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“A medicina existe para o homem, e ndo o homem para a
medicina.”

Paul-Eugéne Charboneau
(1925-1987)
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RESUMO

A malaria € uma doenca que acomete o homem desde a pré-histéria, com o
quadro clinico extremamente complexo e pleotrofico que varia desde formas
assintomaticas até diferentes manifestagdes clinicas da malaria grave, como a
anemia e malaria cerebral. As formas graves sdo decorrentes, provavelmente,
da hiperativagdo do sistema imunitario, com liberacdo aumentada de radicais
de oxigénio e nitrogénio. Diferentes aproximacbes tém sido tentadas para
modular a hiperatividade do sistema imunitario, incluindo o uso de drogas com
acao sobre o sistema imunitario, como a talidomida. A talidomida é um
composto imunomodulador que age diminuindo a producao de fator de necrose
tumoral. Tem sido sugerido que a associacdo da talidomida com drogas
antiparasitarias poderia diminuir as altas taxas de mortalidade da malaria, pois
foi demonstrado que o uso da talidomida em camundongos CBA e BALB/c
infectados com o Plasmodium berghei Anka apresentaram maior producao de
oxido nitrico e perdxido de hidrogénio paralelamente ao aumento a sobrevida.
O alvo deste trabalho foi verificar a influéncia da talidomida sobre a parasitemia
e sobre a producao dos radicais livres, 6xido nitrico e per6xido de hidrogénio,
em modelos animais susceptiveis ou ndo a malaria cerebral. Camundongos
BALB/c, C57BL/6 e CBA foram infectados com 10° eritrécitos parasitados com
P. berghei ANKA e tratados ou nao com talidomida 150mg/Kg/dia, por via oral,
a partir do segundo ao oitavo dia de infeccdo. Outros dois grupos nao
infectados foram tratados da mesma forma com talidomida e cloreto de sédio
0,9%, respectivamente. No oitavo dia do tratamento foi mensurada a producgéao
do o6xido nitrico através da reacao de Griess, e a producao do peréxido de
hidrogénio pela oxidagdo do vermelho de fenol na presenga de peroxidase.
Houve diferenca na resposta de producdo de Oxido nitrico e perdxido de
hidrogénio a infecgdo e ao tratamento com a talidomida nos trés modelos
experimentais estudados. Houve diferenca de resposta também entre as duas
linhagens susceptiveis a malaria cerebral. Enquanto os camundongos C57BL/6
diminuiram a producdo tanto do NO como do H.O, apds a infecgdo e o
tratamento, os camundongos CBA apresentaram resposta antagénica,
aumentando a producdo destes radicais, enquanto que, os camundongos
BALB/c tiveram uma producédo mais estavel de NO e H,O,. Os camundongos
C57BL/6 quando infectados pelo P. berghei ANKA apresentaram os maiores
niveis basais de éxido nitrico, em relacdo aos outros dois modelos, enquanto a
menor producdo foi pelos camundongos CBA. Os camundongos BALB/c
mostraram uma producéo basal de éxido nitrico e de perdxido de hidrogénio
intermediaria entre os outros dois modelos. Nao houve diferenca entre os trés
modelos animais na parasitemia feita no oitavo dia da infec¢cdo. Nossos dados
sugerem que, independentemente dos camundongos CBA e C57BL/6
produzirem quantidade maior ou menor de radicais de nitrogénio e oxigénio, a
resposta desequilibrada de producao destas moléculas, e ndo necessariamente
a quantidade, esteja envolvida na evolucdo para forma cerebral. Nao houve
modificacdo da parasitemia em nenhum dos trés modelos animais, sugerindo
igualmente que outros fatores sdo necessarios para a defesa antiparasitaria,
além destes dois mecanismos microbicidas. Os nossos dados contribuem para
a melhor compreensao de que ocorrem respostas diferentes, tanto a infecgéao
como ao tratamento com a talidomida, em modelos murinos infectados pelo
Plasmodium berghei ANKA, dependentes da base genética do individuo.
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ABSTRACT

Malaria is a disease that affects human beings since ancient times, it has an
extremely complex and pleotropic clinical picture, ranging from asymptomatic to
severe clinical manifestations, such as anemia and cerebral malaria. Severe
forms are probably caused by hyperactivation of the immune system with
increased releasing of oxygen and nitrogen radicals. Different approaches have
been tried to modulate the hyperactivity of the immune system, including the
use of drugs that act on the immune system, such as thalidomide. Thalidomide
is an immunomodulatory compound that acts by decreasing the production of
tumor necrosis factor. It has been suggested that the association of thalidomide
with antiparasitic drugs could reduce the high mortality rates of malaria, it was
shown that the use of thalidomide in mice CBA and BALB / c infected with
Plasmodium berghei Anka produced more nitric oxide and hydrogen peroxide to
increase survival. The aim of this study was to assess the influence of
thalidomide on the parasitemia and the production of free radicals, nitric oxide
and hydrogen peroxide in susceptible or non-susceptible murine models to
cerebral malaria. BALB/c, C57BL/6 and CBA mice were or were not inoculated
with 10° P. berghei ANKA infected-erythrocytes and treated or not with
150mg/Kg/dia thalidomide, per os, from the second to eighth day of infection.
Two other non-infected groups were treated similarly with thalidomide and
sodium chloride 0.9%, respectively. On the eighth day of treatment, nitric oxide
production was measured by Griess reaction, and hydrogen peroxide
production was assessed by the oxidation of phenol red in presence of
peroxidase. Different nitric oxide and hydrogen peroxide production to infection
and treatment with thalidomide among the three experimental models were
observed. NO and H>O. production were also different between the two strains
susceptible to cerebral malaria. While C57BL/6 mice decreased the production
of NO and H»O, both to infection and treatment, CBA mice increased these
value, whereas the BALB/c mice showed more homogeneous production of NO
and H»O,. The P. berghei ANKA infected-C57BL/6 mice showed the highest
basal levels production of nitric oxide. While the P. berghei ANKA infected-CBA
mice had the lowest. The P. berghei ANKA infected-BALB/c mice showed an
intermediate basal production of nitric oxide and hydrogen peroxide related to
the two other murine models. There was no difference in parasitemia on the
eighth day of infection among the three animal models. Our data suggest that
regardless the level of production of nitric oxide and hydrogen peroxide
production, CBA and C57BL/6 mice show cerebral involvement, suggesting that
the unbalanced production of these molecules, and not necessarily the amount
of it, are involved in the evolution of cerebral disease. There was no change in
parasitemia in anyone of the three animal models. These facts also suggest that
other factors are required for parasite defense, besides these two microbicidal
mechanisms. Our data contribute to a better understaning of that the different
responses that occur both to infection and treatment with thalidomide in
Plasmodium berghei Anka mice infection depends on the background genetic of
each individual.
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1. INTRODUGCAO

A malaria é considerada ainda como uma das doencas parasitarias mais
importantes do mundo. No inicio do século XX, o nUmero de pessoas expostas
ao risco de adquirir a doenca compreendia cerca de 80% da populacéo
mundial, ocorrendo um declinio até a década de 1970 para 51,9% e em 1994
para 46,05%, chegando ao século XXI com uma tendéncia a elevacgao, ja que
em 2002, 48,3% da populacdo mundial estava exposta ao risco de adquirir
maléaria (HAY, 2004).

Nos ultimos dez anos, o numero de paises com transmissao ativa da
doenca tem se mostrado estavel, com 88 deles em situacdo de risco,
perfazendo uma populacao exposta de cerca de trés bilhdes de pessoas (HAY,
2004).

Em 2008, em 109 paises a malaria era endémica, sendo 45 localizados
na continente africano. Segundo a OMS, estdo vivendo no continente africano
cerca de 550 milhdes de pessoas sob o risco de contrair malaria, sendo que
75% da populagao vivem em areas de transmissao estavel, 17% em zonas de
epidemia e apenas 8% em zona de transmissao nula ou baixa.

Estima-se em 247 milhdes os casos de malaria por ano, causando mais
de um milhdo de mortes, das quais 91% tiveram lugar na Africa e 85% delas
sao criancas menores do que 5 anos de idade (WHO, 2008).

Permanece ainda inaceitavelmente elevada a letalidade das formas
graves da doenca. Embora apenas 1-2% das pessoas infectadas desenvolvam
malaria grave, a alta prevaléncia e incidéncia da infeccdo resultam em

aproximadamente trés milhdes de casos graves por ano e quase metade delas



morrerdo (GREENWOOD et al., 1991; MISHRA et al., 2007; GREENWOOD &
TARGETT, 2009).

Sao inumeras as razbes para esta alta letalidade, tais como retardo no
diagnéstico, com consequente atraso no inicio do tratamento, a falta de suporte
clinico adequado e dificuldade de acesso a terapéutica apropriada (MARSH,
1992; MILLER, 2002). Além disso, a emergéncia generalizada de parasitas
resistentes aos medicamentos e alta prevaléncia de SIDA estdo piorando a
situagdo da malaria (WHITWORTH & HEWITT, 2005). Embora a letalidade
esteja mais associada, mas nao necessariamente presente, as altas
parasitemias e a falta de tratamento, tem-se verificado que mesmo com todas
estas variaveis controladas, pode ainda ocorrer perda de pacientes sugerindo
que fatores individuais da resposta do hospedeiro ao parasita tenham também
um papel importante na evolugdo da doenca para as formas graves (WHO
2000; WEATHERALL et al., 2002).

A malaria é uma doenca infecto-parasitaria causada por protozodarios do
género Plasmodium, que infectam e destroem glébulos vermelhos. Cinco
espécies de plasmédios causam a malaria em seres humanos, P. malariae, P.
vivax, P. ovale, P. knowlesi e o Plasmodium falciparum, que & o mais
importante, tanto em termos de numero de casos clinicos quanto a gravidade
da doenca (HVIID, 1998; SABBATINI et al., 2010).

O parasita da malaria tem dois ciclos bem distintos, o esquizogbnico ou
assexuado, que ocorre no hospedeiro intermediario vertebrado, e o ciclo
esporogdnio ou sexuado, que ocorre no hospedeiro invertebrado, no vetor, que
sdo dipteros sugadores de sangue e considerados hospedeiro definitivo

(PESSOA & MARTINS, 1974; REY 2001).



As fémeas dos mosquitos do género Anopheles, portadores dos
esporozoitas do plasmédio na glandula salivar, ao picarem o homem para
sugar sangue, inoculam os esporozoitas do parasita na corrente sanguinea, 0s
quais chegam aos hepatécitos em torno de 30 minutos. As moléculas de
adesao da proteina circunsporozoita (CSP) reconhecem moléculas sulfatadas
da membrana dos hepatécitos, as quais aderem, penetram na célula hepatica e
desenvolvem a primeira esquizogonia, dando origem aos esquizontes textrinos
que evoluem para estagios invasivos, os merozoitas. Esta fase do ciclo é
chamada exoeritrocitaria, na qual ao final de 8 a 15 dias, na dependéncia da
espécie do plasmdédio e do contato prévio do hospedeiro com este parasita,
premunicao, a célula hepatica se rompe liberando milhares de merozoitas que
vao invadir as hemacias (PESSOA & MARTINS, 1974, REY, 2001).

Para os Plasmodium vivax e Plasmodium ovale, parte dos parasitos
permanecem na célula hepatica sob a forma de hipnozoitas ou formas latentes,
0 que determina as recaidas tardias (PESSOA & MARTINS, 1974; REY, 2001).

Os merozoitas, ao penetrarem nas hemacias, desenvolvem a
esquizogbnia sanguinea, inicialmente como trofozoitas, evoluindo para
esquizontes, merozoitas ou rosaceas, que rompem as células sanguineas
liberando merozoitas, que vao invadir novas heméacias (MUTIS et al., 2005).
Numero substancial de merozoitas expressando componentes como o
glicosilfosfatidilinositol (GPI), assim como grandes quantidades de residuos de
produtos do parasita, como hemozoina e fragmentos de membrana do parasita,
sao eliminados pelo sistema imunitario inato.

O GPI do Plasmodium falciparum foi identificado como um importante

fator que ativa o sistema imunitario inato do hospedeiro (SCHOFIELD &



HACKETT, 1993). Sdo sintetizados exclusivamente na metade do ciclo de
trofozoito, cujo papel principal € servir de ancora para certas moleculas
funcionais da superficie celular (FERGUSON et al., 1999; FRANKLIN et al.,
2007). Estes glicolipideos, também conhecidos como padrées moleculares
associados a patdégenos (PAMPs), sdo responsaveis pelas respostas pro-
inflamatérias iniciadas no hospedeiro, como parte dos mecanismos de defesa
contra o parasita, e também por iniciar a inducdo da imunidade adaptativa para
o controle efetivo da infecgdo. Os danos destrutivos das respostas inflamatérias
induzidas pelos GPIS sédo devidos a inabilidade do hospedeiro para ajustar e

equilibrar as respostas imunitarias inatas (GOWDA, 2007).

1.1. Papel das citocinas inflamatoérias

As respostas imunitarias inatas induzidas pelo glicosilfosfatidilinositol
(GPI) sdo mediadas por uma familia de proteinas de transducdo de sinal
denominadas receptores semelhantes ao Toll (TLRs), que reconhecem
especificamente a regido conservada, os padrdes moleculares associados a
patdbgenos (PAMPs), presentes na superficie dos microorganismos. Os
receptores semelhantes ao Toll (TLRs) humanos compreendem uma familia de
13 receptores que também tém sido descritos em camundongos. Os sitios de
expressao e as especificidades do ligante foram definidos para nove receptores
(MUKHOPADHYAY et al., 2004, AKIRA, 2006).

Assim, os receptores semelhantes ao Toll (TLRs) se ligam a proteinas
especificas por meio de seu adaptador citoplasmatico Toll/IL-1 receptor (TIR
dominio) e ativam varias proteinas como a proteina cinase mitogénica ativada

(MAPK) e os precursores de sinalizacdo pela via do NF-xB. O GPI também



exerce sua bioatividade pela ativacdo da proteina cinase C (PKC) e juntos
ativam a via do NF-xB, principal fator de transcri¢cdo para o inicio das respostas
inflamatérias (TACHADO et al., 1996; 1997). Estes efeitos incluem: (i) producao
de fator de necrose tumoral-a (FNT-a) e IL-1, (ii) atividade semelhante a
insulina, causando hipoglicemia e lipogénese de triglicérides nos adipdcitos; (iii)
a expressao de iINOS em macréfagos e células endoteliais, e (iv) regulacédo da
expressao de molécula de superficie de adesao intercelular-1(ICAM), molécula
de adesao vascular celular-1(VCAM) e E-selectina nos leucécitos e células
endoteliais (SCHOFIELD & HACKETT, 1993; TACHADO et al.,1996).

Com a liberagao destas citocinas inflamatérias, o aumento do sequestro
de eritrécitos parasitados nos pequenos vasos de grandes 0rgaos,
principalmente cérebro e pulmdes, torna-se a caracteristica central da infeccao
grave pelo P. falciparum (MACPHERSON et al., 1985; HO & WHITE, 1999;
CHEN et al., 2000).

O sequestro é um fendmeno complexo envolvendo interacdes
moleculares entre os antigenos localizados em protuberancias (knobs) na
superficie dos eritrécitos parasitados e receptores do hospedeiro, tais como
CD36, trombospondina e ICAM-1, expressos na superficie de células
endoteliais (TURNER et al., 1994; RUDIN et al., 1997).

A exacerbacao do sequestro é uma conseqléncia direta do desequilibrio
de citocinas, principalmente a superproducédo do fator de necrose tumoral-a,
que provoca aumento da expressao de moléculas de aderéncia nas paredes do
endotélio vascular, que, consequentemente, aumentam o processo de
sequestro e a gravidade da doenca (ANGULO & FRESNO, 2002; MUNIZ-

JUNQUEIRA et al., 2005; 2007; 2009).



O fator necrose tumoral-a parece ser fundamental, tanto na resposta
rapida ao parasita da maldria, como na tardia. A excessiva producao de fator
de necrose tumoral-a esta envolvida no aparecimento de sintomas, como febre
e cefaléia, associadas com a doenca da malaria e tém sido relacionadas a sua
gravidade e complicagdes (CLARK & COWDE, 1987; GRAU, 1989;
KWIATKOWSKI, 1990; KWIATKOWSKI & NOWAK, 1991; SHAFFER, 1991).

Amiude, constatou-se o aumento do fator de necrose tumoral em
pessoas com maldria grave e esta citocina tem sido também implicada na
patogénese da malaria cerebral murina (GRAU et al., 1987; 1989; BROWN et
al., 1999). O fator de necrose tumoral é o protétipo de uma superfamilia de
genes de moléculas ligantes que controlam as defesas do hospedeiro,
inflamac&o, apoptose, autoimunidade e organogénese (KRONKE & ADAM-
KLAGES, 2002). Frequentemente liga-se a dois tipos de receptores e ambos
(rFNT1/p55 e rENT2/p75) sdo co-expressos na maioria das células, mas
diferem em sua expressao espontanea e induzida. Tem sido demonstrado que
o receptor para FNT1 (rFNT1) tem uma fungdo principal na defesa contra
infecgdes por patdgenos intracelulares (LUCAS et al.,1997). O fator de necrose
tumoral exerce sua fungédo pela interacdo tanto com o rFNT1, que contém o
dominio de morte, como com o receptor para o rFNT2, que ndo contém o
dominio de morte (WAJANT et al., 2003).

Os fendmenos intracelulares que ocorrem apds a ligacdao do fator de
necrose tumoral ao seu receptor sdo complexos e ainda pouco entendidos na
malaria. Muitas proteinas que sao envolvidas nas vias de ativacao intracelular
apds ligacédo do fator de necrose tumoral ao seu receptor, que interagem direta

ou indiretamente com o dominio citoplasmatico dos receptores rENT1 e rENT2,



mostram que estes receptores estdo conectados com a via da apoptose e com
a cascata de sinalizacao que leva a ativacdo do NF-xB e JNK (WAJANT et al.,
2003).

A sinalizacao através do receptor para o FNT ocorre por meio de duas
classes de proteinas adaptadoras: os fatores associados ao receptor do FNT
(TRAFs) e as moléculas dominio de morte (DD). Os TRAF 1 e 2 estdo
envolvidas na transducdo do sinal do FNT, IL-1, IL-17 e de alguns membros
dos receptores semelhantes ao TOLL (WAJANT et al , 2003). A proteina
adaptadora é selecionada na dependéncia do receptor possuir 0 motivo que
liga o TRAF ou o motivo que liga o DD (KRONKE & ADAM-KLAGES, 2002).

As proteinas adaptadoras TRAF1 e o TRAF2 foram os primeiros fatores
associados ao receptor do FNT identificados. O TRAF 2 tem um papel
importante em mediar a sinalizagdo estimulada através do rFNT1, ativando a
via do NF-xB e JNK. Além disso, tem sido sugerido que o TRAF2 é um ponto
de integracao entre os sinais anti e pré-apoptoticos (WAJANT et al., 2003)

A sinalizacdo pelo TRAF1 raramente resulta em apoptose, mas pode
estimular muitas vias que levam a ativagdo celular e diferenciagdo, mas
também a apoptose. A ligacdo do FNT ao rFNT1 pode sinalizar atraves de
varias moléculas que induzem respostas diferentes: 1) pela via FADD, que
induz ativagédo da via das caspases ; 2) através do MPAK/ERK, que ativa a via
do NF-xB; 3) pela via do NiK/IKK, que também ativa a via do NF-xB, sendo que
os dois ultimos estimulam a inflamacéao, a ativacao celular e a producdo de
citocinas inflamatérias (KRONKE & ADAM-KLAGES, 2002).

A producdo excessiva de citocinas pré-inflamatérias e as complexas

alteracées metabdlicas concomitantes tém um papel central na imunopatogenia



da malaria grave. A adesao de eritrécitos infectados pelo P. falciparum nas
vénulas pds-capilares de 6rgaos vitais propicia e agrava os efeitos nocivos das
citocinas pré-inflamatérias e nos locais de aderéncia estes processos séo
amplificados por um mecanismo de auto-regulacdo positiva (CLARK &
COWDEN, 2003).

A malaria cerebral é consequéncia de uma cascata de eventos
envolvendo a producao de toxinas pelo parasita e de citocinas pelo hospedeiro
e a amplificacdo da expressao de receptores para citoaderéncia nas células do
endotélio capilar cerebral. A patogenicidade dos diferentes isolados do
parasita, as diferentes bases genéticas do hospedeiro e os diferentes graus de
imunidade antimalarica do hospedeiro modulam o determinismo deste

fendmeno (CLARK & COWDEN, 2003).

1.2. Oxido nitrico

A participacdo do éxido nitrico (NO) na patogénese da maléria grave
também tem sido discutida, embora o seu mecanismo de agcdo durante a
doenca ainda seja controverso (CLARK & COWDEN, 2003). Tem sido proposto
que o oxido nitrico produzido em excesso durante a infeccdo malarica mata o
parasita Plasmodium, por meio de danos oxidativos, mas pode também
provocar alteracoes de sinalizacao no cérebro, ocasionando dano metabdlico e
o coma (STEVENSON et al., 2004; CLARK et al., 2003; ANSTEY et al., 1999)

O éxido nitrico foi identificado inicialmente como o fator derivado de
endotélio que medeia a vasodilatacao dependente da guanilato ciclase soluvel
(GCs) (IGNARRO et al.,1987). Este se difunde facilmente através das

membranas celulares e pode se ligar com alta afinidade em proteinas contendo



heme ou a proteinas nitrosiladas e apresenta efeitos pleotrépicos complexos e
sao fundamentais para muitos aspectos fisiolégicos, como também patologicos
(TUTEJA et al., 2004).

E um radical livre que é produzido durante a conversdo enzimatica da L-
arginina para L-citrulina por membros da familia 6xido nitrico sintase (NOS)
(STUEHR, 1999). Trés membros desta familia foram identificados: NOS
endotelial (eNOS ou NOS3), NOS neuronal (nNOS ou NOS1) e a NOS
induzivel (iINOS ou NOS2)( STUEHR,1999). O ¢éxido nitrico derivado da eNOS
tem um papel importante na manutencdo da homeostase, inibindo a ativagéo
das células endoteliais, modulando a expressdo de moléculas de adesao
(CAMs) e a funcédo plaquetaria. Inibe a adesdo, ativacdo e agregacdo de
plaguetas tanto pela via cGMP dependente quanto pela via cGMP
independente (LAROUX et al., 2000; LOSCALZO, 2001).

No sistema imunitario, o éxido nitrico € um componente da resposta
imune inata, € derivado do &xido nitrico sintase induzivel (iINOS), sendo
responsavel pela producdo de 6éxido nitrico pelos fagécitos, porque sao
altamente expressas apds ativacao (NATHAN, 1992).

Apesar da polémica inicial sobre as multiplas fungbes do INOS de
fagocitos humanos versus murinos, tem sido constatado que os genes e
regides promotoras sdo extremamente semelhantes (CHARTRAIN et al., 1994;
MACMICKING et al.,1997). Além de sua fung&o antimicrobiana, o 6xido nitrico
pode regular funcdes do sistema imunitario, incluindo a inibicao da proliferagao
celular de células T e B e a adeséo e rolamento de leucécitos no endotélio
microvascular (BOGDAN, 2001; VEEN, 2001). Modula também a producao de

citocinas, tanto em relacdo a diminuicdo da quantidade das citocinas pro-



inflamatérias, interleucina 1 (IL- 1), IL-2, fator de necrose tumoral e o interferon-
Y, bem como o aumento da quantidade de citocinas anti-inflamatérias (IL-4, IL-
13 e TGF-B) (BOGDAN, 2001).

Varias hipoteses tém sido propostas em relagdo ao papel do NO na
patogénese da malaria. A superproducdo de Oxido nitrico no cérebro pode
afetar o seu papel regulador no sistema nervoso central, atrapalhando a
sinalizagdo neuronal, causando danos oxidativos no endotélio, com
comprometimento da consciéncia devido a acdo moduladora na transmissao
sinaptica na malaria cerebral (CLARK et al., 2003).

Tem sido relacionado a fisiopatologia da malaria cerebral o aumento dos
niveis de oOxido nitrico, que foram observados no liquido cefalorraquidiano
(LCR) de criangas que morreram de malaria (WEISS et al.,1998). Além disso,
o0 aumento da expressdao do 6xido nitrico sintase induzivel foi mostrado no
cérebro de pacientes com malaria cerebral fatal (MANEERAT et al., 2000).

O achado de uma correlacao entre niveis plasmaticos elevados de
oxido nitrico e uma rapida cura parasitolégica e clinica da infeccao pelo
Plasmodium falciparum sugere um papel importante deste radical na defesa
contra o parasita, e paralelamente os mesmos niveis aumentados do Oxido
nitrico também estdo associados com doenca grave o que pode indicar a
participacao deste produto na patogénese da malaria grave (KREMSNER et
al., 1995;1996; WEISS et al., 1998).

Entretanto, a hipoargininemia e a presenca dos produtos de degradacgao
do 6xido nitrico em pacientes com malaria sugerem que a producdo do 6xido
nitrico pode ser limitada na malaria (LOPANSRI et al., 2003). E segundo

ROTHER et al (2005), os eritrécitos humanos contem arginase | e,
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consequentemente, com a ruptura das hemacias parasitadas provocam
aumento dos niveis de arginase no plasma, sendo um dos mecanismos da
hipoargininemia em alguns pacientes, principalmente aqueles com anemia
falciforme.

Todavia, em estudos populacionais em areas endémicas, foi observado
que baixos niveis de Oxido nitrico e os seus metabolitos (nitrato urinario e
plasmatico) e a menor expressdo de NOS2 estdo associados ao pior
prognéstico da doenca. Além disso, durante a malaria ocorreu aumento da
producdo de citocinas, tanto as pré-inflamatérias Tal, o FNT, como
antinflamatérias Ta2, a interleucina 10 e a maior severidade da doenca estava
associada a presenca destas citocinas. Ademais, a diminuicdo da expressao de
NOS2 e a menor produgéo de 6xido nitrico foram relacionadas com a presenca
de interleucina 10 e de outras citocinas antiinflamatérias (ANSTEY et al., 1996).

Citocinas como o FNT e a IL-1 aumentam a expressdo das moléculas
endoteliais envolvidas na citoaderéncia na malaria grave, como o ICAM-1,
VCAM-1 e E-selectina, que por sua vez tém a sua expressao diminuida com
aumento dos niveis do éxido nitrico endégeno e exdgeno, pela via do NF-xB. A
menor inibicdo da via de sinalizacdo do NF-kB pode ser causada por menores
valores plasmaticos do 6éxido nitrico, propiciando maior expressao das
moléculas de adesao, do sequestro e consequentemente o desenvolvimento da
forma grave da malaria (ANSTEY et al.,1996).

Esta diminuicdo na producdao do NO, tanto na doenca ndo complicada
como na malaria grave, pode comprometer e dificultar a capacidade do
organismo combater o crescimento do parasita (ANSTEY et al.,1996; KUN,

2003; LOPANSRI, et al., 2003 ).
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A produgdo aumentada de O&xido nitrico influéncia também a
patogénese da anemia grave (CLARK et al., 1991). Isto ocorre porque o éxido
nitrico pode produzir deformidade nas hemacias por inibicdo do sistema Na*/K*
ATPase na membrana dos glébulos vermelhos e oxidacdo dos lipidios da
membrana através da geracao de peroxinitrito.

Associado as citocinas pré-inflamatérias, o 6xido nitrico causa uma
ampla ativagcdo de poli ADP-ribose polimerase-1 (PARP-1) com rapido
esgotamento de nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD) e trifosfato de
adenosina (ATP) dos glébulos vermelhos (CLARK & COWDEN, 2003). Assim,
ao inibir a glicdlise celular, o 6xido nitrico origina danos a membrana dos
eritrécitos, aumenta a sua destruicdo no baco, e associada a hipdxia citopatica
causada pelos niveis elevados de 6xido nitrico suprime a eritropoiese por dano
mitocondrial de células progenitoras dos eritrécitos (XIE & WOLIN, 1996; FINK,

2001).

1.3. Peroxido de hidrogénio

Apesar de participarem na imunopatogénese da maldria, as espécies
reativas de oxigénio estdo entre os principais mecanismos parasiticidas e
inUmeras observagées apontam para o importante papel dos radicais de
oxigénio contra os parasitas da malaria.

Varios plasmodios, como o Plasmodium berghei e o Plasmodium yoelli
letais e nd&o-letais foram mortos in vitro pelo perdxido de hidrogénio
(DOCKRELL et al., 1983), o que nao ocorreu quando foi adicionado a catalase,
sugerindo a eficacia do sistema parasiticida e microbicida dos fagdcitos

dependente deste radical de oxigénio (OCKENHOUSE, 1984). Foi também
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demonstrada a acdo letal do peréxido de hidrogénio sobre o Plasmodium
falciparum. Estudos in vitro mostraram o aparecimento de formas em crise
dentro hemacias quando incubadas com este reativo de oxigénio (MALBOTRA
et al., 1988).

Deste modo, a atuacédo letal do peréxido de hidrogénio tem sido
demonstrada contra o parasita durante a depuragédo do ciclo eritrocitico, que
normalmente ocorre no baco. Assim, STENVENSON et al. (1992), propdem
que algumas linhagens de camundongos A/J quando infectados com
Plasmodium chabaudi AS sao susceptiveis ao parasita por ndo produzirem
adequadamente o peroxido de hidrogénio pelos macréfagos esplénicos, ao
contrario de outras linhagens que ndo apresentam defeitos na producao deste
metabdlito. E possivel que outras moléculas microbicidas e parasiticidas, como
os reativos de nitrogénio, possam intermediar e auxiliar na morte do parasita in

vivo.

1.4. Talidomida

Devido a toda esta acéo intrigante e complexa provocada por citocinas
pré-inflamatérias, muito interesse tem sido despertado para entender a agéo de
agentes que modifiquem favoravelmente a producdo das mesmas e que
poderiam ser Uteis na obtengcdo das terapias farmacologicas complementares
na maldria, para diminuicdo da morbidade, mortalidade e sequelas das formas
graves da doenca. A talidomida é uma droga que tem sido investigada como
coadjuvante ao tratamento da malaria grave.

A talidomida € uma droga imunomoduladora, tendo diferentes acées no

sistema imunitario. Foi liberada pela FDA (USA) em julho de 1998 para
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utilizagdo no tratamento do eritema nodoso da hanseniase (CALABRESE &
FLEISCHER, 2000), mas, foi até agora insuficientemente avaliada na malaria.

A talidomida inibe a producdo de fator de necrose tumoral-a por
mondécitos humanos estimulados com lipopolissacarideo (LPS), tanto in vitro
como in vivo (SAMPAIO et al.,, 1991,1993), e este efeito é provavelmente
devido ao aumento na taxa de degradacdo do ARN mensageiro do FNT
(MOREIRA et al., 1993).

A talidomida provocou efeitos antagbnicos sobre a producdo da
interleucina 12 (IL-12), inibindo a producdo desta citocina pelas células
mononucleares do sangue periférico estimuladas com LPS ou aumentando a
producdo da IL-12, atuando como sinal co-estimulatorio sobre as células T
(MOLLER et al., 1997; CORRAL & KAPLAN, 1999), sugerindo que a droga tem
um efeito inibitério sobre monécitos, mas exerce uma acado co-estimulatéria
sobre as células T em atividade, e esta combinacao de efeitos pode contribuir
para as propriedades imunomoduladoras da droga (CORRAL & KAPLAN,
1999).

Apesar de a talidomida néo alterar por si s6 a expressao da E-selectina,
ICAM1 e VCAM, o aumento da expressao dessas moléculas pelo tratamento
com LPS ou TNF recombinante foi inibido pela talidomida. Além disso, também
foi observada reducao do percentual de células endoteliais expressando ICAM-
1, ap6s a incubacdo com FNT e talidomida (ZWINGENBERGER & WNENDT,
1996).

Estas observagdes evidenciam que a talidomida pode interferir em
alguns alvos da imunopatogenia da malaria grave e, portanto, esta droga

poderia ser util para evitar a complicacbes da doenca, modulando a
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superproducdo do FNT e a cascata da resposta inflamatdria subsequente, e em
particular a producgéo de radicais de nitrogénio e oxigénio.

A talidomida tem sido avaliada na malaria, tendo mostrado acdo na
hipoglicemia, que foi menos intensa em camundongos infectados com
Plasmodium chabaudi chabaudi e tratados com talidomida (RAMIREZ-
VILLAFUERTES et al., 1998). Estudos em modelo murino susceptivel a malaria
cerebral (CBA) evidenciaram que a talidomida apresenta efeitos benéficos
sobre o resultado da infeccdo, com acréscimo no tempo de sobrevida e
retardando o inicio das mortes em cerca de dois dias, observou-se ainda
aumento significativo na producdo de peroxido de hidrogénio e éxido nitrico
pelos macréfagos dos animais infectados tratados em relagdo aos animais ndo
tratados, sem, no entanto, alterar a evolugao da parasitemia, sugerindo que a
talidomida exerce a sua acdo como droga imunomoduladora, possivelmente
diminuindo a imunopatogenia (MUNIZ-JUNQUEIRA et al.,, 2005; 2007).
(Figura 1).

Devido a possibilidade de utilizacdo da talidomida como droga
complementar ao tratamento da maléria humana é imperativo entender melhor
a influéncia da droga sobre sistema imunitario nas diversas apresentacoes

clinicas da doenca.
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Figura 1. Antigenos de Plasmodium falciparum estimulam a producgéo local de
citocinas inflamatorias, principalmente TNF e IL-12, por monécitos /macréfagos,
que estimulam a producdo de interferon-y por celulas NK e linfécitos T.
Talidomida (Tal) inibe a producao de TNF e a expressdo de moléculas de
adesao, modula a producéao de radicais livres e melhora a defesa imunologica
contra o plasmaédio.

1.5. Modelos experimentais

Ha algumas caracteristicas entre as varias formas clinicas da malaria
que vém sendo estudadas nos modelos experimentais. Diversas combinacoes
dos parasitas com diferentes modelos experimentais murinos tém sido

relatadas na literatura e nos elucidam sobre alguns aspectos da malaria.
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Vem-se utilizando algumas linhagens de camundongos como modelos
experimentais tais como os susceptiveis C57BL/6, CBA ou ndo susceptiveis a
malaria cerebral tais como o Balb/C, que quando combinado com a espécie de
plasmédio murino Plasmodium berghei ANKA, desenvolvem a malaria murina e
apresentam manifestacdes clinicas e patolégicas semelhantes a malaria
humana grave provocada pelo Plasmodium falciparum (LOU et al., 2001).

Os camundongos C57BL/6 e CBA sao susceptiveis a malaria cerebral, e
quando infectados com o Plasmodium berghei ANKA desenvolvem o quadro
clinico expresso por encefalopatia e hepatoesplenomegalia, semelhante a
malédria complicada em seres humanos, e é fatal para os animais em
aproximadamente seis a oito dias, e seu estudo tem contribuido para melhorar
a compreensao dos mecanismos fisiopatogénicos da malaria cerebral humana
pelo Plasmodium falciparum, pois desenvolvem algumas complicagdes da
doenca como ataxia, paralisia muscular, convulsdes, coma e morte (SMYTH,
1994).

Verifica-se também algumas semelhancas histopatoldégicas entre a
malaria cerebral murina e humana, com alteracbes metabdlicas, vasculares,
edema cerebral, petéquias, hemorragias focais, quebra na barreira hemato -
encefalica e com aumento da pressao intracraniana (PONGPONRATN et al.,
2003; MUNIZ-JUNQUEIRA, 2007).

A malaria cerebral murina nos camundongos susceptiveis C57BL/6 e
CBA tem sido associada, principalmente, com o sequestro e ativacdo de
leucécitos e plaquetas no tecido cerebral (GRAU et al.,1993), a infiltracdo
perivascular de células mononucleares (HEARN et al., 2000), a alteracdo da

microvasculatura, ativacao e redistribuicdo de células da microglia ativada
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(JENNINGS et al., 1997;1998). Algumas alteracdes estdo em contraste com a
malaria cerebral humana, na qual ocorre envolvimento local irregular dos
capilares cerebrais e vénulas, com adesdo de hemacias parasitadas pelo P.
falciparum as células endoteliais, seguido de sequestro, que pode interferir com
o fluxo sanguineo local e, portanto, facilitar o acumulo de leucécitos, que sao
ativados por produtos liberados pelo parasita durante a multiplicacado local do
plasmédio (BATE et al., 1988; LOU et al., 2001; MUNIZ-JUNQUEIRA, 2007).

Em contraste, o0s camundongos BALB/c ndo desenvolvem
encefalopatia, nem alteracbes da vasculatura do tecido cerebral e na
quantidade de células, mas sim anemia crbnica, que por sua vez € outra
manifestacdo da malaria grave no homem, com palidez cutaneo-mucosa, perda
de forga muscular e hipoxia em aproximadamente trés semanas (de
KOSSODO et al., 1993).

Diversos fatores estdo envolvidos na patogénese da anemia associada a
malaria, incluindo: destruicdo de hemacias pelo crescimento do plasmddio
intra-eritrocitario (SONI et al., 2005), aumento de peroxidacao lipidica (DAS et
al.,1999) que podem afetar a membrana de eritrocitos infectados e néo
infectados (OMEDEO et al.,, 2003), fagocitose (WICKRAMASINGHE et al.,
2000), alteracdo da eritropoiese (EKVALL, 2003), sequestro de eritrocitos
(DONDOREF et al., 2004), atraso na resposta da medula éssea, ou uma
eritropoiese insuficiente incapaz de compensar as hemacias perdidas,
alteracdes da fungéo esplénica com intensa estimulacdo de mondcitos levando
ao aumento da depuracdo das hemadcias. Este processo persiste por
aproximadamente 4-6 semanas depois dos parasitas iniciarem o ciclo

eritrocitario (LOOAREESUWAN et al., 1987; ENGWERDA, et al., 2005), e isto
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ocorre porque mesmo nao infectados, os glébulos vermelhos contém
alteracbes na membrana, tornando-se rigida e com menor capacidade de
deformacdo, o que os torna vulneraveis a remocao pelo bago. H4 também
reticulocitopenia, que esta associada ao acréscimo na secrecdao de
eritropoetina, que no caso da malaria é devido principalmente a hipoxia celular
pela maior destruicdo dos eritrocitos e aos dos niveis séricos aumentados do
FNT-a (SANDAU et al., 2001), que age de igual modo sobre células estromais
da medula, estimulando-as a produzirem o fatores de crescimento.

Constatou-se também que tanto nos pacientes infectados com malaria
ou em animais experimentais infectados ocorre inibicdo na diferenciacao das
unidades formadoras de blastos-eritrdides (BFU-E) e unidades formadoras de
coldnias eritroblastica (CFU-E) na medula éssea, com diminuicao da producao
de eritrocitos (ABDALLA et al.,1988; MARTINEY et al., 2000).

Os modelos de camundongos CBA e C57BL/6 susceptiveis a malaria
cerebral e 0 modelo BALB/c ndo susceptivel a forma cerebral tém sido
largamente utilizado para a compreensdo dos mecanismos imunopatolégicos
envolvidos nas formas graves da malaria (de SOUZA et al., 2010).

Tem sido demonstrado que o tratamento com talidomida dos
camundongos CBA infectados com o Plasmodium berghei Anka apresentaram
maior producdo de oOxido nitrico e perdxido de hidrogénio. Este aumento da
producdo dos radicais de oxigénio e nitrogénio foi paralelo ao aumento a
sobrevida nestes animais tratados com a talidomida, sugerindo que este
aumento foi benéfico para evolucdo da doenca (MUNIZ-JUNQUEIRA et al.,
2005). Diferentemente, tem sido mostrado que em camundongos C57BL/6

infectados com P. berghei Anka o tratamento com a talidomida n&o influenciou
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a sobrevida dos animais infectados (GOLENSER et al., 2006), sugerindo que o
efeito desta droga pode depender de parametros genéticos dos camundongos.
Estes dados levantam a necessidade de uma avaliagdo mais aprofundada dos
efeitos da talidomida nestes dois modelos. Tem sido sugerido um papel para a
modulacao da producéo dos radicais de oxigénio e nitrogénio nos mecanismos
protetores da talidomida para evolucdo das formas graves da malaria, sendo
entdo necessario o melhor esclarecimento do papel destes radicais livres na
infeccdo malarica em modelos diferentes, como também o efeito da talidomida
sobre a producéo destes radicais nestes modelos experimentais.

O esclarecimento da influéncia da infeccdo malarica sobre a producéo
de radicais de oxigénio e nitrogénio nestes dois modelos susceptiveis a forma
cerebral da malaria, como também nos animais BALB/c, que ndo fazem a
forma cerebral, pode contribuir para o melhor entendimento dos mecanismos
imunopatogénicos envolvidos na malaria cerebral. Como também a melhor
compreensdao da acdo da talidomida nestes modelos experimentais de
diferentes bases genéticas podera contribuir para o esclarecimento da acao
desta droga, para sua potencial utilizacdo como imunomoduladora das formas

graves da doenca.
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2. OBJETIVOS

Os objetivos do presente estudo foram:

1) Comparar o efeito da talidomida sobre a producao de radicais de
nitrogénio, de oxigénio e sobre a parasitemia em camundongos
BALB/c, resistentes a malaria cerebral e em camundongos CBA e
C57BL/6, susceptiveis a forma cerebral da doenca, infectados
com o Plasmodium berghei ANKA.

2) Avaliar a influéncia da infeccdo malarica sobre a producao de
radicais livres em modelos murinos com diferentes bases

genéticas, os camundongos BALB/c, CBA e C57BL/6.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Tipo de estudo

O estudo é do tipo experimental, foi realizado no Laboratério de
Imunologia Celular, da area de Patologia da Faculdade de Medicina da
Universidade de Brasilia, utilizando camundongos das espécies CBA e
C57BL/6, como modelos experimentais susceptiveis a malaria cerebral murina
e os camundongos BALB/c, como modelo ndo susceptivel a malaria cerebral,
infectados ou ndo com o Plasmodium berghei ANKA.

As normas éticas para a pesquisa cientifica com animais foram
rigorosamente obedecidas, conforme os principios éticos para experimentacao
com animais de laboratério, definidas pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacao Animal (COBEA). O presente estudo foi aprovado pelo Comité

de Etica em Pesquisa Animal da Universidade de Brasilia (ANEXO 1).

3.2. Animais utilizados na pesquisa

Os animais das linhagens estudadas neste trabalho, eram machos,
isogénicos, com idades compreendidas entre 2 a 6 meses, tendo sido uma
parte (80) adquirida do Biotério do Instituto Gongcalo Moniz - FIOCRUZ -
Fundacao Osvaldo Cruz de Salvador-Bahia, outra parte foi gentiimente cedida
pelo Centro de Pesquisas René Rachou/CPgRR - FIOCRUZ de Minas Gerais,
e do Laboratério Multidisciplinar de Pesquisa em Doenca de Chagas da
Universidade de Brasilia.

Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas contendo no maximo
dez animais nas gaiolas grandes, com agua e racao “ad libitum”, sob condi¢des

de luz / escuro em ciclo de 12 horas e temperatura de 23-25° ¢. Os animais
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permaneceram em adaptacdo antes da realizacdo dos experimentos por 21
dias, no alojamento de animais da Faculdade de Medicina da Universidade de

Brasilia — UnB.

3.3. Delineamento experimental

Foram constituidos trés grupos de estudos, sendo que dois grupos eram
constituidos por camundongos susceptiveis a malaria cerebral pertencentes as
linhagens CBA e C57BL/6 e o outro grupo foi formado por camundongos nao
susceptiveis a malaria cerebral da linhagem BALB/c.

Todos os grupos foram subdivididos em quatro subgrupos, onde dois
subgrupos continham animais n&o infectados e os outros dois subrgrupos
foram constituidos por animais infectados com Plasmodium berghei ANKA. Um
subgrupo de animais infectados e outro subgrupo de animais nao infectados de
cada linhagem foram tratados com talidomida 150 mg/kg/dia via oral. E os
outros dois subgrupos foram tratados com soro fisiol6gico a 0,9%.

De todos os animais, os macréfagos peritoneais foram coletados para a
avaliacao da producao de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio no oitavo
dia da infecgéo.

O sangue da ponta da cauda de cada animal foi obtido no oitavo dia da
infeccdo e a parasitemia foi avaliada do distendido pela determinacdo da
porcentagem de hemdcias parasitadas em 500 hemacias, ao microscépio

optico.
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3.4. Grupos de estudos:

Para avaliar a influéncia da talidomida sobre a capacidade dos
macréfagos peritoneais dos camundongos das linhagens BALB/c, CBA e
C57BL/6 produzirem éxido nitrico e peroxido de hidrogénio, os animais foram

divididos nos seguintes grupos contendo 10 animais em cada grupo:

Grupo 1 - Controle Normal (Cont): 10 camundongos receberam 100 uL de
PBS, pH 7,2, por via intraperitoneal no primeiro dia de acompanhamento e
foram tratados por via oral com 120uL de soro fisiologico 0,9% a partir do

segundo ao oitavo dia de acompanhamento.

Grupo 2 — Talidomida (Tal): 10 camundongos receberam 100 uL de PBS, pH
7,2, por via intraperitoneal no primeiro dia de acompanhamento e foram
tratados por via oral com 150 mg/kg/dia de talidomida em 120uL de soro

fisiolégico 0,9% a partir do segundo ao oitavo dia de acompanhamento.

Grupo 3 - Infectados com plasmédio (Pb): 10 camundongos foram
infectados intraperitoneal com 10° de eritrécitos parasitados com Plasmodium
berghei ANKA suspensos em 200uL de STF, com pH 7,2 e tratados por via oral

com 120uL de soro fisiolégico 0,9%, do segundo ao oitavo dia de infecgcao.
Grupo 4 - Infectados com plasmaodio e tratados com talidomida (Pb+Tal):

10 camundongos foram infectados intraperitoneal com 10° de eritrécitos

parasitados com Plasmodium berghei ANKA suspensos em 200uL de STF,
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com pH 7,2 e tratados por via oral com talidomida 150mg/Kg/dia em 120uL de

soro fisiolégico 0,9% do segundo ao oitavo dia de infeccao.

3.5. Inéculo

A cepa Plasmodium berghei Anka é mantida com solucao preservadora
de Alsevier em nitrogénio liquido. Com o objetivo de recuperar a viruléncia da
cepa, foram realizadas no minimo trés passagens in vivo em camundongos
Swiss, antes da infeccdo dos animais que constituiam os grupos de estudo.
Para certificar a aquisicdo da viruléncia da cepa, antes de cada passagem do
in6culo para o camundongo seguinte coletava-se o sangue da cauda do animal
para a quantificacdo da parasitemia. Os camundongos de passagem eram
inoculados com 10° eritrécitos parasitados suspensos em solugdo salina
tamponada com fosfato (STF), pH 7,6, estéril, por via intraperitoneal (CLARK et
at, 1990; KREMSNER et al, 1991; NEIL & HUNT, 1992)

O in6culo utilizado para infeccao era obtido por puncéao cardiaca, quando
a parasitemia do camundongo Swiss encontrava-se superior a 10% (em torno
do 10°13° dia). A parasitemia era quantificada em um distendido delgado,
fixado com metanol e com coloragdo pandtica, pela contagem de 500
eritrécitos. O numero total de eritrécitos na suspensao era determinado em

hemocitdmetro de Neubauer.
3.6. Peso dos animais

O peso de todos os animais foi aferido no primeiro dia na balanga CT

200- S Portable — advanced- Ohaus e expresso em gramas.
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A médiatDP do peso dos animais BALB/c foi de 28,91 g %1,6, os
animais C57BL/6 tiveram uma médiatDP de peso de 31,42 g + 2,9, enquanto

que os animais CBA apresentaram médiazDP do peso de 27,79 g +2,6.

3.7. Tratamento dos camundongos com talidomida

A talidomida foi utilizada na dose de 150mg/kg/dia. Esta dose foi
escolhida por ter sido observado ser efetiva em estudos anteriores
(HAUSCHILD et al.,1997; MUNIZ-JUNQUEIRA et al., 2005) (FUMED, Iote:
100610315) foi diluida em soro fisioldégico 0,9% e administrada por via oral em

120 ul com uma pipeta de volume variavel.

3.8. Parasitemia

Para avaliar a influéncia do tratamento sobre a parasitemia foi coletado
sangue da cauda dos animais infectados com Plasmodium berghei ANKA em
tratamento ou ndo com a talidomida e feito um distendido delgado no dia do
sacrificio dos animais, para realizacdo dos testes imunoldgicos, que
correspondeu ao 6-8 dias da infeccdo para todas as linhagens estudadas. As
laminas eram entdo coradas utilizando kit rapido de coloracdo Panética (New
Prov).

Para a determinacéo da parasitemia foram analisados 500 eritrocitos por
lamina e foi quantificada a porcentagem de eritrcitos infectados por
microscopia Optica com aumento de 1000 vezes, utilizando-se um reticulo de

contagem adaptado a lente da ocular do microscépio.
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3.9. Obtencao dos macroéfagos peritoneais

Para obtencdo dos macréfagos peritoneais, apdés a realizacdo da
parasitemia, os animais eram anestesiados com éter etilico e sacrificados por
deslocamento cervical. Logo a seguir prendia-se o animal pelas patas na
camara mortuaria em decubito dorsal, realizava-se a assepsia local da pele do
abdémen do animal com algoddo embebido em alcool a 70 %. Com pingca
hemostatica se levantava delicadamente a pele do abdémen e realizava uma
pequena incisao na pele e peritbnio com uma tesoura delicada de ponta romba,
permitindo assim o0 acesso a cavidade peritoneal. Por esta abertura eram
instilados 10 ml de salina tamponada com fosfato (STF) 0,15 M gelada, pH 7.2 a
4°C. Apos a obliteragdo da incisdo com uma pinga hemostética realizava-se
uma leve massagem no abdome, e posteriormente recuperava-se entre 7-10 ml
do liquido instilado, contendo os macrofagos peritoneais, por aspiragdo com
uma pipeta Pasteur de vidro, estéril.

O liquido retirado do lavado peritoneal era centrifugado a 200g por 10
minutos, a 4°C. O sobrenadante era desprezado e as células ressuspensas em
2 ml de meio de cultura RPMI 1640 (Sigma, EUA) gelado, pH 7,2, acrescido de
20 nM de Hepes (Sigma, EUA), 26,4 mL/L de NAHCO3 a 7,5% e 25 mg/L de
gentamicina e a solucdo era homogeneizada delicadamente em vortex
(Biomixer QL- 901).

Em seguida, as células eram avaliadas quanto a viabilidade e
quantificadas em hemocitdmetro de Neubauer utilizando solugdo de nigrosina
0,05%, e depois as células eram novamente ressuspensas em RPMI 1640, pH
7,2, para serem utilizadas nos varios testes funcionais (MUNIZ-JUNQUEIRA et

al, 1992).
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3.10. Producao do peroxido de hidrogénio pelos macréfagos peritoneais

A producdo do peroxido de hidrogénio (H-O.) era quantificada no
sobrenadante das culturas dos macréfagos peritoneais retirados dos animais,
apds uma hora de incubacéao, pela microtécnica de oxidacdo do vermelho de
fenol na presenca da peroxidase (PICK & COLS, 1981). O principio desta
técnica baseia-se na oxidagdo da fenolsulfoftaleina (vermelho de fenol) pela
peroxidase na presenca de H>O,, formando um produto cuja absorbancia pode
ser lida por colorimetria.

Para este procedimento, os macréfagos peritoneais coletados da
cavidade peritoneal em STF gelada eram centrifugados a 4°C em 200 g,
durante 10 minutos, o sobrenadante era desprezado e o volume reconstituido
com RPMI 1640 incompleto. Apdés a remocao do sobrenadante, as células
eram quantificadas em hemocitdbmetro de Neubauer e distribuidas, em
triplicata, 1,5x10° células por escavacdo em 200 pl de RPMI 1640, pH 7,2, a
4°C, sem soro fetal bovino, em placas de cultura de 96 escavacgdes de fundo
chato. As células eram entdo incubadas por 60 minutos em presengca de
vermelho de fenol a 1% e peroxidase do tipo Il (19U/mL), estimuladas ou nao
com 20 nM ou 100 nM de acetato forbol miristato (PMA) e 100 ng/ml Interferon-
Y, por 60 minutos, em camara umida, a 37°C, em presenca de 5% de CO, em
ar. A reagao era interrompida com 10 pL de NaOH 1N e em seguida a leitura
era obtida em espectrofotobmetro de placa (Spectra Max plus 384 — Molecular
Devices) em comprimento de onda de 620 nm. Os resultados foram expressos

em uM Hz02/1.5x10° macréfagos h™.
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3.11. Curva padrao para a determinacao do peroxido de hidrogénio

A curva padrado para a determinacdo de H.O, foi preparada a partir de
uma solucdo estoque de H>O, (Sigma) na concentracdo de 10 nM diluida
seriadamente nas diluicées de 1:100, 1:200, 1:400, 1:800, 1:1600, 1:3200 e 1:
6400 respectivamente, 100 uM, 50 uM, 25 uM, 12,5 uM, 6,25 uM, 3,12 uM e
1,56 uM de vermelho de fenol acrescido de peroxidase tipo Il (19U). O padrao
0 uM foi preparado com vermelho de fenol sem peroxidase. A curva foi
distribuida em triplicata na placa de 96 escavacdes, logo apds a ultima
incubacdo dos macréfagos peritoneais e anteriormente ao acréscimo do

hidréxido de sédio 1N.

3.12. Padronizacao da dose de acetato de forbol miristato (PMA) e de
interferon-y para estimular a producao do peréxido de hidrogénio pelos
macroéfagos peritoneais murinos

Para determinacdo da dose de PMA e de INF-y para a estimulacado do
peroxido de hidrogénio foram feitas varias curvas de dose resposta em
diferentes experimentos, para a qual foram coletados varios pools de
macréfagos peritoneais de camundongos Swiss.

Foram utilizadas as concentragdes de 0 nM, 10nM, 20nM e 40nM de
PMA e de 20 ng, 40ng e 100 ng de INF-y por escavacao. Observamos para as
concentracdes de 20 e 100 nM de PMA e 100 ng/ml INF-y por escavacao as
melhores estimulacdes para a producédo de perdxido de hidrogénio, e foram

estas concentragdes utilizadas em todos os experimentos.
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3.13. Producao de 6xido nitrico pelos macrofagos peritoneais

O éxido nitrico € um radical livre inalterado que é produzido durante a
conversdo enzimatica da L-arginina para L-citrulina por membros da familia de
proteinas NOS, que se decompdem rapidamente em nitrito e nitrato. A
producdo do oOxido nitrico (NO) pelos macréfagos foi avaliada pela
quantificacdo do nitrito no sobrenadante das culturas por meio da reacao de
Griess (GREEN et al.,1981).

Os macro6fagos peritoneais foram coletados da cavidade peritoneal como
acima descrito e distribuidos em placas de cultura de 96 escavacdes de fundo
chato, estéreis.

Os macréfagos eram incubados em camara umida, a 37°C, em atmosfera
de 5% de CO, em ar, por 2 horas, para permitir a aderéncia dos macrofagos a
lamina. Apds a incubacgao, as escavacoes eram lavadas com STF, pH 7,2, a
37°C, e incubadas novamente por 24 horas com ou sem 10 ng/ml de LPS
(Sigma, EUA) ou com ou sem 10 ng/mL INF-y (Sigma, EUA) em triplicata, em
um volume final de 200 pL de RPMI 1640, pH 7,2,a 37°, com soro fetal bovino
a 10%. Apés 24 horas de incubacéo, a placa era centrifugada por dez minutos
a 200g e 100puL do sobrenadante das células eram recuperados e
acrescentados 100uL do reagente de Griess (1-N naftiletieno diamina
dihidrocloridro a 0,1 %, sulfanilamida a 1% e H3PO4 a 25 %).

A reacdo era lida em espectrofotdmetro de placa (Spectra max plus 384
- Molecular Devices), em 540 nm e os resultados foram expressos em

densidade ética como pM NO5".
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3.14. Curva padrao para determinacao da producao do oxido nitrico

A curva padrdao para a identificacdo do 6xido nitrico foi elaborada a
partir da diluicdo seriada do nitrito de sédio (NaNO,) nas diluicbes de 1:2, 1:4,
1:8, 1:16, 1:32, 1:64,1:128, respectivamente, 100uM, 50uM, 25uM, 12,5uM,
6,25uM, 3,12uM e 1,56uM, com agua destilada, o padrao 0 uM foi preparado

somente com agua destilada.

3.15. Padronizacao da dose de lipopolissacarideo (LPS) e de interferon-y
para determinar a producao de 6xido nitrico pelos macréfagos peritoneais
de murinos

Para determinar a concentracdo 6tima do lipopolissacarideo e de
interferon-y para estimular a produgéo de éxido nitrico, foi coletado um pool de
macrofagos peritoneais de trés camundongos BALB/c, como acima descrito e
1,5x10° células foram distribuidas por escavacdes em 200 uL de RPMI 1640
sem soro fetal bovino, pH 7,2, a 4°C, em placas de cultura de 96 escavacgdes
estéreis. Os macréfagos foram incubados em cémara Umida, a 37°C, em
atmosfera de 5% de CO, em ar, por 2 horas. Apés a incubacao, as escavacoes
foram lavadas com STF, pH 7,2, a 37°C e incubadas novamente por 24 horas
na auséncia ou na presenca de LPS, nas concentragdes de 0ng, 5ng, 10ng,
20ng, 50ng, 1ug, 10ug, 20ug, 50 pg e de INF-y nas concentragdes de 5ng,
10ng, 20ng, 50ng, 100 ng e 1ug. Como as concentracdées de 10 ng de LPS e
10 ng de INF-y produziram as melhores respostas, foram utilizadas nos

experimentos para avaliacao do 6xido nitrico.
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3.16. Analise Estatistica

Os dados foram analisados previamente para normalidade da
distribuicdo das amostras. E segundo a normalidade e a varidncia entre as
amostras foram utilizados os testes estatisticos paramétricos ou nao
paramétricos indicados segundo o numero de grupos. Para dois grupos foram
aplicados o teste t para amostras com distribuicdo normal e o teste de Mann-
Whitney para aquelas que n&o tiverem distribuicdo normal. Para mais do que 2
grupos foram utilizados os testes de ANOVA seguido pelo teste de Student-
Neuman Keuls para os grupos com distribuicao normal e o de Kruskal-Wallis
seguido pelo método de Dunn para as que nao tiverem distribuicdo normal. As
analises e os graficos foram realizados empregando-se o software Graph Prism

5 for Windows (GraphPad Software - San Diego,USA).

33



4. RESULTADOS

4.a. OXIDO NIiTRICO

4.a.1. Producao de oxido nitrico pelos macroéfagos peritoneais dos
camundongos susceptiveis (CBA e C57BL6) ou nao (Balb/C) a malaria
cerebral na infeccao pelo Plasmodium berghei Anka

A producéo de o6xido nitrico foi analisada, in vitro, utilizando a técnica de
Griess, no oitavo dia da infeccao, no sobrenadante das culturas de macréfagos
peritoneais nos trés modelos, sem ou apos estimulos com lipopolissacarideo

(LPS) e/ou interferon-y (INF-y), sendo a concentragao expressa em puM NOo.

A. Comparacao entre os grupos de tratamento

Para avaliar a influéncia da infec¢cdo per si e do tratamento com a
talidomida sobre a producdo do NO em animais infectados pelo Plasmodium
berghei Anka foram comparadas a capacidade de produzir o NO pelos
macréfagos peritoneais dos diferentes grupos: Controle (Con), tratados com
talidomida (Tal), Infectados (Pb) e Infectados tratados com talidomida (Pb+Tal)

isoladamente para cada modelo animal estudado.

a. Producao de 6xido nitrico sem estimulos

No modelo BALB/c nao houve modificacdo da produgao basal de éxido
nitrico pelos grupos tratados com talidomida, infectados, e apds o tratamento
dos animais infectados pela talidomida em relacdo ao grupo controle normal

(p=0,48, Anova) Figura 2 A.
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Figura 2. Producao do éxido nitrico basal, in vitro, pelos macréfagos peritoneais
de camundongos BALB/c, C57BL/6 e CBA, nao infectados tratados com NaCl
0,9 % (Cont) ou com Talidomida (Tal) e infectados com o P. berghei Anka e
tratados com NaCl 0,9 % (Pb) ou com Talidomida (Pb+Tal). Camundongos
BALB/c: Nao houve diferenca estatistica na produgédo de NO entre os grupos
(p>0,05). Camundongos C57BL/6: Os animais nao infectados produziram mais
oxido nitrico do que os animais infectados, p=0,02, teste Kruskal-Wallis, grupo
Pb+Tal < Cont pelo método de Dunn). Camundongos CBA: A produc¢ao basal
de oxido nitrico foi maior pelos animais infectados, p=0,03, teste de Kruskal-
Wallis, Pb+Tal>Tal pelo método de Dunn). Os dados estdo representados
como medianas,quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos. Os
valores outliers estdo mostrados.
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Para a linhagem C57BL/6, observou-se uma maior producdo basal de
oxido nitrico pelos animais do grupo controle, cuja mediana foi de 10,0 pM NO>
e dos animais tratados com a talidomida (6,65 uM NO,) em relacdo aos
animais infectados pelo plasmédio (4,94 uM NO.) e infectados e tratados com a
talidomida (4,94 uM NO,), que apresentaram menor producédo do NO do que os
animais controles (p=0,02, teste Kruskal-Wallis, grupo Pb+Tal < Cont pelo
método de Dunn para comparagdo multipla entre os grupos). Figura 2 B.

Resposta oposta foi observada para o grupo de animais CBA em
relacdo aos animais do grupo C57BL/6, sendo que a mediana da producao
basal do NO pelos macréfagos peritoneais dos animais infectados e tratados
com a talidomida (7,68 uM NO.) foi maior do que a dos macrofagos peritoneais
dos camundongos do grupo controle (5,70 uM NO,). Para os animais do grupo
infectado que nado receberam tratamento com talidomida foi de 6,27 uM NO; e
para os animais do grupo talidomida foi de 5,41 uM NO,, p=0,03, teste de
Kruskal-Wallis, Pb+Tal>Tal pelo método de Dunn para comparacao multipla

entre os grupos. Figura 2 C.

b. Producao de 6xido nitrico estimulada pelo LPS

Quando as células foram estimuladas com LPS, os camundongos
BALB/c dos 3 grupos Tal (12,76 uM NO), Pb (9,7 uM NO,) e Pb+Tal (19,72 uM
NO,) produziram mais NO do que o grupo controle normal (6,65 UM NOy)
(p=0,01, teste de Kruskal-Wallis, Pb+Tal> Cont pelo método de Dunn para

comparacao entre os grupos). Figura 3 A.
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Figura 3. Producdo do 6xido nitrico, in vitro, pelos macréfagos peritoneais
estimulados in vitro com LPS, obtidos de camundongos BALB/c, C57BL/6 e
CBA, nao infectados tratados com NaCl 0,9 % (Cont) ou com Talidomida (Tal)
e infectados com o P. berghei Anka e tratados com NaCl 0,9 % (Pb) ou com
Talidomida (Pb+Tal). Camundongos BALB/c: Os animais infectados e tratados
com talidomida produziram mais 6xido nitrico do que os animais nao infectados
(p=0,01, teste de Kruskal-Wallis, Pb+Tal>Cont pelo método de Dunn).
Camundongos C57BL/6 e CBA: Nao houve diferenca estatistica na producgao
de NO entre os grupos (p>0,05). Os dados estdo representados como
medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos. Os
valores outliers estdo mostrados.
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Os macréfagos dos camundongos C57BL/6 estimulados com LPS
mostraram maior producdo de Oxido nitrico em relacdo aos macrofagos
peritoneais ndo estimulados (Figura 2 B), entretanto, mantiveram o mesmo
padrdo da resposta basal destas células, com maior producdo de NO pelos
grupos nao infetados. A mediana da producdo do NO pelos macréfagos dos
animais néo infectados tratados com salina foi de 22,56 pM NO,, para o grupo
talidomida foi de 17,16 uM NO,, para o grupo infectado com Plasmodium
berghei Anka foi de 10,06 uM NO; e a produc¢do do NO pelos macréfagos dos
animais infectados tratados com talidomida foi de 6,08 uM NO: (p=0,09, teste
de Kruskal-Wallis). Figura 3 B.

Apés estimulo com o LPS, ndo houve diferenca estatistica na producao
de NO entre os grupos quando os macrofagos foram obtidos do modelo CBA

(p=0,78, teste de Kruskal-Wallis). Figura 3 C.

c. Producao de oxido nitrico estimulada pelo IFN-y
Quando o estimulo utilizado foi o INF-y, observamos aumento
exacerbado da mediana da producdo do NO apenas pelos macrofagos dos
camundongos BALB/c do grupo infectado pelo plasmdédio (19,20 uM NO,), que
foi 2,2 vezes maior que a producdo verificada nos animais tratados com
talidomida (8,49 uM NO;) e nos animais controles normais (8,54 uM NO,) e 1,7
vezes maior do que nos animais infectados tratados com talidomida (11,05 puM
NO;) (p=0,03, teste Kruskal-Wallis, com diferenga estatistica entre os grupos
Pb >Tal pelo método de Dunn). Figura 4 A.
Nos dois modelos susceptiveis a malaria cerebral, ndo houve diferenga na

producgéo do éxido nitrico entre os grupos (p>0,05). Figuras 4 B e C.
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Figura 4. Producdo do Oxido nitrico, in vitro, pelos macréfagos peritoneais
estimulados in vitro com IFN-y, obtidos de camundongos BALB/c, C57BL/6 e
CBA, nao infectados tratados com NaCl 0,9 % (Cont) ou com Talidomida (Tal)
e infectados com o P. berghei Anka e tratados com NaCl 0,9 % (Pb) ou com
Talidomida (Pb+Tal). Camundongos BALB/c: Os animais infectados produziram
mais Oxido nitrico do que os animais n&o infectados tratados com talidomida,
p=0,03, teste Kruskal-Wallis, Pb >Tal pelo método de Dunn. Camundongos
C57BL/6 e CBA: Nao houve diferenca estatistica na produgdao de NO entre os
grupos (p>0,05). Os dados estdo representados como medianas,quartis
superiores e inferiores, valores minimos e maximos. Os valores outliers estao

mostrados.
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d. Producao de 6xido nitrico estimulada pelo LPS mais IFN-y

Quando foi feito um estimulo mais intenso, pela associagao do LPS com o
IFN-y, observamos que apenas os macréfagos peritoneais dos camundongos
do grupo controle CBA foram estimulados de forma exacerbada para a
producédo do NO em relagdo aos outros grupos estudados. A producao de NO
pelo grupo nao infectado tratado com salina foi muito maior em relagédo aos
outros grupos (90,74 uM NO,), sendo a mediana do grupo controle normal 12,9
vezes maior do que a do grupo talidomida (7,03 uM NOy) e 12,5 vezes maior
que o grupo infectado pelo plasmaédio (7,22 uM NO,). Entretanto, o tratamento
com talidomida dos animais infectados (14,70 uM NO,) dobrou a producao do
NO em relag&do aos animais infectados e nao tratados (7,22 uM NO;) (p=0,001,

teste Kruskal-Wallis; C >Tal e Pb pelo teste de Dunn). Figura 5 C.
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Figura 5. Produgcdo do 6xido nitrico, in vitro, pelos macréfagos peritoneais
estimulados in vitro com LPS+IFN-y, obtidos de camundongos BALB/c,
C57BL/6 e CBA, nao infectados tratados com NaCl 0,9 % (Cont) ou com
Talidomida (Tal) e infectados com o P. berghei Anka e tratados com NaCl 0,9
% (Pb) ou com Talidomida (Pb+Tal). Camundongos CBA: Os animais controles
produziram mais 6xido nitrico do que os animais nao infetados tratados com
talidomida e os infectados, p=0,001, teste Kruskal-Wallis; C >Tal e Pb pelo
método de Dunn. Camundongos BALB/c e C57BL/6: Nao houve diferenca
estatistica na producao de NO entre os grupos (p>0,05). Os dados estao
representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos
e maximos. Os valores outliers estao mostrados.



Enquanto nao houve diferenca estatistica entre os grupos estudados

para os camundongos C57BL/6 e BALB/c (p>0,05). Figuras 5 A e B.

B. Comparacao entre os modelos animais

Com o objetivo de melhor caracterizar a capacidade basal e estimulada
de produzir NO pelos camundongos de diferentes bases genéticas,
comparamos a capacidade de produzir o NO entre os animais dos trés grupos
(BALB/c, C57BL/6 e CBA) submetidos ao mesmo tratamento (controle,
talidomida, infeccdo e animais infectados e tratados com talidomida) e ao
mesmo estimulo (basal, LPS, IFN-y ou LPS+IFN-y).

Observamos que os macréfagos obtidos de animais geneticamente
diferentes respondem aos estimulos diferentemente em relacdo a produgéo do

NO.

a. Producao de 6xido nitrico sem estimulos

Nao observamos diferenca estatistica na capacidade basal de producao
de NO pelos macréfagos peritoneais dos animais controles dos trés modelos
estudados (BALB/c, C57BL/6 e CBA) (p>0,17, teste de Kruskal-Wallis). Figura
6 C. Entretanto, as respostas dos trés modelos foram diferentes quando os
animais foram infectados pelo Plasmodium berghei ANKA ou infectados pelo

plasmédio e tratados com a talidomida.
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Figura 6. Producéo do éxido nitrico basal, in vitro, pelos macréfagos peritoneais
de camundongos BALB/c, C57BL/6 e CBA, nao infectados tratados com NaCl
0,9 % (Cont) ou com Talidomida (Tal) e infectados com o P. berghei Anka e
tratados com NaCl 0,9 % (Pb) ou com Talidomida (Pb+Tal). Nao houve
diferenca estatistica na producdo basal de NO entre as linhagens nao
infectadas (p>0,05). Entre os camundongos infectados pelo plasmaddio, os da
linhagem CBA produziram mais 6xido nitrico do que os camundongos C57BL/6
(p=0,01, teste Kruskal-Wallis, C57BL/6 < BALB/c pelo método de Dunn). A
producao basal de 6xido nitrico dos animais C57BL/6 infectados e tratados com
talidomida foi menor do que os outros dois modelos (p=0,009, teste de Kruskal-
Wallis, C57BL/6 < BALB/c e CBA pelo método de Dunn).Os dados estao
representados como medianas, quartis superiores € inferiores, valores minimos
e maximos. Os valores outliers estdo mostrados.
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Os camundongos BALB/c infectados pelo plasmédio produziram 1,6
vezes mais 6xido nitrico (7,97 uM NO,) do que os camundongos C57BL/6 (4,94
MM NOy) (p=0,01, teste Kruskal-Wallis, C57BL/6<BALB/c pelo método de
Dunn). Enquanto a produgédo do NO pelos macréfagos dos camundongos CBA
ficou num nivel intermediario entre os outros dois (6,27 uM NO,). Figura 6 A.

Estas diferengcas foram ainda mais acentuadas para o0s animais
infectados e tratados com a talidomida, sendo a producdo do NO pelos
camundongos C57BL/6 (4,94 uM NO,) menor do que a dos outros dois
modelos, BALB/c (6,65 uM NO,) e CBA (7,68 uM NO,) (p=0,009, teste de
Kruskal-Wallis, C57BL/6<BALB/c e CBA pelo método de Dunn). Figura 6 B.

Os animais BALB/c tratados com a talidomida (8,30 uM NO,)
apresentaram uma tendéncia de maior producdao do éxido nitrico do que os
animais C57BL/6 (6,65 uM NO,) e CBA (5,41 uM NO,), entretanto, a
variabilidade de producdo do NO foi maior para os animais C57BL/6 do que

para os outros modelos (p=0,07, teste Kruskal-Wallis). Figura 6 D.

b. Producao de 6xido nitrico estimulada pelo LPS

Ap6s estimulo com o LPS, os animais dos grupos Tal e Pb+Tal
apresentaram respostas diferentes quanto a producao de NO.

Pela comparagéo entre os animais das 3 linhagens infectados e tratados
com talidomida (Pb+Tal) observou-se maior producao do 6xido nitrico pelos
camundongos do modelo BALB/c, que sao resistentes a malaria cerebral
(19,72 uM NO,) em relagdo aos dois modelos susceptiveis, sendo essa

producado 3,2 maior em relagdo aos camundongos C57BL/6 (6,08 uM NO,), e
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2,3 vezes maior se comparado aos animais CBA (8,35 uM NOy) (p= 0,01, teste

Kruskal-Wallis). Figura 7 B.
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Figura 7. Produgcdo do Oxido nitrico, in vitro, pelos macréfagos peritoneais
estimulados in vitro com LPS, obtidos de camundongos BALB/c, C57BL/6 e
CBA, néo infectados tratados com NaCl 0,9 % (Cont) ou com Talidomida (Tal)
e infectados com o P. berghei Anka e tratados com NaCl 0,9 % (Pb) ou com
Talidomida (Pb+Tal). Camundongos BALB/c infectados e tratados com
talidomida produziram mais éxido nitrico em relagdo aos outros dois modelos
(p=0,01, teste Kruskal-Wallis BALB/c > C57BL/6 e CBA pelo teste de Dunn). A
producdo de Oxido nitrico dos animais C57BL/6 tratados com talidomida foi
maior em relacdo aos animais CBA (p=0,02, teste Kruskal-Wallis, C57BL/6 >
CBA pelo teste de Dunn). Nao houve diferenca estatistica na producéo de NO
entre os animais do grupo controle normal e os infectados tratados com salina
(p>0,05). Os dados estédo representados como medianas, quartis superiores e
inferiores, valores minimos e maximos. Os valores outliers estdo mostrados.
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Quando os animais dos 3 modelos foram tratados com talidomida,
ocorreu maior producdo do o6xido nitrico pelos macrofagos dos animais
C57BL/6, sendo 2,5 vezes maior (17,1 uM NO:) do que a da linhagem CBA,
ambos susceptiveis a malaria cerebral (6,65 pM NO,) (p=0,02, teste Kruskal-
Wallis). Figura 7 D.

As diferencas nao foram estatisticamente significantes para os outros

grupos. Figuras 7 Ae C.

c. Producao de 6xido nitrico estimulada pelo IFN-y

Quando o estimulo utilizado foi o INF-y, os macréfagos dos animais
BALB/c infectados com Plasmodium berghei Anka produziram mais NO (19,20
UM NO,) do que os outros modelos, sendo que o C57BL/6 produziu 2,5 vezes
menos 6xido nitrico (7,64 pM NOy) e os animais CBA produziram 2,3 menos
oxido nitrico (8,06 uM NO,) do que os camundongos BALB/c (p=0,004, teste
Kruskal-Wallis, BALB/c > CBA e C57BL/6 pelo método de Dunn). Figura 8 A.
Mas quando se compara 0s outros trés tratamentos (Cont, Tal e Pb+tal), ndo
observamos diferenca estatistica na produgdo do Oxido nitrico entre os

diferentes modelos (p>0,05). Figuras 8 B, C e D.
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Figura 8. Producdo do Oxido nitrico, in vitro, pelos macréfagos peritoneais
estimulados in vitro com IFN-y, obtidos de camundongos BALB/c, C57BL/6 e
CBA, nao infectados tratados com NaCl 0,9 % (Cont) ou com Talidomida (Tal)
e infectados com o P. berghei Anka e tratados com NaCl 0,9 % (Pb) ou com
Talidomida (Pb+Tal). A produgédo de éxido nitrico pelos camundongos BALB/c
infetados pelo plasmddio foi maior que a dos outros camundongos (p=0,004,
teste Kruskal-Wallis, BALB/c > CBA e C57BL/6 pelo método de Dunn). Nao
houve diferenca estatistica na producao de NO entre os modelos com 0s outros
trés tratamentos (p>0,05). Os dados estdo representados como medianas,
quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos. Os valores outliers
estdo mostrados.
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d. Producao de 6xido nitrico estimulada pelo LPS+IFN-y

Quando utilizamos os dois estimulos LPS+INF-y, apenas os animais
controle e os animais infectados pelo plasmodio mostraram diferenca entre os
3 modelos. A comparagdo da producdo do NO entre os animais do grupo
controle mostrou que os macréfagos peritoneais dos animais CBA produziram
muito mais NO (90,74 uM NO,) do que os animais das outras linhagens. Sendo
11,6 vezes maior que a linhagem resistente a malaria cerebral BALB/c (7,78
UM NO.), entretanto, também produziram cerca 11,5 vezes mais éxido nitrico
que os animais C57BL/6 (7,83 uM NO), também susceptiveis a malaria
cerebral (p=0,01, teste Kruskal-Wallis, CBA> BALB/c e C57BL6, pelo método

de Dunn). Figura 9 C.
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Figura 9. Producdo do O6xido nitrico, in vitro, pelos macrofagos peritoneais
estimulados in vitro com LPS+IFN-y, obtidos de camundongos BALB/c,
C57BL/6 e CBA, néao infectados tratados com NaCl 0,9 % (Cont) ou com
Talidomida (Tal) e infectados com o P. berghei Anka e tratados com NaCl 0,9
% (Pb) ou com Talidomida (Pb+Tal). A produgdo de éxido nitrico nos
camundongos BALB/c infectados pelo plasmddio foi maior em relacdo a
linhagem CBA (p=0,02, teste Kruskal-Wallis, BALB/c > CBA pelo método de
Dunn). Os camundongos CBA do grupo controle produziram comparativamente
mais éxido nitrico do que os camundongos BALB/c e C57BL/6 (p=0,01, teste
Kruskal-Wallis, CBA> BALB/c e C57BL6, pelo método de Dunn). Nao houve
diferenca estatistica na producdo de NO entre os modelos para os outros
grupos de tratamento (p>0,05). Os dados estdo representados como medianas,
quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos. Os valores outliers
estdo mostrados.
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O inverso ocorreu na vigéncia da infecgdo, os camundongos BALB/c,
gue nao sao susceptiveis a forma cerebral, quando infectados pelo plasmédio
(11,4 uM NOy) produziram 1,6 vezes mais 6xido nitrico que os camundongos
CBA (7,22 uM NOj), que sao susceptiveis, enquanto a resposta dos
camundongos C57BL/6 (11,57 uM NO,) foi semelhante a observada para os
camundongos BALB/c p=0,02, teste Kruskal-Wallis, BALB/c > CBA pelo
método de Dunn). Figura 9 A.

As diferencgas nao foram significantes para os animais tratados apenas
com a talidomida e para o grupo infectado e tratado com a talidomida. Figura

9BeD.
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4.b. PEROXIDO DE HIDROGENIO

4.b.1. Producao de peroxido de hidrogénio pelos macrofagos peritoneais
de camundongos susceptiveis (CBA e C57BL/6) ou nao (Balb/C) a malaria
cerebral na infeccao pelo Plasmodium berghei Anka

A producao de perdxido de hidrogénio basal e apés a estimulacdo com
PMA (nas concentragbes de 20 e 100 nM) e INF-y nos trés modelos murinos
estudados foi analisada nos sobrenadantes das culturas dos macréfagos
peritoneais entre 6-8 dias apds a infeccao malarica. A producédo do H.O, foi
avaliada, in vitro, pelo método de Pick e Keisari (1980) de oxidacdo de
vermelho de fenol na presenca de peroxidase, sendo a concentracao expressa

em uM H,02/1,5x10° M@/h.

A. Comparagao entre os grupos de tratamento

No intuito de avaliar a influéncia do tratamento com a talidomida sobre a
producdo do H>O, em animais infectados pelo Plasmodium berghei Anka, nos
modelos experimentais estudados, foram comparadas a capacidade de
produzir este radical pelos grupos: Controle (Con), tratados com talidomida
(Tal), Infectados (Pb) e Infectados tratados com talidomida (Pb+Tal),

isoladamente para cada modelo animal estudado.

a. Producao de peroxido de hidrogénio sem estimulos
Nao houve diferenca estatistica na producdo basal do perdxido de
hidrogénio entre os diferentes grupos dos camundongos BALB/c (p=0,54, teste

Kruskal-Wallis). Figura 10 A.
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Figura 10. Producdo de perdoxido de hidrogénio basal, in vitro, pelos
macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c, C57BL/6 e CBA, néo
infectados tratados com NaCl 0,9 % (Cont) ou com Talidomida (Tal) e
infectados com P. berghei Anka e tratados com NaCl 0,9 % (Pb) ou com
Talidomida (Pb+Tal). 1) Nao houve diferenca estatistica na producdo do
peréxido de hidrogénio basal entre os diferentes grupos de camundongos
BALB/c. 2) Os camundongos C57BL/6 infectados e tratados com a talidomida
(Pb+Tal) produziram menor quantidade de perdxido de hidrogénio do que o
grupo infectado e o grupo tratado (Tal) (p= 0,009, teste Kruskal-Wallis). 3) A
producdo de peréxido de hidrogénio pelos camundongos CBA foi maior nos
animais infectados tratados com a talidomida do que os animais tratado com a
talidomida (p=0,03 teste Kruskal-Wallis, Pb+Tal > Tal, pelo método de Dunn).
Os dados estao representados como medianas, quartis superiores e inferiores,
valores minimos e maximos. Os pontos outliers estao representados.
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Para os camundongos C57BL/6, tanto a infeccao pelo plasmédio (Pb)
como o tratamento dos animais com a talidomida (Tal) aumentou a producéo
do H>O.. Entretanto, o tratamento dos animais infectados pelo plasmédio com a
talidomida (Pb+Tal) produziu um efeito oposto, havendo diminuicdo da
producdo deste radical. Os macréfagos peritoneais do grupo infectado pelo
Plasmodium berghei Anka produziram 7,59 pM H,0,/1,5x10°> M@/h basal, que
foi 1,4 vezes maior que o produzido pelos animais do grupo controle (5,36 uM
H.0/1,5x10° M@/h), enquanto que foi 1,3 vezes maior que o grupo infectado e
tratado com a talidomida, que produziu 5,4 puM H»O./1,5x10° M@/h (p=0,009,
teste Kruskal-Wallis). Figura 10 B.

A resposta dos camundongos CBA foi oposta a dos animais C57BL/6, a
outra linhagem susceptivel a malaria cerebral. As medianas da producao basal
do peréxido de hidrogénio pelos macrofagos dos camundongos CBA foi o
dobro no grupo infectado e tratado com talidomida (15,2 pM Hz04/1,5x10°
M@/h) do que no grupo controle normal (7,62 uM H»02/1,5x10° M@/h), foi 1,4
vezes maior do que o grupo infectado (Pb) (11,89 pM H204/1,5x10°> M@/h) e foi
2,4 maior que os animais nao infectados tratados com talidomida (6,28 uM
H.02/1,5x10° M@/h) (p=0,03, teste Kruskal-Wallis, sendo Pb+Tal> Tal pelo

método de Dunn). Figura 10 C.

b. Producao de peréxido de hidrogénio estimulada com PMA

Utilizando como estimulo 20 nM de PMA, apenas os camundongos
C57BL/6 mostraram resposta estatisticamente diferente entre os grupos, sendo
que para os camundongos BALB/c a diferenca ficou no limite da significancia

(p=0,05).
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A produgéo do peroxido de hidrogénio no modelo experimental BALB/c
submetido ao estimulo com PMA 20 nM foi a seguinte: o grupo controle (Con)
apresentou a mediana de 11,06 uM H204/1,5x10° M@/h , a mediana do grupo
talidomida (Tal) foi 5,64 uM H202/1,5x10° M@/h, nos infectados (Pb) foi de 14,7
UM H»02/1,5x10° M@/h e nos infectados e tratados com talidomida (Pb+Tal) a
mediana foi de 7,31 pM H,0./1,5x10° M@/h (p=0,05, teste Kruskal-Wallis).

Figura 11 A.
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Figura 11. Producdo de peroxido de hidrogénio, in vitro, pelos macrofagos
peritoneais estimulados in vitro com 20 nM PMA, obtidos de camundongos
BALB/c, C57BL/6 e CBA, nao infectados tratados com NaCl 0,9 % (Cont) ou
com Talidomida (Tal) e infectados com P. berghei Anka e tratados com NacCl
0,9 % (Pb) ou com Talidomida (Pb+Tal). 1) A diferenca na producdo do
perdxido de hidrogénio pelos camundongos BALB/c encontra-se no limite da
significAncia estatistica (p= 0,05 teste Kruskal-Wallis). 2) A producdo de
peréxido de hidrogénio pelos camundongos C57BL/6 foi maior nos animais
infectados (Pb), do que os animais nao infectados tratados com salina (p=0,03
teste Kruskal-Wallis).3) N&o houve diferenca estatistica na producdo do
peréxido de hidrogénio basal entre os diferentes grupos de camundongos CBA.
Os dados estao representados como medianas, quartis superiores e inferiores,
valores minimos e maximos. Os pontos outliers estao representados.
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Para 0 modelo C57BL/6, a infeccdo (Pb) (7,71 uM Hz02/1,5x10° M@/h) e
o tratamento com a talidomida (Tal) (7,14 uM Hz0,/1,5x10° M@/h) aumentaram
a producéao do peroxido de hidrogénio pelos macrofagos peritoneais em relagao
aos grupos controle (4,04 uM Hz0./1,5x10° M@/h) e o infectado tratado com
talidomida (5,15 pM H»0./1,5x10° M@/h) (p=0,03 teste Kruskal-Wallis). Figura
11 B.

Nao houve diferenca estatistica na producao de peroxido de hidrogénio
entre os diferentes grupos dos camundongos CBA (p=0,54, Kruskal-Wallis).
Figura 11 C.

No entanto, apds estimulo com 100 PMA, ndo se constatou diferenca
estatistica na producao do peroxido de hidrogénio entre os distintos grupos dos

animais BALB/c, C57BL/6 e CBA (Figura 12 A, B, C).
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Figura 12. Producdo de peroxido de hidrogénio,in vitro, pelos macréfagos
peritoneais estimulados in vitro com 100 nM PMA, obtidos de camundongos
Balb/C, C57BL/6 e CBA, nao infectados tratados com NaCl 0,9 % (Cont) ou
com Talidomida (Tal) e infectados com P. berghei Anka e tratados com NaCl
0,9 % (Pb) ou com Talidomida (Pb+Tal). Ndo houve diferenca estatistica na
produgcdo do peréxido de hidrogénio entre os diferentes grupos de
camundongos BALB/c, C57BL/6 e CBA. Os dados estao representados como
medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos. Os
pontos outliers estao representados.
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b. Producao de peroxido de hidrogénio estimulada com IFN-y

Quando os macréfagos foram estimulados in vitro com o interferon-y, os
fagocitos dos camundongos susceptiveis a malaria cerebral dos dois modelos
(C57BL/6 e CBA) responderam de formas opostas quando infectados e
tratados com a talidomida, enquanto que ndao houve modificacdo nas respostas

dos camundongos BALB/c resistentes a malaria cerebral (Figura 13 A,B,C).
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Figura 13. Producdo de peroxido de hidrogénio,in vitro, pelos macréfagos
peritoneais estimulados in vitro com IFN-y, obtidos de camundongos BALB/c,
C57BL/6 e CBA, nao infectados tratados com NaCl 0,9% (Cont) ou com
Talidomida (Tal) e infectados com P. berghei Anka e tratados com NaCl 0,9%
(Pb) ou com Talidomida (Pb+Tal). 1) Nao houve diferenca estatistica na
produgdo do peréxido de hidrogénio entre os diferentes grupos de
camundongos BALB/c. 2) Os camundongos C57BL/6 infectados e tratados com
a Tal (Pb+Tal) produziram menor quantidade de perdxido de hidrogénio do que
o grupo infectado (Pb) (p=0,04 teste Kruskal-Wallis, PB+Tal<Pb pelo método
de Dunn). 3) A producgao de perdoxido de hidrogénio pelos camundongos CBA
foi maior nos animais infectados tratados ou n&do com a talidomida do que os
tratados com a droga (Tal) (p=0,005 teste Kruskal-Wallis, Tal < Pb e Pb+Tal
pelo método de Dunn). Os dados estédo representados como medianas, quartis
superiores e inferiores, valores minimos e maximos. Os pontos outliers estao
representados.
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O tratamento com a talidomida dos animais C57BL/6 infectados pelo
plasmédio (Pb+Tal) (4,52 uM H20,/1,5x10° M@/h) foi 1,8 vezes menor do que a
producéo de peroxido de hidrogénio pelos macrofagos peritoneais dos animais
do grupo infectado n&o tratados (Pb) (8,23 uM H»0./1,5x10° M@/h) (p=0,04,
teste Kruskal-Wallis, Pb+Tal<Pb pelo método de Dunn). Figura 13 B.

Para os camundongos CBA, os dois grupos infectados, tratado (16,1
UM H20/1,5x10° M@/h) ou ndo com talidomida (11,1 pM Hx02/1,5x10° M@/h),
produziram mais perdxido de hidrogénio que o grupo nao infectado tratado com
talidomida (5,11 uM H204/1,5x10° M@/h), (p=0,005, teste Kruskal-Wallis, Pb e

Pb+Tal > Tal). Figura 13 C.

B. Comparacao entre os modelos animais

Com o objetivo de melhor caracterizar a capacidade basal e estimulada
de produzir peréxido de hidrogénio pelos camundongos de diferentes bases
genéticas, comparamos a capacidade de produzir o H-O, entre os animais dos
trés grupos (BALB/c, C57BL/6 e CBA) submetidos ao mesmo tratamento
(controle, talidomida, infeccdo e animais infectados e tratados com talidomida)
e ao mesmo estimulo (basal, LPS, IFN-y ou LPS+IFN-y).

Como para o Oxido nitrico, verificamos que os macréfagos obtidos de
animais geneticamente diferentes respondem aos estimulos diferentemente em

relacéo a producao do H20o.
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a. Producao de peroxido de hidrogénio sem estimulos

Embora tanto os camundongos CBA quanto os C57BL/6 sejam
susceptiveis a forma cerebral da malaria, observamos que os dois modelos
mostraram producéo basal de peroxido de hidrogénio de formas opostas. Nos
animais do grupo controle (Con), a producdo do HO, foi maior pelos
macréfagos dos camundongos CBA (7,62 pM H,0./1,5x10° M@/h) do que
C57BL/6 (5,36 pM Hz02/1,5x10° M@/h) p=0,03, Kruskal-Wallis, CBA>C57BL/6
pelo método de Dunn). Figura 14 C. O mesmo ocorreu para 0s animais
infectados e tratados com a talidomida (Pb+Tal), sendo 15,24 pM H»0,/1,5x10°
M@/h para os camundongos CBA e 5,45 uM H,0,/1,5x10° M@/h para os
camundongos C57BL/6 (p=0,003, Kruskal-Wallis, CBA>C57BL/6 pelo método
de Dunn). Figura 14 B. Nao houve diferenca estatistica para os outros grupos.

Figuras 14 A, D.
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Figura 14. Producdo de peroxido de hidrogénio basal, in vitro, pelos
macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c, C57BL/6 e CBA, nao
infectados tratados com NaCl 0,9 % (Cont) ou com Talidomida (Tal) e
infectados com P. berghei Anka e tratados com NaCl 0,9 % (Pb) ou com
Talidomida (Pb+Tal). 1) N&o houve diferenga estatistica na producdo do
peroxido de hidrogénio basal entre os diferentes modelos de camundongos
infectados (Pb) e os tratados com talidomida(Tal). 2) Os camundongos CBA
infectados e tratados com a Tal (Pb+Tal) produziram maior quantidade de
peréxido de hidrogénio do que os animais C57BL/6 (p=0,003, Kruskal-Wallis,
CBA>C57BL/6 pelo método de Dunn). 3) A producao de perdxido de hidrogénio
pelos camundongos CBA néo infectados tratados com salina foi maior do que
os C57BL/6 (p=0,03, Kruskal-Wallis, CBA>C57BL/6 pelo método de Dunn). Os
dados estado representados como medianas,quartis superiores e inferiores,
valores minimos e maximos. Os pontos outliers estdo representados.
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b. Producao de peroéxido de hidrogénio estimulada com PMA
Quando os macréfagos foram estimulados in vitro com 20 nM de PMA,
observamos que os camundongos C57BL/6 infectados pelo P. berghei AnKA
produziram menor quantidade de perdéxido de hidrogénio do que os
camundongos CBA e BALB/c. Houve producgédo 1,9 vezes maior de peréxido
de hidrogénio pelos macréfagos da linhagem BALB/c infectada pelo plasmddio
(Pb) (14,7 pM H»0./1,5x10° M@/h) em relagao aos animais C57BL/6 (7,71 pM
H»0,/1,5x10° M@/h) (p=0,01, Kruskal-Wallis, BALB/c>C57BL/6 pelo método de
Dunn). Figura 15 A. O mesmo ocorreu para os animais do grupo controle e
para os animais infectados e tratados com a talidomida. Figuras 15 C, B.
Para os animais tratados com talidomida n&o houve diferenca estatistica

na produgéo de perdxido de hidrogénio entre as trés linhagens (Figura 15 D).
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Figura 15. Producdo de peroxido de hidrogénio, in vitro, pelos macrofagos
peritoneais estimulados in vitro com 20 nM PMA, obtidos de camundongos
BALB/c, C57BL/6 e CBA, nao infectados tratados com NaCl 0,9% (Cont) ou
com Talidomida (Tal) e infectados com P. berghei Anka e tratados com NaCl
0,9% (Pb) ou com Talidomida (Pb+Tal).1) Os camundongos BALB/c infectados
(Pb) produziram maior quantidade de peréxido de hidrogénio do que o modelo
C57BL/6 (p=0,01, Kruskal-Wallis, BALB/c>C57BL/6 pelo método de Dunn). 2)
O mesmo ocorreu com os infectados e tratados com talidomida (Pb+Tal) em
que foi maior a produgdo do peréxido pelos animais BALB/c do que nos
animais C57BL/6 (p=0,03 teste Kruskal-Wallis, BALB/c>C57BL/6 pelo método
de Dunn), assim como nos controles (p=0,01 teste Kruskal-Wallis,
BALB/c>C57BL/6 pelo método de Dunn). 3) Nao houve diferenca estatistica na
producdo do perdxido de hidrogénio basal entre os diferentes modelos de
camundongos tratados com talidomida. Os dados estdo representados como
medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos. Os
pontos outliers estao representados.
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Utilizando PMA na concentracdo de 100 nM, um padrao de resposta
semelhante foi observado, com os camundongos da linhagem CBA produzindo
maior quantidade deste radical do que os camundongos da linhagem C57BL/6.

Figura 16 B,C.
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Figura 16. Producado de peroxido de hidrogénio, in vitro, pelos macréfagos
peritoneais estimulados in vitro com 100 nM PMA, obtidos de camundongos
BALB/c, C57BL/6 e CBA, nao infectados tratados com NaCl 0,9% (Cont) ou
com Talidomida (Tal) e infectados com P. berghei Anka e tratados com NaCl
0,9% (Pb) ou com Talidomida (Pb+Tal). 1) Nao houve diferenca estatistica na
produgcdo do perdxido de hidrogénio entre os diferentes modelos de
camundongos infectados (Pb), assim como nos tratados com a talidomida (Tal).
2) Os camundongos CBA infectados e tratados com a Tal (Pb+Tal) produziram
maior quantidade de perdxido de hidrogénio do que os C57BL/6 (p=0,008 teste
Kruskal-Wallis, CBA>C57BL/6 pelo método de Dunn). 3) A producado de
peréxido de hidrogénio pelos camundongos CBA controle também foi maior
que a dos animais C57BL/6 (p=0,03 teste Kruskal-Wallis, CBA>C57BL/6 pelo
método de Dunn). Os dados estdo representados como medianas, quartis
superiores e inferiores, valores minimos e maximos. Os pontos outliers estao
representados.
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Mas nos animais infectados e tratados com talidomida a producao de
H.0, pelos animais CBA (15,9 pM H»0./1,5x10° M@/h) foi 2,8 vezes maior do
que os C57BL/6, (p=0,008 teste Kruskal-Wallis, CBA>C57BL/6 pelo método de
Dunn). Figura 16 B.

A diferenca na producado de peréxido de hidrogénio entre os animais
CBA (16,2 uM H»0./1,5x10° M@/h) e C57BL/6 (6,07 uM H202/1,5x10° M@/h) ja
€ observada desde os grupos controles (p=0,03, teste Kruskal-Wallis,
CBA>C57BL/6 pelo método de Dunn). Figura 16 C.

Nao houve diferenca estatistica entre os modelos na produgcdo do
peréxido de hidrogénio para os animais tratados com a talidomida (Tal), assim

como nos animais infectados (Pb). Figura 16 A, D.

c. Producao de perdxido de hidrogénio estimulada com IFN-y

Quando foi utilizado o interferon-y como estimulo dos macréfagos in
vitro, verificamos um padrdo de resposta semelhante aos anteriores para os
animais infectados e tratados com a talidomida, havendo diferenca entre
ambos os modelos susceptiveis a malaria cerebral, com os camundongos CBA
produzindo maior quantidade de perdxido de hidrogénio que os camundongos
C57BL/6.

Para os camundongos infectados e tratados com a talidomida (Pb+Tal),
os camundongos CBA (16,1 uM H,0./1,5x10° M@/h) produziram 3,5 vezes
mais peroxido de hidrogénio do que os camundongos C57BL/6 (4,52 uM
H.0/1,5x10°M@/h) (p=0,003, teste Kruskal-Wallis, CBA>C57BL/6 pelo método

de Dunn). Figura 17 B.
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Figura 17. Producdo de peroxido de hidrogénio,in vitro, pelos macréfagos
peritoneais estimulados in vitro com IFN-y, obtidos de camundongos BALB/c,
C57BL/6 e CBA, nao infectados tratados com NaCl 0,9% (Cont) ou com
Talidomida (Tal) e infectados com P. berghei Anka e tratados com NaCl 0,9%
(Pb) ou com Talidomida (Pb+Tal). 1) A producédo de perdxido de hidrogénio
pelos camundongos CBA infectados e tratados com a Tal (Pb+Tal) foi maior do
que os camundongos C57BL/6 (p=0,003, teste Kruskal-Wallis, CBA>C57BL/6
pelo método de Dunn). 2) Ndo houve diferenca estatistica na produgdo do
peréxido de hidrogénio basal para os outros tratamentos dos diferentes
modelos de camundongos pelo teste de Kruskal-Wallis. Os dados estao
representados como medianas,quartis superiores € inferiores, valores minimos
e maximos. Os pontos outliers estao representados.
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Para os grupos controles, infectados pelo P. berghei e para os tratados
com talidomida ndo se observou diferenga estatisticamente significante na

producao do peroxido de hidrogénio. Figuras 17 A,C,D.
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4.c. PARASITEMIA

4.c.1 Influéncia da talidomida sobre a parasitemia em camundongos
susceptiveis (C57BL/6 e CBA) ou nao (BALB/c) a malaria cerebral na

infeccao com o Plasmodium berghei Anka

Para avaliar a carga parasitaria nos modelos susceptiveis (C57BL/6 e
CBA) ou nado (BALB/c) a malaria cerebral foi determinada a parasitemia no

mesmo dia em que foi analisada a producéo dos radicais livres.

A. Comparacao entre os grupos de tratamento

Para avaliar a influéncia do tratamento com a talidomida administrada
por via oral a partir do segundo ao oitavo dia de infecgdo sobre a parasitemia
em animais infectados pelo Plasmodium berghei Anka foram comparados os
grupos Infectados (Pb) e Infectados tratados com talidomida (Pb+Tal)
isoladamente para cada modelo animal estudado.

A talidomida nao foi capaz de modificar a parasitemia tanto no modelo
nao susceptivel a malaria cerebral BALB/c (p=0,57, teste t) (Figura 18 A),
como nos modelos susceptiveis a malaria cerebral, sendo o valor do p=0,92,
teste t para o modelo C57BL/6 (Figura 18 B) e p=0,23 teste t para os

camundongos CBA. (Figura 18 C).
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Figura 18. Influéncia da talidomida sobre a parasitemia (%) dos camundongos
susceptiveis (CBA e C57BL/6) ou ndo (BALB/c) a maléaria cerebral infectados
intraperitonealmente com 10° hemacias parasitadas pelo Plasmodium berghei
Anka e tratados por via oral a partir do segundo ao oitavo dia de infeccao com
NaCl 0,9% (Pb) e com 150mg/Kg/dia de talidomida (Pb+Tal). Nao houve
diferenca estatistica na parasitemia entre os diferentes grupos dos trés
modelos (p> 0,05 pelo teste ).

B. Comparacao entre os modelos animais

Com o objetivo de melhor caracterizar a carga parasitaria dos trés
modelos de camundongos de diferentes bases genéticas, comparamos a
parasitemia apds o tratamento com talidomida entre os trés modelos animais.

E ao se avaliar comparativamente a parasitemia nos trés modelos de
camundongos infectados também nao foi possivel detectar diferenca estatistica
significativa (p=0,132, teste Kruskal-Wallis). (Figura 19 A). Na anadlise das trés
linhagens infectadas e tratadas com talidomida igualmente nao se constatou
diferenca estatistica entre as parasitemias (p=0,41, teste Kruskal-Wallis)

(Figura 19 B).
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Figura 19. Influéncia da talidomida sobre a parasitemia (%) dos camundongos
susceptiveis (CBA e CS7BL/62 ou ndo (Balb/C) a malaria cerebral infectados
intraperitonealmente com 10° de hemacias parasitadas pelo Plasmodium
berghei Anka e tratados por via oral a partir do segundo ao oitavo dia de
infeccdo com NaCl 0,9% (Pb) e com 150mg/Kg/dia de talidomida (Pb+Tal). Nao
houve diferenca estatistica na parasitemia entre as linhagens tratadas ou nao
com a talidomida (p>0,05, teste Kruskal-Wallis).
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5. DISCUSSAO

Embora a malaria seja uma das doencas infecto-parasitaria das mais
estudadas, ainda had muito para esclarecer, particularmente sobre os seus
aspectos imunofisiopatogénicos.

Na tentativa de entender melhor a doenca, vem sendo utilizado
modelos animais, principalmente camundongos, que associado as diferentes
espécies de plasmddios murino tém procurado nos elucidar os mecanismos
envolvidos nas formas grave da malaria, pois mimetizam algumas
complicagdes da doenga humana, como a forma cerebral e anemia grave da
doenca (PLAYFAIR et al., 1977; DOCKRELL et al., 1983; AMANI et al., 1998;
HEARN et al., 2000; LOU et al., 2001).

Com o objetivo de compreender um pouco mais 0S mecanismos
envolvidos na determinacdo das formas graves da doenca, neste trabalho
foram utilizados os modelos C57BL/6 e CBA, ambos susceptiveis a malaria
cerebral e o camundongo BALB/C, que ndo apresenta malaria cerebral, mas
apresenta anemia grave, quando infetado com a cepa de Plasmodium berghei
ANKA (LOU et al., 2001). A talidomida tem sido proposta como uma droga de
uso potencial para prevencdo das formas graves da maléaria (MUNIZ-
JUNQUEIRA et al., 2005; 2001), pelo fato de ter aumentado a sobrevida de
camundongos CBA infectados com o Plasmodium berghei Anka, associado a
modificagdes em varios parametros imunoldgicos e histopatoldgicos (SILVA,
2002; MUNIZ-JUNQUEIRA et al., 2005). Por isso, procuramos compreender
melhor sua acdo sobre a producdo de radicais livres (H20. e NO), cuja

participacédo é referida nos mecanismos imunopatogénicos nas formas graves
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da doenca, nestas trés linhagens de camundongos que sao considerados
modelos da doenca.

Neste trabalho, os camundongos BALB/c, C57BL/6 e CBA foram
infectados com o Plasmodium berghei Anka e tratados com 150 mg/Kg/dia de
talidomida, por via oral. Esta dose foi utilizada por ter sido observado ser
efetiva em estudos anteriores (HAUSCHILD et al.,1997; MUNIZ-JUNQUEIRA
et al., 2005). A administracdo ocorreu do segundo ao oitavo dia, porque,
segundo SAMPAIO et al. (1991); LOKENSGARD et al. (2000) e DENG et al.
(2008), a droga inibe a producéao do fator de necrose tumoral e esta citocina faz
parte dos mecanismos de defesa antiplasmédio (MUNIZ-JUNQUEIRA et al.,
2001; 2005; 2007), e foi sugerido que sua utilizagdo muito precoce poderia
impedir a acado antiparasitaria exercida pelo fator necrose tumoral (MUNIZ-
JUNQUEIRA, 2007), que € importante para a destruicao do parasito (MUNIZ-
JUNQUEIRA et al., 2001). Foi escolhido entre o0 sexto e o oitavo dia para a
analise da producgéo dos radicais livres, pois foi verificado que é o periodo que
os animais dos modelos C57BL/6 e CBA comecam a morrer, 2-3 animais por
dia com malaria cerebral (MUNIZ-JUNQUEIRA et al., 2005).

Com a finalidade de verificar se o tratamento com talidomida influéncia
diferentemente a resposta do sistema de defesa antiplasmédio nas trés
linhagens de camundongos, avaliamos comparativamente a producao de éxido
nitrico, peréxido de hidrogénio e a parasitemia nestes trés modelos.

Observamos que a producgéo dos reativos de hidrogénio e nitrogénio foi
bastante heterogénea entre os trés modelos. Destacamos que o modelo
BALB/c manteve a producao basal tanto de éxido nitrico como de perdxido de

hidrogénio mais estavel, com pequenas variagcbes tanto apds a infeccdo, como
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apés o tratamento. Enquanto que os outros dois modelos de maléaria cerebral
(camundongos C57BL/6 e CBA) apresentaram respostas opostas. Enquanto o
modelo C57BL/6 respondeu a infeccao e ao tratamento com a talidomida apos
a infeccao diminuindo a producdo de Oxido nitrico, os camundongos da
linhagem CBA responderam de forma oposta, aumentando a producao do NO,
tanto apds a infeccao como apds o tratamento com a talidomida (figuras 6 A e
B). Resultados semelhantes foram observados para a produgdo basal do
peréxido de hidrogénio (figuras 14 A e B). Porem, a talidomida nao foi capaz de
modificar a parasitemia em nenhum dos trés modelos infectados com o
Plasmodium berghei Anka até o oitavo dia da infecgao.

Nossos resultados mostraram que a producdo basal do 6xido nitrico
pelos macréfagos peritoneais dos camundongos BALB/c infectados pelo
Plasmodium berghei ANKA (Figuras 6A e 14 A) foi maior do que a dos
camundongos CBA e C57BL/6. SYARIFAH et al. (2003) comparou os modelos
BALB/c e C57BL/6 e observou maior producédo de 6xido nitrico e de citocinas,
como o fator de necrose tumoral e interferon-y em sobrenadante de cultura de
células esplénicas obtidas dos camundongos BALB/c, detectada do segundo
ao oitavo dia apo6s a infeccdo. Observacao também constatada por MARTINS
et al. (2009) e TABANEZ (2005), que os camundongos BALB/c, resistentes a
malaria cerebral, apresentaram maior producdo de NO que o0s animais
susceptiveis CBA. Estes resultados sugerem que em seu nivel basal, os
animais resistentes a forma cerebral ja estavam produzindo maior quantidade
do NO, molécula que participa dos mecanismos microbicidas contra o
plasmédio, ao contrario do que foi observado nos animais C57BL/6. Este dado

sugere maior ativacdo macrofagica pela resposta imune inata, o0 que pode ser
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reforcada pela observacdo de esplenomegalia, com alargamento da polpa
vermelha e branca (HELEGBE et al., 2010) e que reflete também na resposta
imunitaria adquirida, nos camundongos resistentes a malaria cerebral.
Entretanto, embora tenha havido maior producdo de peroxido de
hidrogénio e éxido nitrico nos animais infectados pelo plasmédio, isto nao
ocasionou diminuicdo correspondente da parasitemia nestes animais, que
mostraram valor semelhante ao observado nos modelos susceptiveis a forma
cerebral (C57BL/6 e CBA), (Figura 18A), indicando que o mecanismo protetor
da forma cerebral nos animais BALB/c n&o foi a diminuicdo da carga
parasitaria. SYARIFAH et al. (2003) demonstraram que tanto os camundongos
BALB/c como os C57BL/6 infectados com Plasmodium berghei ANKA podem
induzir a expressdao de quimiocinas, tanto no cérebro como no figado, nas
primeiras horas da infeccdo. Porém, este aumento ndo se acompanha
incialmente de maior infiliracdo de leucocitos, mas sim de redistribuicao da
micrdglia para a area perivascular do cérebro e maior respostas destas para as
qguimiocinas e citocinas no parénquima cerebral da linhagem susceptivel a
malaria cerebral. Isto pode causar danos neuronais assim como sintomas
clinicos, conduzindo sequencialmente a imunopatogénese da malaria cerebral,
com a adesao de mondcitos e sequestro nos capilares, e a partir do
desencadear deste processo, menor importancia se ajuiza a parasitemia. Os
mecanismos de lesdao dependentes do Oxido nitrico envolvidos na
imunopatogenia da malaria cerebral ndo estao esclarecidos, mas como nossos
dados mostraram que os modelos que fazem maléaria cerebral apresentaram

respostas opostas quanto a producao do NO, possivelmente, mecanismos
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diferentes, tanto devidos a falta como ao excesso deste radical, podem estar
envolvidos nas formas graves da doenca.

Uma possibilidade para explicar a proteccao dos animais BALB/c que
tem sido sugerida, seria o fato de que no figado destes animais nao ha
aumento precoce da expressdo do mRNA RANTES e da proteina quimiotatica
para mondcitos (MCP-1), contrariamente ao que acontece no figado dos
camundongos C57BL/6, assim como, no homem infetado pelo Plasmodium
falciparum. Uma disfuncdo hepatica poderia contribuir para os sintomas
cerebrais (REST, 1982; RODRIGUEZ-ACOSTA et al., 1998) devido ao
aumento de substancias lesivas ao cérebro, o que ndo ocorre no camundongo
resistente a forma cerebral da malaria.

Em nosso trabalho observamos, que os camundongos BALB/c do grupo
controle apresentaram uma producao basal de 6xido nitrico intermediaria entre
os outros dois modelos, sendo superior ao dos animais CBA, mas inferior aos
dos animais C57BL/6. Ja nos animais infectados pelo plasmaddio, a producao
do NO foi maior nos animais BALB/c do que nos outros dois grupos (Figura
2A). Nossos dados sao semelhantes aos observados por TABANEZ (2005),
que mostrou maior produgcdo de NO pelos animais infectados. Essa diferenca
na producdao basal de NO pode ser um dos fatores que determina
apresentacdes clinicas diferentes por influenciar na imunofisiopatogenia da
anemia que ocorre mais tardiamente nos camundongos BALB/c (TABANEZ,
2005), ja que estudos relatam que a anemia tem sido considerada como
manifestacdo consequiente ao aumento na producao do 6xido nitrico (GYAN et
al., 2002). Producdo aumentada de nitratos e nitrito por células mononucleares

do sangue periférico e aumento da atividade de iINOS (KELLER et al., 2004)
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tém sido relatadas correlacionar inversamente com os niveis de hemoglobina
(SOBOLEWSKI et al.,, 2005), e segundo CLARK & COWDEN (2003), na
malaria pelo Plasmodium falciparum os niveis aumentados do éxido nitrico s&o
também responsaveis por produzir deformidades na membrana dos globulos
vermelhos pela inibicdo da bomba de s6dio e potassio ATPase.

Embora ocorra superproducdo de citocinas na malaria (LOU et al.,
2001), como o fator de necrose tumoral (GRAU et al.,, 1987; 1989), que
induzem a produgdo de Oxido nitrico, ainda é controverso se este radical
contribui ou ndo para a patogénese da malaria (ANSTEY et al., 1999; CLARK
et al., 2003; NAHREVANIAN, 2006), como também o seu mecanismo de acao
durante a doenga (SOBOLEWSKI, 2005).

Nos nossos modelos experimentais BALB/c, C57BL/6 e CBA infectados
pelo Plasmodium berghei ANKA, tanto a producéo basal do NO como apds os
estimulos in vitro com lipopolissacarideos e/ou interferon-y (Figuras 7A, 8A e
9A), a producdo de Oxido nitrico pelos macréfagos dos animais BALB/c foi
maior em relagdo aos outros dois modelos, ao contrario do que foi encontrado
por BORGES (2006), que utilizou macréfagos peritoneais de camundongos
BALB/c e CBA e os mesmos estimulos. Segundo STEVENSOM et al. (1995),
estes estimulos sdo capazes de estimular a produgdo de 6éxido nitrico e
peréxido de hidrogénio pela ativacdo de monécitos, macréfagos, células NK e
Linfécitos T CD4.

Os camundongos C57BL/6 infectados estimulados com PMA e
interferon-y ndo produziram mais peréxido de hidrogénio do que os
camundongos CBA (Figuras 15A, 16A e 17A). Nossas observacoes foram

diferentes das de STEVENSOM et al. (1992), que mostraram que
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camundongos C57BL/6 infectados pelo P. chabaudi AS apresentaram no
sobrenadante de macréfagos peritoneais e esplénicos aumento significativo de
peréxido de hidrogénio no sétimo dia apds a infeccdo, com decréscimo na
producdo entre o décimo e o décimo quarto dias, permanecendo assim até
vigésimo oitavo dia com diminuicdo da parasitemia. Esta diferenca pode ter
sido devida as diferentes cepas de plasmédios utilizadas, sugerindo que além
das caracteristicas genéticas do hospedeiro, as caracteristicas genéticas da
cepa também devem influenciar na produgéo dos radicais livres.

Tem sido sugerido que a talidomida inibe a producao do FNT por
aumentar a taxa de degradacdao do mRNA do FNT. O tratamento com a
talidomida dos camundongos CBA mostraram aumento na produg¢do do NO e
H.O,, ao contrario do modelo C57BL/6 (Figuras 6, 7, 14, 15, 16, 17 B). Nossos
dados foram semelhantes aqueles observados por MUNIZ-JUNQUEIRA et al.
(2005), que também mostraram que o tratamento com talidomida dos
camundongos CBA infectados com Plasmodium berghei ANKA ocasionou
maior producdo de O6xido nitrico e perdxido de hidrogénio. O aumento da
producdo dos radicais de oxigénio e nitrogénio foi paralelo ao aumento da
sobrevida destes animais tratados com a talidomida, sugerindo que este
aumento foi benéfico para evolugcdo da doenca. Diferentemente, tem sido
sugerido que em camundongos C57BL/6 infectados com P. berghei ANKA, o
tratamento com a talidomida nado influenciou a sobrevida dos animais
infectados (GOLENSER et al., 2006). De fato, observamos resultados
diferentes na producéo dos radicais de oxigénio e nitrogénio dos camundongos
C57BL/6 em relacdo ao CBA. Nos camundongos C57BL/6 a talidomida

modulou negativamente a producéao de 6xido nitrico e perdxido de hidrogénio,
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enquanto nos animais CBA a talidomida modulou positivamente a producao
destes radicais. No entanto, se este efeito imunoprotetor nos camundongos
CBA foi devido ao aumento do NO e/ou do per6xido de hidrogénio ou a outro
efeito imunomodulador da talidomida ndo pode ainda ser afirmado. Contudo, o
aumento na producado dos radicais de oxigénio e nitrogénio nestes animais,
pode ter sido pela capacidade da talidomida aumentar a expressdao de
moléculas CD40 nos linfécitos T e assim estimular a fagocitose pelos
macréfagos, que apresentam um papel importante na defesa contra o
plasmédio, e igualmente pelo fato da talidomida também poder agir como sinal
co-estimulatério nas células T aumentando a expressdao de interferon-y e
interleucina-2 (CORRAL & KAPLAN, 1999).

As interagcdes entre o Oxido nitrico e o peréxido de hidrogénio podem
produzir produtos de peroxidacédo lipidica, que tem sido mostrado estarem
aumentados na malaria e estdo igualmente envolvidos tanto na patogénese
como na protecao contra o parasito da malaria (ROCKETT et al., 1988; DAS et
al.,1993). O Plasmodium berghei e o Plasmodium yoelli letais e nao-letais
foram mortos in vitro pelo peréxido de hidrogénio (DOCKRELL et al., 1983).

N&o houve diferenca na parasitemia entre os animais BALB/c,
C57BL/6 e CBA infectados e tratados com talidomida em relacdo aos animais
infectados e tratados com salina (Figuras 19 A e B), assim como foi constatado
previamente, MUNIZ-JUNQUEIRA et al. (2005) ndo observaram diferencas nos
resultados da carga parasitaria nos animais tratados e nao tratados com a
talidomida. Isto sugere que a droga afetou principalmente a fungdo do sistema
imunitario e a imunofisiopatogenia da doengca malarica, possivelmente pela

modulacao da expressado das moléculas de adesao (ZWINGENBERGER et al.,
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1996), todavia ndo tendo nenhum efeito antiparasitario direto. Estas
observacbes sao consistentes com as indicacbes de que néo obstante a
talidomida modular a producgéao de 6xido nitrico e peréxido de hidrogénio, estes
nao foram capazes de combater a multiplicagcdo do parasita na infeccao pelo
Plasmodium berghei, sendo necessarias outras respostas imunes para o
controle da parasitemia (TAYLOR-ROBINSON, 1999; BRINKMANN et al,1984),
como também o uso de drogas antiparasitarias que atuem diretamente nas
diferentes etapas do ciclo de vida do plasmédio (FRANCA et al., 2008),
permitindo o rapido clearance do parasita. Estes parametros reforcam que a
talidomida deve ser utilizada como droga complementar ao tratamento
antiparasitario.

Ao analisar os modelos susceptiveis a malaria cerebral, verificamos
aumento na produgdo de Oxido nitrico pelos animais C57BL/6 néo infectados
tratados com talidomida (Figuras 6, 7, 9 D), salientando que o acréscimo na
producdo de Oxido nitrico pelos macrofagos dos camundongos deveu-se
também a agdo imunomoduladora do medicamento sobre o sistema imunitario
(MUNIZ-JUNQUEIRA et al., 2005).

Em nosso trabalho observamos diferencas nas produ¢des dos radicais
de hidrogénio e nitrogénio entre as duas linhagens susceptiveis a malaria
cerebral (CBA e C57BL/6), principalmente entre os infectados e os infectados
tratados com a talidomida (Figuras2 Be 2C; 10Be C; 11 Be C;12B e C; 13
B e C). Os camundongos CBA responderam ao tratamento com a talidomida
aumentando a producdo dos dois radicais, o que SILVA (2002) também
demonstrou para camundongos CBA tratados com talidomida. E possivel que

um dos mecanismos de acao da talidomida tenha sido a inibicdo da producao
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do FNT-a pelos macréfagos, possivelmente de uma maneira mais pronunciada
nos animais C57BL/6, pois diminuiram a producdo do NO que é estimulada
pelo FNT-a. Diferente producdo de radicais livres ocorreu também entre os
animais infectados nao tratados, sugerindo que devem existir caracteristicas
genéticas especificas importantes que podem interferir nas respostas de cada
linhagem. Embora as duas linhagens sejam susceptiveis ao acometimento
cerebral, o fator determinante da susceptibilidade deve ser diferente nos dois
modelos. De fato, RANDALL et al. (2008) trabalhando com camundongos
susceptiveis a malaria cerebral das cépas C57BL/6 e CBA infectados com
Plasmodium berghei ANKA mostrou, pela extracdo de RNA de células de
tecido cerebral e pelo nivel sérico de citocinas, significante heterogeneidade
nas respostas entre as duas cepas.Tém sido mapeados diferencas na
expressdo de alguns genes dos camundongos BALB/c, CBA e C57BL/6,
considerados como determinantes da malaria cerebral, como heme oxigenase
1 (hmox1) (PAMPLONA et al., 2007 ) CXCL10 (yIP-10) (HANSEN et al., 2007;
MIU et al., 2008) e granzima A e B produzidos pelas células T CD8 citotoxicos
(YANEZ et al., 1996; BELNOUE et al., 2002; POTTER et al., 2006). Tem sido
sugerido que os camundongos CBA tém uma atividade imunolégica global
maior que os animais C57BL/6. Todavia ambos tiveram aumento dos niveis de
MRNAs codificando as citocinas FNT e linfotoxina alfa (LT-a) e seus receptores
no tecido cerebral. Contudo, os niveis de mMRNA de TNF e de LT-a diferiu entre
as duas linhagens de camundongos apds infeccdo por P. berghei ANKA
(RANDALL et al., 2008). Houve um aumento relativo da expressao dos niveis
de mRNA do TNF nos cérebros dos camundongos CBA (RAE et al., 2004) ao

contrario do que ocorreu nos camundongos C57BL/6, no qual se observou
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aumento dos niveis de mRNA da LT-a (RANDALL et al., 2008), diferengas na
producdo das citocinas também constatada por outros autores (GRAU et al.,
1987; ENGWERDA et al., 2002).

Encontramos diferenca na producédo do peréxido de hidrogénio, tanto
na producao basal como apds os estimulados com PMA 20 e 100 nM, entre o
grupo controle do modelo CBA e o grupo controle dos camundongos C57BL/6
(Figuras 14, 15, 16, 17C), nao obstante, BORGES (2006) ndo encontrou
alteracao na producao basal ou estimulada dos animais CBA. O aumento da
producao basal de H>O, pode ser devido a maior atividade imunoldgica destes
animais, pois segundo RANDALL et al. (2008), os animais CBA n&o infectados
apresentam numero aumentado de células TCD4 no cérebro, diferentemente
dos camundongos C57BL/6, no qual se verifica este aumento no numero de
linfécitos no cérebro somente durante a doencga neste 6rgao.

Pelo conjunto de nossas observagdes, ndao houve modificacdo da
parasitemia dos camundongos BALB/c infectados com Plasmodium berghei
ANKA tratados com talidomida, como também nao houve alteragdo importante
na produc¢ao basal do NO e do H»O, por estes animais na vigéncia da infeccao
ou do tratamento, sendo que os valores destes radicais permaneceram mais
homogéneos. A producdo do peroxido de hidrogénio pelos macrofagos
peritoneais dos camundongos C57BL/6 infectados com Plasmodium berghei foi
menor do que a dos camundongos CBA e quando tratados com talidomida, os
animais C57BL/6 modularam negativamente esta producao. Enquanto que para
os camundongos CBA, os animais do grupo controle apresentaram maior

producédo de peréxido de hidrogénio do que os camundongos C57BL/6, tanto
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os infectados com Plasmodium berghei Anka como os infectados e tratados
com talidomida.

Nossos dados contribuiram para esclarecer as diferengas na producéao de
oxido nitrico e peréxido de hidrogénio entre as trés linhagens de camundongos
infectados pelo mesmo plasmédio. A observacdo de que em nenhum dos
modelos, seja aumentando ou diminuindo a producdo destes radicais livres,
houve modificacao da parasitemia, sugere que outros fatores sdo necessarios
para a defesa parasitaria, além destes dois mecanismos microbicidas. Nossos
dados mostraram que, embora tanto os camundongos CBA como os C57BL/6
apresentem a clinica de malaria cerebral, as repostas quanto a producao de
radicais livres foram opostas entre os dois modelos ao mesmo estimulo,
infecgdo e tratamento com a talidomida, e possivelmente foram decorrentes de
diferencas de respostas dependentes de sua base genética, desde que as
condicoes experimentais de estimulo infeccioso foram semelhantes, utilizando
0 mesmo parasita e as mesmas condigcdes experimentais. Nossos dados
sugerem também que, como tanto o aumento quanto a diminuicao da producao
de NO e de H>O: ocorreram nos animais que apresentam a forma cerebral da
doencga, é provavel que eles radicais sejam um fenémeno paralelo, como
conseqliéncia e ndo causa da forma cerebral da doenga. Ou entdo, como
determinantes de fendmenos opostos, porém responsaveis pelo mesmo efeito
final.

Deve ser considerado também que estes radicais livres tém um tempo
de vida muito curto, e que nao necessariamente a producao aumentada dos

radicais livres pelos macréfagos atingirda o seu alvo na hemacia parasitada,
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podendo resultar em maior determinagdo de imunoagresséao ao tecido do que
defesa antiparasitaria.

Outro aspecto que precisa ser considerado é o fato de que a resposta
dos camundongos BALB/c, que nao apresentam maléaria cerebral, manteve-se
mais homogénea do que a dos outros dois modelos que apresentam a forma
cerebral da doenca. E possivel que o desequilibrio da resposta, seja pelo
aumento ou pela diminuicdo dos radicais livres € que possa estar contribuindo
para a imunopatogenia da doenca.

O tratamento com a talidomida dos animais infectados também causou
respostas opostas quanto a producdo dos radicais livres, seja aumentando
ainda mais nos camundongos CBA, diminuindo ainda mais nos camundongos
C57BL/6 ou ndo alterando nos camundongos BALB/c, o perfil inicial de
resposta dos animais infectados sem o tratamento. Isto sugere que o efeito da
talidomida no individuo infectado também depende das caracteristicas
genéticas do individuo.

Os nossos dados contribuem para a compreensao de que ocorrem
respostas diferentes, tanto a infeccdo como ao tratamento com a talidomida,
em modelos murinos infectados pelo Plasmodium berghei ANKA, dependentes
da base genética do individuo. Nossas observacoes sugerem que as respostas
individuais ao plasmédio podem ser diferentes, o0 que aponta para a
necessidade de se ter, na pratica clinica, marcadores imunolégicos e/ou
bioquimicos, que nos permitissem diferenciar os individuos que poderiam
evoluir para as formas graves da doenga e mesmo aqueles que poderiam ser

beneficiados pela administragdo de drogas imunomoduladoras, como a
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talidomida, como terapia complementar aos antiparasitarios, para que

pudessem alterar a drastica evolucao das formas graves da malaria.
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6. CONCLUSOES

1. A producdo basal do éxido nitrico pelos macréfagos dos trés modelos
murinos experimentais estudados, tanto em resposta a infeccdo como ao
tratamento com a talidomida, foi diferente. Enquanto ndo houve variacéao
significante entre os grupos dos camundongos BALB/c, os animais
C57BL/6 diminuiram a producao do NO apoés a infeccéo e o tratamento, e
os camundongos CBA apresentaram resposta oposta, aumentando a
producédo deste radical a infeccao e ao tratamento.

2. De uma maneira geral os estimulos com LPS e INF-y in vitro aumentaram
a producao do NO pelos macréfagos dos animais estudados. Entretanto,
na presenca de estimulos com LPS, os animais C57BL/6 e CBA
mantiveram o mesmo padrdao de resposta, porém em niveis superiores,
enquanto que os camundongos BALB/c aumentaram a producao deste
radical tanto pela infeccdo como pelo tratamento.

3. Quando o estimulo foi feito utilizado o INF-y, os camundongos BALB/c
infectados pelo Plasmodium berghei Anka produziram mais NO que os
outros grupos estudados (Con, Tal, Pb+Tal). Como também produziram
mais NO em relacdo aos animais C57BL/6 e CBA.

4. Quando a producdo do NO foi analisada utilizando in vitro a associagao
dos dois estimulos, LPS+INF-y, os camundongos CBA do grupo controle
produziram uma resposta muito mais exacerbada, tanto em relagdo aos
outros grupos (Tal, Pb, Pb+Tal), como em relacdo aos outros modelos
(BALB/c e C57BL/6) estudados.

5. O padrao de resposta basal de producao de perdxido de hidrogénio pelos

macréfagos foi muito semelhante ao observado para o éxido nitrico.
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Enquanto ndo houve diferenca estatistica entre os grupos dos animais
BALB/c (Con, Tal, Pb, Pb+Tal), houve diminuigdo da producédo do H.O-
pelos animais C57BL/6 infectados e pelos infectados e tratados com a
talidomida. Entretanto, resposta oposta foi observada para os
camundongos CBA, para os quais houve aumento da producao do H>O,
tanto pelos camundongos infectados pelo plasmédio como pelos
infectados e tratados com a talidomida.

. Ap6s o estimulo com 20 nM PMA, os animais BALB/c mostraram maior
variabilidade de resposta.

. Apéds estimulo com 100 nM PMA, houve diferenca de resposta entre os
modelos C57BL/6 e CBA.

. O tratamento com a talidomida n&o influenciou a parasitemia em nenhum

dos trés modelos estudados.
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9. TABELAS

Tabela 1. Mediana (extremos) da producao de 6xido nitrico basal ou

estimulada com LPS e/ou INF-y, in vitro, pelos macréfagos peritoneais de

camundongos BALB/c, nao infectados tratados com NaCl 0,9 % ( Cont) ou com

Talidomida (Tal) e infectados com P. berghei Anka, tratados com NaCl 0,9 %

(Pb) ou com Talidomida ( Pb+Tal)

Grupos  Producéo Estimulada  Estimulada com

Estimulada com

Basal com LPS LPS e INF-y INF-y

Controle 6 6,6 7,7 8,5

(3,2-10,2)  (0,0-14,2)  (4,3-51,1) (5,8 —17,0)
Tal 8.3 12,7 24.8 8,4

(4,7- 23,3) (70-29,1) (5,8 —45,0) (5,1 —13,6)
Pb 7.9 0,77 11,4 19,2

4,3 -12,1) (7,7 - 39) (5,1 - 94,7) (8,5-99,8)°
Pb+Tal 6,6 19,7 225 11,0

(6-11,7) 6,0-41,3)2  (7,2-143,0) (4,38 - 58,9)

Anova ou Kruskal — Wallis para a comparacao entre os grupos, teste Student
Neuman-Keuls e teste Dunn para as mdultiplas comparacoes. a Diferenca

significante (p = 0,018) na comparacao do grupo Pb+Tal com o Cont,
Diferenca significante (p = 0,03) na comparacao entre o grupo Pb e o grupo

Tal.
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Tabela 2. Mediana (extremos) da producdo de Oxido nitrico basal ou
estimulada com LPS e/ou INF-y, in vitro, pelos macréfagos peritoneais de
camundongos C57BL/6, nao infectados tratados com NaCl 0,9% (Cont) ou com
Talidomida (Tal) e infectados com P. berghei Anka, tratados com NaCl 0,9 %
(Pb) ou com Talidomida ( Pb+Tal)

Grupos  Producéo Estimulada  Estimulada com Estimulada com

Basal com LPS LPS e INF-y INF -y
Controle 10 22,5 7,8 6,9
(4,9 - 21,9) a (5,8 —93,5) (4,9 —33,6) (5,5-26,2)

Tal 6,6 17,1 9,8 12,0
(4,0- 26,5) (5,5-69,7) (6,0 —109,5) (6,6 — 40,7)

Pb 4,9 10,0 11,5 7.6
(4,3-6,4) (57-31,00 (55-1953)  (4,3-27,1)

Pb+Tal 4,9 6,0 12,9 9,4
(1,8-7,4) (5,2—-13,6) (7,2-153,2) (4,7 -16,3)

Anova ou Kruskal — Wallis para a comparacao entre os grupos, teste Student

Neuman-Keuls e teste Dunn para as multiplas comparagodes. @ Diferenca
significante (p = 0,020) na comparacéao do grupo Cont com o grupo Pb+Tal.
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Tabela 3. Mediana (extremos) da producdo de 6xido nitrico basal ou

estimulada com LPS e/ou INF-y, in vitro, pelos macréfagos peritoneais de

camundongos CBA, nao infectados tratados com NaCl 0,9% (Cont) ou com

Talidomida (Tal) e infectados com P. berghei Anka, tratados com NaCl 0,9 %
(Pb) ou com Talidomida (Pb+Tal)

Grupos  Producéao Estimulada  Estimulada com Estimulada com
Basal com LPS LPS e INF-y INF-y
Controle 5,7 8,7 90,7 12,5
(4,9 - 9,6) (4,3 — 23,6) (12,9 — 493,6) b,c (4,7 — 63,8)
Tal 5,4 6,6 7,0 6,8
(3,0-6,3) (4,5 -22,7) (4,3 —30,3) (4,9 -155,2)
Pb 6,2 7,7 7,22 8,0
(4,9-9,1) (5,7-11,7) (3,1-11,0) (6,0-17,4)
Pb+Tal 7,6 8,3 14,7 13,4
(5,8-24,2) 2 (4,7 —28,8) (4,9 — 58,9) (4,9 - 154,9)

Anova ou Kruskal — Wallis para a comparagédo entre os grupos, e o teste

Student Neuman-Keuls teste Dunn para as multiplas comparagées. @

Diferenca significante (p = 0,034) na comparacgao entre o grupo Pb+Tal e o
C — ~

grupo Tal, Diferenca significante (p = 0,001) na comparagcéao do grupo

Cont com o grupo Tal e Pb.
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Tabela 4. Mediana (extremos) da producao de perdxido de hidrogénio basal ou
estimulada com PMA 20 e 100 nM ou INF-y, in vitro, pelos macréfagos

peritoneais de camundongos BALB/c, nao infectados tratados com NaCl 0,9 %
ou com Talidomida (Tal) e infectados com P. berghei Anka, tratados com NaCl

0,9 % (Pb) ou com Talidomida ( Pb+Tal)

Grupos  Producéo Estimulada Estimulada com Estimulada com
Basal com PMA 20nM  com PMA 100nM INF -y
Controle 5,8 11,0 7,5 6,6
(0,4 - 18,8) (5,4 —-76,3) (4,8 — 36,6) (0,4 —-14,0)
Tal 6,4 5,6 6,1 5,9
(0,5-20,9) (1,0-11,8) (0,4-11,2) (0,7-9,2)
Pb 12,0 14,7 12,4 6,7
(2,2 -50,0) (5,1 —49,7) (3,8 - 73,5) (2,0 -24,1)
Pb+Tal 7,6 7,3 8,0 8,4
(1,2 -28,3) (1,4 —-28,9) (2,6 —36,4) (1,3 -26,3)

Anova ou Kruskal — Wallis para a comparacao entre os grupos, teste Student
Neuman-Keuls teste Dunn para as multiplas comparacoes.
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Tabela 5. Mediana (extremos) da producdo do per6xido de hidrogénio basal
ou estimulada com PMA 20 e 100 nM ou INF-v, in vitro, pelos macréfagos

peritoneais de camundongos C57BL/6, nao infectados tratados com NaCl 0,9
% (Cont) ou com Talidomida (Tal) e infectados com P. berghei ANKA, tratados
com NaCl 0,9 % (Pb) ou com Talidomida ( Pb+Tal)

Grupos  Producéo Estimulada Estimulada com Estimulada com
Basal com PMA 20nM ~ com PMA 100nM  INF-y

Controle 5,3 4,0 6,0 6,3
(0,5-7,5) (0,2-7,8) (3,4—-11,3) (0,0 — 26,8)
Tal 6,8 7.1 7.4 6,6

(4,5 - 40,2) (4,6-39,00  (3,2-41,0) (0,1 — 45,3)

Pb 75 77 8.1 8.2
42-111)*P 40-103)°  (43-11,1) (3,4-92)°

Pb+Tal 5.4 5.1 55 45
(1,8-7.4) (0,0-92)  (0,0-90) (0,0 - 8,9)

Anova ou Kruskal — Wallis para a comparacao entre os grupos, teste Student
Neuman-Keuls e teste Dunn para as multiplas comparacoes. a Diferenca

significante (p = 0,004) na comparacao do grupo Pb com o grupo Cont, b
Diferenca significante (p = 0,02) na comparacao do grupo Pb com o Pb+Tal,

¢ Diferenca significante (p = 0,03) na comparacgéao do grupo Pb com o Cont,

Diferenca significante (p = 0,04) na comparacdo entre o grupo Pb e o
Pb+Tal.
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Tabela 6. Mediana (extremos) da producao do perdxido de hidrogénio basal ou
estimulada com PMA 20 e 100 nM ou INF-y, in vitro, pelos macréfagos

peritoneais de camundongos CBA, néao infectados tratados com NaCl 0,9%
(Cont) ou com Talidomida (Tal) e infectados com P. berghei ANKA, tratados
com NaCl 0,9 % (Pb) ou com Talidomida ( Pb Tal)

Grupos  Producéo Estimulada Estimulada Estimulada com
Basal @ com PMA 20nM  com PMA 100nM INF-y
Controle 7,6 8,9 16,2 13,3

6,8-17,7)  (7,3-23,1)  (7,3-395) (7,0 -29,3)

Tal 6,2 11,4 8,4 5,1
(1,5 — 25,0) (3,9-452)  (4,1-45,0) (0,0 — 8,7)

Pb 11,8 11,3 12,2 11,1
32-19,9)  (3,0-19,1) (3,0-17,9) (8,8 - 22,4)

Pb+Tal 15,2 15,0 15,9 16,1
(10,8-258)2  (9,0-24.8) (15-246)  (9,1-24,8)°

Anova ou Kruskal — Wallis para a comparagao entre os grupos, teste Student
Neuman-Keuls e teste Dunn para as multiplas comparagdes. a Diferenca

significante (p = 0,03) na comparacdo do grupo Pb+Tal com o grupo Tal, b
Diferenca significante (p = 0,005) na comparacao do grupo Pb+Tal com o grupo

Tal, ¢ Diferenca significante (p = 0,005) na comparagao do grupo Pb com o
grupo Tal
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