A e B. Imagens
apos 1 h de interacédo. Pode-se notar que o parasito se encontra fora do vacuolo
parasitéfaro. Em C e D (24 h) e E e F (48 h) nota-se retracao citoplasmatica dos

macréfagos e em E e F protuberancias arredondadas (setas).
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5.3. Microscopia eletronica de transmissao de Plasmodium chabaudi com

macroéfagos peritoneais de camundongo ativados

A andlise da interacdo protozoario-célula com 24 h mostrou a presenca de

vesiculas lipidicas e figuras de mielina no citoplasma de macréfagos (Figura 3).

’ < " ¥ 1,
g : ¥k
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Figura 3 - Imagens de microscopia eletronica de transmissdo de macréfagos
ativados apés interacao com Plasmodium chabaudi. A e B. Vesiculas lipidicas foram
observadas no macrofago (setas). C. Estruturas simulares a figuras de mielina (insert,

setas) podem ser vistas nos macréfagos.

5.4. Producao de 6xido nitrico no sobrenadante de cultura apés interacdes de
Plasmodium chabaudi com macroéfagos ativados

Andlise da quantidade de nitrito presente nos sobrenadantes de macréfagos
ativados nao infectados (controle) mostrou alta producédo de NO apés 24 e 48 h de
cultivo (Figura 4). Apés 24 h de interagcdo com o parasito houve reducdo drastica de
producdo de NO de macrofagos infectados sendo praticamente total com 48 h (Figura
4). A interagcdo de macrofagos ativados com P. chabaudi com PS bloqueado por

anexina-V apresentou producgdo de NO similar ao controle (Figura 4).
60

B 24 Horas
M 48 Horas

Nitrito (M)

10 -

-

Controle P. chabaudi Blogueado

Figura 4 - Dosagem de nitrito em sobrenadante de cultura de macrofagos
ativados apods interacdes de populacdées de Plasmodium chabaudi fosfatidilserina

positiva e de fosfatidilserina bloqueada. Controle. Niveis de nitrito produzido por
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macréfagos sem interacdo com parasito. P. chabaudi. Niveis de nitrito produzido por
macrofagos apos 24 e 48 h de interacdo. Clara inibicdo da producéo de nitrito péde ser
detectada apdés 24 h e inibicdo total apés 48 h. Blogueado. Niveis de nitrito de
macréfagos que interagiram com P. chabaudi com a PS exposta bloqueada com

anexina-v. Note que os niveis de nitrito produzidos séo similares ao controle.
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5.5. Expressao da iNOS apos interacao de Plasmodium chabaudi com macréfagos
ativados

A analise da expressdo da enzima INOS durante interacdo de P. chabaudi com
macréfagos ativados mostrou que apds 1 h (Figura 5 A, B) de interacdo com o parasito
macréfagos apresentaram alta expressdo de iNOS (verde). Apbés 24 h de interacdo
(Figuras 5 C, D) ocorreu clara diminuicdo da expressao de iNOS que se manteve apos
48 h (Figuras 5 E, F).

10 pm

Figura 5 - Andlise da expressdo de iNOS por imunofluorescéncia e DIC de
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macrofagos ativados apés interacao de 1, 24 e 48 h com Plasmodium chabaudi. A
e B. Macrofagos ativados apés interacdo de 1 h com P. chabaudi. Note expressao de
INOS. C e D. Macrofagos ativados apos 24 h de interacdo com P. chabaudi. Note
reducdo da expressao de iINOS. E e F. Macrofagos ativados apds 48 h de interacéo
com P. chabaudi. Note que a reducdo da expressao de iNOS persiste. Note que através
de DIC (B, D e F), podemos notar retracdo citoplasmatica nos macrofagos em tempos

de 24 e 48 h, ao compararmos com o tempo de 1 h.

5.6. Curva de sobrevivéncia de camundongos apds infeccdo com subpopulacées
de parasitos fosfatidilserina positiva e bloqueada com anexina-V

Animais infectados com o grupo de parasitos que tiveram PS bloqueada por
anexina-v sobreviveram apés 10 dias de infec¢édo (Figura 6). Animais infectados com o
grupo controle de parasitos (incubados apenas com tampado de célcio) comecaram a

morrer com 5 dias e ndo sobreviveram por mais de 9 dias (Figura 6).

Analise da sobrevivéncia
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E 40 L Bloqueado
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Dias poés-infecgdo
Figura 6 — Curva de sobrevivéncia de camundongos apés infeccao com parasitos
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expondo fosfatidilserina (PS) ou bloqueada. Parasitos expondo PS purificados de
eritrocitos foram divididos em dois grupos: um foi incubado com anexina-v em tampéo de
calcio (bloqueado) e o outro (controle) apenas em tampao de célcio. A infeccao foi realizada
em camundongos e a sobrevivéncia observada por 10 dias. Somente camundongos que

receberam a subpopulacdo expondo PS (controle) morreram no periodo analisado.

5.7. Andlise da infeccao in vivo através de microscopia de campo claro
Esfregacos sanguineos de camundongos infectados por 4 e 7 dias com a populagdo de

P. chabaudi que teve a PS blogueada ndo apresentou sinais de parasitemia (Figura 7 A, B).
Por outro lado, esfregacos sanguineos de camundongos infectados por 4 e 7 dias com a
populacdo de P. chabaudi que nado teve PS bloqueado apresentou parasitemia crescente
(Figura 7 C, D).
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Figura 7 - Imagens por microscopia de campo claro de esfregacdes sanguineos de
camundongos infectados com parasitos fosfatidilserina positivos ou bloqueada apés 4
e 7 dias. Parasitos expondo PS foram divididos em dois grupos: incubado com anexina-v em
tampéo de calcio (bloqueado) e outro apenas em tampao de célcio (controle). As duas
subpopulagdes foram usadas para infectar camundongos. A e B. Esfregagos com parasitos PS
blogueada. C e D. Esfregagos com parasitos PS positivos. Avaliacdo da parasitemia apos 4
dias (A e C) e 7 dias (B e D). Note que ndo séo encontrados eritrécitos infectados em Ae B e o
aumento da parasitemia em C e D é evidente.
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6. Discussao

A malaria € importante problema de saude publica para as nacdes em
desenvolvimento (SNOW et al.,, 2005), afetando mais de 100 paises com
aproximadamente 40% da populacdo mundial exposta a infeccdo. P. chabaudi é
excelente modelo para o estudo da malaria humana, pois 0 mecanismo de infeccao e
0s sintomas manifestados séo similares. A alteracdo da composicao de fosfolipideos da
capa lipidica da membrana celular durante apoptose é associada com a exposicado de
PS. A exposicdo de PS por parasitos viaveis e que ndo sofrem morte celular foi
demonstrada em algumas espécies, incluindo L. amazonensis (BALANCO et al., 2001;
WANDERLEY et al., 2006; 2009), T. gondii (DOS SANTOS et al., 2011) e T. cruzi
(DAMATTA et al., 2007), o que nos leva a crer que 0 mimetismo apoptético pode ser um
mecanismo comum a diversos protozodrios parasitos. Aqui, formas eritrociticas de P.
chabaudi foram purificadas e apresentaram alto grau de exposicdo de PS. Esses
parasitos foram capazes de inibir a producdo de NO e induzir morte celular em
macrofagos apos infeccao in vitro. O bloqueio da PS dos parasitos reverteu a inibicdo
de NO. Camundongos infectados com parasitos expondo PS morrem rapidamente, mas
os infectados com parasitos com a PS bloqueada sobrevivem e apresentam
parasitemia minima ou inexistente. Coletivamente, esses resultados indicam que a PS
exposta por P. chabaudi pode ter importante papel durante a infeccao.

Adaptando o protocolo descrito por Orjih (2008) conseguimos isolar formas de P.
chabaudi de eritr6citos de camundongos infectados. Diferentemente de outros
trabalhos, usamos camundongos com altas taxas de infec¢do, pois com parasitemia
elevada ocorre aumento da frequéncia de eritrécitos lisados pelo parasito. Os eritrocitos
contendo os parasitos foram lisados com saponina e depois de lavagens foi possivel
isolar apenas o parasito. Este processo permitiu os estudos da exposicdo de PS e
infeccdo subsequentes e, no futuro, auxiliara a determinacdo da exposicao de PS dos
diferentes estagios de P. chabaudi e de outras espécies de Plasmodium.

Foi determinado que 90% da populagédo de P. chabaudi expds PS mantendo a

membrana plasmética integra indicando que os parasitos estavam vivos. Esse achado
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aponta a possibilidade da ocorréncia do mecanismo de mimetismo apoptoético por esse
parasito, colocando mais um protozoario na lista dos que usam esse mecanismo. Esse
processo € citado como sendo uma estratégia para evitar resposta imune e inflamatoria
do hospedeiro (BALANCO et al., 2001; SEABRA et al., 2004; WANDERLEY et al., 2006;
DOS SANTOS et al., 2011). Em outros protozoarios parasitos, no entanto, a relacao
entre a populacdo PS+ e PS- costuma ser equilibrada, o que ndo ocorre com P.
chabaudi. Tal ocorréncia provavelmente garante alto indice de infectividade por P.
chabaudi, e por isso, assim como em L. amazonensis, existe a possibilidade que a
exposicdo de PS possa estar relacionada com a viruléncia da cepa analisada. E
importante que a exposicdo de PS seja analisada em outra cepa desse parasito e em
outras espécies, extendendo possivelmente o mimetismo apoptético a outras espécies
do género Plasmodium. Essa ac¢do garantira que o resultado descrito aqui ndo foi um
artefato causado pelo processo de purificagcdo que poderia induzir a exposicdo ou
aumentar a exposicdo nao pelo parasito em si, mas pela PS dos eritrécitos que podem
ser captadas pelo parasito.

Neste trabalho, a fim de avaliar os efeitos da infec¢ao in vivo com apenas uma
das subpopulagbes de PS de P. chabaudi e devido a baixa quantidade de parasitos PS-
realizamos o bloqueio da PS da subpopulacdo PS+ com anexina-v, mimetizando
parasitos PS-. Em experimentos com a subpopulacdo PS+ (sem bloqueio) foi mostrado
que P. chabaudi tem a capacidade de modular negativamente a producdo de NO
inibindo a expressao da iINOS nos macréfagos. Mecanismo semelhante j4 havia sido
descrito em T. gondii (SEABRA et al., 2004; DOS SANTOS et al., 2011), no entanto,
nao havia sido demonstrado em P. chabaudi. Nos experimentos em que 0s parasitos
tiveram PS blogqueado tal modulagdo ndo ocorreu, evidenciando o papel de PS no
processo infectivo. Seabra et al. (2004) encontraram resultados similares estudando T.
gondii, nos quais taquizoitos PS+ sdo capazes de modular a producao de NO e reduzir
a expressdo de iINOS, mas essa modulacdo ndo ocorre da mesma forma com
taquizoitos PS-. Os resultados de inibicdo de NO apresentados aqui sdo reforcados
pela expressao de iINOS. Em tempos de 1 h de interacdo a iNOS continua expressa. No

36



entanto, essa expressao foi modulada negativamente por P. chabaudi em tempos de 24
e 48 h. Esses resultados demonstram a capacidade de P. chabaudi purificado de
eritrocito de regular a producdo de NO em macrofagos via degradacao de iNOS. Como
90% da populagédo de P. chabaudi expbs PS, possivelmente macréfagos reconhecem
esses parasitos como células mortas e induzem a producdo de mediadores anti-
inflamatorios, reduzindo a expressdo de INOS e producdo de NO, possibilitando o
sucesso da infeccéao.

Através da microscopia eletrénica de varredura foi possivel observar ap6s 1 h de
interacdo o parasito fora do vacuolo parasitéfaro, sugerindo evasdo do processo de
fagocitose dos macrofagos ativados. Apds 24 h de interacdo observou-se retracao
citoplasmatica nos macréfagos. Além disso, apés 48 h de interacdo, foi possivel
observar protuberancias arredondadas (blebs) na superficie das células. Durante a
apoptose o citoesqueleto da célula € degradado por caspases (GRIVICICH et al., 2007)
possibilitando a geracdo de protuberancias na membrana celular. Tais protuberancias
se separam da célula, levando uma porcao do citoplasma e geralmente parte do nicleo
e sao conhecidas como “corpos apoptéticos” (WICKMAN et al., 2013). As células
vizinhas e as fagociticas profissionais internalizam os corpos apoptéticos reciclando
seus componentes (VERMEULEN, et al., 2005). Tanto a retragcao citoplasmatica como a
geracdo das protuberancias da membrana sdo indicadores de morte celular
programada por apoptose (GRIVICICH et al., 2007), o que indica que os macrofagos
estdo possivelmente sofrendo esse tipo de morte celular induzida pela infecgcdo do
parasito purificado. No entanto, imagens de corpos de mielina no citoplasma dos
macrofagos foram observadas por microscopia eletrbnica de transmissdo. Corpos
mielinicos indicam autofagia (LIU et al., 2015). Portanto, esse tipo de morte celular pode
estar sendo induzida também pela infeccdo dos parasitos. Analises quantitativas de
morte celular serdo feitas para determinar qual tipo de morte celular € induzida por essa
infeccao.

A fim de verificar a importancia de PS no processo infectivo in vivo parasitos

tiveram esse fosfolipidio bloqueado. Camundongos foram infectados com parasitos com
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a PS blogueada e livre e a sobrevivéncia avaliada. Camundongos infectados com
parasitos expondo PS morreram entre 5 e 8 dias e apresentaram altas parasitemias. No
entanto, camundongos que foram inoculados com parasitos com a PS bloqueada n&o
desenvolveram parasitemia e ndo morreram mesmo apds 10 dias de infecgdo. Tal
resultado reforca a importancia de PS no processo infectivo de P. chabaudi.
Possivelmente os parasitos PS+ inoculados no peritdbnio dos camundongos foram
avidamente fagocitados e escaparam da acdo microbicida dos macrofagos,
perpetuando a infeccdo e levando a alta parasitemia e morte dos camundongos. J& os
parasitos com a PS blogueada foram fagocitados e, devido a PS bloqueada, ndo
escaparam da acao microbicida dos macrofagos, sendo, possivelmente, destruidos logo
no inicio da infeccdo. Uma cinética da infeccdo analisando a morfologia das células do
lavado peritoneal pode revelar se houve de fato destruicdo da subpopulacdo de
parasitos com a PS bloqueada ainda nos macréfagos do peritbnio; uma andlise das
citocinas presentes no lavado peritoneal também auxiliard na interpretacdo desse

resultado.
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7. Conclusoes

Plasmodium chabaudi foi capaz de induzir morte celular em macroéfagos, inibir a
expressdo da enzima iINOS e consequentemente, modular a producdo de NO de
macréfagos em experimentos in vitro. Somente a subpopulacdo PS+ do parasito foi
capaz de realizar tal modulacéo, o que leva a crer que tal habilidade esta intimamente
relacionada com a exposicao de PS. A analise in vivo da infeccdo mostrou que PS
possivelmente foi essencial para o processo infectivo do parasito, uma vez que apos
seu blogueio houve reducédo drastica da parasitemia e 0s animais sobreviveram pelo
tempo de 10 dias. Esse trabalho suporta que o conceito de mimetismo apoptético se
aplica em P. chabaudi, sugerindo que PS é uma molécula essencial para garantir a
infeccdo do parasito nos hospedeiros sendo peca-chave, pois possivelmente induz no
sistema imune do hospedeiro resposta anti-inflamatéria, desabilitando a capacidade
microbicida de macréfagos.
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