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RESUMO

A malaria é a doenca infeciosa mais letais para 0 homem, embora muito de sua
patogénese permaneca obscura. A malaria também causa doenca e 6bito em
animais, portanto, tem implicancia econémica. A importancia do 6xido nitrico é
um ponto controverso nas malarias, pois apesar de estar envolvido, ndo ha um
consenso sobre sua implicancia na patogenia. Modelos experimentais sédo um
bom meio de obtencdo de conhecimento da patogenia infecciosa e fatores
envolvidos. Plasmodium gallinaceum € um protozoario intracelular causador da
mais patogénica malaria aviaria. Infeccbes experimentais usando P.
gallinaceum servem de modelo de estudo para malaria em aves. Plasmodium
falciparum causa a mais grave malaria humana, e por terem similiaridades
filogenéticas e patoldgicas, infeccao por P. gallinaceum pode servir de modelo
de estudo para malaria humana. Nesse trabalho, foi utilizado a aminoguanidina
para inibir a enzima o6xido nitrico sintase induzida, levando a reducdo na
producdo de Oxido nitrico em galinhas infectadas por P. gallinaceum,
observando-se a patofisiologia dos animais tratados. Animais nao tratados com
aminoguanidina desenvolveram patogénese tipica de malaria aviaria, com alta
mortalidade. A anemia desenvolvida foi macrocitica hipocrémica, com forte
resposta medular e liberacdo de formas jovens na circulacdo. Foi observado
aumento da ativacdo leucocitaria no transcorrer da infecgdo, com mondcitos
vacuolados, linfécitos grandes e heterdfilos toxicos. Trombdcitos com alteracao
morfologica foram descritos apresentando grande tamanho, forma
arredondada, muitos vacuolos e binucleados. As alteracdes clinicas
observadas foram apatia, anorexia, alteracdo de postura corporal, ericamento
de penas, palidez de mucosa e alteracbes neurolégicas. O tratamento com
amioguanidina resultou em abrandamento dos sinais clinicos, diminuicdo das
lesbes no figado e bago, menor depdsito de hemozoina, além de maior
sobrevida. Nos animais tratados houve reducdo de anemia e trombocitopenia,
embora tenham tido maiores parasitemias. Niveis plasmaticos de Oxido nitrico
estdo aumentados na malaria aviaria causada por P. gallinaceum, e sua

inibicdo € um fator positivo para a saude do animal.

Palavras Chave: Inflamac&o, Coagulopatia, Anemia, Oxido nitrico, Galinhas,
Malaria



ABSTRACT
Malaria is the most important parasitic disease to humankind, but little is known
about its detailed pathogenesis. Malaria is also economically important because
production animals also get sick or die. Besides involved in cerebral malaria,
nitric oxide has a controversial function in the development of malaria diseases.
Experimental models are extremely necessary to improve the knowledge of
malaria. Plasmodium gallinaceum is an intracellular protozoan that cause the
most pathogenic avian malaria, and its phylogenetic proximity to P. falciparum
makes chicken animal model as a good alternative. In this work, we have used
aminoguanidine to inhibit inducible nitric oxide synthase and consequently
reduced the nitric oxide levels. Untreated chickens developed classical clinic
pathological alterations, like paleness of the mucosae, anorexia, anemia,
neurological signs and high mortality. Strong medullar response and
consequently macrocytic hypochromic anemia was observed and correlated
with great amounts of immature erythrocytes in blood. The leukocytes were
activated, lymphocytes were bigger in size, monocytes presented many
vacuoles and heterophils presented many toxic granules. Thrombocytopenia
was an important alterations and thrombocytes were activated. Treatment with
aminoguanidine reduced the pathological development of malaria, with treated
chickens showing the same symptoms, but in a mild form. Treated chickens
were less anemic and were protected against thrombocytopenia, but
controversially, developed higher parasitemia. In conclusion, nitric oxide

inhibition was protective against avian malaria in the P. gallinaceum model.

Key Words: Inflammation, Coagulophaty, Anemia, Nitric Oxide, Chickens,

Malaria
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1 Introducéo

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, a malaria humana é uma
doenca infecciosa causada por cinco espécies dentro do género Plasmodium: P.
falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale e P. knowlesi. A transmissao da malaria
humana é realizada exclusivamente por mosquitos do género Anopheles, sendo P.
falciparum e P. vivax as mais prevalentes, e P. kowlesi a ultima espécie descrita.
Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), em 2012 houve
aproximadamente 207 milhdes de casos de malaria humana e 627 mil mortes. A
maioria das mortes ocorre no continente africano, onde a cada minuto morre uma
crianca (OMS, 2013).

A malaria avidria pode ser causada por espécies dos géneros
Leucocytozoon, Plasmodium e Haemoproteus, sendo que dentro do género
Plasmodium, mais de 40 espécies infectam aves. Passaros silvestres podem servir
de reservatérios para as espécies domésticas (Valkiunas, 2005). O género
Plasmodium foi descrito em aves domésticas, a exemplo de P. gallinaceum (Macchi
et al. , 2010) e P. juxtanucleare (Silveira et al., 2009) em galinhas, P. durae em
perus (Huchzermeyer, 1993), P. lophurae em galinhas e marrecos (Paraense, 1948
), P. reticulum em canarios (Palinauskas et al., 2008) e em pardais, Passer
domesticus (Loiseau, 2011). Plasmodium gallinaceum foi descrito por Brumpt, que
também realizou as primeiras infec¢cdes experimentais em galinhas pela inoculacao
de esporozoitos via picada de mosquito (Brumpt, 1936 a,b).

A malaria tem mecanismos patogénicos multifatoriais, pois podem estar
envolvidos fatores relacionados a anemia, inflamacédo, coagulopatias e alteracdes
neuroldgicas, embora fatores relacionados a espécie do parasito e ao hospedeiro
possam influenciar no desenvolvimento da doenca (Hansen, 2012). Na malaria, ha
producdo de grande quantidade de citocinas e quimiocinas, que tem efeito
inflamatorio e estdo relacionadas a piora do quadro infeccioso (Shi-Ichi et al.,
2013).

O oxido nitrico (NO) tem papel controverso durante o cenario da infeccao
malarica. Em humanos, estudos apontam para um papel benéfico em virtude de
sua acdo microbicida frente ao patdgeno. Por outro lado, outros trabalhos
demonstram que o NO esta envolvido com a exacerbada inflamacgéo (Schofield e
Grau, 2005) e desenvolvimento de formas cerebrais fatais (Mendis e Carter, 1995;

Mackintosh et al., 2004). Em experimentos desenvolvidos com galinhas infectadas



com P. gallinaceum, foi demonstrado que NO est4 implicado na resposta imune
nessa infeccao, indicando ativacao do sistema imune. Os autores observaram que
macréfagos derivados de mondcitos destes animais produzem maiores
guantidades de NO em cultura (Macchi et al., 2010).

A infeccdo malarica em aves como modelo de malaria humana foi bastante
explorada entre 1890 e 1940 (Paraense, 1946; Slater et al., 2005), mas teve menor
interesse apés o avanco do modelo murino (Aviado, 1969). Entretanto, esse
modelo tem retomado sua importancia, com o aumento das pesquisas em aves
(Nagao et al., 2008). O modelo de infec¢do aviaria por P. gallinaceum tem algumas
vantagens, dentre elas: a) estd mais préximo filogeticamente a P. falciparum
(McCutchan et al., 1996; Leclerc et al., 2004), b) a cepa é facilmente mantida em
laboratorios e biotérios, c) é caracterizada por grandes parasitemias e d) pode
infectar hospedeiros de varias espécies de aves (Nagao et al., 2008).

Como citado acima, a malaria aviaria € um bom modelo de estudo, pois
assim como a malaria humana, tem o NO envolvido no contexto infeccioso. Desta
forma, no presente estudo, a producdo de NO foi suprimida através da inibicdo da
oxido nitico sintase induzida (INOS). Essa supressdo foi realizada através da
inoculacdo de aminoguanidina (AG), um inibidor da iINOS (Khan et al.,, 1997).
Parametros clinicos, hematolégicos e bioquimicos, plasmaticos e histopatolégicos
foram aferidos. Nos animais tratados houve diminuicdo das alteraces
fisiopatoldgicas, assim como da mortalidade. Portanto, infere-se nesta pesquisa

gue a inibicdo de NO é benéfica no modelo de infec¢éo aviaria por P. gallinaceum.



2 Revisdo de Literatura

2.1 Género Plasmodium

As analises moleculares identificaram aproximadamente 200 espécies do
género Plasmodium que infectam homem e outros mamiferos, aves e répteis
(Nishimoto et al., 2008). Plasmodium é o unico género da familia Plasmodidae, sub
ordem Haemosporina e tem 10 sub-géneros. O género Plasmodium compreende
parasitos intracelulares de dois hospedeiros, um intermediario onde ocorre a
reproducdo sexuada, e o0 outro invertebrado, onde ha a reproducdo sexuada
(Garnham, 1966).

O género Plasmodium compreende microrganismos que geram prejuizos a
saude humana (Milner et al., 2013) e animal (Macchi et al., 2010). Vashist et al.
(2011) chamam atencao para possiveis perdas econdmicas pela maléaria aviaria. A
introducdo do parasito em areas onde ndo ha endemicidade pode acarretar sérios
problemas ecologicos. A extincdo do passaro Hawaiian honeycreepers foi atribuida
principalmente a introdugdo de P. relictum e do seu vetor Cullex quinquefasciatus
no Havai (Atkinson, 2000).

2.1.1 Ciclo de Vida

Em relacdo ao homem, o ciclo de vida (Figura 1) se da quando o mosquito
pica o hospedeiro, e inocula formas parasitarias no estagio de esporozoita, que se
dirige ao figado e infecta o hepatocito (Plassmeyer et al., 2009). O parasito tem
facilidade na adesdo e posterior penetracdo ao hepatdcito por ter uma proteina
chamada circunsporozoita de grande afinidade com receptores glicosilados desta
célula. O ciclo hepatico, extraeritrocitico, dura entre 5 e 16 dias, dependendo da
espécie. Ha formacdo de merozoitas, que rompem o hepatdcito, alcancam a
corrente sanguinea, e infectam eritrocitos iniciando o ciclo eritrocitico. Os
merozoitas formam trofozoitas e esquizontes maduros, que rompem e liberam
merozoitas que continuam a infectar heméacias (NIAID, 2012).

O Unico momento em que o0 merozoita é exposto ao sistema imune do
hospedeiro é na fase pos hemolise, um breve momento em que fica livre no plasma
sanguineo. Apos hemdlise, a baixa concentracdo de potassio plasmatico acarreta
aumento da concentracdo de calcio no citoplasma do parasito, estimulando a

secrecéo da organela conhecida como micronema, que libera adesinas e invasinas



na superficie do merozoito (Singh et al., 2010). Os dois seguintes passos sao a
adesdo e reorientacdo do parasito em eritrécitos, e a formacdo de uma juncao
movel entre as duas células. A adeséo e a orientacdo na superficie da hemacia sdo
decorrentes da secrecdo de proteinas dos micronemas. Apos isto, com orientacao
do citoesqueleto, ha penetracédo ativa do parasito e inicio da formacdo do vacuolo
parasitéforo, com participagdo das proteinas das roptrias, outra organela secretora
do parasito. O préoximo passo é a pos-invasdo, quando a parede do vacuolo
parasitéforo é terminada com participacédo das proteinas secretadas pelos granulos
densos, a terceira organela secretora do parasito (Cowman et al., 2012).

Uma parte de merozoitas se diferencia nos eritrocitos em formas
reprodutivas: gametécitos masculino e feminino. Quando o mosquito faz o repasto
sanguineo, ingere hemacias parasitadas, que sdo rompidas no intestino do
mosquito. Os gametas fundem-se e formam o zigoto diploide, que gera oocinetos
gue se movimentam, penetram na parede do intestino e formam oocistos voltados
para a hemolinfa do mosquito. Apds 8-15 dias, termina o crescimento e divisdo dos
oocistos, com liberacdo de centenas de esporozoitas na cavidade geral do
mosquito. Quando o0s esporozoitas alcancarem a glandula salivar, o mosquito

poderd inocular o parasito, fechando-se o ciclo (NIAID, 2012; Cowman et al., 2012).
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Figura 1: Ciclo evolutivo das malarias humanas. Fonte: Franca et al., 2008.
Adaptado de CDC, 2014.

3 Fisiopatologia Malarica

As maléarias sdo doencas multifatoriais, tendo as infec¢des por Plasmodium
carater sistémico, acometendo varios 6rgaos. Classicamente, sdo atribuidas as
malarias complicacbes de ordem hemolitica, coagulativa e inflamatéria (Ghosh e
Shetty, 2008).

3.1 Anemia

A anemia é em grande parte decorrente da hemolise, mas apesar de haver
uma correlacdo direta com a simples ruptura da hemécia, ainda ndo ha um
completo entendimento deste mecanismo, pois € multifatorial. A perda de heméacias
envolve destruicdo eritrocitica, remocao de eritrécitos parasitados e diminuicdo da
eritropoiese. Citocinas inflamatérias e moléculas parasitarias podem ter acdo na

inibicdo da eritropoiese (Haldar e Mohandas, 2009).



Hemolises intravasculares e extravasculares estdo diretamente implicadas
na patogénese, principalmente na maléria aguda, estando relacionadas aos ciclos
hemoliticos (Ekvall et al.,, 2001). A hemodlise intravascular esta diretamente
relacionada a danos hepaticos pelo acumulo da fracdo heme de hemoglobina e
estresse oxidativo (Dey et al., 2012). Quando a hemdlise € muito extensa, a
hemoglobina plasmatica aumenta tanto que ultrapassa o limiar de captacdo da
haptoglobina. A hemoglobina é oxidada e fracGes livres de heme e globina s&o
formadas (Tolosano et al.,, 2002). Os picos febris observados na maléaria entre
periodos de temperatura normal estao relacionados a ruptura ciclica dos eritrécitos
pelos merozoitos, com liberacdo de substancias pirégenas (Miller et al., 2013).

Apbs penetracdo na hemacia, o merozoito modifica 0 ambiente intracelular
para facilitar seu crescimento. PfEMP1 (P. falciparum erythrocyte membrane
proteins 1) é secretada pelo parasito e € recrutada para a superficie externa da
membrana plasmatica do eritrécito. Por PFEMP1 induzir aderéncia de eritrécitos ao
leito vascular, essa estratégia parasitaria evita a microcirulacdo esplénica e
consequente hemocaterese, aumentando o tempo de permanéncia dos eritrocitos
infectados na circulagdo sanguinea. Trata-se de um acontecimento agravador da
patogénese, pois além de predispor vasculites, a aderéncia pode obstruir a
microcirculacdo, gerando hipoxia e acidose latica tecidual (Miller et al., 2013). As
aderéncias vasculares de eritrocitos geram sinais que estimulam mais adeséo,
coagulacédo e inflamacdo, além de alterar a integridade da barreira endotelial e
vasoregulacdo (Dondorp et al.,, 2008). Microparticulas plaquetarias se ligam a
eritrécitos parasitados, transferem proteinas para a superficie da hemécia e
aumentam a capacidade dos eritrocitos de aderirem ao leito vascular, isso leva a
consequente perda eritrocitica (Angchaisuksiri, 2014).

Segundo Buffet et al. (2011), a acdo esplénica tem grande importancia na
anemia, pela intensa hemocaterese que este 0rgao realiza neste infecéo, retendo
tanto hemacias parasitadas quanto hemacias nao parasitadas, embora modificadas
estruturalmente. Os autores chamam a atencdo para o fato de que pacientes em
primo-infeccdo apresentam maior retencdo de hemacias na microcirculagdo
quando comparados com infeccbes recorrentes. Ha uma teoria relacionada a
coevolucado Plasmodium/hospedeiro envolvendo o baco. Nesses pacientes em
primo infec¢des ocorre maior anemia, entretanto, ha retencéo do parasito no baco,

com possivel prevencéo de malaria cerebral (MC) (Buffet et al., 2009).



Anemias ndo necessariamente estdo relacionadas com altas parasitemias.
Entretanto, alta parasitemia causa hemolise profunda com implicacbes na
patogénese. Na malaria humana, P. falciparum causa os piores quadros de
hipoglicemia, MC, acidose metabdlica e complicacbes pulmonares. Uma das
implicagcbes para isto é que nas infec¢des por P. falciparum grandes parasitemias
sdo observadas, pois parasita ampla gama de eritrécitos em distintos estagios de
maturacdo, fato que ndo ocorre com outros parasitos do género no homem
(Chotivanich et al., 2000).

3.2 Inflamacgéo: envolvimento do sistemaimune na maléria

O papel dos linfécitos no desenvolvimento da MC ocorre de forma
interligada. Nos estagios sanguineos da malaria murina, interferon gamma (IFN-y)
tem importante fator protetivo e € produzido em grande parte por linfocitos da
subpopulacdo Tyd, ativando a resposta celular que pode eliminar o parasito. O
linfécito Tyd expressa o receptor CD40 e ativa células dendriticas, culminando em
efetivo combate ao parasito (Shi-Ichi et al., 2013).

Processos inflamatorios estdo envolvidos no inicio do desenvolvimento da
MC, quando ha perda da protecdo da barreira hematoencefalica. Na malaria
murina, o linfécito TCD8" esta implicado como carreador deste processo através da
inducdo de apoptose das células endoteliais por mecanismos dependentes de
perforinas (Potter et al., 2006). Desta forma, quebrada a barreira hematoencefalica,
esses linfocitos penetram no parénquima cerebral, e sdo liberadas citocinas
inflamatorias e antigenos parasitarios (Hunt et al., 2006). Neste momento, IFN-y é
bastante maléfico, ja que a deplecdo de linfocitos y&T previne o desenvolvimento
de MC em camundongos susceptiveis (Yafies et al., 1999). Ainda neste cenario,
células dendriticas CD8a" induzem destruic&o tecidual, pois apresentam antigenos
para linfécitos Tap citotoxicos, que causam lesdo local (Lundie et al., 2008).
Linfocitos CD4"ap produzem no local elevadas concentracbes de IFN-y, que
recruta grande quantidade de linfécitos CD8"ap (Villegas-Mendez et al., 2012), que
causam danos teciduais através de mecanismos relacionados com perforinas
(Potter et al., 2006).

O fato de que para cada célula parasitada oito ndo parasitadas sédo captadas
na infeccao por P. falciparum (Jakeman et al., 1999) e 34 na infec¢céo por P. vivax

(Collins et al., 2003) resume bem a complexidade das anemias malaricas, pois elas



nao sao oriundas somente de hemolises. Aderéncias vasculares e captacdo de
hemacias ndo parasitadas no baco tem um fator imune envolvido (Kai e Roberts
2008). A deposicdo de anticorpos e proteinas do sistema complemento nas
hemacias ndo parasitadas gera aumento de sua captacdo pelos macréfagos,
contribuindo para a anemia. Reducdo da expressao dos receptores CR1, CD55 e
CD59 causados pela infeccdo estdo associados com o0 aumento da
susceptibilidade de anemia na malaria em criangas. Os receptores CD35 e CD55
sao responsaveis por bloqueio da formacdo de complemento C3a, 0 que diminui
drasticamente a fagocitose de heméacias ndo parasitadas (Kai e Roberts 2008).

Células dendriticas fagocitam muitas hemacias parasitadas e apresentam
antigenos para linfocitos T CD4" e CD8". Células natural killer (NK) ativam células
dendriticas CD8", que estimulam linfocitos TCD8" virgens. Esse processo €
alimentado por interleucina (IL) 12 secretado por células dendriticas, que catalisam
robusta ativacdo de células NK (Lundie et al., 2008). As céluls natural killer T (NKT)
CD1 produzem grande quantidade de IFN-y, que ativa mondcitos e macrofagos,
polarizando uma resposta imune Thl. Os macrofagos fagocitam muitas células
parasitadas e a consequéncia disto € a secre¢do de outras citocinas inflamatdrias,
que tem acdo sistémica, levando a lesées do endotélio. A lesdo endotelial gera um
efeito cascata, pois aumenta a producdo de microparticulas plaquetarias que por
sua vez favorece a aderéncia de mais hemacias parasitadas no leito vascular
(Hansen, 2012).

A proteina inflamatéria de macréfagos (MIP) € considerada um marcador
sérico de inflamacéo. MIP é uma quimiocina produzida por muitos tipos celulares,
mas principalmente macréfagos, células dendriticas e linfécitos. Essa citocina tem
efeitos quimiotaxicos e pré inflamatorios (Mauer e Von Stebut, 2004).
Recentemente demonstrou-se que a hemozoina fagocitada por macréfagos gera
estimulos para producdo de MIP-1. Ademais, a fagocitose de hemozoina também
induz producdo de matriz mataloproteinase 9 (MMP-9), que por sua vez pode
induzir producao de fator de necrose tumoral alfa (TNF-o) e IL-1 (Giribaldi et al.,
2011). Macrofagos que fagocitam hemozoina produzem mais MMP-9 e citocinas
relacionadas com ativagéo persistente da via fator de transcrigdo nuclear kappa B
(NF-KB) (Prato et al., 2010).

Na maléaria causada por P. vivax ha forte componente inflamatério envolvido,

com aumento de citocinas inflamatorias e supressdo de citocinas regulatorias,



aumento dos niveis de proteina C reativa, aumento de TNF-o e IFN-y séricos.
Também estd no contexto o desbalanco entre IFN-y/IL10, com o agravamento da
infecgao (Andrade et al., 2010).

Infeccdes causadas por P. falciparum geram altas parasitemias, ictericia e
choque hemodinamico, sendo estes trés significativamente relacionados a altos
niveis de IL-6, IL-10 e IFN-y. Paradoxalmente, o coma esta relacionado a queda
destas trés citocinas séricas. A elevacdo e desbalanco de citocinas inflamatorias
estdo relacionadas ao desenvolvimento de agravamento da patologia sistémica,
mas nao obrigatoriamente do sistema nervoso central (SNC) (Day et al., 1999).

Ha uma correlacdo entre a hemolise e aumento de citocinas inflamatérias
plasmaticas. A fracdo heme de hemoglobina induz a producdo de TNF-a pelas
células de defesa, que por sua vez pode regular a via de NF-kB. A ativacdo da via
do NF-kB esta bastante relacionada com inflamacdo malérica e injuria hepética,
com ativacdo do sistema imune e infiltracdo neutrofilica no figado. O aumento da
expressao de NF-kB induz producéo de VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule

1) e MIP-2, que séo quimioatrativos para neutroéfilos (Dey et al., 2012).

3.3 Oxido Nitrico e Maléaria

Ha trés isoformas de NO sintase (NOS) formadoras de NO. A é6xido nitrico
sintase neuronal (hNOS ou NOSL1) é encontrada em neurdnios, enquanto a 6xido
nitrico sitase endotelial (eNOS ou NOS3) é expressa nos endotélios. Ambas estédo
constitutivamente presentes nesses tipos celulares. Essas enzimas sao ativadas
pelo aumento da concentracdo de calcio intracelular e produzem NO. A terceira
isoforma desta enzima € a INOS ou NOS2, que tem funcdo na imunidade e
inflamac&o. A maioria das células pode expressar INOS ap0s estimulo especifico
basicamente por citocinas inflamatérias, como IL-1, TNF-a, IFN-y e
lipopolissacarideo de membrana bacteriana (LPS) (Korhonen et al., 2005). A iNOS
difere das duas anteriores por ser calcio independente, o que a torna ativa por
longos periodos logo apds sua expressao. Esta mais relacionada com a imunidade,
sendo produzida particularmente por macrofagos por estimulos citocinicos
(Bogdan, 1998).

A resposta imune celular durante a malaria é capitaneada em grande parte
pela producdo de IFN-y, TNF-a e aumento da expressédo de iNOS, tendo o NO

como fator microbicida (Sharma et al., 2004) e imunomodulador importante na
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malaria. O glicosilfosfatidilinositol (GPI) malarico tem acdo estimuladora sobre
receptores tipo toll 2 (TLR2), induzindo citocinas inflamatorias através da via NF-kB
(Miller et al., 2002).

Oxido nitrico foi frequentemente implicado como potencializador das
complicacbes malaricas, causando estresse oxidativo e lesdo na membrana da
hemécia, predispondo a hemolises e alteracdo da sinalizacdo neuronal (Sobolewski
et al.,, 2005). Foi proposto que a combinacdo de hipdxia tecidual e de citocinas
inflamatorias estimulam grande producéo de iINOS e, desta forma, NO. Neste caso,
INOS catalisaria formacdo de NO proximo do vaso que tem acesso ao tecido
encefalico, lesando-o e predispondo MC (Clark e Cowden, 1999). Entretanto, a
participacdo de NO na malaria é bastante controversa, pois em muitos casos néo
complicados se verifica aumento de NO plasmatico enquanto em outros, mais
complicados, pode-se observar baixos niveis de NO. Desta forma, mais do que a
mensuracdo do NO plasmético, faz-se necessaria uma andlise no local da lesdo
(Miller et al., 2002).

Pesquisas apontam para autorregulacdo da manutencdo dos niveis de NO
plasmatico durante a maléria. Apos hemalises, € liberada hemoglobina, arginase e
ADMA (dimetil arginina assimétrica) no plasma e esses trés fatores influenciam na
queda de NO. A hemoglobina reage com NO vascular e o converte a nitrito,
enquanto que arginase metaboliza arginina em ornitina, diminuindo o substrato
para iINOS. Por ultimo, ADMA pode inibir INOS através da ROS kinase endotelial
(Miller et al., 2013). Entretanto, ndo se pode inferir que a hemolise pode acarretar
algum bem. E da hemdlise que provém os altos niveis da fracdo heme de
hemoglobina, que causa lesdo direta no tecido e nos vasos, desta forma facilitando

a invasao parasitaria (Kumar e Bandyopadhy, 2005).

3.4 Coagulopatia

Ha uma ligacdo entre inflamacé&o e coagulopatia em maléaria (Miller et al.,
2013). Hemacias infectadas estéo implicadas com a coagulopatia malarica, pois ao
interagirem com o leito vascular, induzem no local a ligagdo de fatores de
coagulacéo, que ativam o sistema trombina, que por sua vez estimula formacao de
fibrina (Miller et al., 2013). Leucécitos em rolamento no leito vascular e citocinas,

como TNF-q, IL-1B e IL-6, tém acéo direta sobre as células endotelias e estimulam
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a expressdao dos fatores teciduais, que induzem a formacdo de trombina,
agregacao plaquetaria e conversao de fibrinogénio a fibrina (Clark et al., 2006).

Na maléria, a trombina também catalisa inflamacéo, além de contribuir para
a perda da permeabilidade vascular (Francischetti et al., 2007). A trombina é
responsavel pelo aumento de expressao de receptores de proteases. Proteinas G
podem se ligar a estes sitios e estimular secrecdo de citocinas inflamatérias e
moléculas com propriedades adesivas, que podem piorar a coagulopatia (Miller et
al., 2013).

A trombocitopenia por si s60 ndo tem carater de grande malignidade, mas
grandes complicagcdes sao notadas se estiver acompanhada de coagulacao
intravascular disseminada (CID). Em coagulopatias, a trombocitopenia é uma
achado esperado. A queda das contagens trombociticas ocorre por aumento de
consumo, sequestro esplénico e diminuicdo da producdo medular (de Mast et al.,
2010). Ao contrario de P. falciparum, P. vivax normalmente desenvolve
parasitemias imunomediadas, sendo poucos os relatos envolvendo CID (Mohapatra
et al., 2013). Citocinas inflamatorias, particularmente TNF-o secretadas por
mondcitos na infeccdo malarica, induzem a expressdo de grande quantidade de
moléculas e proteinas, como ICAM-1 (Intercellular adhesion molecule-1), VCAM-1,
p-selectina, trombomodulina e MCP-1, que favorecem aderéncia de hemacias e
leucocitos no leito vascular, agravando os efeitos da coagulacdo (Clark et al.,
2006).

A plagueta ndo € uma célula de comportamento passivo na infecgcéo
malarica. Existem receptores glicoproteicos na superficie de hemacias chamados
Duffy, que tem secrecdo aumentada na inflamacéo, e serve de sitio de ligacdo para
Plasmodium. Plaguetas através de seu receptor CD36 ligam no antigeno PfEMP-1
localizado na superficie da hemacia parasitada. As plaquetas descarregam o
conteudo de seus granulos, contendo PF4 (Platelet Factor 4) no interior da hemacia
parasitada. Apos isto, o complexo PF4/antigeno de Duffy é carreado para dentro da

célula, ligado ao parasito e exerce atividade microbicida (Angchaisuksiri, 2014).

4 Plasmodium gallinaceum
P. gallinaceum foi descrito pela primeira vez na Indochina, por Brumpt, que
fez a primeira infecgcdo experimental em galinha e observou doenca (Paraense,

1946). Dentre as espécies utilizadas nas experimentacbes, € a que mais se
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aproxima filogeneticamente de P. falciparum, que causa a malaria humana mais
fatal (McCcutchan et al., 1996; Leclerc et al., 2004). A galinha silvestre (Gallus
gallus), em que se identificou as formas parasitarias € relativamente resistente a
infeccdo por P. gallinaceum, entretanto, a galinha doméstica (Gallus gallus
domesticus) é altamente sensivel (Permim e Juhl, 2002).

4.1 Vetores

Nos primérdios dos estudos com P. gallinaceum, ficou bastante claro que
Aedes aegypti era um Otimo vetor para esse Plasmodium, pois a eficacia de
transmissdo apoés repasto de sangue contendo gametocitos era de 100% (Brumpt,
1936a,b). Paraense (1945) obteve grande sucesso na transmissdo por A. lepidus,
mas mencionou o risco de trabalho com Aedes spp sem os devidos cuidados e
estrutura. Mosquitos do género Culex (Wiedling, 1941) e Anopheles (Alavi et al.,

2003) séo bons transmissores de P. gallinaceum.

4.2 Ciclo de Vida do Plasmodium gallinaceum

O ciclo de vida do P. gallinaceum é bastante diferente das malarias humanas
no que diz respeito a fase exoeritrocitica (Fig. 2). Apés a picada do mosquito,
esporozoitas inoculados infectam macréfagos locais e se diferenciam em
criptozoitos, realizando o primeiro ciclo exoeritrocitico. Os criptozoitos podem
seguir replicando no local ou infectar macréfagos em outros locais, onde se
converterdo a metacriptozoitos. Os metacriptozoitos podem se diferenciar em
fanerozoitos e seguir para o segundo ciclo exoeritrocitico nos tecidos, ou se
diferenciar em merozoitos, que dardo origem a fase eritrocitica, no sangue. Porém,
posteriormente, merozoitos poderdo formar novos fanerozoitos e dar continuidade
na replicacdo tecidual, inclusive nos endotélios incluindo os cerebrais (Huff e
Coulston, 1944; Garnham, 1966).

Os merozoitas que desencadeiam a fase eritrocitica se diferenciam em
trofozoitas, que podem gerar varios merozoitas ou se diferenciam em gametocitos
masculino e feminino. Apos o repasto sanguineo pelo mosquito, os gametacitos se
fundem e formam oocistos. Apds esporogonia, 0s esporozoitas sao liberados dos
oocistos, alcancam as glandulas salivares, podendo o mosquito inocular o parasito

no préximo repasto completando o ciclo (Garnham, 1966).
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Figura 2: Ciclo biolégico do género Plasmodium em aves. | e Il, merogonia
exoeritrocitica primaria; 1ll — merogonia eritrocitica; IV — merogonia exoeritrocitica
secundaria. 1 — esporozoito no macréfago; 2 e 3 — criptozoitos; 4 — merozoitos; 5 e
6 metacriptozoitos; 7- merozoitas nas hemacias; 8 — gametdcitos; 9 — merozoitas
nas hemacias; 10 e 11 — merontes hematicos; 12 - merozoitas nos capilares; 13 e
14 - fanerozoitos; 15 - merozoitos hematicos; 16 — gametécitos; 17 —
macogametdcitos; 18 — exflagelacdo de microgametas; 19 - fertilizacdo de
macrogametas; 20 — oocineto que penetra na membrana peritréfica; 21 — oocisto;
22 e 23 — esporogonia; 24 — esporozoito na glandula salivar. Fonte: Valkiunas,
2005.

4.3 Patogenia da infec¢ao por Plasmodium gallinaceum

O aumento da parasitemia apés infeccdo de aves por P. gallinaceum e
consequente hemolise foi implicado como uma das principais causas de 6bito do
hospedeiro vertebrado décadas atras (Garnham, 1966). A isto, atribui-se a
destruicdo de eritrocitos em escala muito maior a que a medula pudesse repor
(Zuckerman et al., 1969). De fato, anemias séo recorrentes em estudos com este
parasito tanto em trabalhos com inoculacdo através da picada de mosquito
(Paulman e McAllister, 2005) quanto em infec¢cbes com eritrcitos parasitados
(Swann, 1973). Macchi et al. (2010) correlacionam baixos hematdcritos com o

agravamento de lesdo neuroldgica em galinhas infectadas com hemacias
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parasitadas. Segundo Williams (2005), picos parasitémicos podem estar
associados com as maiores quedas do hematdcrito na maioria dos animais
infectados por P. gallinaceum. Nestes casos, a diarréia verde comumente
observada é um reflexo da hemalise.

Paulman e Mcllister (2005) infectaram galinhas via mosquito e observaram
parasitemias, alteracdes clinicas e anemia, mas nenhuma morte, o que ndo é um
acontecimento comum nas infec¢des por P. gallinaceum. Por outro lado, os autores
relatam este acontecimento como sendo mais proximo do ocorrido na natureza,
com baixas parasitemias e 0bitos menos frequentes. Entretanto, o sucesso de uma
infeccdo com mosquito € diretamente relacionado com as formas parasitérias
sanguineas no momento da picada do animal doador (Rosemberg e Koontz, 1984).
Galinhas inoculadas com esporozoitas desenvolvem imunidade apdés a
normalizac&o dos sinais clinicos que persiste por pelo menos 33 dias, pois galinhas
re-infectadas tornam-se resistentes (Paulman e McAllister, 2005). Imunidade
também € desenvolvida nas infeccBes realizadas por hemécias parasitadas
(Williams, 2005).

Alteracdes neuroldgicas foram descritas como protagonista nas causas letais
por P. gallinaceum (Greenber et al., 1950), e contextualizadas com obstrucdes de
capilares cerebrais em fases iniciais e tardias, em decorréncia do ciclo
exoeritrocitico nas infecgcdes via mosquito (Garnham, 1966). As formas
exoeritrociticas foram descritas como agentes potencializadores da maléaria aviaria
cerebral (Paraense, 1946). Recentemente, foram descritas em galinhas infectadas
por P. gallinaceum lesdes neuroldgicas com infiltrado inflamatério linfomononuclear
e aspecto esponjoso em algumas areas encefélicas, além de gliose, congestédo de
capilares e edema. Nesse modelo, foi demonstrado ainda que ha ativacdo do
sistema imune inato, que possivelmente esta implicado na patogénese da leséo
neurolégica, com participacdo de citocinas e do NO (Macchi et al., 2010).

Lesbes hepaticas sdo descritas na infec¢do por P. gallinaceum, e € um dos
orgdos onde ha maior deposicao de formas exoeritrociticas (Huff, 1957), que causa
danos diretos ao tecido (Paraense, 1946). Na infeccao natural ou na experimental
por picada de mosquito, parte dos parasitos se desenvolve em metacriptozoitos,
gue multiplicam nas células de Kupffer, causando lesdo hepatica (Frevert et al.,

2008). A inflamacdo do 6rgdo, com edema e grande quantidade de infiltrados
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inflamatorios contribui para a patogénese em nivel histopatolégico e na necropsia,
guando se observa hepatomegalia (Williams, 2005).

Baco de animais infectados por P. gallinaceum podem apresentar-se
aumentado, tendo como causa hipercelularidade e edema (Seed e Manwell, 1977).
O baco realiza hemocaterese, retirando do sangue hemacias velhas e lesadas. E
desta forma que ocorre o acumulo de pigmento escuro no 6rgdo, dando o aspecto
macroscopico escuro durante a infeccéo por P. gallinaceum (Williams, 2005). Essa
coloracdo reflete o acumulo tecidual do pigmento hemozoina, que tem
propriedades inflamatérias e quimiotéxicas (Jaramillo et al., 2004). Além de tracar
uma relacdo direta com alta parasitemia e cargas parasitarias nos 6rgaos, Swann
(1973) relacionou aumento do bagco com comprometimento imune nas perdas de
hemacias na malaria aviaria. Ademais, correlacionou o sequestro esplénico de
hemacias parasitadas ou opsonizadas como implicancia maior que a hemolise na
anemia. De fato, neste 6rgdo had uma intensa atividade imune decorrente da
malaria aviaria por P. gallinaceum (Taliaferro e Taliaferro, 1955).

Segundo Macchi et al. (2010), as alteracdes clinicas acompanhadas da
malaria aviaria estdo relacionadas ao aumento da parasitemia, sendo as mais
comuns a palidez de pele e mucosas, anorexia e febre, além de anemia. As doses
infectantes estdo diretamente relacionadas a agressividade dos sintomas, assim
como nas manifestacdes histopatoldgicas da infec¢éo por P. gallinaceum (Permin e
Juhl, 200).

5 Hematologia de galinhas
5.1 Heméacias

As hemacias das aves sdo ovais e nucleadas, sendo o ndcleo oval, de
coloracdo puarpura escura e com um aglomerado de cromatina uniforme. O
citoplasma se cora em um réseo alaranjado e tem uma area abundante (Bounous e
Stedman, 2000). Em aves, heméacias policromaticas normalmente representam
hemacias jovens, estdo em baixas contagens e possuem morfologia arredondada
(Tadjalli et al., 2013). Heméacias policromaticas podem estar presentes numa
porcentagem entre 1 e 5% em aves sadias (Martinho, 2012).

Diminuicdo da contagem de eritrocitos indica anemia, que deve ser
correlacionada com a dosagem de hemoglobina. Na anemia severa, pode haver

alteracbes morfologicas no eritrécito com formato arredondado. Hemécias
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redondas com nudcleo ovalado é um claro indicio de maturacdo sem sincronia
devida a acelerada eritropoiese (Dein, 1986; Zinkl, 1986). Da mesma forma,
hemécias binucleadas podem ser encontradas ap0s perdas sanguineas severas
acompanhadas de intensa resposta medular. As hemacias das aves tém menor
tempo de vida que hemacias de mamiferos, sendo a meia vida de um eritrécito de
galinha de 25 a 45 dias (Martinho, 2012).

O hematdcrito tem uma variagdo média de 35 a 55%, sendo que valores
abaixo indicam anemia e acima, desidratacdo ou policetemia. O hematdcrito pode
diferenciar entre sexo e idade, sendo maior nos machos e em aves adultas
(Schmidt et al.,, 2006). O tamanho da hemécia também pode influenciar no
hematocrito. Idade, género e horménios e podem influenciar o tamanho das
hemacias (Mitchell e Johns, 2008). O CHCM (Concentracdo de hemoglobina
corpuscular média) da nocdo da média de hemoglobina existente no interior das
hemacias. A diminuicdo do valor de CHCM esté relacionada com a hipocromia e
hipocromasia. O tamanho da hemacia da ave é verificado pelo volume corpuscular

médio, VCM (Mitchell e Johns, 2008).

5.2 Leucocitos

Leucdcitos das aves sdo bastante responsivos a processos infecciosos e
podem variar tanto quantitativamente quanto morfologicamente nas infeccées. Os
leucdcitos das aves séo divididos em granuldcitos, mondcitos e linfécitos. Os
granuldcitos sdo classificados desta maneira em virtude de seus granulos
citoplasmaticos, abrangendo heterdfilos, eosindfilos e basdfilos (Mitchell e Johns,
2008).

5.2.1 Eosinofilos

Os eosindfilos séao células que apresentam tamanho idéntico aos heterofilos,
mas exibem normalmente nucleo bilobulado e granulos citoplasmaticos
arredondados e muito eosinofilicos. O citoplasma do eosindfilo se mostra azulado.
Os granulos dos eosinofilos das aves contém enzimas lisozima, perozidase e
grande concentracdo de arginina (Mitchell e Johns, 2008).

As funcdes detalhadas dos eosinofilos nas aves sao obscuras, mas
provavelmente tem fungdo no desenvolvimento e hipersensibilidade tipo IV, nas

respostas inflamatdrias, fagocitose e papel microbicida e parasiticida (Montali,
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1988; Rupley, 1999). Bounous e Stedman (2000) descrevem parasitismos como
causa de eosinofilia e administracdo prolongada de corticoides como fatores que

desencadeiam eosinopenia.

5.2.2 Basofilo

Basofilos sdo células pequenas a médias, de nucleo arredondado e com
citoplasma preenchido por granulos basofilicos que podem inclusive dificultar a
visualizacdo do nucleo. Coloragbes a base de alcool podem degranular essas
células, levando a diminuicdo na sua contagem no esfregaco. Nao ha um completo
entendimento da funcdo do basdfilo na ave, mas podem estar envolvidos na
necrose tecidual, doenca respiratoria e clamidiose (Rupley, 1999). Seus granulos
contém histamina e por isso pode ter um papel nas alergias, parecido com o

basdfilo do mamifero (Carlson e Allen, 1969).

5.2.3 Mondcitos

Em aves, os mondcitos sdo os maiores leucocitos e tem morfologia parecida
com o mamifero, isto é, altamente variavel. Pode-se observar desde mondcitos
com nucleo ameboide até nucleos riniformes. O mondcito da ave tem uma area
perinuclear mais clara e a partir dai uma coloragdo mais escura, azul acinzentada,
onde podem ser observados pequenos vacuolos e granulos finos. Monécitos sao
conhecidos como células de alta capacidade fagocitica (Mitchell e Johns, 2008).
Em galinhas, macréfagos derivados de mondcitos séo a primeira linha de defesa
imunoldgica por seu papel microbicida e de apresentacdo de antigenos para o0s
linfécitos. Através de citocinas e produtos bacterianos, podem ser estimulados a

produzir grandes quantidades de NO através de iNOS (Hussain et al., 1996).

5.2.4 Linfécitos

Linfécitos T de aves sdo produzidos na medula e maturados no timo.
Linfocitos sé@o células redondas, com alta propor¢éo nucleo:citoplasma com nucleo
apresentando cromatina densa e citoplasma escasso e levemente basofilico, sem
vacuolos. Pouco frequentemente, podem apresentar granulos citoplasmaticos

azurofilicos e pequenas projecdes citoplasmaticas. Em infecgbes podem ser vistos
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linfécitos reativos, que tem nucleo com cromatina bastante densa e citoplasma com
basofilia intensa (Mitchell e Johns, 2008).

Os linfocitos T de galinhas apresentam receptores CD3 em sua superficie,
enguanto linfocitos Th séo tipicamente portadores de CD4, ambos com funcdes na
imunidade celular e na implantacdo da imunidade humoral. Linfocitos Th ativam
macréfagos e estimulam linfocitos B a multiplicar e diferenciar. Células NK sdo
identificadas como portadoras de receptores CD8 e tem como principal fungéo a
lise de células infectadas e tumorais (Erf, 2004). Linfécitos T de galinhas
apresentam resposta a antigenos e pode desenvolve robusta producéo de citocinas
inflamatorias, que leva a ativacdo de macréfagos que carreiam forte resposta
celular (Kim et al., 2000). Na imunidade de mucosa linfocitos yd T e células NK sao
as duas principais subpopulacdes linfociticas no epitélio intestinal de galinhas, e
provavelmente tem funcdo destacada na imunidade local (Goebel et al., 2001).

Linfocitos B de aves sdo produzidos na medula e maturados na bursa de
Fabricius. Podem ser vistos como ceélulas grandes com citoplasma expandido.
Quando essas células possuem granulos azurofilicos citoplasmaticos estéo
reativos (Mitchell e Johns, 2008).

5.2.5 Heterofilos

O citoplasma dos heteréfilos pode ser incolor ou apresentar diferentes
granulos dependendo do corante utilizado. O nucleo de heterofilos € bi ou
trilobulado, com arranjo grosseiro de cromatina de aparéncia purpura (Mitchell e
Johns, 2008). Em galinhas os heterofilos sdo desprovidos de catalase, fosfatase
alcalina e mieloperoxidase, necessarios para a producédo de radicais de oxigénio
(Segal, 2005). Portanto, essas células produzem radicais de oxigénio e peroxido de
hidrogénio por outra via. Desta forma, sua atividade microbicida se da
principalmente através da acdo de hidrolases, lisozima e catepsina (Harmon,
1998).

O heterodfilo é o principal granulécito envolvido em processos inflamatorios
em aves (Mitchell e Johns, 2008). Heterodfilos tem funcdo parecida com os
neutréfilos de mamiferos, tendo funcéo similar nos tecidos e como célula do
sistema imune (Topp e Carlson, 1972). Neste contexto de similaridade, foi
demonstrado que assim como os neutrofilos, os heterdéfilos pode produzir NETs

(neutrophil extracellular traps), que é a liberacdo do DNA histonas e elastase com
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acdo microbicida (Chuammitri et al., 2009). Heterofilos de galinhas normais podem
realizar funcbes como aderéncia, responder a agentes quimiotaxicos, fagocitam e
exercer atividade microbicida. Entretanto, apds estimulo prolongado frente a
bactérias, pode perder atividade por exaustdo (Andreasen et al., 1991). Em
infeccbes graves, podem apresentar granulacdes toxicas. Além da toxicidade
granular, heterofilos toxicos podem ter citoplasma vacuolado, basofilia
citoplasmatica e degranulacdo nuclear. Quanto maior o grau de toxicidade, pior o
prognadstico, pois mais agressivo é o processo infeccioso (Latimer e Bienzle, 2000).
A toxicidade pode ser classificada como baixa, média e moderada, correlacionada

com inflamacéo e doenca sistémica (Latimer et al., 1988)
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6 Justificativa

A maléaria é a principal causa infecciosa de 6bitos humanos, um terco da
populacdo mundial reside em area de risco. A cada ano, surgem 219 milhdes de
novos casos, com 660 mil mortes em 2012 (OMS, 2013). Plasmodium falciparum,
P. vivax, P. malariae, P. ovale (Miller et al., 2002) e P. knowlese (Singh et al., 2004)
sdo agentes etiologicos da malaria humana. Apesar desta situacdo dramatica e
com todo o avancgo cientifico, ainda ha muitas lacunas a serem preenchidas no
conhecimento dessa doenca.

Hemolise, aderéncias vasculares, participacdo do sistema imune e
inflamacdo (McQueen e McKenzie, 2008) além de distlrbios de coagulagéo
(Chapman et al., 2012) estdo implicados na patogénese da malaria. Segundo Idro
et al. (2007), a MC é uma complicacdo destes fatores, que combinados, gera um
quadro muito grave e frequentemente letal. Segundo Mackintosh et al. (2004), NO
tem participacédo no desenvolvimento da MC no homem.

O NO tem papel controverso no desenvolvimento da infecgdo. Se por um
lado tem func&o microbicida em relagédo ao parasito (Naotunne et al., 1993), por
outro é implicado no agravamento da doenca em virtude de sua atividade
inflamatoéria, que causa vasodilatacdo (Schofield e Grau, 2005). Entretanto, no
modelo murino observou-se que a liberacdo de moléculas oriundas da hemolise
também pode gerar alteracdo neuroldgica por lesdo da microcirculacdo (Cabrales
et al., 2010). Neste caso, as lesdes ndo seriam causadas por inflamacao, e sim por
grande vasoconstricdo e consequente restricdo do fluxo sanguineo, com extensas
lesBes cerebrais (Cabrales et al., 2010). Em galinhas, macrofagos derivados de
monaocitos isolados do sangue de aves em alta parasitemia sdo mais facilmente
ativados e produzem mais NO que animais nado infectados ou em fase crénica.
Desta forma, NO parece ter participacdo na dinamica da doenca aguda nesta ave
(Macchi et al., 2010).

O modelo de infeccdo malarica em aves teve redugdo em seu uso desde a
descoberta do modelo murino em 1948 (Vincke e Lips, 1948). No entanto, esse
modelo voltou a ser estudado recentemente tanto em pesquisas fora (Permim e
Juhl, 2002; Frevert et al., 2008) quando dentro do pais (Silveira et al., 2009; Macchi
et al., 2010). O modelo aviario oferece vantagens, como obtencdo de maior volume
de sangue e relacdo natural entre parasito e hospedeiro, fator ndo existente nas

infecgbes por P. falciparum em macacos e P. berghei em camundongos (Paulman
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e McAllister, 2005). Plasmodium gallinaceum tem ainda relacéo filogenética mais
proxima ao mais letal causador de malaria humana, P. falciparum, que os demais
modelos experimentais (McCutchan et al., 1996; Leclerc et al., 2004).

A infeccdo malarica gera um quadro sistémico e multifatorial. Inflamacéao,
hemolises, distdrbios hematimétricos e de coagulacdo estdo envolvidos na
patogénese da maléria e os mecanismos que causam esses distlrbios ndo séo
suficientemente entendidos. O papel do NO segue obscuro. Ressalta-se ainda o
valor do modelo de infec¢cdo experimental aviario, combinado ao P. gallinaceum,
como citado no paragrafo anterior. De posse destes argumentos, neste trabalho foi
utilizado um inibidor da producdo de NO pela INOS, a AG, visando entender o
papel dessa molécula na patogénese da malaria aviaria causada por P.

gallinaceum.

7 Objetivos Gerais
Avancar no entendimento do papel do 6xido nitrico (NO) produzido pela
enzima o6xido nitrico sintase induzida (iNOS), através de sua supressao por AG, na

malaria aviaria no modelo Gallus gallus domesticus infectado por P. gallinaceum.

7.1 Objetivos Especificos

Relacionar a parasitemia e aspectos clinicos da malaria aviaria com o NO;

Estudar as alteracdes eritrociticas, com foco na anemia e a implicancia do
NO;

Avaliar alteracdes leucocitarias, tendo em vista que o NO produzido por
INOS tem func¢éo imune;

Observar alteracdes trombociticas, uma vez que a coagulopatia faz parte da
patogénese malarica e pode estar relacionada com a producao de NO;

Analisar as implicancias inflamatorias decorrentes da infeccdo e a

participacéo do NO.
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8 Material e Métodos
8.1 Aspectos éticos da experimentacéao

Todos os protocolos foram realizados sob as normas éticas e legais
brasileiras relacionadas a experimentacdo animal (Lei 117948). Os procedimentos
foram analisados e aprovados pela Comissdo de Etica de Uso Animal (CEUA) da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, Uenf (protocolo niumero
100).

8.2 Parasito

Foi utilizada a cepa 8A, Plasmodium gallinaceum, cedida pela prof*® Dr®
Antoniana Krettli, do Centro de Pesquisa Rene Rachou, Fundag¢do Oswaldo Cruz,
Minas Gerais. Esta cepa é mantida através de sucessivas passagens em galinhas

e posterior congelamento em nitrogénio liquido, em 10% de glicerol.

8.3 Animais experimentais

Pintinhos de 1 dia, da raca Hubbard, foram adquiridos de granja comercial
localizada no municipio de Marechal Floriano, Espirito Santo. Os pintinhos foram
mantidos com alimentacao livre de farmacos coccidiostaticos e agua ad libitum, em
ambiente telado, impossibilitando entrada de possiveis vetores. As duas primeiras
semanas de vida sdo criticas, pois 0os pintinhos ndo possuem ainda um centro
termorregulador bem desenvolvido e sdo sensiveis as variacdes de temperatura.
Portanto, o controle da temperatura em granjas € essencial para evitar mortes e
queda de producéo (Baéta e Souza, 1997). O controle da temperatura foi ajustado
em 28-29°C, considerada de conforto nesta idade, através do uso lampadas de 60
watts. A temperatura foi controlada diariamente através de um termdémetro digital.

Os animais foram observados diariamente para acompanhamento e
observacdes clinicas, de modo a descartar qualquer animal que tivesse

desenvolvimento desuniforme. O recinto dos animais foi limpo diariamente.



23

8.4 Inibicdo da producéo de 6xido nitrico in vivo

Os animais foram distribuidos em 4 grupos, a saber: G1 — nao infectado
(n=5); G2 — nao infectado tratado com AG (n=5); G3 — infectado nao tratado (n=12);
G4 - infectado tratado com AG (n=12).

AG bicarbonada (Sigma) foi utilizada para inibir producéo de NO. Para obter
a forma injetavel da AG, 2g foi diluido em 40 mL de &gua destilada resultando em
um depodsito de AG no fundo do Becker. O pH foi ajustado para 2 com a adi¢édo
lenta de aproximadamente 50 gotas de acido sulfarico (H,SO,4) sob agitacéo até a
AG diluir completamente. O pH foi ajustado para 7 com a adicdo de
aproximadamente 120 gotas da soluc¢édo de 1M de bicarbonado de sédio (NaHCO3).
Com esse procedimento, obteve-se solugdo de 50 mL de AG em pH 7 a 40mg/mL.

Apos pesagem dos animais, foi feito indculo via peritoneal, diariamente, de
25mg/Kg de AG nos grupos tratados. Os animais tratados, infectados e nao
infectados, foram inoculados com AG dois dias pré-infecgdo, por via intraperitoneal
utilizando seringa e agulha de insulina, em aplicacbes diarias. Desta forma, no
momento da infeccdo provavelmente ja haveria alto nivel plasmatico de AG.
Assim, foi possivel analisar o papel do NO na malaria aviaria, através da inibicao

de sua produgdo. O tratamento teve término no 28° dia pds infeccao (dpi).

8.5 Infeccéo experimental

A amostra contendo o parasito foi descongelada e inoculada em um animal
doador de duas semanas de idade. Essa idade foi escolhida, pois o animal é mais
resistente, evitando-se mortes subitas, e permite a obtencdo de consideravel
volume de sangue. A parasitemia foi acompanhada diariamente a partir do quinto
dia. Seguindo esse procedimento, sdo necessario 8-10 dias para serem notadas as
primeiras formas parasitarias em esfregaco sanguineo. A partir do 12° dia, a
parasitemia sobe abruptamente. Com a parasitemia ascendente, em torno de 15-
20%, o animal doador foi submetido a um plano profundo de anestesia, em
protocolo contendo xilazina (10mg/Kg) e quetamina (50mg/Kg) (Rupley, 1999).
Apoés coleta do sangue por via intracardiaca, o animal foi eutanasiados pela
aplicacdo na camara cardiaca, de 2 mL de 0,2% de cloreto de potassio (KCl) em
PBS.

O sangue heparinizado foi coletado para realizagcdo do eritrograma. Neste

momento foi utilizada a heparina pelo fato de nao ter toxicidade celular, e, portanto,
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nao afetar o parasito. Apdés a contagem dos eritrocitos totais e tendo o
conhecimento prévio da parasitemia, o sangue do animal doador foi diluido em
PBS para que aliquotas de 50 pL contivessem 5x10° eritrécitos parasitados. No
momento da infeccdo, animais foram dispostos aleatoriamente em gaiolas,
obedecendo a uma proporcdo nos grupos de animais machos e fémeas. Quando
0s animais completaram 35 dias de vida, foram feitas as infec¢cdes experimentais,

através de injecdo no musculo da coxa.

8.6 Avaliacéo Clinica

Os frangos foram observados diariamente a partir do primeiro dia poés-
infeccdo, observando-se atividade, ingestdo de agua de comida, cor de pele e
mucosas, respiracdo, além de qualquer outra alteracdo apresentada. Além das
alteracdes clinicas, incluindo o escore corporal e comportamental, foram feitas
mensuracdes diarias da temperatura corporal. A temperatura foi aferida via cloaca,
diariamente, aproximadamente as 15hs. Essa padronizacdo foi necesséaria para

evitar possiveis alteracdes de temperatura relacionadas com ciclos hemoliticos.

8.7 Parasitemia

A parasitemia foi avaliada em esfregacos sanguineos quantificando
eritrocitos parasitados e nao parasitados e calculando essa proporcdo em
percentagem (%). A parasitemia foi obtida avaliando diariamente pelo menos 1000
eritrécitos em 10 campos microscopicos, utilizando aumento de 1000X e objetiva
de 100X.

A parasitemia foi correlacionada com as alteracfes clinicas e laboratoriais.
Nos dias em que o hemograma foi realizado, a parasitemia foi avaliada através dos
esfregacos sanguineos do sangue total. Nestes casos, 0 sangue foi coletado na
veia da asa. Nos dias em que hemogramas nao foram analisados, os esfregacos
foram realizados com sangue periférico, coletado através do corte de uma unha,
em regido onde havia microcirculagdo. Neste momento, uma gota densa de sangue

era utilizada para a se fazer o esfregaco.
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8.8 Mortalidade
A mortalidade dos quatro grupos foi monitorada diariamente e associada
com manifestacbes clinicas, parasitemia e temperatura corporal. Sobretudo,

correlacionada com a consequente inibicdo de NO pela AG.

8.9 Analise hematoldgica

O hemograma € um exame laboratorial de rotina, importante e normalmente
usado no inicio de um estudo de caso clinico. Classicamente esse exame é
composto de eritrograma, leucograma e plaguetograma. Nos trés exames avalia-se
a quantidade e morfologia das linhagens eritréide, leucécitos e trombdcitos (Mitchell
e Johns, 2008). No caso das aves, as plaquetas sdo denominadas “trombdcitos”,
tém funcdo de coagulacdo sanguinea, e ao contrario dos mamiferos, € uma célula
propriamente dita, inclusive nucleada (Grecchi et al., 1980).

Para o hemograma, de cada ave foi coletado 1 mL de sangue em 20uL de
10% de acido-etileno-diamino-tetracético (EDTA) em &gua destilada, que impede a
coagulacdo através da quelacdo do calcio. As coletas comecaram no 4°dpi e
terminaram no 28°dpi. Os animais dos grupos G1 e G2 (controles) tiveram
amostras sanguineas coletadas a cada 4 dias. Os animais dos grupos G3 e G4
(infectados) foram alocados em 2 subgrupos cada. Esse procedimento objetivou
nao causar grande estresse nos animais infectados, e desta forma nédo interferir
nos resultados. Apesar de cada individuo dos grupos G3 e G4 ser coletado a cada
4 dias, a divisdo em dois subgrupos propiciou observacdo em intervalo de 2 dias
nos animais infectados. Desta forma, foi possivel analisar a dindmica da infeccdo
de forma mais detalhada, minimizando erros experimentais.

No eritrograma, foram avaliados numero de eritrocitos (hematimetria — He)
(x10°%/uL), hematécrito, volume corpuscular médio (VCM), concentracdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM) e concentracdo de hemoglobina média
(Hb). Define-se hematdcrito como a % do volume de sangue que € composto por
hemécias apos centrifugagdo. O valor do volume médio das heméacias ou VCM é
dado em fentolitros (fL). A porcentagem do volume da hemécia que é composta por
hemoglobina compreende o CHCM e a concentragcdo de hemoglobina média por
volume de sangue é representada pela hemoglobinometria (Hb) em g/dL.

Para a contagem de eritrocitos, o sangue total foi diluido na propor¢édo 1:200

de tampao fosfato salino (PBS) e os eritrocitos foram contados em camara de
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Neubauer. Para a mensuracdo de hemoglobina, as hemacias foram lisadas pelo
método da metahemoglobina, as amostras centrifugadas (1600 xg por 5 min) e
posteriormente a analise feita por colorimetria, usando-se kits comerciais. O VG foi
avaliado apos microcentrifugacao e leitura em uma régua obtendo valor em %. O
CHCM foi obtido pela formula CHCM=Hb/VG x100, o VCM pela férmula
VCM=VGx10/He.

A fase aguda foi considerada o periodo em que 0s animais apresentaram
parasitemias crescentes e sinais clinicos observados. Durante a fase aguda da
doenca, foi avaliado a quantidade e a infeccdo de eritrécitos jovens; esses valores
foram comparados com o controle para avaliacdo medular frente as hemdlises.
Avaliou-se pelo menos 300 hemacias de cada esfregaco, para determinar a
proporcao e infeccdo de hemacias jovens. Tais hemacias imaturas tem coloracéo
citoplasmatica diferenciada, mais basofilica.

O leucograma compreendeu a contagem relativa (%) e total de leucdcitos
(x10%/uL), e a % de infeccdo. Além disso, avaliagdes morfoldgicas foram realizadas,
incluindo o tamanho, impregnacéo de corante e alteracdo do formato. A infeccéo
dos leucécitos foi confirmada pela microscopia de polarizacdo realizada no
microscopio Axioplan. Nos neutréfilos em particular, foi avaliado o grau de
toxicidade na doenca aguda. Neutréfilos toxicos apresentam granulos contendo
substancias mucoides acidas que se coram bastante basofilica. Neutréfilos toxicos
em grande quantidade estdo relacionados com inflamacédo, jA que seu aumento
esta correlacionado com altas concentracdes de proteina C reativa sérica (Van de
Vyver et al., 2010). De cada lamina de animal controle, em média e alta
parasitemia, o grau de toxicidade de 100 neutréfilos foi avaliado e a % calculada.

A avaliacdo dos trombdcitos incluiu sua contagem relativa e total, além da
observacédo de alteracdes morfoldgicas como aumento de tamanho, forma tipica e
alteracdes nucleares. Como a contagem diferencial de leucécitos e trombdcitos em
separado se mostrou bastante laboriosa, particularmente em altas infec¢bes, essas
células foram contadas juntas na camara de Neubauer em diluicdo de 1:100 em
PBS acrescidos de 0,01% de azul de cresil brilhante, para facilitar a distingéo
destes dois tipos celulares. Depois, durante a visualizacdo do esfregaco, foi feito
analise da proporcéo relativa entre leucocitos:trombdcitos, para chegar a uma
contagem absoluta destas células. Os esfregacos sanguineos foram corados com

Panotico (NewProv).
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8.10 Morfometrias de leucdcitos e trombodcitos

Em virtude do quadro agressivo e disseminado causado por P. gallinaceum
(Huff et al., 1957), e da conhecida acdo pro-inflamatéria gerada por pigmentos
malaricos (Jaramillo et al., 2004) foi feito uma acurada observacao morfolégica dos
leucécitos. Além das contagens de células e observagc6es morfoldgicas ja citadas,
também foi verificado o tamanho de leucdcitos e trombdcitos. Essas variagdes
podem ocorrer em respostas a agentes infecciosos e estdo relacionadas com a
ativacdo dessas células devido a agressividade da doenca e inflamacédo (Latimer et
al., 1988). Essas medidas e comparacao entre grupos sao pertinentes, ja que foi
usado um inibidor da producdo de NO, que tem funcdo imune e na fisiologia
vascular. Nas observacdes morfologicas, foi observado aparente aumento do
tamanho de mondcitos, linfocitos e trombaocitos no curso da infeccdo. Com esse
propoésito, 200 imagens de mondcitos, linfocitos e trombdcitos de esfregacdes de
animais controle (n=5), de parasitemia baixa (15%) (n=5) e alta (=50%) (n=5) foram
obtidas em microscopio Zeiss Axioplan, equipado com programa AXxiovision e
camera MRc5. No programa Axiovision, as imagens obtidas das células foram
usadas para calcular suas areas. Posteriormente, foram comparadas as areas

médias e desvio padrados das células medidas.

8.11 Bioquimica Sérica

A funcao hepatica e renal dos animais experimentais foram avaliadas. Para
esses testes, foram coletados 2 mL de sangue sem anticoagulante. Em cada
coleta, foi processado amostras de trés animais do grupo G1, trés do grupo G2,
seis do grupo G3 e seis do grupo G4. As amostras de sangue foram mantidas em
temperatura ambiente por 40 min para coagulacéo, e centrifugadas (1600 xg por 5
min). Os soros foram alicotados e armazenados em temperatura de -70 °C, até a
realizagdo das andlises.

Para funcdo hepatica, avaliou-se a atividade das enzimas alanina amino
transferase (ALT), aspartato amino transferase (AST), lactato desidrogenase (LDH)
e concentracdo de colesterol. Como testes de funcdo renal, foram mensurados
ureia, creatinina e acido urico (Minias et al., 2013). As amostras foram processadas
através de kits (Labtest Diagnostica SA) e analisadas em espectofotdmetro
(BTS310 BloSystems).
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8.12 Histopatologia

Para observacao direta da lesdo nos 6rgédos, frangos foram eutanasiados na
fase aguda da infeccdo, com parasitemias entre 30-40%, assim como controles ndo
infectados. Animais cronicos, 2 meses poés-infeccdo, com 0,5% ou menos de
parasitemia também foram eutanasiados. Figado, baco e cérebro foram coletados
e fixados em formaldeido 10% tamponado. Procedimento de rotina histolégica foi
realizada, com desidratacdo em alcool e xilol, montagem em bloco de parafina e
cortes de 5um em micrétomo. As laminas foram coradas em hematoxilina e eosina
e avaliadas em aumentos de 400 e 1000X. Além da microscopia de luz de campo
claro, foi utilizada a microscopia de polarizacdo, possibilitando a observacdo de
pigmentos malaricos que sdo birefringentes. Como tais pigmentos sao oriundos do
metabolismo do parasito e tem propriedades pré-inflamatérias (Jaramillo et al.,
2004), pretendeu-se correlacionar sua deposicdo nos 6rgdos com a patogenia da
doenca aguda. As microscopias foram procedidas em microscopio Zeiss Axioplan.

8.13 Quantificacdo de NO plasmatico

A quantificacdo de NO se deu de forma indireta, pelo método de Griess,
através da mensuracdo de nitrito na solu¢cdo em uso (Green, 1982). Plasma foi
diluido em tampéao e incubado com nitrato redutase para a conversado do nitrato em
nitrito. As solucfes contendo plasma e nitrato-redutase foram incubadas por 3hs
em temperatura ambiente. Apos este periodo, 100l das amostras foram incubadas
por 10 min com a mesma quantidade da solucao de Griess. Essa solucao é feita na
mistura com propor¢cao 1:1 de 0,1% N-1-nafeti-etilanadiamina, (Sigma-N-5898) em
agua destilada; e 1% de sulfanilamida, (Sigma-S-9251) em 5% de acido fosférico
(Sigma — P5811). E apos este periodo as amostras foram submetidas a leitura por
espectofotometria em 540nm. As concentracdes corrigidas de NO foram obtidas
através da correlacdo com uma curva crescente de concentracdo de nitrito

conhecida. Os valores obtidos foram dados em uM.
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8.14 Cultura de trombaocitos

Trombdcitos foram cultivados objetivando avaliacdo morfolégica destas
células, uma vez que em situacdo fisiologica, sdo vistas vivas e aderentes nas
primeiras horas de cultivo (DaMatta et al., 1999). Com este proposito, 3 mL de
sangue heparinizado dos animais de todos 0s quatro grupos experimentais com
diferentes parasitemias foram coletados. As amostras foram diluidas na mesma
quantidade de DMEM (Dulbecco’s modified Eagle medium) e cuidadosamente
sobrepostas em 3 mL de Percoll a 60% em DMEM com indice de refracdo de
1,347. As amostras foram centrifugadas (600 xg por 20 min), a por¢cao contendo
leucocitos e trombdcitos foi coletada, e adicionada em um novo tubo, e lavadas
duas vezes com DMEM por centrifugacao (450 xg por 10 min). Posteriormente, 0
sedimento foi ressuspenso em 1 mL de DMEM e as células contadas em camara
de Neubauer. A concentracdo celular foi ajustada com DMEM para 1x10’
células/mL. Apoés, 150 pL de cada amostra foi semeado sobre laminulas redondas
(formando uma bolha) contidas em placas de cultura de 24 pocos. Ap6s 1 h de
cultivo a 37 °C em 5% de CO,, as laminulas foram lavadas com solu¢do de Hank,
para eliminar células ndo aderentes. Parte das amostras foi fixada em formaldeido
4% em PBS e a outra parte foi cultivada por 24hs com DMEM contendo 10% de
soro fetal bovino (SFB). Apés este periodo de cultivo, as laminulas foram fixadas
da mesma forma. Dois procedimentos distintos foram realizados nas amostras de 1
e 24hs de cultivo apos fixacdo: 1 — Coloracdo com Giemsa 10%, desidratacdo em
acetona-xilol e montagem da laminula em lamina usando Entellan. Neste caso, o
propdsito foi realizar estudo morfolégico dos trombdécitos; 2 — Preparo da amostra

para imunofluorescéncia.

8.15 Imunofluorescéncia de trombdcitos

Apos a fixagdo das células cultivadas por 1 e 24 hs, as laminulas contendo
as ceélulas foram lavadas com PBS, incubadas em PBS contendo 100 mM de
cloreto de amobnio, por 30 min e com PBS contendo 3% de albumina de soro bovina
(PBS/BSA). Posteriormente, foi feita incubacdo com o anticorpo primario anti-
trombocito de galinha (11C3) feito em camundongo. O anticorpo foi diluido na
proporcao de 1:10 em PBSBSA e a incubacao realizada por 1h em temperatura
ambiente. O anticorpo primario foi produzido em cultura de hibridoma, monoclonal,

e cedido gentilmente pelo prof Dr. Kanellopoulos-Langevin C. Apds este periodo,
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as células foram lavadas com PBS, incubadas por 10 min na solucdo PBSBSA, e
posteriormente, com o anticorpo secundério anti-camundongo (Sigma), diluido
1:100 em PBSBSA conjugado com TRITC, por 1 h. As células foram lavadas em
PBS e montadas em ProlongGold® contendo DAPI. As laminulas foram
examinadas em microscopio Axioplan Zeiss equipado com fluorescéncia. As

imagens foram feitas com a camera MRc5 pelo programa Axiovision, Zeiss.

8.16 Analises estatisticas

Os valores encontrados durante todo o experimento foram apresentados em
meédias e desvios padrées. Quando necessério, foi realizado ANOVA seguido de
um teste estatistico adequado. Os resultados foram dispostos em correlacdo com
parasitemia ou sobrevivéncia, que s&o relacionados entre si. Os animais
desenvolveram respostas particulares frente a infeccédo, o que é esperado, ja que
cada organismo se comporta de forma diferente. Desta forma, ha uma
heterogeneidade no desenvolvimento da patologia ao longo dos dias, pois a
parasitemia tem picos diferentes, mesmo tendo todos os animais recebido a
mesma carga parasitaria. Por isso, os dados hematoldgicos, bioquimicos e de
mensuracdo de NO plasmético foram agrupados em funcdo da parasitemia e nao
em dias pos-infeccdo. O estudo da sobrevivéncia foi analisado pelo teste de
Mantel-Cox e estd disposto em um grafico Kaplan-Meyer. Os animais tratados e
nao tratados foram comparados usando o teste de Wilcoxon. Os animais néo
infectados e infectados foram analisados pela ANOVA seguido do teste de Dunnet.
O teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para comparacdo dos tamanhos entre
trombdcitos, linfocitos e mondcitos de animais néo infectados, e infectados de baixa

e alta parasitemia.
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9 Resultados

9.1 Sobrevivéncia

Dentro de um mesmo grupo, a mortalidade e o desenvolvimento dos sinais
clinicos foi relacionado com a parasitemia. Ou seja, em ambos 0S grupos
isoladamente, quanto maior a parasitemia, mais letal a infec¢cdo. Entretanto,
quando confrontados 0s grupos infectados, esse fato nao foi observado. Isso
porque 0s animais nao tratados tiveram frequéncia de Obitos significativamente
maior em parasitemias menores (Figura 3). Os 0Obitos no grupo néo tratado tiveram
inicio no 10 dpi, enquanto o primeiro animal do grupo tratado morreu no 12 dpi. Em
nove dias, houve mortalidade de 66% no grupo néo tratado com AG, enquanto o
grupo tratado apresentou mortalidade de 33% em cinco dias. Assim, a droga
afetou a sobrevivéncia dos animais tratados. Como esperado, nenhum animal

controle morreu durante todo o experimento.
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Figura 3: Curvas de mortalidade entre os grupos infectados tratados (m) ou
nao (e¢) com aminoguanidina. Notar que nos animais ndo tratados, os Obitos
iniciam-se no 10 dpi e finalizaram no 18 dpi, quando o grupo fica estavel e cronifica
com 34% de sobreviventes. Nos animais tratados, os 6bitos ocorrem entre 12 e 16
dpi, com 33% de mortalidade.

9.2 Parasitemia

Parasitos intraeritrocitarios foram observados a partir do 6 dpi nos animais
infectados tratados e néo tratados com AG, até o 26° dia nos animais nado tratados
e no 28° dia nos tratados. Ou seja, a0 passo que aumentava a parasitemia, mais

frequentes e graves eram 0s sintomas e Obitos nos dois grupos de animais
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infectados. Entretanto, a parasitemia foi maior nos animais tratados com AG, e
significantemente maior no dia 12 dpi. Na fase crbnica, 0s parasitos eram
raramente observados, mas identificados ap6s uma observagdo mais prolongada.
Na figura 4 estdo dispostas as parasitemias médias dos grupos tratado e nao
tratado com AG ao longo de todo o experimento até a cronificacdo. Como
esperado, nenhum animal controle apresentou inclusées malaricas (dados nao

mostrados).
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Figura 4: Parasitemias médias dos grupos tratado (m) e nao tratado (e) com
aminoguanidina. Os animais tratados desenvolveram significativamente maior
parasitemia no 12 dpi * significancia p<0,05.

A parasitemia em ambos grupos ndo seguiu aumento linear homogéneo,
mas muitas vezes abrupto e correlacionado com sinais clinicos. Parasitemias ao
redor de 55% foram fatais nos animais nao tratados, enquanto animais tratados
ultrapassavam 70% de parasitemia e apresentavam 0s mesmos sinais clinicos,
entretanto consistentemente mais brandos (dados ndo mostrados). As médias

parasitémicas no dia do obito foram 15% maiores nos animais tratados.

9.3 Sinais Clinicos

Neste trabalho, alteracGes clinicas compativeis com malaria aviaria foram
observadas. Os frangos infectados apresentaram apatia, anorexia, febre e
tremores, palidez de mucosa, e alteracdes neuroldgicas, além de diarréia, algumas
vezes esverdeada. Alguns animais demonstraram tremores musculares na face e

nistagmus. Muito frequentemente os animais demonstravam postura irregular.
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Neste caso apresentavam-se com as pernas variavelmente dobradas e com o
pescoco abaixado. Postura correlacionada com febre, dor ou fragueza. Os sinais
mais comuns foram apatia e palidez de mucosa em ambos os grupos. Com
aumento da parasitemia, foram observadas fezes bastante escuras e esverdeadas.
Animais que sobreviveram a fase aguda e entraram na fase crénica nao
apresentavam qualquer sinal clinico.

Os animais tratados e ndo tratados tiveram 0S mesmos sinais, exceto a
alteracdo vocal, s6 encontrada em um animal ndo tratado. Apesar dos sintomas
serem essencialmente os mesmos em ambos 0s grupos, esses foram observados
de forma muito mais intensa nos animais nao tratados. Os animais controle

permaneceram saudaveis durante o trabalho.

9.4 Hematologia

Foram observadas alteracbes hematoldégicas nos grupos parasitados
tratados e nao tratados com AG. Estes dados estdo contextualizados com a
patogénese malérica, que incluem alteracbes hematimétricas (Swann, 1973),

leucocitarias (Hansen, 2012) e nos trombadcitos (Francischetti et al., 2008).

9.5 Eritrograma

9.5.1 Eritrometria

Animais infectados tratados e n&o tratados tiveram alteracdes no
eritrograma. O numero de eritrécitos apresentou queda enquanto a infeccdo se
tornava aguda, o que esta correlacionado com a parasitemia. Logo no inicio da
infeccdo, quando a parasitemia ainda estava abaixo de 10%, ambos grupos
infectados apresentaram queda do numero de eritrocitos, que os diferenciava dos
respectivos controles. E assim permaneceu durante todo o periodo até a
cronificacdo, como visto na figura 5. Os animais controle ndo infectados (NI) foram
alocados em dois sub-grupos de 4 animais. As coletas nos grupos controle foram
feitas a cada dois dias, embora tenha sido feita alternancia entre os dois sub
grupos. Desta forma, o mesmo animal controle sé foi manupulado a cada 4 dias.
Na figura abaixo, as colunas relacionadas aos grupos controle (NI) representam as

médias observadas de todo o periodo experimental.
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Na fase crbnica os animais ndo tratados apresentaram contagens de
eritrocitos inferiores aos controles, enquanto o nimero de eritrécitos dos animais
tratados retornou a normalidade. Quando a parasitemia apresentava-se acima de
31%, houve diferenca na contagem entre animais infectados tratados e nao
tratados, sendo que frangos nao tratados apresentaram quantidade de heméacias
significativamente menores que os animais tratados com AG. Assim como na frase
cronica, quando os animais tratados apresentaram maior nimero de hemacias que

0S animais nao tratados.
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Figura 5: Contagem de eritrocitos por uL de sangue de animais controle (NI),
infectados ndo tratados (barra cinza) e tratados (barra negra) com
aminoguanidina. As contagens médias ao longo do periodo dos animais controle
estdo dispostas a esquerda do grafico (NI). Notar queda do numero de eritrocitos
nos grupos infectados a partir de parasitemias abaixo de 10%, que se prolonga por
toda a fase aguda e até a cronificagdo nos animais ndo tratados. Em altas
parasitemias e na cronificacdo, a contagem de hemacias nos animais tratados com
AG foi significativamente maior que nos animais ndo tratados. Animais nao
infectados, n=22 nao tratados e 22 tratados. Para parasitemias entre 1-10%, n= 24
ndo tratados e 30 tratados. Entre 11-20%, n= 14 ndo tratados e 16 tratados; 21-
30%, n= 5 n&o tratados e 11 tratados; 31-40%, n= 6 n&o tratados e 7 tratados; 41-
50%, n= 4 nao tratados e 6 tratados; >50%, n = 4 nao tratados e 4 tratados. ##
Estatisticamente significante (p < 0.01) em relacdo ao controle nao infectado. *
Significante (p < 0.05 ou p < 0.01 for **) em relacdo ao respectivo grupo nao
tratado.
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9.5.2 Volume Corpuscular Médio

O tamanho médio das hemécias, VCM, variou consideravelmente durante a
maior parte do tempo do experimento. Mas de forma mais intensa nos animais que
nao receberam AG. Nos momentos iniciais, com parasitemia abaixo de 11%, néo
houve qualquer variacdo nos grupos (Figura 6). O grupo nao tratado teve VCM
aumentado quando a parasitemia apresentava-se acima de 11%, quando
comparado ao seu controle. Ndo foi observado aumento do VCM quando a
parasitemia estava entre 21 e 30%. Mas a partir dai, esse grupo novamente
demonstrou aumento do VCM durante o curso agudo da doenca, somente voltando
ao normal na cronificagdo. Os animais tratados somente se diferenciaram de seu
controle em parasitemias acima de 50% e na fase cronica. E mesmo assim, de

forma mais sultil, pois apresentaram VCM menor que 0s animais tratados.
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Figura 6: VCM dos frangos controle (NI), infectados néo tratados (barra cinza)
e tratados (barra negra) com aminoguanidina. Os animais nao tratados tiveram
variacdes significativas em relacdo ao controle ndo infectado. Os animais tratados
somente diferenciaram de seu controle ndo infectado em parasitemias acima de
50%. As hemécias dos animais tratados foram consideravelmente maiores que as
dos néo tratados em parasitemias acima de 50% e na cronificagdo. Animais nao
infectados, n=22 nao tratados e 22 tratados. Para parasitemias entre 1-10%, n= 24
nao tratados e 30 tratados. Entre 11-20%, n= 14 ndo tratados e 16 tratados; 21-
30%, n= 5 nao tratados e 11 tratados; 31-40%, n= 6 ndo tratados e 7 tratados; 41-
50%, n= 4 nao tratados e 6 tratados; >50%, n = 4 néo tratados e 4 tratados. ##
significante (p < 0.01) em relagdo ao controle ndo infectado. * Significante (p <
0.05) em relacéo ao respectivo grupo nao tratado.



36

9.5.3 Volume Globular ou Hematécrito

O VG teve variagao significativa ao longo da infec¢cédo, com forte correlagéo
com a parasitemia e influenciado diretamente pela hematimetria, citada acima. Os
grupos nao tratados e tratados com AG tiveram queda nos parametros de VG
(Figura 7). Logo em baixos niveis de parasitemia, foi observada diminuicdo do VG
nos animais infectados em comparagao aos respectivos controles e essa diferenca
com 0s grupos nao infectados foi mantida na cronificagdo. Mas neste parametro
nao houve diferenca entre grupo tratado e ndo tratado na fase aguda da doenca.

Na cronificagcdo, no entanto, esse achado foi pertinente, e o VG dos animais

| L‘ ‘I iy
0 _NI 1-10

tratados foi maior.

Percentual
[y = [¥] [¥] w
o v [=] (%] o

v
L

11-20 21-30 31-40 41-50 I =60 Crénico
Parasitemia

Figura 7: Hemato6crito de animais controle (NI), ndo tratados (barra cinza) e
tratados (barra negra) com aminoguanidina. Durante todo o0 experimento e na
cronificacdo, o hematocrito dos frangos infectados esteve abaixo dos valores dos
controles. Entretanto, na cronificacdo, os animais tratados tinham valores mais
préximos dos fisioldgicos. Animais nao infectados, n=22 ndo tratados e 22 tratados.
Para parasitemias entre 1-10%, n= 24 nao tratados e 30 tratados. Entre 11-20%, n=
14 n&o tratados e 16 tratados; 21-30%, n= 5 ndo tratados e 11 tratados; 31-40%,
n= 6 nao tratados e 7 tratados; 41-50%, n= 4 ndo tratados e 6 tratados; >50%, n =
4 nao tratados e 4 tratados. ## Significante (p < 0.01) em relacdo ao controle nado
infectado. * Significante (p < 0.05) em rela¢céo ao respectivo grupo nao tratado.
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9.5.4 Hemoglobinometria

A concentracdo de hemoglobina também demonstrou queda ao longo do
experimento (Figura 8). Na fase aguda, mas ainda com baixas parasitemias, 0s
animais infectados demonstraram significativa queda quando comparados aos seus
controles. A concentracdo de hemoglobina permaneceu reduzida nos dois grupos
de animais infectados apds cronificacdo. Somente com aumento da parasitemia
acima de 50% houve diferenca entre grupos de animais infectados. Os frangos
infectados tratados com AG apresentaram padres menos agressivos que 0 grupo

nao tratado em parasitemias superiores a 50%.
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Figura 8: Concentracdo de Hemoglobina Média — Hemoglobinometria (Hb) de
animais controle (NI), ndo tratados (barra cinza) e tratados (barra negra) com
aminoguanidina. Este parametro foi drasticamente alterado durante todo o
experimento, pois ambos 0s grupos tiveram consideravel queda em seus valores.
Notar que em parasitemias acima de 50%, animais tratados com aminoguanidina
tiveram concentracdes séricas de hemoglobina superiores aos animais nado
tratados. Animais ndo infectados, n=22 nao tratados e 22 tratados. Para
parasitemias entre 1-10%, n= 24 néo tratados e 30 tratados. Entre 11-20%, n= 14
nao tratados e 16 tratados; 21-30%, n= 5 néo tratados e 11 tratados; 31-40%, n= 6
nao tratados e 7 tratados; 41-50%, n= 4 néo tratados e 6 tratados; >50%, n = 4 n&o
tratados e 4 tratados. ## Significante (p < 0.01) em relacdo ao controle nao
infectado. * Significante (p < 0.05) em relacéo ao respectivo grupo néo tratado.
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9.5.5 Concentracédo de Hemoglobina Corpuscular Média

A CHMC demonstrou-se um pouco mais variavel em relacdo aos padrdes
hematoldgicos supracitados. Os valores apresentados pelos frangos infectados nédo
tratados demonstraram queda em relacdo ao seu controle quando a parasitemia
estava acima de 11%, s6 voltando a normalidade na cronificacdo (Figura 9). Os
animais tratados somente diferenciaram-se do controle acima de 21% de
parasitemia, e também s6 voltaram a normalidade na cronificagdo. Somente em
parasitemias acima de 50% houve diferenca entre grupos infectados. Neste
estagio, os animais tratados apresentaram CHCM significativamente maior que os

animais nao tratados.
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Figura 9: Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM) de
animais controle (NI), ndo tratados (barra cinza) e tratados (barra negra) com
aminoguanidina. Nos animais ndo tratados (barra cinza) este indice apresentou
alteracOes a partir de 11% de parasitemia e persiste ao longo da fase aguda, mas
nao na cronificacdo. Os animais tratados tiveram alteracdo mais tardia, e também
normalizaram na cronificagdo. Os valores nos animais tratados com AG foram
maiores, particularmente em parasitemias acima de 50%. Animais nao infectados,
n=22 nao tratados e 22 tratados. Para parasitemias entre 1-10%, n= 24 né&o
tratados e 30 tratados. Entre 11-20%, n= 14 n&o tratados e 16 tratados; 21-30%, n=
5 néo tratados e 11 tratados; 31-40%, n= 6 néo tratados e 7 tratados; 41-50%, n= 4
nao tratados e 6 tratados; >50%, n = 4 ndo tratados e 4 tratados. ##
Estatisticamente significante (p < 0.01) em relagdo ao controle nao infectado.
**Significante (p < 0.01) em relacdo ao respectivo grupo néo tratado.



39

9.5.6 Alteracfes morfologicas dos eritrocitos

Com o aumento da parasitemia e consequente hemdlise de hemacias, foram
observados eritrécitos jovens, fato que se tornou cada vez mais frequente ao longo
do periodo de infeccdo. Durante altas parasitemias acima de 35%, 19,2% dos
eritrocitos apresentaram sinais de imaturidade. Quanto maior a parasitemia, maior
a gquantidade de eritrécitos jovens nos grupos infectados (Figura 10). Eritrécitos
foram observados em varios estidgios de maturacdo, e destes, 13% estavam
parasitados. Eritrocitos jovens no transcorrer da infeccdo sdo mostrados na figura
11. Esses acontecimentos ndo se diferenciaram entre grupos, pois ambos tiveram

graves quadros hemoliticos.
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Figura 10: Esfregacos sanguineos de frangos controle (a-b) e infectados por
Plasmodium gallinaceum (c-f). Animais controle ndo tratados (a) e tratados com
AG (b) apresentam eritrocitos de morfologia normal. Em “c”, animal infectado nédo
tratado com AG, com parasitemia inferior a 10%, enquanto em “d”, seu correlato,
tratado com AG. Em baixas parasitemias jA had hemdlises, e hemacias jovens
(cabecas de seta) j& sdo vistas com maior frequéncia. Em altas parasitemias,
animais nao tratados (e) e tratados (f) com AG apresentam maior proporcéo de
células jovens. Em “c-f, nota-se acumulo de pigmento malarico (setas),
hemozoina, tipico de infec¢des por Plasmodium. Barra:10um.
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Figura 11: Detalhamento morfolégico das hemécias infectadas. Hemécias de
animais infectados foram observadas em varios estagios de maturacdo, tanto em
animais ndo tratados como tratados com AG. Eritrécitos em préfase (a),
prometafase (b), anafase (c) e teléfase (d) foram observados, assim como
hemécias jovens infectadas em diferentes momentos do ciclo celular (e-g). N&o
somente hemacias maduras (h) foram vistas parasitadas (setas), ja que
Plasmodium gallinaceum foi observado em formas eritride mais jovens (e, g,
cabeca de seta).
10 Leucograma
10.1 Leucometria Global

O numero total de leucocitos apresentou tendéncia de queda ao longo da
fase aguda da doenca (dados ndo mostrados). Entretanto, na cronificacdo, animais

nao tratados apresentaram tendéncia ao aumento das contagens.

10.2 Leucometria Especifica

10.2.1 Eosindfilos

A contagem de eosindfilos ndo apresentou diferencas entre grupos
infectados e controles no inicio da infec¢cdo. Entretanto, com o transcorrer da
doenca, foi observada queda no numero de eosindéfilos, a ponto de ndo serem
vistos durante a contagem dos leucécitos na fase aguda. Essa linhagem celular

novamente foi observada na cronificacéo.
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10.2.2 Linfocitos

O Numero de linfécitos ndo se alterou até parasitemias intermediérias.
Entretanto, apds 41% de parasitemia, ambos o0s grupos infectados tiveram grande
linfocitopenia, diferenciando-se de seus respectivos controles, mas iguais entre si.

Na cronificacéo, foi observada tendéncia de aumento da contagem (Figura 12).

Linfocitos/ uL

NI 1-10 11-20 21-30 3140 41-50 >50 Crdnico
Parasitemia

Figura 12: Contagem do numero de linfocitos dos animais controle (NI), ndo
tratados (barra cinza) e tratados (barra negra) com aminoguanidina. Notar
linfocitopenia em ambos os grupos infectados com niveis de parasitemia superiores
a 41%, quando comparado com os controles. Na fase crénica o numero de
linfécitos se restabeleceu, com tendéncia a linfocitose. Animais néo infectados, n =
11 néo tratados e 12 tratados. Para parasitemias entre 1-10%, n = 17 ndo tratados
e 19 tratados; 11-20% n = 8 nao tratados e 16 tratados; 21-30%, 3 n&o tratados e 6
tratados; 31-40%, 5 nédo tratados e 5 tratados; 41-50%, 4 nao tratados e 4 tratados;
> 50% n = 3 nao tratados e 4 tratados; animais crénicos, n = 22 nao tratados e 16

tratados. # Significancia estatistica (p < 0.05) em relacdo ao controle nédo
infectado.
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10.2.3 Mondcitos

As contagens de mondcitos foram diminuidas nos dois grupos de animais
infectados ja em baixas parasitemias, como mostrado na figura 13. Entretanto, com
0 aumento da parasitemia entre 30 e 50%, animais nao tratados tiveram tendéncia
a monocitose, enquanto animais tratados com AG tiveram diminuicdo das
contagens. Em parasitemias acima de 50%, animais nao tratados tiveram

tendéncia ao aumento.
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Figura 13: Contagens de mondcitos durante o periodo experimental dos
animais controle (NI), ndo tratados (barra cinza) e tratados (barra negra) com
aminoguanidina. Animais nao tratados mostraram monocitopenia até parasitemias
de 30%. A partir de 41%, o aumento da parasitemia foi seguido por uma correlata
tendéncia a monocitose até a fase cronica, quando as contagens retornaram ao
padrdo inicial. Animais tratados tiverem monocitopenia na faixa de parasitemia
compreendida entre 41 e 51%. Animais nao infectados, n = 11 néo tratados e 12
tratados. Para parasitemias entre 1-10%, n = 17 nao tratados e 19 tratados; 11-
20% n = 8 néo tratados e 16 tratados; 21-30%, 3 nao tratados e 6 tratados; 31-
40%, 5 ndo tratados e 5 tratados; 41-50%, 4 ndo tratados e 4 tratados; > 50% n = 3
nao tratados e 4 tratados; animais cronicos, n = 22 né&o tratados e 16 tratados. #
SignificAncia estatistica (p < 0.05) em relagdo ao controle néo infectado.
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10.2.4 Heterofilos

A contagem heterofilica permaneceu relativamente estavel até parasitemias
de 30%, como mostradona figura 14. A partir dai, observou-se queda em ambos o0s
grupos, soO voltando a normalidade na fase cronica. Poucos bastonetes foram
observados na fase aguda da doenca. Desta forma, heterofilos em bastdo foram

agrupados juntamente com heterofilos maduros.
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Figura 14: Contagens de heterdéfilos durante o periodo experimental dos
animais controle (NI), ndo tratados (barra cinza) e tratados (barra negra) com
aminoguanidina. Notar heterofilopenia nos dois grupos infectados em
parasitemias superiores a 30%, mas contagens dentro do padrdo apds a
cronificacdo. Animais ndo infectados, n = 11 nédo tratados e 12 tratados. Para
parasitemias entre 1-10%, n = 17 nao tratados e 19 tratados; 11-20% n = 8 néo
tratados e 16 tratados; 21-30%, 3 nédo tratados e 6 tratados; 31-40%, 5 n&o tratados
e 5 tratados; 41-50%, 4 néo tratados e 4 tratados; > 50% n = 3 n&o tratados e 4
tratados; animais crénicos, n = 22 nao tratados e 16 tratados. # Significancia
estatistica (p < 0.05) em relacdo ao controle ndo infectado.

10.2.5 Morfologia e morfometria dos leucdécitos

Em parasitemias acima de 40%, 1% dos mondcitos e 5% dos heterofilos
apresentaram parasitismo ou acumulo de hemozeina. O aumento da parasitemia
gerou alterac@es significativas na forma e tamanho de linfécitos e mondécitos, mas
nao de heterofilos. O tratamento com a droga néo alterou estes parametros, pois
essas caracteristicas ndo se diferenciaram entre os dois grupos infectados,
somente em relacdo aos controles. A comparagdo entre tamanho dos linfcitos e
mondcitos em grupos de parasitemia meédia e alta em relagdo ao controle néo

infectado esta disposta na tabela 1.



45

Tabela 1. Tamanho de linfécitos e monocitos dos animais controle e
infectados ao longo da infeccdo. Note o aumento do tamanho celular em
decorréncia do processo infeccioso.

Parametros Linfocito Mondcito

Controles 57,4+18,6% 114,9+21%
Média parasitemia 72,1+20,4° 123,1+24,1°
Alta parasitemia 72,2+19,2° 119,9+19,8°

Letras iguais na mesma coluna sinalizam médias iguais; letras diferentes indicam

variacdo pelo ANOVA.

Eosindfilos ndo tiveram mudancas morfoldgicas na infeccdo. Neutréfilos,
mondcitos e linfocitos tiveram alteracdes morfoldgicas consideraveis. Linfécitos de
animais controle apresentaram-se arredondados, com baixa area citoplasmatica e
normalmente menores que mondcitos. Com o0 aumento da parasitemia, linfécitos se
tornaram ativos, maiores, com menor area citoplasmética em relacédo ao nucleo e

coloracao citoplasmatica mais irregular (Figura 15).
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Figura 15: Morfologia de linfécitos. Animais sadios (a-f) apresentam linfocitos de
tamanho médio, com nucleo grande em relacdo a area citoplasmatica, com poucos
processos de ativacdo. Animais com baixa parasitemia (g-I) demonstram pouca
alteragcao morfolégica, embora ja presente, como observado em “I”, em que a célula
apresenta-se ativada, com citoplasma bastante basofilico. Em médias parasitemias
(m-g) o tamanho das células ja é consideravelmente maior que os controles. Em
altas parasitemias (r-w), aumenta-se a ocorréncia de ativagao celular, como visto

em “r’, “s”, “t” e “u”. Barra = 10 pm.

De forma esperada, mondcitos de animais controle foram vistos com ndcleo
irregular, com poucos vacuolos e citoplasma claro. Em parasitemias médias e altas,
estas células foram vistas ativadas com mais frequéncia, com areas
citoplasmaticas com maior impregnacao de corante, mais vacuolados e contorno

citoplasmatico mais irregular (Figura 16).



47

Figura 16: Morfologia de mondcitos. Em animais controle (a-e), essas células
sdo vistas ndo ativadas, com nucleo irregular e citoplasma com poucos vacuolos.
Em baixas parasitemias (f-j), jA pode ser observada ativagédo celular, quando sao
vistas células com citoplasma altamente vacuolado (j). Em médias parasitemias (k-
0) aumenta-se 0s processos de ativacdo. Em altas parasitemias estes achados
seguem sendo vistos, embora haja excecdes (p-t). Barra = 10 pum.
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Heterofilos dos animais controle apresentavam-se normalmente com nucleo
e tamanho tipicos, citoplasma fracamente impregnado com corantes, mas
ligeiramente basofilico, apresentando nenhum ou poucos processos toxicos.
Animais em baixa e média infeccdo nao tiveram diferencas morfologicas tao
drasticas com o controle, mas ja apresentaram toxicidade. Em altas infeccfes, em
ambos grupos e de forma similar, estas células aumentaram consideravelmente

sua toxicidade, como visto na figura 17.

Figura 17: Morfologia heterofilica. Em “a-e” estdo dispostos heterofilos de
animais controle, com nucleo normalmente lobulado e com citoplasma ligeiramente
roseado, atéxico. Em baixas parasitemias (f-]) pode-se notar o aparecimento de
processos toxicos, evidenciado pelo aumento da granulosidade citoplasmaética.

Esse fendbmeno é aumentado em médias parasitemias (k-0) e em altas
parasitemias (p-t), quando o processo toxico se mostra mais exacerbado.
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11 Trombocitos

Neste estudo, foi observada importante trombocitopenia nos animais nao
tratados apresentando parasitemia superior a 11%, enquanto os animais tratados
tiveram apenas tendéncia a trombocitopenia. Em parasitemias acima de 50%,
animais nao tratados apresentaram contagens trombociticas significativamente
menores que animais tratados (Figura 18). Na cronificacdo, os valores de ambos

grupos apresentaram-se normais.
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Figura 18: Contagem de trombocitos de animais controle (NI), infectados néo
tratados (barra cinza) e tratados com aminoguanidina (barra negra). Notar
marcante trombocitopenia nos animais ndo tratados a partir de parasitemias de
11%, quando comparado com seu controle. Na cronificacdo, as contagens foram
reestabelecidas. Animais ndo infectados, n = 11 n&o tratados e 12 tratados. Para
parasitemias entre 1-10%, n = 17 nao tratados e 19 tratados; 11-20% n = 8 néo
tratados e 16 tratados; 21-30%, 3 nédo tratados e 6 tratados; 31-40%, 5 n&o tratados
e 5 tratados; 41-50%, 4 néo tratados e 4 tratados; > 50% n = 3 n&o tratados e 4
tratados; animais crénicos, n = 22 nao tratados e 16 tratados. # Significancia
estatistica (p < 0.05) em relacdo ao controle ndo infectado; * Significancia
estatistica (p < 0.05) em relacdo ao respetivo grupo nao tratado.

Alteracbes morfologicas nos trombdcitos foram observadas. Trombdcitos de
animais infectados apresentaram tendéncia a se tornar ativados, sendo maiores e
com vacuolos aumentados de tamanho. Com o0 aumento da parasitemia,
trombocitos jovens foram observados, de formato significativamente maior,
arredondados, algumas vezes em plena mitose, como mostrado na figura 19.
Trombdcitos de animais n&o infectados tem em média 30.9 pm?, enquanto animais
em baixa parasitemia em area de 52.8 um?e em alta, 70.6 pym?. Trombdcitos foram
vistos sendo parasitados nos dois grupos de animais infectados, mas esta situacao
foi mais frequente com o aumento da parasitemia. Quando a parasitemia alcancava
40%, em meédia 4,2% dos trombdcitos foram vistos parasitados. Trombdcitos
infectados por P. gallinaceum s&o mostrados na figura 20.



Figura 19: Demonstracdo de trombdcitos de animais controle (a-e) e
infectados por Plasmodium gallinaceum (f-t). Nos animais controle, estas
células estdo em seu formato caracteristico, com nucleo ovalado a arredondado e
citoplasma claro, com vacuolos e granulos tipicos. Em baixa parasitemia (f-j) ja se
observa sinais de ativacéo (h), quando o nucleo frequentemente se mostra alterado
e o0 citoplasma comumente maior. Em parasitemias médias (k-0) jA se nota
trombdcitos em divisao (I) e um aumento da frequéncia de trombdcitos ativados (m-
0). Em altas parasitemias (p-t) observa-se ainda trombdcitos com vacuolos
consideravelmente maiores (s-t). Notar que com o transcorrer da parasitemia, 0s
trombdcitos se mostram maiores. Barra = 10 um.

b
)

Figura 20: Infeccdo por Plasmodium gallinaceum em trombdcitos. Em “a”, é
mostrado o parasito circundado por grande quantidade de hemozeina, comprovada
pela microscopia de polarizagdo em “b”. Em raras ocasides, pode se observar o
parasito em trombdcitos sem aglomerado de hemozeina (c), 0 que impossibilita a
comprovagao da mesma pela microscopia de polarizagdo, como visto em “d”. Barra
=10 pm.
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11.1 Cultivo de Trombdcitos
Em cultura, alteragcbes morfoldégicas de trombdcitos sdo mais facilmente

observadas, devido o seu maior espalhamento. Apds aderéncia, observou-se
trombocitos com grandes vacuolos, e muitas vezes binucleados. Uma minoria de
4% apresentou sinais de apoptose, como retracdo citoplasmatica e condensacao
nuclear, como mostrado na figura 21.

Para confirmacédo destas células como realmente trombdcitos, dada a
infeccdo e alteracdo morfolégica nas células, foi usado um anticorpo monoclonal

para realizacdo de imunofluorescéncia, que validou a hipotese (dados néo

.~ » ™
3

mostrados).

a a® b

Figura 21: Trombocitos de galinhas ap6s 1 hora em cultura. Em “a” € mostrado
cultivo de trombdcitos controle, onde se pode notar (setas) abundancia de
trombdcitos com espalhamento citoplasmatico normal e nucleo unico. Em “b”,
também sdo verificados trombocitos com morfologia inalterada (seta maior).
Entretanto, € evidente a confirmacdo do observado em esfregaco, de trombdcitos
binucleados (cabeca de seta), inclusive sendo parasitado. Notar que nos animais
parasitados pode haver grandes vacuolos citoplasmaticos (seta menor), coerente
com a observacao em esfregaco. Barra 10 = um.

12 Bioquimica Sérica

Testes de funcao renal, ureia, creatinina e acido urico, além do colesterol,
tiveram tendéncia de aumento em ambos grupos infectados, concomitante com o
aumento da parasitemia, mas sem significancia estatistica. Creatinina ndo teve
qualquer alteracdo (dados nao mostrados).

Alanina amino transferase (ALT) apresentou queda em ambos grupos em

situacbes de baixa parasitemia, depois se manteve estavel. Na cronificacao,
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animais nao tratados tiveram maiores niveis de ALT que os animais tratados.
Houve aumento das concentracdes séricas de aspartato amino transferase AST em
animais néo tratados com parasitemia elevada, acima de 41%. Animais
cronificados tiveram tendéncia de aumento, parecendo haver certa correlacdo com
o0 ALT. Lactato desidrogenase (LDH), colesterol, ureia e acido urico tenderam a
aumentar, acompanhando a subida da parasitemia, enquanto creatinina ndo teve
qualquer alteracdo aparente nem entre infectados e controle nem entre tratados e

nao tratados com aminoguanidina.

13 Quantificacao de 6xido nitrico plasmatico

A andlise das concentracfes plasmaticas de 6xido nitrico teve dois objetivos.
Primeiro, confirmar a acdo da AG nos animais tratados, ja que nestes, em tese,
deveria haver menor concentracdo. Segundo e mais importante, correlacionar os
niveis de NO com as alteracdes clinicas, patologicas e de sobrevivéncia. Frangos
ndo tratados apresentando baixa parasitemia tiveram niveis de NO maior que o
controle e assim permaneceram por todo o curso agudo da doenca (Figura 22).
Com aumento da parasitemia, estes indices também foram significantemente
maiores quando comparados com animais tratados com AG. O grupo tratado em
momento algum se diferenciou de seu controle, validando a acédo da droga. Na fase
cronica, ambos 0s grupos apresentaram concentracfes plasmaticas idénticas ao

controle.
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Figura 22: Mensuragdo plasmatica de NO plasmatico em animais controle
(NI), infectados nao tratados (barra cinza) e tratados (barra negra) com
aminoguanidina. Notar consideravel aumento de NO nos animais néo tratados,
fato que permanece ao longo de toda a fase aguda e aumenta acompanhando a
parasitemia. Em altas parasitemias, os indices de NO nos animais néo tratados sédo
superiores aos animais tratados com AG, estes, por sua vez, ndo apresentaram
alteracdes em nenhum momento. Na fase cronica, ambos 0s grupos apresentam
niveis iguais aos controles. Animais nao infectados, n = 11 ndo tratados e 13
tratados. Para parasitemias <1%, n = 6 para néo tratados e 4 para tratados; 11-
20%, n = 4 ndo tratados e 4 tratados; 21-30%, n = 4 ndo tratados e 4 tratados.
Animais cronicos, n = 18 nao tratados e 10 tratados. ## Significancia (p< 0.01) em
relacdo ao valor ndo infectado. *Significante (p < 0.05) em relacdo ao respectivo
valor tratado.



54

14 Necropsia e Histopatologia

Os animais eutanasiados na fase aguda da infeccdo mostraram alteracoes
patologicas, algumas de carater inflamatério. Durante a necropsia, foram
observadas algumas alterac6es, como edema pulmonar, tamponamento cardiaco,
com grande quantidade de liquido pericardico. Observou-se cardiomegalia, com
aspecto edemaciado ao corte. O figado estava nitidamente megalico e bastante

escuro. Observou-se ainda esplenomegalia e rim edemaciado.

14.1 Cérebro

Cérebro e baco foram implicados, mas ndo o figado, como importantes
destinos de formas exoeritrociticas de P. gallinaceum apdés infeccdo por hemacias
infectadas (Huff, 1957). Nos animais infectados, foram observadas poucas
hemacias suspensas nos capilares (sugere anemia), que por sua vez estavam
congestos, com numero de leucécitos aumentado. Observou-se discreto edema
meningeano; ampliacdo do espaco de Virchow-Robin (sugere edema); edema na
meninge entre a pia-mater e a dura-mater, com deslocamento da aracnoide;
hemoconcentracbes em capilares isolados e periféricos; estase vascular no
pedunculo cerebelar com aumento de leucdcitos; ectasia vascular de vasos
meningeanos com hemoconcentracao; e quantidade significante de hemozeina nos
capilares e no tecido encefalico. Ndo houve variacdo entre os grupos tratados e
nao tratados. Na fase cronica, os achados histopatoldgicos ndo foram mais
observados, mas ainda foi possivel identificar pigmentos parasitarios no leito
vascular (dados ndo mostrados). Na figura 23 estdo dispostas micrografias de

tecido encefalico.
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Figura 23: Histologia de encéfalos de animais controle (a,b) e infectados com
Plasmodium gallinaceum (c-f). No animal controle, notar o leito vascular
contendo somente hemacias nao parasitadas (a), sendo negativo para hemozeina
na microscopia de polarizacao (b). Na fase aguda da infeccdo, observa-se muitos
leitos vasculares contendo heméacias parasitadas (setas), aumento do influxo de
leucdcitos e acumulo de hemozeina (c). A microscopia de polarizagéo evidencia a
densidade de hemozoina (d). Em maior aumento (e) pode-se observar que ha
parasitos fora do leito vascular (setas), no tecido encefalico, confirmado na
polarizacéo (f). A-D Barra = 10 um, E-F Barra = 10 pm.
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14.2 Figado

Na histopatologia do figado, ambos os grupos apresentaram hepatite, com
infiltrado inflamat6rio misto predominantemente mononuclear. No infiltrado,
comumente se observava nucleos picnaticos. Nos animais tratados, o infiltrado se
mostrou frequentemente menos agressivo que nos animais ndo tratados e com
menor depdsito de hemozoina (Figura 24). Necrose de coagulacéo foi observada
frequentemente. Abundéancia de pigmento malarico, tanto no leito vascular quanto
no interior de macrofagos.

Na fase cronica, observou-se frequentemente tumefacdo difusa e
degeneracdo hidropica. Nos dois grupos, ainda foi possivel observar pigmentos de
hemozoina. Animais ndo tratados, mas nado todos, apresentaram hepatite mista

com predominancia de heterofilos.
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com Plasmodium gallinaceum (c-f). Galinhas nédo infectadas apresentam
arquitetura tecidual tipica (a) sem acumulo de hemozoina na microscopia de
polarizagéo (b). Em “c”, tecido hepatico de galinha infectada nao tratada. Notar o
grande infiltrado inflamatdrio (setas grandes) circundando o leito vascular. Ha
acumulo grosseiro de hemozoina (setas pequenas), que pode ser comprovada em
“‘d”. Em “e”, figado de galinha tratada com AG, onde se observa pequenos
infiltrados inflamatérios (setas grandes) e auséncia de acumulos grosseiros de
hemozoina, embora presentes e confirmadas na polarizacao (f). Barra 50um.
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14.3 Baco

No baco de animais ndo tratados, foi observado esplenite heterofilica
discreta e deplecdo linfocitaria moderada (Figura 25). Nos animais tratados,
deplecdo linfocitaria acentuada, corpos apoptéticos focais e alguns linfocitos
mitéticos. Na fase aguda, animais ndo tratados tiveram maior deposicdo de
pigmento de hemozoina no baco. Na fase cronica, este 6rgédo retornou a morfologia

normal, com &reas de polpas brancas e vermelhas bem definidas.

Figura 25: Histopatologia do baco de animais controle (a,b) e infectados com
Plasmodium gallinaceum (c-f). Em “a”, tecido esplénico normal de galinha n&o
infectada por Plasmodium gallinaceum, negativo para pigmento de hemozoina,
como visto em “b”’. Galinhas ndo tratadas tem maior depdsito de hemozoina,
demonstrado na em “c”, que se mostram arranjadas de forma bem grosseira. Notar
gue galinhas tratadas com aminoguanidina ndo demonstram tais arranjos mas
acumulo menores e mais espacado (e), o que pode ser facilmente observado na
polarizacéo (f). Barra 50um.
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15 Discusséo
15.1 Sobrevivéncia

Animais tratados com AG tiveram mortalidade de 33%, enquanto animais
nao tratados 66%. Aqui houve clara correlacdo com o0s sinais clinicos, pois animais
tratados, e que, portanto, tiveram INOS/NO inibidos, desenvolveram
sintomatologias mais brandas. Essa informacéo é coerente com o fato de que ha
expressdo aumentada de iINOS em cérebros de criancas que desenvolveram MC
fatal (Maneerat et al., 2000).

Contraditoriamente, animais tratados com AG tiveram indices parasitémicos
maiores e sobreviveram mais. Este achado demonstra que no modelo aviario por
P. gallinaceum em galinhas, ha forte componente inflamatério/imune com
participacdo do NO, uma vez que o grupo tratado apresentou menor gravidade da

doenca, mesmo tendo maior parasitemia.

15.2 Parasitemia

Em ambos os grupos de galinhas, tratadas ou ndo com AG, quanto maior a
parasitemia, mais exacerbados os sinais clinicos. De fato, a parasitemia parece
estar diretamente correlacionada com a sintomatologia e a sobrevivéncia tanto em
animais tratados quanto nao tratados com AG, quando analisados separadamente.
Estes dados estdo de acordo com Juhl e Permin (2002), pois 0 aumento da
parasitemia € correlato com a complicacdo malarica. Quando confrontados, os
grupos tratados e nédo tratados com AG, animais tratados tiveram picos
parasitémicos consideravelmente maiores que animais néo tratados. O inibidor
seletivo de iINOS, AG, ja foi usado em outros estudos de infec¢bes que envolvem a
inflamac&o como fator complicador, com aumento da sobrevida de animais. Neste
propésito, Kahn et al. (1997) observaram que camundongos C57BL/6 infectados
por Toxoplasma gondii e tratados com AG, apresentam menor inflamagé&o tecidual,
degeneracdo hepética e necrose intestinal e maior sobrevida, embora com maior
infeccdo tecidual. Os autores relacionam estes achados a menor producdo de NO
que, se por um lado leva ao maior parasitismo por diminui¢do da imunidade celular,
por outro gera menos danos inflamatérios. Desta forma, frangos infectados com P.
gallinaceum tratados com AG provavelmente apresentaram picos parasitémicos
mais elevados em virtude da diminuicdo do poder microbicida leucocitério, ja que

NO é importante no combate a parasitos do género Plasmodium (Sharma et al.,
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2004). Este fato indica consideravel importancia do NO como fator microbicida
contra P. gallinaceum. Em canarios infectados com P. relictum foi demonstrado
aumento da parasitemia quando os animais foram tratados com AG. Os autores
relacionam o fato a independéncia entre multiplicacdo parasitaria e aumento da

parasitemia com o desenvolvimento da patogenia (Bichet et al., 2012).

15.3 Sinais Clinicos

Os sinais clinicos tipicos de maléaria aviaria apatia, palidez de pele e mucosa,
anorexia e fezes esverdeadas, penas ericadas e alteracdo da postura (Juhl e
Permim, 2002) foram observados nos animais tratados e ndo com AG, mas de
forma mais expressiva nos animais ndo tratados. A maléria é uma doenca que tem
carater multifatorial, dentre eles o componente inflamatério. Na malaria humana,
grande quantidade de citocinas e quimiocinas inflamatorias € produzida, possuindo
efeito sistémico ao desencadear patologia e gerar sinais clinicos (Shio et al., 2010).
Hemacias lisadas liberam substancias que séo pro-inflamatérias em nivel sistémico
e neste processo estdo incluidos os leucdcitos, que sao ativados e agem de forma
efetora (Clark e Rocktt, 1994; Van der Heyde et al., 2006). Essa resposta
inflamatdria é fisioldgica e importante no controle da infecgdo, mas se exacerbada
é maléfica. Neste contexto, € bastante razoavel que a inibicdo de INOS pela AG
tenha causado menor resposta imune celular nos animais tratados, em virtude da
diminuida producdo de NO nos leucdcitos, principalmente nos macrofagos. Este
fato gerou uma resposta imune mais equilibrada nos animais tratados e assim
menos inflamacao sistémica, o que foi compativel com os sintomas mais brandos e
maior sobrevivéncia. O NO é importante mediador do processo inflamatério, pois é
um potente vasodilatador (Gombos et al., 2010). Portanto, além de ter diminuido a
acdo microbicida de macréfagos, a inibicdo de INOS gerou menor concentracdo
plasmatica de NO, que por sua vez contribuiu para o abreviamento dos sinais

clinicos decorrentes de inflamacéao.

15.4 Hematologia

A malaria € uma doenca infecciosa multifatorial, que causa patologia em
varios sistemas, que em casos complicados leva ao 6bito (Francischetti et al.,
2008). O estudo hematologico dos animais infectados por P. gallinaceum

demonstrou altera¢des na linhagem vermelha, branca e trombocitica. O tratamento
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com AG exerceu influéncia sobre estes parametros, o que reflete uma patogénese

menos agressiva nos animais tratados com AG.

15.4.1 Eritrometria

Os indices eritrométricos foram diminuidos em ambos 0s grupos, mas de
forma consideravelmente menos agressiva nos animais tratados com AG. Segundo
Wright e Kreier (1969) parasitismo eritrocitario e a consequente perda de hemacias
€ a principal causa de Obito por P. gallinaceum na fase aguda. Além da hemdlise
propriamente dita, o parasitismo causa importantes alteracdes na superficie do
eritrécito, havendo perda da permeabilidade seletiva conferida pela membrana
integra (Nagao et al., 2008). NO é descrito como agente inibitério da eritropoiese
na malaria humana por P. falciparum (De Souza et al., 2008). No entanto, essa
afirmacédo ndo pode ser transferida para o modelo de malaria aviaria usado aqui,
pois as aves controle tratadas ndo apresentaram quedas das contagens, além das
consequéncias benéficas aferidas nos animais infectados tratados com AG.

Animais infectados ja apresentavam queda do numero de hemacias em
parasitemias inferiores a 10%, ja demonstrando hemalises ou sugerindo que outros
fatores estdo envolvidos na perda de hemécias, pela baixa parasitemia. Nas
malarias humanas, a anemia possui causas multifatoriais e ndo necessariamente
estd ligada a alta parasitemia, tendo, inclusive, mecanismos imunes envolvidos
(Singh et al., 2012). No caso de nosso trabalho, o fator imune pode estar envolvido,
ja que a queda dos valores hematimétricos foi menor nos animais tratados com AG,
que tiveram suprimida a producdo de NO. Desta forma, pode ter havido diminuigao
da capacidade microbicida dos macrofagos nos animais tratados, com menor
fagocitose e inflamagéo, além de uma menor hemocaterese. Silveira et al. (2013)
infectaram galinhas com P. juxtanucleare, que resulta em baixas parasitemias,
normalmente abaixo de 3%. Os autores observaram queda no numero de
eritrocitos, além de deplecao linfocitaria na bursa de Fabricius e timo, evidenciando
possivel participacdo imune na patogénese na malaria aviaria.

Horn et al. (2011) descrevem o NO como agente agressor direto em relacao
a hemacia in vitro, causando deformidades estruturais. Isto, associado aos estudos
de Nagal et al. (2008), sugere que animais tratados com AG possam ter tido

hemacias menos propensas as deformacgbOes estruturais causadas por P.
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gallinaceum, j& que a producéo de iNOS foi suprimida, com queda da producao de
NO plasmatico.

O NO também foi implicado como possivel agente microbicida sendo
produzido por hemacias humanas parasitadas por P. falciparum (Ghigo et al.,
1995). Como a hemacia ndo € uma célula fagocitica profissional, fica a davida se a
morte do parasito em seu interior seria benéfico ou maléfico por si soO, j& que
poderia encurtar a vida da hemécia gerando hemdlise. Vale ressaltar que nos
animais tratados foi observada maior parasitemia e menor hemdlise. Podemos
especular que nos animais tratados com AG, menor producdo de NO pelas
hemacias também poderia contribuir positivamente no quadro geral.

Em malaria murina, foi demonstrado a existéncia de microparticulas (MP)
derivadas das membranas plasmaticas de plaquetas, leucécitos, células endoteliais
e eritrocitos. Essas microparticulas tém grande capacidade de estimulacéo
inflamatoria (Coltel et al., 2006). Couper et al. (2010) demonstraram em modelo
murino, que eritrocitos parasitados sdo as principais fontes de MP, e que isso
contribui fortemente para o desenvolvimento da malaria severa. Os mesmos
autores demonstram ainda, in vitro, que as MP oriundas de hemdlise dos eritrocitos
parasitados tém maior acdo inflamatéria que o proprio eritrécito parasitado (sem
hemdlise) e que os outros tipos de microparticulas, sdo funcional e fenotipicamente
diferentes desta. Essa informacdo pode ser contextual no presente trabalho, pois
animais tratados com AG apresentaram menor hemolise. Grande producdo de MP
eritrocitarias é liberada no momento da hemolise (Salmon et al., 2001). Logo, neste
racional, animais tratados com AG provavelmente apresentariam menores
concentracbes de MP, ja que apresentaram menor hemodlise. Como a hemdlise
esta implicada no desenvolvimento da patogénese e sinais clinicos (Ramos-Jr et
al., 2010), isso poderia explicar o quadro malarico mais agressivo desencadeado

no grupo nao tratado com AG.

15.4.2 Volume Corpuscular Médio - VCM

Os animais nao tratados com AG tiveram aumento no VCM em parasitemias
acima de 11%, de forma ndo homogénea. Ao passo que 0s animais tratados com
AG somente tiveram variagdo no VCM quando a parasitemia alcangava niveis

acima de 50%. Isso demonstra claramente o quanto a patogenia da doenca foi
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mais agressiva nos animais ndo tratados com AG, e esta diretamente relacionada a
maior perda de hemacias nos animais néo tratados.

O VCM esté relacionado ao tamanho das hemécias, sendo que a anisocitose
pode ser resultado de uma agressdo que resulte em forte hemdlise (Leighton,
1985). Como os animais tratados tiveram menor perda de hemacias, pressupde-se
que tiveram menor demanda eritrocitica em virtude de menor hipdxia tecidual, e
consequentemente seu VCM nao aumentou tanto em relag&o ao controle. Por outro
lado, a extensa hemdlise ocorrida nos animais nao tratados na fase aguda
acarretou intensa hipoxia tecidual, com o aparecimento de formas mais jovens na
circulacao, e que, portanto, sdo maiores.

Segundo Pradhan (2009), a malaria humana tem anemia multifatorial, onde
hemolise e auséncia de eritropoiese tém grande valor na patogénese da malaria.
Desta forma, a consequéncia € o desenvolvimento predominantemente de uma
anemia normocitica normocrémica (Newton et al., 1997). Aqui uma caracteristica
marcante, pois a malaria aviaria causada por P. gallinaceum apresentou anemia
regenerativa macrocitica hipocrémica. Tal tipo de anemia em aves é considerada
regenerativa, pois policromasia e anisocitose relaciona-se com forte resposta

medular em virtude de perda (Mitchell e Jennifer, 2008).

15.4.3 Volume Globular ou Hematocrito — VG
Ambos 0s grupos apresentaram queda no VG em comparagao com 0S seus
controles, mas nao diferenciaram entre si na fase aguda. Entretanto, na fase

cronica o VG dos animais tratados foi maior, sugerindo protecao indireta da AG.

15.4.4 Hemoglobinometria

Os dois grupos de animais infectados demonstraram diferencas na
concentracdo de hemoglobina ja em baixas parasitemias, em comparagdo com 0s
respectivos controles. Essa diferenca com o0s controles permaneceu na
cronificacdo. Entretanto, em parasitemias superiores a 50%, as concentracdes de
hemoglobina dos animais tratados com AG foram maiores que o0s valores dos
animais ndo tratados. Parasitos do género Plasmodium utilizam a hemoglobina
como fonte energética e detoxificam a fragdo heme gerando o pigmento hemozoina
(Shio et al., 2010). Desta forma, animais ndo tratados tiveram suas hemacias
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destruidas de forma mais intensa em altas parasitemias, e ndo conseguiram suprir

essa destruicdo por sua capacidade fisiologica de sintese de hemoglobina.

15.4.5 Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média — CHCM

O CHCM de animais infectados nado tratados somente mostrou queda em
relacdo ao controle acima de 11% de parasitemia, enquanto os animais infectados
tratados somente demonstraram tal alteragdo em parasitemias superior a 21%.
Esses resultados indicam que animais infectados néo tratados tiveram hemolise
mais extensa com menor parasitemia em relacdo a animais tratados com AG, o
que inicialmente ja gera uma hipocromia fisiolégica. Animais ndo tratados tiveram
hemacias jovens lancadas na circulacdo mais precocemente. Essas hemacias séo
grandes em relacdo as hemacias maduras, o que resulta na diminuicdo do CHCH.
Entretanto, por outro lado, animais ndo tratados tiveram mais perda de
hemoglobina, como mostrado previamente, que pode influenciar neste caso.

Animais infectados tratados com AG tiveram extensa perda eritrocitica, mas
em momento posterior, quando mais hemacias, jovens e grandes, foram lancadas
na circulacédo, gerando a observada diminuicdo do CHCM. Em parasitemias acima
de 50%, os valores de CHCM dos animais tratados com AG foram maiores, o que é
diretamente correlato com seu menor VCM. Aqui se deve fazer uma ressalva, pois
0s animais infectados néo tratados morreram com parasitemia média de 55%,
enguanto animais tratados suportaram parasitemias superiores a 70%. Portanto, as
funcBes fisioldgicas dos animais infectados néo tratados possivelmente estavam
bastante debilitadas, dificultando a sintese de hemoglobina. Na cronificacdo, os

sobreviventes dos dois grupos infectados apresentaram-se em normalidade.

15.4.6 Morfologia e infeccdo eritrocitaria

O aumento da parasitemia gerou alteracdes eritrociticas, correlacionadas
com as observagbes do eritrograma. Hemacias maiores, arredondadas,
binucleadas e com citoplasma basofilico foram observadas. Num contexto de
perda de hemécias em aves, eritrécitos binucleadas sdo associadas com forte
resposta em anemias regenerativas (Capitelli e Crosta, 2013).

Quanto maior a parasitemia, mais frequentes foram essas observacoes, em
decorréncia do processo hemolitico de hemacias. Este fato € comprovado com o

aumento de visualizacdo de hemécias em divisdo encontradas com a subida da
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parasitemia e consequentes alteragcbes hematoldgicas. A infeccdo por P.
gallinaceum em galinhas acarretou, além da diminuicdo da contagem eritrocitica,
aumento do VCM e diminuicdo da CHCM. Desta forma, a anemia é caracterizada
como macrocitica hipocrémica (Capitelli e Crosta, 2013).

Parasitos em hemacias jovens e maduras foram observados. Infeccdo em
hemacias de idades variadas € uma caracteristica de espécies de Plasmodium que
realizam grandes parasitemias, como P. falciparum e P. knowlesii (Lee et al.,
2013). Altas parasitemias alcancadas tem implicacdo como fator relacionado a
maior patogenia (Daneshwar et al., 2009). Esse achado de certa forma fomenta a
importancia do uso deste modelo experimental, tendo em vista que P. gallinaceum
€ semelhante evolutivamente a P. falciparum, causador da malaria mais letal no
homem (McCutchan et al., 1996; Roy e Irimia, 2008).

15.5 Leucograma

A maléria é uma infecgdo sistémica, que esta correlacionada com alteracao
no sistema imune e vascular (Francischette et al., 2008). Na fase aguda da
doenca, houve tendéncia a leucopenia em ambos os grupos infectados, tratados ou
ndo com AG. Nas malérias humanas, esse achado esti presente, mas ndo ha
alteracdo leucocitaria caracteristica, pois a patogénese varia dentro da mesma
espécie, podendo inclusive nao haver qualquer alteracdo (Rodriguez-Morales,
2005). Apesar do intenso parasitismo observado, ndo houve significAncia
estatistica na contagem leucocitaria, o que leva a crer que nas infec¢des por P.
gallinaceum, ndo ha uma situacdo de leucopenia gravissima. O que é correlato
com as malarias humanas, na qual a leucopenia pode ser leve ou inexistente,
havendo apenas queda nas contagens em decorréncia da consideravel migracao
tecidual dos leucdcitos que pode ocorrer. As leucocitoses, por outro lado, sdo
incomuns na malaria humana e correlacionadas com infeccbes secundarias
(MacKenzie et al., 2005). Em galinhas, Silveira et al. (2009) observaram leucocitose
na infecgdo por P. juxtanucleare, mesmo sem altera¢cdes clinicas ou altas
parasitemias, indicando um claro mecanismo imune na patogénese desta espécie,
gue néo realiza altas parasitemias.

Em pacientes humanos na Venezuela, Jadhav et al. (2003) observaram mais
casos individuais de leucopenia em pacientes portadores de P. vivax que por P.

falciparum, e que as medias das contagens leucocitarias na populacao infectada
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por P. falciparum eram maiores. Outros estudos, entretanto, demonstram que as
contagens leucocitarias sdo variaveis entre as duas espécies, podendo P.
falciparum levar a maior queda das contagens leucocitarias (MacKenzie et al.,
2005). Tendo em vista o fato de que P. falciparum realiza grande parasitemia e P.
vivax somente parasita hemacias jovens, ressalta-se um componente imune que
pode se sobrepor a tdo somente densidade parasitaria (Matsumoto et al. 2000).
Desta forma, é provavel que a tendéncia a leucopenia nos animais infectados tenha
um componente imune associado a migracdo tecidual de leucécitos e posterior

gasto, sem reposicado adequada.

15.5.1 Eosindéfilos

A contagem de eosindfilos diminuiu ao longo do desenvolvimento da
patologia, mas voltou a normalidade na fase cronica. Nao ha na literatura trabalhos
gque demonstrem a importancia dessa linhagem celular em infeccbes de aves
incluindo a por Plasmodium spp. em galinhas. Desta forma, é provavel que sua
contagem especifica tenha diminuido proporcionalmente a diminuicdo da contagem
leucocitaria global. No entanto, Kurtzhals et al. (1998) estudaram casos de criancas
em primo infeccdo por P. falciparum e demonstraram que nas infec¢cdes nao
sintoméaticas, eosinofilia € um achado importante. Porém, em infec¢des graves
agudas, observou eosinopenia, e atribuiram isso ao sequestro tecidual numa
escala muito maior que a producao. Tais individuos apresentam eosinofilia 30 dias
apos a cura. De posse desses achados, os autores levantaram a hipotese de que
eosinofilos poderiam ter significancia na prevencdo de complicagdo malérica. Algo
similar pode acontecer com as galinhas infectadas pelo P. gallinaceum sugerindo

gue esse tipo celular tem alguma importancia nessa patologia.

15.5.2 Linfocito

No inicio do processo infeccioso ndo houve alteracao linfocitaria, mas houve
gueda na contagem desse tipo celular em ambos o0s grupos em grandes
parasitemias, voltando ao normal na cronificacdo. Plasmodium secreta uma
proteina denominada PMIF, com estrutura e funcéo parecida com o fator de inibidor
de migracdo de macréfagos (MIF). A ligacao de PMIF no receptor de MIF (CD74)
em células dendriticas induz a liberacdo de citocinas inflamatorias capazes de

estimular a conversao de linfécitos TCD4 em T efetores e diminuir a formacéao de
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células de memoria (Leng et al, 2003). Como os linfécitos TCD4 tem vida mais
curta por serem mais susceptiveis a apoptose via Bcl2, ha interferéncia negativa na
formacéo de linfécitos de memoria. Ademais, PMIF induz producéo de IL-12 e TNF-
a durante a fase eritrocitica, que estimula apoptose de linfocitos pelo sistema Bcl2.
E possivel que outras subpopulacdes linfociticas sejam afetadas e desenvolvam
apoptose precoce na infeccdo malarica (Sun et al, 2012). Neste contexto, Butler et
al. (2012) relatam a possibilidade de exaustdo de TCD4 na malaria. Linfocitos em
contato com PMIF secretam menos IL-2, citocina que tem funcédo de estimulo vital
e mitogénico para linfécitos e este € mais um fator que contribui negativamente
para estas células. Apesar de ndo atuar em TCD8, a supressao da atividade de
TCD4 por PMIF poderia influenciar na sua ativacdo (Sun et al., 2012). O
mecanismo envolvido na deplecao linfocitaria observada nesse trabalho pode estar
relacionado com produgéo de MIF por P. gallinaceum, como visto acima. N&o
existem dados literarios que evidenciam ou ndo o papel de linfocitos na infecgcéo
aviaria por P. gallinaceum. Entretanto, estudo com outro parasito de galinhas, P.
juxtanucleare, demonstra importante deplecao linfocitaria de timo e baco (Silveira et
al., 2013). Esses autores ndo realizaram leucograma, mas fica implicita a
llinfocitopenia também na infeccdo por P. juxtanucleare. Essa patogénese
provavelmente esta presente na infeccdo por P. gallinaceum, pois como sera

mostrado adiante, houve deplecao linfocitaria esplénica.

15.5.3 Monécitos

Houve tendéncia a queda dos valores monociticos no grupo nao tratado com
AG em baixas parasitemias, mas uma tendéncia ao aumento em altas
parasitemias. Em trabalhos envolvendo malaria humana, cita-se a hemozoina como
um agente inflamatdrio de acéo direta e como atividade quimiotdxica de mondcitos
para o tecido. Isso porque dentre outras citocinas, hemozoina induz producéo de
MCP-1, que é altamente quimioatrativa para mondocitos (Jaramill et al., 2004).
Como mostrado adiante, maiores inflamagfes sédo observadas no figado e baco de
animais nao tratados com AG, que apresentam maior deposi¢cdo de hemozoina.
Por isso, fica implicito que a maior tendéncia a monocitose no grupo néo tratado
possa ser um reflexo da situacéo tecidual mais grave.

Neste trabalho j& foi implicada o controle da inflamag&o causada por AG, e

uma tendéncia a exacerbacdo da mesma em animais néo tratados, que tem mais
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hemolises. Suporta esta afirmacdo o fato de que hemolises podem estar
diretamente implicadas em casos de inflamacdo aguda (Almeida et al., 2013) e na
patogénese malarica (Percario et al., 2012).

Na maléaria, pode haver gasto tecidual, que leva a queda dos leucécitos
circulantes (Rodriguez-Morales, 2005). Como nos animais nao tratados houve mais
hemdlise, mais hemozoina foi dispersa na corrente sanguinea e consequente maior
acumulo deste cristal nos tecidos destes animais. A hemozoina tem grande
capacidade inflamatéria (Shio et al.,, 2010) e é altamente quimiotadxica para
mondcitos e ativador do sistema fagocitico mononuclear (Metzger et al., 1995). Isso
explica a tendéncia de monocitose somente nos animais néo tratados com AG em
altas parasitemias. Esses dados serdo abordados novamente na histopatologia do
figado e baco. A capacidade da hemozoina em ativar mondcitos foi notada pela
mudanc¢a morfolégica dos mondcitos. No transcorrer da doenca, os mondcitos se
tornaram mais ativos, com mais vacuolos e mais impregnados com corantes.

Mondcitos foram infectados por P. gallinaceum, o que € comum em malarias
humanas (Goldie e Roth, 1990). A fagocitose de hemozoina altera as funcdes
celulares, diminuindo o sucesso de novas fagocitoses e a atividade microbicida
(Taramelli et al., 1995). Ha ainda falha na resposta ao IFN-y e na expressao de
MHC-Il e consequente déficit na apresentacdo antigénica, resultando em
imunossupressao (Schwarzer et al., 1998). Nao houve diferenca entre positividade
para hemozoina em mondcitos de animais tratados e ndo tratados com AG.
Entretanto, provavelmente o tratamento tenha diminuido os efeitos pro-
inflamatérios gerados pela hemozoina, j& que nos animais tratados ndo houve

tendéncia ao aumento na contagem de mondcitos em altas parasitemias.

15.5.4 Hetero6filos

Ambos o0s grupos demonstraram contagem similar de heterdfilos, que
diminuiu a partir de 30% de parasitemia e se normalizou na fase crénica. Aqui nao
houve qualquer sinal de atuacdo da droga no que diz respeito as contagens ou
morfologia entre os grupos. Silveira et al. (2009) n&o observaram variacdes nas
contagens heterofilicas de galinhas infectadas por P. juxtanucleare. Entretanto,
esse modelo aviario desencadeia processo patologico bastante brando quando
comparado com a infec¢ao por P. gallinaceum. Nazifi et al. (2008) ndo demonstrou
qualquer alteracdo hematoldgica em galinhas naturalmente infectadas por P.
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gallinaceum. Aqui faz-se uma ressalva, pois tais animais possivelmente estavam
em fase crbnica da doenca. Fato também é que as doses infectantes certamente
podem contribuir para o processo patoldgico.

Em malaria humana aguda por P. falciparum, pode haver neutropenia
(Ladhani et al. 2002) em virtude do sequestro vascular (Picot, 2006), extenso gasto
tecidual e migracéo celular (Dale e Wolff, 1973). Desta forma, a queda heterofilica
observada na fase aguda em ambos os grupos pode ser atribuida a intensa
demanda tecidual. A baixa ocorréncia de neutrofilos em bastdo observada neste
trabalho é consensual com os estudos de Lima-Jr et al. (2012), que n&o
observaram correlagédo entre aumento de bastonetes e a subida da parasitemia em
infeccdes por P. falciparum e P. vivax.

Granulacbes toxicas foram observadas nos dois grupos de animais
infectados, processo este correlacionado com o aumento da parasitemia. Sabe-se
que as granulacdes toxicas séo atribuidas a agressividade do processo infeccioso
(Latimer et al.,, 1988). Na fase cronica, esse fato foi raramente observado. O
achado de heterdfilos toxicos ndo é comum em estudos com maléaria aviaria, ndo
tendo sido ainda observado. Entretanto, ocorre na malaria humana grave e esta
associada a gravidade do processo infeccioso (Baker et al., 2008). Em aves,
alteracdes morfologicas dos heterofilos refletem de uma forma muito fidedigna o

grau de agressao de uma doenca infecciosa (Van der Heiden, 1994)

15.6 Trombdcitos

A maléria é uma infeccdo em que as coagulopatias podem estar presentes,
inclusive com quadros de coagulacao intravascular disseminada — CID, quando h&a
gueda no numero de plaguetas em consequéncia do grande gasto (White, 1996).
A queda da contagem de trombdcitos caiu drasticamente nos animais nédo tratados
com AG, mesmo 0s que apresentam baixa parasitemia, ja indicando coagulopatia
em momentos iniciais. A trombocitopenia persistiu desta forma durante o curso da
infeccdo, com diminuicdo da contagem com a subida de parasitemia, e somente
retornou a normalidade na cronificacdo. A queda do niamero de trombdcitos é uma
caracteristica bastante corriqueira na malaria humana (Daneshvar et al., 2009) e
normalmente é mais evidente em individuos com alta parasitemia (Lima-JR et al.,
2012).
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A trombocitopenia acompanhada de coagulopatia esta associada a malaria
humana, particularmente por P. falciparum. Contribuem para a trombocitopenia a
diminuicdo do tempo de vida, destruicdo por fatores imunes, consumo, sequestro
esplénico e baixa producédo (Beare et al., 2006). Como a AG diminui a producéo de
NO, que dentro deste contexto tem importante funcdo imune e inflamatoria, é
provavel que a droga tenha contribuido para a manutengcdo das contagens normais
de trombdcitos através do abrandamento da resposta imune e da inflamacao.
Essas avaliacdes estdo de acordo com Ghosh e Shettly (2008), que correlacionam
altos niveis de NO plasmatico a perda da capacidade adesiva das plaquetas,
piorando o quadro de coagulopatia na malaria humana.

Com o transcorrer da parasitemia em ambos 0s grupos, foram observados
trombdcitos binucleados, grandes, ativados e com grandes vacuolos. Tais células
foram cultivadas para confirmacdo de sua identidade. De fato, em cultura os
trombdcitos de animais infectados apresentaram diferencas apds a aderéncia em
placa. Em aves, essas caracteristicas indicam imaturidade celular e ocorrem em
consequéncia de grande perda. Essas alteracdes podem estar associadas a
infeccdes sistémicas e coagulacao intravascular disseminada (D’Aloia et al., 1994).
Na malaria humana, as alteracdes morfologicas em decorréncia da infeccdo sao
correlacionadas com diminui¢do das fungdes das plaquetas (Angchaisuksiri, 2014).

Neste trabalho foi observado parasitismo por P. gallinaceum em trombdcitos
de animais tratados e nao tratados com AG. O parasitismo em trombdcitos ja foi
relatado em galinhas infectadas por P. juxtanucleare (Silveira et al., 2009) e em
plaguetas na malaria humana (McMorran et al. 2009), tendo esta ultima atividade
plasmodicida in vitro, contrastando com o estudo de Whrite (2005). Porém, no
presente estudo provavelmente houve invasédo ativa do parasito no trombacito, pois
trombdcitos de galinhas possuem baixa atividade fagocitica (DaMatta et al., 1999).
Entretanto, alguns trombdcitos parasitados por P. gallinaceum apresentaram

grandes vacuolos envolvendo o parasito, 0 que sugere fagocitose ativa.



71

15.7 Bioquimica Sérica

15.7.1 Alanino amino transferase - ALT

Pouca variacdo na producdo de ALT ocorreu no inicio da fase aguda,
somente ligeira queda nos animais infectados. Em seguida, houve uma tendéncia
ao aumento das concentracfes em ambos 0s grupos no transcorrer da fase aguda.
Pacientes humanos infectados por P. falciparum podem aumentar em 10 vezes as
concentracfes de ALT, denotando consideravel dano hepatico (Abro et al., 2009).
Entretanto, ha de se ponderar que as infec¢cdes humanas séo naturais, oriundas de
picada do mosquito e inoculacédo de esporozoita, que inicialmente carreia uma fase
extraeritrocitica no figado, causando lesédo direta nos hepatdcitos (Cui et al., 2009).
Por outro lado, P. gallinaceum nao realiza tal ciclo exoeritrocitico hepatico quando
incoculado através de hemacias infectadas (Dubin, 1954).

Na fase cronica, animais nado tratados apresentaram significativamente
maiores concentracdes seéricas de ALT que animais tratados. A tendéncia ao
aumento de ALT nos animais na fase aguda indica dano hepatico. O ndo aumento
de ALT em animais tratados na fase crbnica indica protecdo hepéatica pelo

tratamento, que sera correlacionado adiante na histopatologia do figado.

15.7.2 Aspartato Amino Transferase — AST

AST somente teve aumento significativo em altas parasitemias nos animais
nao tratados com AG. Esse achado denota menor dano hepéatico nos animais
tratados com AG na fase aguda e estd diretamente correlacionado com a
histopatologia. Aumento de AST em infec¢cdes causadas por P. falciparum séo

frequentes, e podem ocorrer sem ou com hepatomegalia (Patwari et al., 1979).

15.7.3 Lactato Desidrogenase — LDH

LDH teve tendéncia ao aumento da concentracdo sérica paralelamente a
subida da parasitemia. Esses dados sdo parecidos ao que ocorre na malaria
humana, em que LDH normalmente estd aumentada e é considerada uma
molécula importante na avaliacdo de lesdo hepética (Garba e Ubom, 2005).
Provavelmente um numero maior de animais experimentais gerasse um dado

estatistico confirmatorio, embora a tendéncia seja sugestiva de dano hepatico.
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15.7.4 Colesterol

Novamente, foi observada tendéncia ao aumento conforme a parasitemia
crescia. O aumento do colesterol em aves esta relacionado a injuria hepética,
fibrose hepatica e hiperplasia de ducto biliar (Thrall et al., 2007). Maiores
concentracfes de colesterol plasmatico estdo relacionadas a malaria humana,

associada ao dano hepético (Chukwuocha e Eke, 2011).

15.7.5 Ureia

A ureia teve tendéncia a elevacdo em ambos os grupos, acompanhando a
subida da parasitemia. Na maléria humana, o aumento dos indices de ureia ndo é
uma constante, embora presente em pacientes que desenvolvem insuficiéncia
renal aguda. Esse quadro pode ser fatal (Hooda et al., 2007), acompanhado de
grande elevacdo da uremia (Sahu et al.,, 2011) embora Rasheed et al. (2009)
tenham observado niveis médios de ureia normais em individuos infectados por P.
falciparum, P. vivax e em co-infeccdo. Os mesmos autores ndo consideram a ureia
como marcador de malaria humana. Apesar da auséncia de significancia
estatistica, os animais parasitados néo tratados com AG em altas parasitemias
apresentaram niveis de uréia bastante superiores a 5mg/dL, considerado normal
para galinhas (Thrall et al., 2007). Se analisarmos os dados humanos supracitados,
onde o aumento de ureia ocorre, mas ndo de forma constante, pode-se chegar a
conclusao de que o aumento da ureia € um fator importante na malaria aviaria, mas
relacionado a fatores individuais que precisam ser melhor analisados. Portanto,
provavelmente ureia tenha concentracdo sérica aumentada em virtude de leséo

renal, particularmente nos animais nao tratados.

15.7.6 Acido Urico

A mensuracdo do acido urico € uma boa estratégia de analise da funcao
renal em aves. Deste metabdlito hepatico, 90% € eliminado via urina nestes
animais, e sua secrecdo ocorre independentemente da hidratagdo. Valores
auentados indicam nefropatia, e que h& perda de 70% da funcéo renal (Lumeij e
Overduin, 1990; Lumeij e Remple, 1991).

Apesar da tendéncia ao aumento na fase aguda acompanhada de altas
parasitemias, nenhum grupo apresentou médias superiores a esta medida.

Entretanto, animais ndo tratados ficaram préximos deste limiar em altas


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chukwuocha%20UM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22118037
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Eke%20KN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22118037
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parasitemias, o que poderia indicar maior lesdo renal. Além de possivel maior leséo
sistémica, pois na malaria humana, o aumento de acido Urico esté relacionado a
inflamacéo e severidade (Lopera-Mesa et al., 2012). A alta variabilidade dentro dos
grupos, refletindo caracteristicas individuais pode ter contribuido para isto.
Provavelmente um numero maior de individuos analisados gerasse alteracdo

significativa, pois diminuiria o desvio padréo.

15.7.7 Creatinina

Dosagens séricas de creatinina mantiveram-se estaveis ao longo do
experimento em animais tratados ou ndo por AG. Casos fatais de maléria humana
por complicagbes cerebrais e pulmonares frequentemente estdo acompanhados
com aumento de creatinina (Buldol et al., 1982). No presente trabalho, ndo foi
observada qualquer alteracdo nos niveis de creatinina, sugerindo que creatina

sérica ndo é um indicativo de gravidade de malaria aviéria.

15.8 Quantificacédo de Oxido Nitrico Plasmatico

Animais tratados com AG ndo tiveram alteracdo da concentracdo de NO
durante todo o experimento, validando a inibicdo de INOS pela AG. De forma
diferente, animais nédo tratados com AG tiveram aumento da concentracdo de NO
durante todo o experimento. Esses dados provavelmente correlacionam-se com um
processo inflamatério mais exacerbado nestes animais, ja que iINOS é um agente
pré-inflamatério na maléria humana (Ghosh e Shetty, 2008). Sharma et al. (2004)
descrevem NO como importante agente microbicida contra P. vivax. Entretanto, NO
tem efeito controverso na patogénese maléarica, pois sua atividade também é
importante na prevencdo de patologias vasculares. Isso ocorre porque apos
hemdlises, hemoglobina livre pode catalisar reaces oxidativas nos tecidos. Este
fato gera sitios de consumo de NO, e nestes casos especificos a grande queda de
NO se relaciona com agravamento do quadro (Miller et al., 2013). Yeo et al. (2010)
demonstraram este fato em uma crianga com profunda anemia, altos niveis de
hemoglobina e baixas concentragcfes plasmaticas de NO. Como resultado do baixo
NO, o paciente apresentou séria vasoconstricdo pulmonar. Nestes casos, a
hemoglobina age como um verdadeiro eliminador de NO, o que aumenta a
patogénese (Miller et al., 2013). Porém, tais estudos néo se aplicam a patogenia da

malaria aviaria, pois foi demonstrado aqui que a inibicdo parcial de NO aumenta a
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sobrevida dos animais infectados. Além disso, foi demonstrado que a droga néo
alterou a arquitetura histologica dos animais controle.

AG foi utilizada eficazmente em galinhas em estudos fisiolégicos tendo em
vista acdo vascular (Widerman et al., 2006), mas ndo abordando um cenério
infeccioso. Khan et al. (1997) utilizaram AG em camundongos infectados por T.
gondii e observaram menores concentracbes de NO, embora com maior
parasitismo e menor dano tecidual. Neste trabalho, AG foi utilizada com acéo eficaz
no modelo aviario de maléria, causado por P. gallinaceum. A droga causou redugao
de NO nos animais tratados, aumento da parasitema, melhora dos parametros
hematoldgicos, histopatolégicos e de mortalidade. Portanto, assim como o autor
supracitado, neste trabalho também pode-se atribuir como ac¢éo indireta da droga o
controle do mecanismo imune / inflamatério, jA que o autor acima utilizou uma

linhagem de camundongo que geram forte resposta inflamatéria frente a T. gondii.

15.9 Histopatologia

15.9.1 Histopatologia encefalica

Apesar da diferente intensidade da manifestacdo clinica entre animais
tratados e ndo com AG, o mesmo nao foi percebido no tecido encefalico. Neste
orgéo, as lesdes estavam presentes, mas de maneira igual entre grupos. Dentre as
malarias humanas, P. falciparum causa a mais grave infeccdo e esta relacionado
frequentemente ao desenvolvimento de MC. Entretanto, mesmo em casos de MC
confirmada, h&d grande heterogeneidade entre campos visuais observados do
cérebro, sendo necesséario o desenvolvimento de um método aprimorado para tal
(Milner et al., 2013). Ndo se descarta essa dificuldade para chegar a uma
conclusao mais precisa em nosso trabalho.

Animais parasitados tinham capilares com grande quantidade de hemacias
parasitadas e com deposito de hemozoina, que é consequéncia da ruptura de
esquizontes (Milner et al., 2013). Foram observados edemas e fatores
relacionados, como aumento do espaco de Virchow-Robin, ectasia vascular e
aumento de espaco entre pia-mater e dura-mater, deslocando a aracnoide, além de
grande quantidade de leucdcitos na microcirculacdo. Estes dados estdo de acordo
com Manning et al. (2012), que observaram a regido cortical aumentada por
edema, além de migracdo de neutrdéfilos em regides perivasculares de paciente co-

infectado por P. falciparum e P. vivax. Assim como Manning et al. (2012), a
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citoaderéncia nao foi um achado significativo no presente estudo. Ainda na fase
aguda, frequentemente foi observada pequena quantidade de hemécias nos
capilares, estando relacionado com a anemia ocorrida. Foram observadas formas
extraeritrociticas no enceéfalo. Segundo Paraense (1946) as formas parasitarias
livres no tecido nervoso séo bastante danodas, pois causam lesao direta no tecido.

Na fase cronica foram observadas gliose cicatricial nos dois grupos. Este
achado reflete uma ativacdo dos astrocitos, que pode ocorrer em consequéncia de
lesdo no SNC, onde podem estar incluidos isquemia, inflamacdo, estresse

oxidativo e ruptura da barreira henato-encefalica (Pekny e Nilsson, 2005).

15.9.2 NecrOpsia e Histopatologia Hepética

Os animais infectados apresentaram hepatomegalia e figado enegrecido, de
acordo com Juhl e Permin (2002). Hepatomegalia, mas ndo escurecimento do
orgao, também foi observada por Silveira et al. (2013) em galinhas infectadas por
P. juxtanucleare. Animais infectados apresentaram figado escuro, tendendo ao
negro. Este achado esta relacionado com as fezes diarreicas esverdeadas
observadas nos animais parasitados, em decorréncia do acumulo de biliverdina na
circulacdo. Este evento provavelmente tem uma implicAncia pré-hepatica em
decorréncia das hemdlises, mas também por uma possivel perda da funcéo
hepatica. O figado mais escuro observado nos animais nao tratados poderia ter
uma relacdo com a maior hemolise observada neste grupo.

Caracteristica global nos animais infectados foi a hepatite
predominantemente mononuclear com infiltrado inflamatério misto, entretanto mais
agressivos nos animais nado tratados com AG. Este fato é correlato com as
alteracdes clinico-laboratoriais citadas até agora neste trabalho, quando se
compara animais tratados e nédo, ja que AG teve uma acao anti-inflamatoria nos
demais parametros. Em infec¢cbes por P. juxtanucleare, Silveira et al. (2013)
observaram hepatite com pequena a moderada infiltracdo linfocitica, sem acumulo
de hemozoina. O presente trabalho é diferenciado neste aspecto, pois utiliza uma
espécie de Plasmodium que realiza grandes parasitemias, resultando em extensas
hemolises e acumulo de hemozoina, tanto no leito vascular quanto fagocitada por
células de Kupffer.

Como a hemozoina tem atividade pré-inflamatéria para neutréfilos e

monaocitos (Jaramillo et al., 2004), provavelmente este fator tenha influenciado na
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ocorréncia de hepatite de carater misto, predominantemente mononuclear.
Seguindo este racional, chega-se a conclusado que os infiltrados mais agressivos
nos animais nao tratados estdo relacionados ao maior acumulo do pigmento
malarico no figado destes animais. A maior hemolise causada nos animais nao
tratados, e consequente maiores concentracbes de hemoglobina solluveis
acarretam maiores depoésitos da fracdo heme no figado, que € bastante
quimiotaxica para neutréfilos (Dey et al., 2012). Este fato também pode ter
contribuido para o maior infiltrado inflamatorio nos animais néo tratados.

No parénquima hepatico e nos infiltrado inflamatorios, frequentemente se
observou nucleos picnéticos, indicativos de morte celular programada. Tem sido
associado apoptose com infec¢cdes graves por protozoarios, principalmente em
leucdcitos (Gavrilescu e Denkers, 2003). Situacdo vista como benéfica, uma vez
gue essas células sdo mais facilmente removidas e abrevia-se a possibilidade de
necrose, que pioraria o processo infeccioso (Messmer e Pfleischifter, 2000). Essas
alteracdes nédo foram identificadas na infeccdo por P. juxtanucleare em galinhas
(Silveira et al., 2013). Os achados de Kemp et al. (2002) relacionaram a maléria
humana por P. falciparum com grande quantidade de marcadores apoptéticos em
células mononucleares, que apresentaram altos niveis de FasL, que decrescem no
periodo de recuperacdo da doenca.

Hepatdcitos apoptoticos foram identificados na presente infeccdo, mas
previamente foram descritos na infeccdo malarica humana. Neste caso, a infeccdo
por Plasmodium causa estresse oxidativo. Esse acontecimento gera aumento da
expresséo de Bax e diminui¢cdo de Bcl2, aumentando a translocagao de Bax para a
mitocondria. Esse acontecimento aumenta a permeabilidade dos poros, resultando
em liberacdo de proteinas indutoras de apoptose no citosol. Ha ativacdo da
caspase-3 pelo citocromo C, e consequente apoptose (Guha et al., 2006). Esses
acontecimentos podem ter implicancia também na malaria aviaria, mas estudos
mais especializados poderiam trazer a resposta. Entretanto, € provavel que haja
correlacdo, pois as hemalises s&o importantes na infec¢cdo por P. gallinaceum, e
uma consequéncia dela é o estresse oxidativo.

Necrose de coagulacdo foi observada frequentemente nos animais
infectados. Este tipo de necrose ¢é atribuida a severa isquemia, ap0s grave hipoxia,
e caracterizada pela relativa preservacdo da estrutura celular, com auséncia do

7

nacleo. A tendéncia € a consequente lise deste arcabougo celular gerando
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componentes inflamatérios e com grande capacidade quimiotaxica. Posteriormente,
pode haver deposicdo de tecido conjuntivo fibroso, trazendo prejuizo ao
funcionamento do 6rgado, pois este tem funcdo unicamente estrutural. Segundo
Miller et al. (2013), obstru¢do de microcirculacdo podem ocorrer na maléria e sao
causadas por aglomeracdo de células sanguineas no leito vascular, gerando
vasculite e hipoxias. Portanto, supfe-se que as hipoxias em nivel de figado foram
mais importantes nos animais nao tratados, pois somente eles apresentaram
necrose de coagulacéao.

Na fase cronica, animais infectados ndo tratados ainda apresentaram
hepatites de carater leve, com pequenos infiltrados inflamat6rios mistos com
predominéncia de heterdfilos. Os animais tratados com AG observados né&o
apresentaram essa alteracdo. Ainda havia tumefacdo difusa e degeneracéo
hidropica em ambos grupos, relacionadas com inflamacdo e hipdxia,
respectivamente. Depdsitos de hemozoina ainda se faziam presentes. As maiores
lesbes hepéticas na fase aguda da infeccdo nos animais ndo tratados com AG

ainda repercutiram na fase crénica (dados ndo mostrados).

15.9.3 Necropsia e Histopatologia do Baco

O tecido esplénico demonstrou alteracdo estrutural em ambos 0s grupos
infectados. Animais apresentaram esplenomegalia, tendo os animais tratados
bacos em maior tamanho. Esplenomegalias importantes sdo observadas em
malaria humana, podendo haver ruptura do 6rgao (Machado Siqueira et al., 2012).
Neste estudo, néo foi observada ruptura esplénica nos animais examinados. Mas
isso ndo afirma que ndo possa haver essa lesdo, uma vez que nem todos o0s
animais mortos foram necropsiados.

Nos animais ndo tratados com AG, foram evidenciadas esplenite heterofilica
discreta e deplecédo linfocitaria moderada. Na malaria humana fatal por P.
falciparum, o aumento de neutrofilos na polpa vermelha € um achado importante
(Urban et al., 2005), mas nao ocorre na infec¢cdo experimental por P. juxtanucleare
em galinhas (Silveira et al., 2013), refletindo maior acdo patogénica no baco por
parte de P. gallinaceum em relagdo a P. juxtanucleare. Os animais tratados com
AG nado demonstraram esplenite heterofilica, o que reflete uma protecao esplénica.

Deplecao linfocitaria moderada e acentuada foram visualizadas nos animais

nao tratados e tratados com AG, respectivamente. Houve alteracdo da arquitetura
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tecidual, com perda da delimitacdo entre polpa branca e vermelha. Na maléaria
humana, estudos mostram diminuicédo de linfocitos B e algumas subpopulac¢des de
linfécitos T, com preservacao da delimitagdo entre polpa branca e vermelha (Urban
et al., 2005). Silveira et al. (2013) também relacionaram deplecéo linfocitaria no
baco a infeccdo por P. juxtanucleare. A maior deplecdo linfocitaria nos animais
tratados com AG provavelmente tenha implicancia local, uma vez que as contagens
linfocitarias ndo tenham diferenciado entre grupos. Na fase crbnica, o Unico

achado histopatolégico foi o persistente acumulo de hemozoina, embora diminuto.

16 Concluséao

Galinhas infectadas com P. gallinaceum desenvolveram a patogénese
classica da infeccdo, com anemia, sinais clinicos comuns da doenca e com alta
mortalidade. Tratamento com AG gerou menor producdo de NO, ja que a droga
inibe a atividade de iINOS. Menores concentracdes plasmaticas de NO no grupo
tratado foram correlacionadas com patogénese menos agressiva, embora animais
tratados tenham desenvolvido maior parasitemia. O tratamento acarretou sinais
clinicos mais brandos, menor anemia e trombocitopenia, menores alteracdes
histologicas e maior sobrevida. Estes resultados mostram que NO tem importancia
na patogénese malarica em galinhas. E que a infeccao eritrocitaria em si € menos
danosa que as consequéncias da hemdlise ou da acdo microbicida do NO sobre os

parasitos.
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