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RESUMO
DISSERTACAO DE MESTRADO
André Costa Ferreira

A malaria é uma doenca parasitaria causada por protozoarios do género
Plasmodium e representa um grande problema de saude publica. Sabe-se que
metade da populacdo mundial vive em areas endémicas, onde esta doenca gera
cerca de 500 milhdes de casos clinicos e em torno de 1 milhdo de mortes
anualmente. O processo infeccioso da malaria € desencadeado por uma resposta
imunoinflamatéria exacerbada do hospedeiro caracterizada por migracao e acumulo
de leucdcitos, producéo de citocinas pré-inflamatérias e mediadores quimicos. Neste
processo, as leucointegrinas exercem um papel extremamente importante mediando
a adesao, migracao e sinalizacao celular. Neste grupo de integrinas, a CD11d/CD18,
que foi descrita mais recentemente esta envolvida em diversos eventos patolégicos
como aterosclerose, dano neuronal e outros. Resultados preliminares de nosso
grupo mostraram que animais deficientes (CD11d”") para esta integrina apresentam
uma maior sobrevida a infeccdo com Plasmodium berghei Anka (PbA). Entretanto,
ainda nao se conhece o papel desta integrina na fisiopatologia da malaria. O
presente trabalho mostrou que a integrina CD11d/CD18 é dinamicamente expressa
em macréfagos diferenciados da medula 6ssea de animais infectados com PDbA.
Ensaios in vitro com essas células, demonstraram que esta integrina ndo afeta a
capacidade proliferativa dessas células. Além disso, avaliamos parametros
importantes para a ativacao celular, como producéo de espécies reativas de oxigénio
e C|tocmas pr6- e anti-inflamatérias. Observamos que macréfagos de animais
CD11d” produzem quantidades significantemente mais baixas de malondialdeido e
de TNF-a, e niveis altos de IL-10 em relagdo aos macréfagos de animais CD11d**.
Além disso, a producédo de prostaglandlna E2 foi significantemente diminuida em
macréfagos provenientes de animais CD11d”. Esses dados indicam que a integrina
possui um papel |mportante na modulagao da resposta imune. Verificamos ainda que
macréfagos de animais CD11d” apresentaram uma diminuicdo na sua capacidade
fagocitica de hemaéacias parasr[adas em relacdo aos macréfagos de animais
CD11d**. Entretanto, a auséncia desta integrina ndo afetou a capacidade destes
macréfagos de fagocitar hemozoina sintética (sHz). Estes resultados juntos sugerem
que a integrina CD11d estd envolvida no processo de ativacdo celular dos
macréfagos, modulando a resposta imune do hospedeiro na fisiopatologia da
malaria, o que torna esta molécula um potencial alvo para acdes terapéuticas.
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The role of integrin CD11d/CD18 differentiation and activation of macrophages:
Effects of heme and synthetic hemozoina in the immune response.

ABSTRACT
DISSERTACAO DE MESTRADO
André Costa Ferreira

Malaria is a parasitic disease caused by protozoa of the genus Plasmodium and is a
major public health problem. It is known that half the world population lives in
endemic areas where this disease causes about 500 million clinical cases and
around 1 million deaths annually. The process of malaria infection is initiated by a
host immunoinflammatory response exacerbated characterized by the migration and
accumulation of leukocytes, the production of proinflammatory cytokines and
chemical mediators. In this process, leukointegrins play a very important role in
mediating adhesion, migration and cell signaling. In this group of integrins,
CD11d/CD18, which has been described more recently, is involved in gravel
pathological events such as atherosclerosis, neuronal damage and others
pathologies. Preliminary results from our group have shown that animals deficient
(CD11d™) for this integrin have a higher survival to infection with Plasmodium
berghei Anka (PbA). However, we still do not know the role of CD11d/CD18 integrin
in the pathophysiology of malaria. The present study demonstrated that the integrin is
dynamically expressed in differentiated bone marrow macrophages from animals
infected with PbA. Experiments with these cells in vitro have demonstrated that the
integrin does not affect the proliferative capacity of these cells. Furthermore, we
evaluated parameters important to cellular activation, such as production of reactive
oxygen species, proinflammatory and anti-inflammator cytokines. Observed that
macrophages, from deficient mice for the integrin CD11d”, produce significantly
lower amounts of malondialdehyde and TNF-a, and high levels of IL-10 in relation to
the macrophages from animals CD11d**. Furthermore, the production of
prostaglandin E2 was significantly reduced by macrophages from animals CD11d™.
These data indicate that integrin plays an important role in modulating the immune
response. Also verified that macrophages from animals CD11d”" showed a decrease
in their phagocytic ability of infected erythrocytes to macrophages compared to
animals CD11d"*. However, absense of this integrin did not affect the ability of
macrophages to phagocytize synthetic hemozoin — sHz. These results together
suggest that CD11d integrin is involved in cellular activation of macrophages by
modulating the host immune response in the pathophysiology of malaria, which
makes this molecule a potential target for therapeutic actions.
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1. INTRODUCAO
1.1.PARASITOSES

Em todo o mundo, grande parte da populacédo sofre de diversas doencas que
sao causadas por diversos agentes patogénicos ou por agentes fisico-psicologicos.
Dentre as doencgas causadas por agentes patoldgicos, destacam-se as parasitoses,
que sao patologias causadas por cerca de 300 espécies de helmintos e cerca de 70
espécies de protozoarios (Ashford e cols, 1998). Segundo levantamentos da
Organizacao Mundial de Saude (OMS, 2009), estas patologias afetam cerca de 25%
da populagdo mundial, ou seja, a cada quatro habitantes do planeta, uma sofre de
alguma parasitose, principalmente em paises em desenvolvimento e de climas
tropical e subtropical (OMS, 2009).

Estes numeros sdo altos devido a complexidade do ciclo vital e fisiologia
destes agentes, dificultando, assim, o desenvolvimento de novos farmacos, vacinas
e tratamentos. Entre as parasitoses, a malaria € ainda a doenga de maior incidéncia
no mundo atingindo cerca de 5 — 10% da populacao mundial (Schofield e cols, 2005;
Langhorne e cols, 2008).

1.2. MALARIA

O parasito causador da malaria foi descrito pelo médico francés Charles
Louis Alphonse Laveran em 1880, sendo inicialmente incluido no género Oscillaria,
entretanto, uma vez que este género representava um grupo de plantas, o parasito
causador da maléria foi incluido no género Plasmodium em 1885 (Marchiafava &
Bignami, 1894). A malaria é uma doenca, cujo registro histérico remonta desde a
antiguidade (COX, 2002), havendo relatos da presenca da doenca na China e no
Egito desde o segundo milénio a.C. Hipdcrates a descreveu como “febre dos
pantanos” (Di Santi & Boulos, 2002). Essa patologia é reconhecida como grave
problema de saude publica, sendo responsavel pela morte de cerca de 655 mil
pessoas a cada ano (OMS, 2011). Essa patologia sé é superada em numero de
mortes pela Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (OMS, 2009).

A malaria € uma doenca endémica que atinge cerca de cento e seis paises
atingindo principalmente criangas nas regides subsaarianas, Asia, América do Sul e
Oceania, onde esta doencga gera cerca de 216 milhdes de casos clinicos (Figura 1.1
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- OMS, 2010). Esta doenca afeta populacbes pobres, onde a morbidade e a
mortalidade sao atribuidas a falta de acesso ao tratamento adequado, bem como a
deficiéncia do diagnostico precoce preciso (Luhan, 1996). No Brasil o maior numero
de casos é verificado na Amazonia Legal (Figura 1.2), considerada area endémica
para a malaria, que & composta pelos estados do Acre, Amapa, Amazonas, Para,
Rondbnia, Roraima, Tocantins, Mato Grosso e Maranh&o, com registro de cerca de
263 mil casos por ano (SVS, 2011). Porém, devido a grande dificuldade de acesso a
determinadas regides ribeirinhas as margens do rio Amazonas, estipula-se que o
namero real seja bem maior ao ano, ou seja, o Brasil € o responsavel pela
notificacdo do maior numero de casos de maldria nas Américas Central e do Sul
(Braga et a, 2000; Di Santi & Boulos, 2002; Ferreira e cols, 2003; Rey, 2008).

Fora da regidao amazénica, dos raros casos de malaria registrados, 64% sao
gerados por pessoas naturais de regibes sem prevaléncia de malaria, logo sem

imunidade a doencga, que estiveram em regides endémicas.

Malaria, countries or areas at risk of transmission, 2010

& World Health
A7 Organization

Figura 1.1: Areas de ocorréncia de maldria no mundo (OMS, 2011).

A maldria é causada por protozoarios pertencentes ao Filo Aplicomplexa;
Classe Aconoidasida; Ordem Haemosporida e género Plasmodium, sendo
transmitida por mosquitos do género Anopheles (Rey, 2008). Os parasitos
pertencentes a esse filo sdo patdégenos intracelulares, cuja maior parte de seu



crescimento e replicagdo acontece dentro de um vacuolo parasitéforo nao-
fagossomal, que se liga a membrana plasmatica da célula hospedeira (Morissete e
cols, 2002).

Figura 1.2: A malaria no Brasil. Fonte: SISMAL/SIVEP/SVS/MS — atualizado em 28.12.2009

Dentre as cerca de cem espécies de protozoarios do género Plasmodium,
dentre as espécies utilizadas em estudos experimentais podemos citar: Plasmodium
berguei, Plasmodium yoelii, Plasmodium chabaudi, que sdo algumas espécies de
plasmodios que infectam diversas linhagens de camundongos e, dependendo da
linhagem de camundondo utilizado no modelo experimental sédo utilizados para
estudos de diferentes manifestagdes clinicas da malaria murina (Déchamps e cols.,
2009). Entretanto, quatro espécies sao reconhecidamente infecciosas ao homem e
uma quinta espécie tem sido relatada como para humanos (Suh e cols, 2004;
Kantele & Jokiranta, 2011). Sao elas:

Plasmodium falciparum - espécie causadora da forma mais virulenta da
doenca, gera cerca de 91% dos casos de malaria no mundo, sendo que a area de
maior incidéncia é a Africa subsaariana (86% dos casos), onde acomete
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principalmente criangas e pessoas nao imunes (Perkins e cols, 2011). Causador de
fisiopatologias como maldria cerebral e anemia grave, possui como um dos fatores
de viruléncia, a sua capacidade de provocar sequestro celular, caracterizado pelo
acumulo celular na vasculatura de diversos 6rgaos e na microvasculatura cerebral
(Greenwood e cols, 2008). Este sequestro & bem pronunciado, pois esse parasito
possui a capacidade de infectar hemacias em diversos estagios de desenvolvimento,
gerando assim uma alta parasitemia (Price e cols, 2007).

Plasmodium vivax - esta espécie ocorre principalmente no leste africano,
centro-oeste asiatico e América do Sul, onde afeta pessoas de todas as idades que
apresentam baixa imunidade a esta infeccdo (Mendis e cols, 2001). E o principal
responsavel pelos casos de malaria no Brasil. Essa espécie possui um tempo de
incubacao longo que varia de 12 dias a meses, devido a sua forma hipnozoita que
fica dormente no figado (Greenwood e cols, 2008), e infecta somente hemacias
jovens (Price e cols, 2007). A infeccao provocada por este parasito é tipicamente
considerada benigna provocando a febre ter¢ca. Porém, recentemente alguns casos
de malaria grave tem sido associada a infecgao por esse plasmédio, anemia grave,
distarbios respiratérios, desnutricdo e, em alguns casos, coma (Williams e cols,
1997; Berg e cols, 2002; Genton e cols, 2008) .

Plasmodium malarie - ocorre em todos os continentes, principalmente no
leste africano, porém de forma rara, afetando pessoas de todas as idades (Collins e
cols, 2007). E responsavel por gerar infecgdes frequentemente silenciosas devido a
diversos fatores como baixo numero de merozoitos produzidos no ciclo eritrocitico,
tempo de ciclo de 72 horas, muito extenso quando comparado ao tempo do ciclo dos
P. falciparum e P. vivax (48 horas), e o fato desse parasito possuir um tropismo por
hemacias senescentes (Collins e cols, 2007). Apesar de geralmente provocar
infeccdes assintomaticas, o P. malarie pode, em alguns casos mais graves, gerar
disfuncao renal através da formacdo de imunocomplexos na regidao glomerular
(Dixon, 1966).

Plasmodium ovale - ocorre na Africa subsaariana e algumas ilhas do
Pacifico leste, como Filipinas, afetando pessoas de todas as idades (Collins e cols,
2005). Este plasmédio pode provocar febre tercd, possui a forma hipnozoita
(Greenwood e cols, 2008), e infecta somente hemacias jovens, o que leva alguns
pesquisadores a considerarem este parasito, evolucionariamente, como uma forma

variante do P. vivax. (Collins e cols, 2005). Além disso, assim como ocorre no caso



do P. vivax, o Plasmodium ovale causa infec¢des tipicamente benignas. (Schofield e
cols, 2005).

Plasmodium knowlesi - é encontrado principalmente no Sudeste Asiatico
(Perkins & Schall, 2002). E uma espécie de parasita que infecta tipicamente
primatas, mas também pode infectar seres humanos, sendo relatado pela primeira
vez em humanos em 1965 (Chin e cols, 1965). Sua infeccdo pode causar malaria
grave com algumas caracteristicas semelhantes a infeccado com P. falciparum. Além
disso, possui ciclo assexuado eritrocitico semelhante ao do P. falciparum com cerca
de 24 horas (Chin e cols, 1965; Cox-Singh e cols, 2011).

1.3. CICLO DO PARASITO

O ciclo dos protozoarios do género Plasmodium é extremamente complexo,
composto por numerosas transicoes de estdgios e dividido em dois tipos de
hospedeiro: invertebrado e vertebrado (Figura 1.3).

O ciclo de vida do parasito no hospedeiro vertebrado comeca no momento em
que fémeas de mosquitos do género Anopheles previamente infectadas, realizam o
repasto, e injetam na derme do hospedeiro entre 20 a 200 esporozoitos do
plasmédio (Kappe e cols, 2003). O parasito € introduzido no hospedeiro vertebrado

Esporozoitas
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Figura 1.3 : Ciclo do Plasmodium sp. Figura adaptada a partir de Richie & Saul, 2002.
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no momento em que o mosquito regurgita saliva no local da picada. Sabe-se que a
saliva do mosquito possui inumeras moléculas como anti-histaminicos,
vasodilatadores (taquiquinina), anticoagulantes e inibidores de agregacéao
plaquetaria (Baldaci e cols, 2004; Garcia e cols, 2006). Estas substancias facilitam a
digestdo do sangue e, consequentemente, também facilitam a inoculacdo e
sobrevivéncia do parasito que esta presente na saliva, tendo em vista que estes
parasitas, na parte final de seu ciclo no hospedeiro invertebrado, acumulam-se nas
glandulas salivares do mosquito (Schofield e cols, 2005).

Os esporozoitos injetados atravessam a epiderme e alcangam a corrente
sanguinea, chegando ao figado pela artéria hepética ou pela veia portal, e em até
uma hora invadem os hepatécitos (Garcia, 2006; Ejigiri e cols, 2009). Estudos
anteriores mostram que a migracao e retencdo dos esporozoitos nos hepatocitos
sdo mediadas por duas moléculas abundantemente presentes na superficie do
parasito, a proteina circunsporozoita (circumsporozoite protein— CS) e a proteina
adesiva relacionada a trombonspondina (trombospondin-related adhesive protein —
TRAP) (Ancsin e cols, 2004; Garcia e cols, 2006). Estes fenbmenos de ligacao dos
esporozoitos aos hepatocitos culminam com o processo de internalizacao dos
esporozoitas, conhecido como endocitose e depende da participacdo de varias
moléculas de adesao, entre elas a trombospondina (Neves, 2005).

Uma vez no interior dos hepatécitos, o parasito inicia um periodo de
incubagcdo que dura cerca de sete a dez dias (Smith e cols, 2005), exceto pelo P.
vivax que em particular, tem um periodo de incubacdo de doze dias a meses
(Greenwood e cols, 2008).

Devido ao baixo numero de plasmédios no figado e a inacessibilidade de se
estudar o parasito, o ciclo hepatico da infeccao pelo plasmédio é o estagio de maior
dificuldade de investigagdo. A maior parte do conhecimento existente do parasito
neste estagio se deve a estudos em modelos murinos (Ashley e cols, 2008). O
parasito forma uma estrutura chamada de vacuolo parasitéforo, no qual os
esporozoitas se transformam em estruturas arredondadas, recobertas por uma
plasmalema fina e delgada e sem aparelho apical. Nesta forma, os plasmédios
passam a se chamar de criptozoitas (Rey, 2008). Nessa parte do ciclo, os
criptozoitas iniciam a reproducao assexuada denominada como ciclo pré-eritrocitico,
pois esta antecede a invasdo das hemacias. Nesta fase do ciclo do parasito, os
criptozoitas passam por diversas divisdes celulares, e passam a ser chamados de



esquizontes, processo este que exige um intenso consumo dos nutrientes da célula
hospedeira (Ashley e cols, 2008).

Esta fase geralmente é assintomatica, e estudos mostram que um Unico
esporozoito, ao final desta parte do ciclo, pode originar de dez a quarenta milhdes
de elementos denominados de merozoitos (Smith e cols, 2005). Esses merozoitos,
que saem dos hepatocitos através de vesiculas formadas com partes da membrana
da célula hospedeira chamadas de extrussomos, voltam a circulagdo para iniciarem
o ciclo eritrocitico da malaria (Tarun e cols, 2006; Vaughan e cols, 2008).

O ciclo eritrocitico comeca com a interacdo entre merozoito e hemacia que
gera uma ligacdo chamada de juncao parasito-célula hospedeira, por um processo
de invaginacdo na membrana plasmatica da hemacia e consequente internalizacao
do parasito. Existem diversos estudos que mostram a importancia de proteinas
expressas na superficie do parasito nesse processo de invasao celular, mediando a
adesdo as hemacias (Holder e cols, 1994; Haldar e cols, 2009). Entre estas
proteinas podemos destacar, por exemplo, as proteinas EBa175 e EBa140, que se
ligam a membrana das heméacias através de sialoglicoproteinas, e também a
glicoforinas A e C, presentes na membrana plasmatica das hemacias néo
parasitadas (Sim e cols, 1994; Duraisingh e cols, 2003; Maier e cols, 2003; Maier e
cols, 2009).

Além disso, este processo de entrada do Plasmodium sp. nas hemacias induz
mudancas estruturais na membrana dessas células (Maier e cols, 2009),
aumentando a aderéncia das hemacias infectadas ao endotélio da microvasculatura
de 6rgaos especificos (Schofield & Grau, 2005). Durante o processo de invasdo do
Plasmodium sp, proteinas passam a ser expressas na membrana da hemacia. A
proteina de membranas eritrocitica (EMP) € o0 nome genérico dado aos membros da
familia de proteinas transmembranas que sdo expressas na superficie das hemacias
infectadas. Em infecgdes por P. falciparum, estas proteinas se localizam nos knobs,
que funcionam como plataformas de ancoragem para essas moléculas, e podem
aumentar a capacidade de adesdo dessas hemacias ao endotélio (Maier e cols,
2009).

Estudos ja relataram que essa proteina € de importancia vital para o parasito,
ja que permite a interacdo a multiplos receptores presentes nas células do
hospedeiro como a molécula de adesao intercelular 1 (ICAM-1), a molécula de
adesao de células vasculares 1 (VCAM-1), CD31, CD36, trombospondina, selectina

de célula endotelial (E-selectina), sulfato de condroitina A (chondroitin sulfate A -



CSA) e acido hialurénico. Estes receptores sdo expressos em células endoteliais da
microvasculatura de érgaos especificos retendo nestes mesmos érgaos as hemacias
parasitadas e impedindo assim a destruicdo destas no baco. (Schofield & Grau,
2005).

Ap6s 0s merozoitos invadirem as hemacias, estes sdo capazes de
desenvolverem-se em formas imaturas chamadas de trofozoitos jovens,
semelhantes a anéis. Apds 24 horas se desenvolvem em formas maduras chamadas
de trofozoitos maduros. Este ciclo é dinamico e em cerca de 48 horas esta completo,
e milhares de merozoitos sdo capazes de romper as hemacias parasitadas e
invadirem novas hemacias (Baruch, 1999).

Por fim, alguns merozoitos se desenvolvem em formas que nao possuem mais a
capacidade de divisdo celular, os gametécitos, que representam as formas imaturas
do estagio sexuado do parasito. Estes gametocitos podem ocorrer na circulacao
sanguinea serem retirados do fluxo sanguineo por um outro mosquito do género
Anopheles que venha alimentar-se do sangue do hospedeiro, iniciando assim o ciclo

do parasito em invertebrados (Schofield & Grau, 2005).

1.4. IMUNOPATOLOGIA DA MALARIA

A infec¢do pelo plasmddio desencadeia uma série de eventos imunes que
podem ser caracterizados como uma resposta inflamatéria exacerbada, que é
gerada pela ativacdo exacerbada do sistema imune do hospedeiro, e que pode
resultar em sérios danos a tecidos e érgaos do hospedeiro vertebrado (Suh e cols,
2004; Spoonas e cols, 2009; Basilico e cols, 2010).

Para cada etapa do ciclo vital do patégeno, existe um tipo de resposta imune
gerado com o objetivo de erradicar a infecgao (Greenwood e cols, 2008). Porém os
eventos clinicos gerados em decorréncia da infecgdo, sdo consequéncias da fase
intra-eritrocitica do parasito (Haldar e cols, 2009; Baum e cols, 2005).

A patogénese da malaria € bastante estudada na infecgcao pelo P. falciparum,
sendo este tipo de infeccdo utilizada para descrever a patologia no presente
trabalho, cujo agravamento dos sintomas clinicos pode levar a diversas
complicacdes e ao 6bito (Medana e cols, 1997).

Diversos fatores contribuem para a severidade da doenca e sintomas, tais

como elevada carga parasitaria, hipoglicemia, convulsées, vOmitos repetidos,



hiperpirexia, ictericia e disturbio da consciéncia. Esses sintomas juntamente com
outros eventos como anemia grave, insuficiéncia renal, disfungdo hepatica, edema
pulmonar, hemoglobinuria, disturbios hemorragicos e de coagulacdo e malaria
cerebral (MC) sao indicadores das formas clinicas da malaria grave (Hunt e cols,
2006).

A MC é a manifestacdo clinica de maior gravidade na infecgdo por P.
falciparum e sua patogénese permanece nao esclarecida. No entanto, o sequestro
de hemacias parasitadas (PRBC) por células do endotélio desencadeia eventos pré-
inflamatérios, dentre eles o aumento de produgdo de citocinas e quimiocinas,
ativacao do endotélio, células T natural killer, agregacao plaquetaria e depdsito de
fibrina, infiltrado de células T CD4+ e T CD8+, desarranjos no metabolismo neuronal
e recrutamento de neutréfilos e macrofagos para o sitio inflamatério (Hunt e cols,
2006).

Como ja citado anteriormente, as manifestagdes clinicas ocorrem em orgaos
especificos, sendo mediada por diversas moléculas de adesdao ja citadas
anteriormente, como ICAM-1 e VCAM-1 (Schofield e cols, 2005), que sao expressas
no endotélio de diversos 6rgaos e se ligam ao grupo de proteinas de membrana
eritrocitica (EMP). Este processo gera uma concentragcdo dessas hemacias
parasitadas em 6rgaos especificos, sendo essa concentracdo de hemacias aderidas
variavel de acordo com o grau de expressao desses receptores alvos no endotélio
da vasculatura dos diferentes érgéaos (Schofield, 2007).

O sequestro de hemdécias parasitadas no endotélio é um evento
extremamente importante para a doencga, uma vez que é responsavel pelo inicio e
desenvolvimento da patologia e pode levar a diversas complicacdes clinicas,
inclusive, culminando com o coma e até a morte do hospedeiro (Rowe e cols, 2010;
Tilley e cols, 2010). A ativacdo do endotélio, que passa a expressar mais moléculas
de adesédo, promove, assim, a adesao de mais hemacias a microvasculatura. Além
disso, as hemacias parasitadas aderem também a hemécias nao parasitadas
formando que se ligam ao endotélio (Rowe e cols, 2010; Dondorp e cols, 2008;
Dondorp e cols 2004). Esta obstrucdo da microvasculatura gera efeitos deletérios
sobre a integridade do endotélio, desencadeando processos inflamatérios
exacerbados (Wassmer e cols, 2006).

Além disso, os parasitos geram uma série de produtos biologicamente ativos
que juntamente com a obstrugdo da microvasculatura geram diversos disturbios

metabdlicos como acidose e hipdxia (Planche e cols, 2006), bem como a producgéo e
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liberacao de diversos mediadores inflamatorios (van der Heyde e cols, 2006; Rowe e
cols, 2010).

1.5. HEMOZOINA E HEME NA MALARIA

Dentre estes produtos derivados do parasito podemos destacar o
glicosilfosfatidilinositéis (GPIl) e a hemozoina (HZ) (Oakley e cols, 2011), que séo
capazes de ativar células do sistema imune inato através de receptores de
reconhecimento de padrdes (PRR), estes produtos derivados pelo parasito sao
portanto chamados de PAMPs (Padrdes Moleculares Associados ao Patégeno). O
GPI purificado de Plasmodium sp. é capaz de induzir a expressao de varios genes
de citocinas inflamatérias envolvidos na patogénese da malaria, como fator de
necrose tumoral (TNF-a), interleucinas (IL-1, IL-2 e IL-12), induzir a sintese de 6xido
nitrico (NO) e aumento da expressdo moléculas de adesado (ICAM-1) expressas na
superficie do endotélio vascular reconhecidas pelo EMPI aumentando a ligacao
entre as células endoteliais e as hemacias parasitadas (Schofield e cols, 2005, Zhu e
cols., 2009).

Além dos GPIs de plasmaddios, a hemozoina também desencadeia diversas
reacoes no hospedeiro. A hemozoina conhecida como pigmento malarico € um
cristal resultante da agregacao das moléculas de heme. Essa polimerizacao resulta
na desintoxicacdo do vacuolo digestivo, uma vez que a molécula de heme e é
extremamente oxidante sendo, portanto, téxico para o parasito (Coban e cols, 2005).

Este cristal é liberado no meio extracelular quando as heméacias parasitadas
se rompem e sao ativamente fagocitadas por células do sistema imune (Coban e
cols, 2005). O papel da hemozoina na resposta imune é controversa. Diversos
trabalhos demonstram que este cristal possui um efeito supressor na resposta imune
(Schwarzer e cols, 2003; Skorokhod e cols, 2004), enquanto outros grupos mostram
que a hemozoina possui um papel pré-inflamatério na resposta imune, pois sua
ingestao induz a producao de TNF-a e de 6xido nitrico (Coban e cols, 2005; Riley e
cols, 2006).

A HZ contribui para uma cascata inflamatéria que é caracteristica da fase
aguda da doenca. Esta molécula é reconhecida por receptores semelhantes ao
TOLL (TLR). Estudos realizados por Coban e cols, 2007, demonstram o TLR9 como

ligante da hemozoina, através de experimentos utilizando camundongos deficientes
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para TLR-9” ou MyD88" quando estimulados com hemozoina, apresentaram uma
producdo de IL-12 e TNF-a significativamente menor quando comparados aos
animais selvagens (Coban e cols, 2005; Coban e cols, 2007).

Além disso, diversos trabalhos demonstram que a B-hematina (um analogo
sintético da hemozoina - sHz) exerce influéncia na maturagéo e migracao de células
dendriticas e induz ao aumento da producdo de CXCR4 nessas células (Giusti e
cols, 2011), bem como na ativagcdo de macrofagos através das vias NFkB e ERK
(Griffith e cols, 2009).

Além desses produtos citados acima, existe outra molécula extremamente
importante na patologia da maléaria, a molécula de heme. A molécula de heme é
composta por um anel porfirinico, protoporfirina 1X, coordenado por um atomo de
ferro e é essencial a todos os organismos aerdbicos por ser o grupamento prostético
de diversas proteinas como os citocromos e a hemoglobina (Toh e cols, 2010).

A molécula de heme é intensamente liberada na circulacdo em doencas
hemoliticas (Lara e cols, 2005; Taylor e cols, 2010), no caso da maldaria. Esta
molécula ndao é digerida pelo plasmédio no vacuolo digestivo (Figueiredo e cols,
2007), e sabe-se que esta molécula livre é extremamente toxica para o hospedeiro
devido a sua alta capacidade de gerar espécies reativas de oxigénio (ROS), que por
sua vez sao capazes de degradar proteinas, lipidios e moléculas de DNA (Aft e cols,
1993; Aft e cols, 1994; Toh e cols, 2010).

Todos esses fatores contribuem juntamente para intensificar o processo
inflamatério, que além de levar a diversos fendmenos como ativagdo das células
endoteliais, também induzem a ativacao de leucdcitos, contribuindo, assim, para o

estabelecimento da doenca (Lou e cols, 2001).
1.6. MACROFAGOS

Os leucécitos sao células derivadas de precursores mieldides na medula
0ssea, que circulam pelo sangue em estado quiescente de baixa aderéncia antes de
migrarem para dentro do tecido, onde iniciam a resposta imune ou mesmo contituem
uma nova populacao residente fixa (Abbas e cols, 2005). Dentre os diversos tipos de
leucécitos, os monécitos sao liberados na circulagdo como células imunes efetoras
(Auffray e cols, 2009; Geissmann e cols, 2010).

Neste estagio os monécitos possuem morfologia heterogénea com variedade
de tamanho, granulosidade e morfologia nuclear, podendo ser, em alguns casos,
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confundidos com células polimorfonucleares, e constituem menos de 10% dos
leucécitos circulantes em humanos (Gordon & Taylor, 2005), 0 que em um adulto
saudavel representa cerca de 450 mondcitos/pL (Robbins & Swirski, 2010).

Devido a esta variedade morfologica, os monécitos sao divididos em subtipos
de acordo com as moléculas expressas em sua superficie (fenétipo), o que varia
entre monécitos de diferentes espécies (Shi & Pamer, 2011). Em humanos os
mondécitos sdo divididos em dois subtipos de acordo com sua expressao de CD14
(molécula acesséria do receptor de LPS) e CD16 (receptores que se ligam a porcao
Fc de anticorpos IgG - FcyRlll) (Ziegler-Heitbrock, 2007).

O tipo mais abundante em humanos sdo os mondcitos CD14""CD16",
também chamados de classicos ou inflamatérios, e os monécitos CD14"CD16" sao
chamados de residentes (Gordon & Taylor, 2005; Shi & Pamer, 2011).

Os mondcitos expressam diversas outras moléculas como CD36, importante
no reconhecimento e fagocitose de PRBCs (McGilvray e cols., 2000), receptores
semelhantes ao Toll, capazes de reconhecer bioprodutos do Plasmodium sp. como
HZ e GPI (Gowda, 2007), selectinas e integrinas, que medeiam os processos de
migracao e adesdo dessas células no foco inflamatério, etc. Além disso, quando
estimuladas produzem diversas moléculas efetoras envolvidas na defesa do
organismo, como o TNF-a (Serbina e cols, 2008; Auffray e cols, 2009).

Mondcitos possuem receptores de adesdao que medeiam sua migracao para
os tecidos, onde se diferenciam em células dendriticas ou macréfagos, seja para
formarem uma populagédo fixa ou em resposta a alguma infeccdo (Abbas e cols,
2005; Geissmann e cols, 2010; Liddiard e cols, 2011; Murray & Wynn, 2011).

Macréfagos sao células fagociticas de tecidos linfoides e nao linfoides. Estas
células exercem diversas funcbes na resposta imune como regulacdo da
homeostase, fagocitose de patégenos, apresentacao de antigenos aos linfécitos e
producéo de fatores de crescimento (Gordon, 2002; Geissmann e cols, 2010).

De uma forma geral, os macréfagos detectam e reagem a diferentes tipos de
moléculas, patégenos e antigenos, além disso, também respondem a diferentes
tipos de desequilibrios fisiolégicos que podem ser uma injuria tecidual ou a uma
infeccdo (Liddiard e cols, 2011). Macrofagos sdo dotados de diversos tipos de
receptores de reconhecimento de padrao (CD36, TLRs, etc.), que ao reconhecerem
a algum tipo de patégeno sao ativados e produzem diversos tipos de quimiocinas e
citocinas, que irdo iniciar a resposta imune inata (Liddiard e cols, 2011; Murray &
Wynn, 2011).
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A importancia dos macréfagos na resposta imune foi demonstrada
através de experimentos, em que a deplecdo destas células em um modelo de
peritonite reduziu dramaticamente a producédo dos niveis de KC e MIP-2, o que
prejudicou o recrutamento de neutréfilos para o foco inflamatério (Cailhier e cols,
2005).

Estas células sao divididas em subtipos de acordo com sua localizacao
anatdmica e fendtipo funcional, ou seja, possuem especificacbes funcionais que
estdo criticamente relacionados com o microambiente anatdémico onde residem:
pulmao, baco, ossos, etc. (Gordon & Taylor, 2005; Murray & Wynn, 2011).

Dentre os varios subtipos de macré6fagos podemos destacar:

Macrofagos esplénicos - fagécitos residentes do baco, estdo subdivididos
em dois subtipos: macrofagos metalofilicos (Eloranta & Alm, 1999) e os macréfagos
da zona marginal (Kraal, 1992). Apesar da real fungdo dos macréfagos metalofilicos
ainda nao estar totalmente compreendida, Eloranta & Alm (1999) demonstraram que
estes macrofagos, em modelo experimental de infec¢des intravenosas virais, sdo 0s
maiores produtores de interferons a/a no tecido esplénico, o que sugere a sua
possivel importancia em outros tipos de infecgdes.

Entretanto, os macrofagos da zona marginal estdo descritos como células
com uma alta expressao de receptores de reconhecimento de padrdo e receptores
scavengers (van der Laan e cols, 1999; Gordon & Taylor, 2005; Taylor e cols, 2005).
Além disso, esta célula fica localizada em uma area estratégica, onde entra em
contato com a circulacdo esplénica (Gordon & Taylor, 2005), de acordo com sua
funcdo no reconhecimento e destruicdo de hemacias senescentes, patdégenos e de
antigenos estranhos (Gordon & Taylor, 2005; Murray & Wynn, 2011).

A imunologia também tem classificado os macréfagos de acordo com o seu
perfil de ativacdo, que pode ser classico, sendo chamados de macréfagos M1
(Pesce e cols, 2009; Sindrilaru e cols, 2011), que sao células que respondem a
ligantes de TLRs e interferon-y (Murray & Wynn, 2011), amplificam a resposta
Th1(Biswas & Mantovani, 2010) e produzem grandes quantidades de mediadores
inflamatérios como TNF, IL-12, etc. (Murray & Wynn, 2011) ou macréfagos
alternativos.

Estes macréfagos com perfil de ativagdo alternativa, inicialmente foram
denominados como macréfagos M2 (Murray & Wynn, 2011). Entretanto, essa
denominacédo foi expandida para outros subtipos de macréfagos devido a suas
fungcdes na manutencdo da homeostase, sendo designados como macrofagos
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ligados ao processo de cicatrizacao, que sao células estimuladas por interleucinas 4
e 13 (Murray & Wynn, 2011) e macréfagos reguladores ou anti-inflamatérios que
poduzem grandes quantidades de IL-10 ( Moser & Edwards, 2008; Murray & Wynn,
2011).

1.6.1. MACROFAGOS NA MALARIA

Na malaria, os macréfagos possuem um papel critico devido a sua
capacidade de fagocitar hemacias infectadas pelo Plasmédio sp. (mesmo na
auséncia de opsoninas), reconhecer moléculas produzidas pelo parasito como GPI e
HZ, além de produzir grandes quantidades de quimiocinas, citocinas e éxido nitrico
(NO) em resposta a esses estimulos (Stevenson & Riley, 2004; Riley e cols, 2006).

Os dados citados acima sugerem que os macréfagos desencadeiam uma
resposta pro-inflamatéria robusta importante para controlar a infeccao (Stevenson &
Riley, 2004). No entanto essa ativacdo exacerbada dos macrofagos provoca danos
ao hospedeiro, através de diversas reagbes adversas como, por exemplo,
amplificacdo da anemia malarica grave devido a intensa fagocitose de hemacias
infectadas e nao infectadas (Perkins e cols, 2011), producdo de citocinas pro-
inflamatérias como TNF-a, IL-12, e éxido nitrico que causam ativacdo e danos
endoteliais (Stevenson & Riley, 2004; Schofield & Grau, 2005), intensa acumulacao
e infiltrado celular nos vasos sanguineos (Schofield & Grau, 2005).

A ativacdao dos macréfagos induz um aumento de expressdo de diversas
moléculas de adesdo nestas células, dentre elas as integrinas leucocitérias, que se
ligam a diferentes tipos de receptores expressos no endotélio (ICAMs, VCAMSs, etc.).
Isto contribui para a sua permanéncia nos focos inflamatérios, amplificando a
resposta dessas células (Lou e cols, 2001). Este fenbmeno é extremamente
importante para o estabelecimento da doenga, uma vez que a expressao prolongada
destas integrinas nos macrofagos os faz funcionar como propagadores dos efeitos
patolégicos na malaria (Noti, 2002).

1.7. INTEGRINAS

Entre as varias proteinas que fazem parte do repertério do sistema imune, as
integrinas leucocitarias possuem um papel fundamental na defesa do hospedeiro,
sendo responsaveis pela adesao especifica de células a outras células ou a matriz

extracelular (Abbas e cols, 2005; Janeway e cols, 2006).
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As integrinas leucocitarias sao heterodimeros, que possuem dominios
citoplasmaticos que se ligam ao citoesqueleto. Pertencem a uma familia de
glicoproteinas receptoras de membrana composta por duas cadeias de peptideos, a
e B, ligados nao covalentemente, tendo a cadeia a cerca de 120 — 200 KD e a cadeia
B cerca de 90 — 110 KD (Abbas e cols, 2005).

Existem quatro membros compondo a familia CD18 das integrinas
leucocitarias sendo que diferentes cadeias a sdo codificadas como CD11a (ay),
CD11b (am), CD11c (ax) e CD11d (ap) e uma unica a cadeia CD18 (cadeia B»),
formando os heterodimeros a . (CD11a/CD18 - LFA-1); auB2 (CD11b/CD18 — MAC-
1;CR3); asB2 (CD11c/CD18) e a mais recentemente descoberta integrina apf.
(CD11d/CD18) (Danilenko e cols, 1995; van der Vieren e cols, 1995).

O gene para a cadeia CD18 esta localizado no cromossomo humano 21 e
codifica uma proteina transmembranar com 6 sitios de glicosilacdo na sua porcao
extracelular enquanto a porcéao citoplasmatica da cadeia CD11 contém sequéncias
importantes para sinalizacdo e associacdo ao citoesqueleto. Acredita-se que os 56
residuos de cisteina na cadeia B> conservados também nas cadeias B1, € B3 sejam
importantes para manter a estrutura terciaria rigida.

As cadeias CD18 apresentam um dominio extracelular semelhante ao | de
aproximadamente 241 aminoacidos que é importante para ligacéo ao ligante (Lee e
cols, 1995) (Figura 1.6) e esta presente em outras integrinas que possuem a
subunidade a mas nao fazem parte da subfamillia CD18 como a4, az e ag. Os genes
humanos que codificam as cadeias ay, ax, ap (apresentam entre si de 60-66% de
identidade) e a_ (que apresenta somente 35% de identidade com as outras
integrinas) estao localizados no cromossomo 16 (Wong e cols, 1996; Harris e cols,
2000).
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Figura 1.4: Dominios conservados
entre as subunidades beta e alfa.
Esquema adaptado de Harris e cols,
2000.

A porcao extracelular da cadeia ap
(CD11d) contém 200 aminoéacidos do
dominio A préximo ao N-terminal também é
altamente conservado em outras
subunidades CD11 e é importante para
reconhecimento de ligacdo (Lee e cols,
1995; Goodman & Bajt, 1996) (Figura 1.4).

Elas apresentam ainda na face
citoplasmatica da cadeia CD11 um motivo
de peptideos GFFKR (Figura 1.4) comum
para todas as integrinas com subunidade a
que mantem a ligacao heterodimérica numa
conformacdo de baixa afinidade na
auséncia de sinalizagdo (Harris e cols.,
2000).

As leucointegrinas CD18 reconhecem um
ou mais membros da familia de moléculas

_/_ Membrana de adesido intercelular (ICAM-1 e/ou
Plasmatica

ICAM-2). As integrinas CD11b/CD18,

CD11¢/CD18 e CD11d/CD18 também

reconhecem proteinas de outras classes

e no caso de CD11b e CD11c

reconhecem  também  polissacarideos
(Harris e cols, 2000).

A ativacdo de leucécitos por

leucdcitos

agonistas que se ligam a diversas classes de
receptores desencadeam a ligacdo desses
receptores a uma ligacdo com a parte

citoplasmatica das integrinas CD18 é conhecido como “sinalizagdo de dentro para

fora” ou “ativacdo por integrina” (Harris e cols, 2000). Uma répida regulacao desta

acao é importante para os leucocitos, pois eles circulam pelos tecidos em um estado

nao adesivo antes de ser atraido para o sitio alvo. O mecanismo pelo qual isso

acontece tem sido estudado, porém o mais provavel é que ocorra a interacao entre

varias vias. Este mecanismo foi mais estudado para a integrina CD11a/CD18 e a
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manipulagdo da parte extracelular usando cations divalentes e anticorpos de inibicao
induziram uma rapida e dindmica mudanga no reconhecimento de ICAM-1 e de
outros ligantes (Petruzzelli e cols, 1998; Harris e cols, 2000).

Sabe-se que as integrinas medeiam fungdes criticas nos metazoarios, entre
elas: adeséo, localizagao, sinalizacdo e expressao de genes, sendo requeridas na
defesa contra diversos patdgenos (Harris e cols, 2000; Miyazaki e cols, 2008).

Existem poucos trabalhos que abordam o envolvimento desta familia de
integrinas na malaria, entretanto, Barrera e colaboradores (2011), descreveram que
mondcitos sdo dindmicamente ativados através do reconhecimento de hemozoina
ligada a fibrinogénio via TLR4 e CD11b/CD18. Neste trabalho o tratamento de
monocitos com anticorpos monoclonais anti-CD11b diminui significativamente a
producédo de TNF-a, MCP-1 e ROS.

Além disso, outros trabalhos demonstram a importancia da integrina
CD11/CD18 no processo de sequestro de neutréfilos e, em menor escala, de
mondcitos na malaria (Senaldi e cols., 1994). Além disso, Piguet e colaboradores
(2001) demonstraram que células de linfonodos periférico de animais deficientes
para as integrinas CD18, quando infectados com Plasmodium berguei Anka,
apresentavam uma dimini¢cao no perfil de apoptose.

1.8. INTEGRINA CD11d/CD18

Ao contrario das demais proteinas que compde esta familia de integrinas, o
papel da integrina CD11d/CD18 ainda ndo foi muito investigado em condi¢des
patolégicas. Estudos prévios demonstraram que esta molécula é expressa na
maioria dos leucdcitos humanos, principalmente em macréfagos esplénicos da polpa
vermelha, regides medulares dos linfonodos e medula 6ssea e em menor escala em
linfécitos B (Danilenko e cols, 1995; Miyazaki e cols, 2008), desempenhando as
funcdes de diferenciacdo (Shi e cols, 2004), adesdo, migracao e ativacao celular
(Utagawae cols, 2008; Yakubenko e cols, 2008).

Entretanto, devido a semelhanca entre as sequéncias do dominio A (regiao
critica para interacdo com o ligante) da CD11d e da CD11b foi sugerido que a
integrina CD11d/CD18 tenha diversos ligantes ainda nao identificados, uma vez que
a CD11b/CD18 é um heterodimero promiscuo (Danilenko e cols., 1995).
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Van de vieren e cols. (1995) demonstra que a integrina CD11d/CD18 se liga a
ICAM-3 e nao a ICAM-1 e que em eosindfilos, também se liga a VCAM-1 (Grayson e
cols., 1998). Outros trabalhos utilizando células embrionarias humanas de rim
transfectadas e macréfagos 1C-21, mostraram que a integrina CD11d/CD18 também
medeia a ligacao ao fibrinogénio e a vitronectina (Yakubenko e cols., 2006), porém,
estas interacdes nao foram identificadas in vivo.

Além disso, outros trabalhos tém mostrado que esta integrina tem sua
expressao aumentada em sindromes inflamatoérias exacerbadas como aterosclerose,
artrite reumatoide e inflamagao pulmonar aguda mediada por imunocomplexos (Van
der Vieren e cols, 1995; El-gabalawy e cols, 1996; Shanley e cols., 1998; Noti,
2002). Diversos dados da literatura tém mostram que a utilizacdo de anticorpo
monoclonal anti-CD11d em modelo de dano espinhal em ratos acarretou uma
diminuicdo do estresse oxidativo e da producao de ROS (Bao e cols, 2005), e
diminuicdo da sindrome da resposta inflamatéria sistémica (Bao e cols, 2011).
Outros grupos tém mostrado que a integrina CD11d participa de outros processos
imunes como em sindromes linfociticas, resposta a superantigenos estafilococcica e
em infecgdes sistémicas como a malaria e salmonelose (Shanley e cols., 1998;
McDonough & Moore, 2000; Wu e cols., 2004; Miyazaki e cols., 2008).

Miyazaki e cols (2008) demonstraram em caso de infeccdbes com o
Plasmodium berghei ANKA (uma espécie de plasmddio murino, que mimetiza os
sintomas clinicos da malaria grave humana), que a expressao da integrina CD11d é
dindmicamente aumentada em macréfagos esplénicos durante o curso da infeccao,
bem como em linhagens monociticas apds estimulacdo com citocinas como TNF-a.
Além disso, trabalhos de nosso grupo tém demonstrado que camundongos com
delecdo funcional do gene para a integrina CD11d (CD11d”), tém um aumento
significante de sobrevida em relacdo aos camundongos do tipo selvagem, sem
alterac6es na parasitemia.

Esses dados sugerem que a integrina CD11d/CD18 pode ser dinamicamente
regulada no tecido e/ou mondcitos/macréfagos na malaria e em outras doencas
inflamatérias. Os processos que envolvem a adesdo, sinalizacdo e a resposta
funcional de mondcitos/macréfagos possuem fungcdo central na resposta do
hospedeiro em algumas infecgdes, incluindo a malaria (Schofield & Grau, 2005). A
leucointegrina CD11d/CD18 pode ser um modulador critico destes eventos,
entretanto seu papel nos processos de diferenciagcédo e ativacdo de macrofagos,

especificamente na malaria experimental ainda nao foi investigado.
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JUSTIFICATIVA

Sendo a malaria uma doenca que afeta uma em cada trés pessoas em todo o
mundo, causando até 1 milhdo de mortes anualmente (OMS, 2009), torna-se
evidente a necessidade de estudos para a elucidacdo dos mecanismos envolvidos
na fisiopatologia desta doenca e para o desenvolvimento de tratamentos mais
eficazes com o propédsito de minimizar os efeitos maléficos desta patologia na
populagcdo mundial. Dentre estes mecanismos, sabe-se que a adesao, sinalizagéo e
ativacdo de mondécitos/macréfagos possuem um importante papel na resposta do
hospedeiro a malaria (Schofield & Grau, 2005).

Diversas moléculas expressas na superficie dessas células sdo responsaveis
por realizar estas funcdes, dentre elas as integrinas (Harris e cols., 2000). As
integrinas leucocitarias sdo moléculas responsaveis por mediar diversas fungdes no
organismo, como migracao, adesao e ativacao celular (Harris e cols, 2000; Miyazaki
e cols, 2008). Além disso, a integrina CD11d/CD18 foi descrita por participar de
eventos patolégicos como aterosclerose, doengas imunoldgicas e injuria pulmonar
(Grayson e cols., 1998; Noti e cols., 2000), e sua expressdao ocorre em
mondécitos/macréfagos (Miyazaki e cols., 2008). Esta molécula pode ser um
modulador critico destes eventos, entretanto seu papel na maldria experimental
ainda nao foi investigado.

Estas informacgdes sugerem que a integrina CD11d/CD18 possa ser uma nova

molécula alvo para futuras agdes terapéuticas.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Considerando a importancia das leucointegrinas no processo inflamatério, a
nossa hipétese € que a integrina CD11d/CD18 expressa em macréfagos participa no
desenvolvimento da resposta do hospedeiro a infeccao malarica. Nosso objetivo
principal é investigar o papel da integrina CD11d/CD18 no processo de
diferenciacao, proliferacao e ativacao da macréfagos in vitro.

3.2. Objetivos Especificos

1) Investigar o papel da integrina CD11d no processo de diferenciacdo e

proliferacao de macréfagos provenientes da medula 6ssea;
2) Avaliar a influéncia da integrina CD11d na liberagcao de citocinas e outros
mediadores inflamatérios em macréfagos estimulados com hemozoina

sintética e heme in vitro e;

3) Investigar a importancia da integrina CD11d no processo de fagocitose de

hemacias parasitadas e hemozoina sintética (sHz) em macréfagos in vitro.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos ou fémeas da linhagem C57BL/6
CD11d** e CD11d™ (gentiimente cedidos pelos Dr. Guy Zimmerman, Universidade
de Utah), pesando entre vinte e vinte e cinco gramas, fornecidos pelo biotério central
da Fundagao Oswaldo Cruz. Os animais foram mantidos em gaiolas plasticas em
micro isoladores ventilados (Gabinete Biotério mod. EB-273, Insight, Brasil),
temperatura constante (25°C), tendo acesso livre a 4gua e racao, com ciclo de claro
e escuro de doze horas no biotério do pavilhdo Ozério de Almeida. Todos os
procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica na Utilizagdo
Animal -CEUA/FIOCRUZ sob o numero n® P-0528/08.

4.2. Manutencao do estoque de Plasmodium Berghei Anka (PbA)

O sangue de animais infectados com Plasmodium berghei Anka (PbA) foi
recolhido através de puncdo cardiaca, sendo escolhidos para este procedimento,
apenas animais que apresentaram até 10% de parasitemia. O sangue recolhido foi
centrifugado em centrifuga Eppendorf mod. 5415C por cinco minutos a 500g. O soro
foi descartado e as hemacias foram ressuspensas em uma solugdo de glicerol
tamponada e mantidas em nitrogénio liquido. PbA-GFP foi gentilmente cedido pelo
Doutor Marcelo Bozza do Departamento de Imunologia-Instituto de Microbiologia
Prof® Paulo Gées — UFRJ.

4.3. Parasitemias e infeccoes

Para determinagdo da parasitemia, foi feito um pequeno corte com tesoura na
extremidade da cauda dos animais, permitindo a coleta de aproximadamente dez
microlitros de sangue para a realizacdo de extensdo sanguinea. As laminas foram
coradas em kit Pandtico (Laborclin), através de imersao por trés minutos em cada
uma das solu¢des que compde o kit. Foi contado o numero de hemacias parasitadas
entre cem hemacias totais através de microscopia de luz, utilizando o microscopio
optico (OLYMPUS mod. CX31).
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Apoés verificagdo da parasitemia, 1uL do sangue do animal foi diluido em
999uL de PBS 1X, sendo as hemacias contadas em camara de neubauer (Neubauer
Improved). O numero de hemé@cias contadas foi utilizado para determinar o volume
total de sangue do animal através do seguinte calculo:

Volume total de hemacias por mL = n° de hemacias contadas x 5 x 10° x 10*

Para a obtencéo de um inéculo de 10° hemécias parasitadas, foram feitos os

seguintes calculos:
Concentracdo de 10° hemacias = 10’/ parasitemia
Célculo volume de sangue para a obtencao do in6culo:
(Concentracdo de 10° hemacias x 1000) / volume total de hemacias por mL
Apos a definicdo do volume de hemécias para o ind6culo, os camundongos
foram infectados intraperitonialmente com o inéculo de 10° hemécias parasitadas em
um volume total de 200uL de PBS 1X.
4.4. Solucoes, estimulos, linhagens celulares e meios de cultura

4.4.1. Solugoes

Preparo de solucao salina tamponada por fosfato (PBS) pH = 7,4

PBS 10x:
» NazHPO4 (Sigma Aldrich) 1,69
= NaCl (Merck) 80¢g
= KHyPO,4 (Sigma Aldrich) 29
»  KCI (Merck) 29
= Agua MilliQ (Millipore) q.s.p. 1L
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Os sais foram dissolvidos em agua MilliQ num volume de aproximadamente
800 mL. Em seguida, o pH foi corrigido no pHmétro (Jenway IKA® mod. C-MAG
H57) até alcancar 7,4 e o volume restante foi completado com agua MilliQ .

PBS 1x (pH 7.4):
= PBS 10x 100mL

= Agua MilliQ 900mL

Solucao de Turk 2%:

= Acido acético glacial (Quimica) 10mL
= (Cristal violeta (Sigma Aldrich) 50mg
= Agua MilliQ q.s.p. 500mL

Kit Panético Rapido (Laborclin):
Constituido por Panético rapido n°1 (solugdo de triarimetano a 0,1%),
Pandético rapido n°2 (solucao de xantenos a 0,1%) e Panético rapido n°3 (solucéo de

tiazinas a 0,1%).

Solucao de lise de Macroéfagos:

= NaOH 0.1N(Vetec) 0,49

= Triton X100 (Sigma Aldrich) 12.5uL

= EDTA (Fisher Scientific) 1.1g

= Agua MilliQ g.s.p. 100mL

Solucao de extracao de pB-hematina:

= Bicarbonato de Sédio (Merk) 1.6802¢g
» Dodecil sulfato de sédio-SDS (FISHER) 59
= Agua MilliQ q.s.p. 200mL

OBS: Ajustar o pH em 9.1 com a solug¢ao seguinte.
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Solucao de Carbonato de sédio (utilizada para regular o pH da solucao de
extracao de B-hematina:

» Carbonato de sédio (Sigma Aldrich) 2.12¢g
» Dodecil sulfato de sédio-SDS 5¢
= Agua MilliQ q.s.p. 200mL

Agua DEPC (dietilpirocarbonato 0.01%):

e Dietil Pirocarbonato (Sigma Aldrich) 100puL

e Agua MilliQ qg.s.p. 100mL

Apés acrescentar 100uL de dietilpirocarbonato em 100mL de agua MilliQ, incuba-
se a solucao por 16 horas em estufa a 37°C (Revco Technologies). Em seguida a
solucao foi autoclavada em autoclave modelo HV-50 (Hirayama).

4.4.2. Estimulos:
e Polimixina B

Um total de 1mg de Polimixina B (Sigma Aldrich)* foi diluido em PBX 1X

(solugao de estoque).

*Cerca de 10ug/mL de Polimixina B foi adicionado a cada estimulo, exceto LPS,
para evitar contaminacao por este polissacarideo nos outros estimulos. Este
antibiotico foi usado devido a sua capacidade de interagir com o LPS e mudar
a sua estrutura, anulando assim sua atividade (Mohammadi, 2011).

- LPS

LPS de Escherichia.coli sorotipo 0.127:B8 (Sigma Aldrich) foi diluido em PBS
1X estéril (1 ng/mL — solucéo estoque).
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Heme

Um total de 13.2g de hemina (Frontier Scientific®) foi diluido em 1 mL de
DMSO (Sigma Aldrich) para a obtencdo da solucdo de estoque a uma
concentracdo de 20 mM. A solugao estoque foi diluida dez vezes em NaOH
0.25N, e a solucao resultante foi diluida cinco vezes em meio de cultura RPMI
1640 (LGC Biotecnologia) resultando em uma solucao de uso (400 uM).

Hemozoina sintética

Um total de 39.2 mg de hemina foi diluido em 8 mL de NaOH 0.1N. A solucédo
foi homogeneizada por 1h e adicionou-se 2,9 mL (49 mmoles) de &acido
acético glacial (Merk) e DMSO para alcangar uma concentracéao final de 5% (o
DMSO acelera a reagdo e aumenta o tamanho dos cristais). Aliquotas de 1
mL foram aquecidas a 75°C por 16 horas. Em seguida a solucdo foi
centrifugada a 2.400g por 20 minutos e o pellet foi ressuspenso em 1 mL de
agua MilliQ (este procedimento foi repetido quatro vezes).

Apoés a ultima centrifugacao, o pellet foi ressuspenso em 1 mL de solugao de
extracdo de B-hematina, homogeneizado por 5 minutos e centrifugada a
2.400g por 20 minutos (este procedimento foi repetido quatro vezes). A
solucdo foi, entdo, ressuspensa em 1 mL de agua MilliQ e centrifugada a
2.4009g por 20 minutos (este procedimento foi repetido quatro vezes).

A remogédo da solugcdo foi realizada utilizando em Speed Vac em baixa
velocidade por aproximadamente 30 minutos. A massa resultante foi pesada e
ressuspensa em 1mL de PBS 1X estéril. Um volume de 5uL de B-hematina foi
diluido em 1mL de NaOH 0.1M, homogeneizado e incubado por 5 minutos a
temperatura ambiente, colocada em placa de 96 pocos de fundo chato
(NUNC) e a leitura foi realizada no espectro entre 300 e 700 nm em leitora de
placa (Spectramax L190).
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4.4.3. Meios de Cultura:

Meio de diferenciacdo de Macréfagos da Medula Ossea - BMM.

= 300mL de Sobrenadante de cultura de células de linhagem L929

= 200mL de Soro Bovino Fetal (CultiLab)

= 10mL de penicilina e estreptomicina (LGC Biotecnologia — 10.000U/mL)
= 10mL de L-glutamina (LGC Biotecnologia — 200mM)

= 10mL de Hepes (Sigma Aldrich)

= Meio de cultura RPMI 1640 (LGC Biotecnologia) g.s.p. 1L

Meio de expansao de cultura de linhagem L929.
= 100mL de soro bovino fetal

10mL de penicilina e estreptomicina

10mL de L-glutamina

10mL de Hepes
Meio de cultura RPMI 1640 g.s.p. 1L

Meio de cultura para expansao de cultura de linhagem RAW 264.7
= 100mL de soro bovino fetal
= 10mL de penicilina e estreptomicina
= 10mL de L-glutamina
= 10mL de Hepes
» Meio de cultura DMEM High Glicose (LGC Biotecnologia) g.s.p. 1L

Meio de cultura para diluicao dos estimulos relacionados a malaria
= 2mL de soro bovino fetal
= 1mL de penicilina e estreptomicina
= 1mL de Hepes
» Meio de cultura RPMI 1640 g.s.p. 100mL

* Meio utilizado para diluir heme nao foi suplementado com soro bovino fetal.

26



4.5. Culturas de células de linhagens
4.5.1. Linhagem L929 (linhagem de fibroblasto murino)

Cultura de células da linhagem L929 (gentilmente doados pelo Dr. Guy
Zimmerman do Laboratério de Biologia Molecular e Genética Humana da
Universidade de Utah - Salt Lake, EUA), foi cultivada para a obtencéo do fator GM-
CFS. As células da linhagem L929 foram descongeladas e cultivadas em estufa
(Labline) com atmosfera de 5% de CO, a 37°C, com o meio de expansao da
linhagem, em um total de 3mL em garrafa de cultura de 25cm?® (CORNING®
FLASKS) até atingir confluéncia completa no fundo da garrafa. As células foram
soltas com 3 mL de uma solugdo de tripsina 0.05% (LGC Biotecnologia),
centrifugadas a 1200g por cinco minutos, seu sobrenadante foi descartado e as
células foram ressuspensas em 12mL do meio descrito acima e cultivadas em estufa
com atmosfera de 5% de CO, a 37°C em garrafa de cultura de 75cm?, até
alcangarem confluéncia completa no fundo da garrafa. As células foram soltas com
12mL de uma solucdo de tripsina 0.05%, centrifugadas (1200g) por cinco minutos,
seu sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspensas em 25mL do meio
descrito acima e cultivadas em estufa com atmosfera de 5% de CO, a 37°C em
garrafas de cultura de 150cm?, até alcancarem confluéncia completa no fundo da
garrafa. As células foram soltas com 25mL de uma solucdo de tripsina 0.05%,
centrifugadas (1200g) por cinco minutos, sobrenadante descartado e o total de
células foi semeado em quatro garrafas de cultura de 150cm? com 25mL mililitros do
meio descrito acima em cada garrafa em estufa com atmosfera de 5% de CO. a
37°C até atingirem confluéncia completa no fundo da garrafa. Ao atingirem a
confluéncia completa, foi acrescentado 100mL do meio descrito acima em cada
garrafa e células foram incubadas a 37°C com 5% de CO, por sete dias. Apds o
periodo de incubacdo, sobrenadantes das garrafas de cultura foram recolhidos,
filtrados em sistema de filtragdo de quinhentos mililitros de 0.22 um (MILLIPORE), e
estocados congelados para posterior utilizacdo em cultura de diferenciacdo de

macrofagos da medula éssea.
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4.5.2. Linhagem RAW 264.7 (linhagem de macroéfagos peritoneais murino)

Células da linhagem RAW 264.7 (gentilmente doadas pelo banco de células
da Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ), foram cultivadas em 25mL de
meio de expansdo da linhagem, em garrafas de cultura de 150cm? em estufa com
atmosfera de 5% de CO, a 37°C até alcancarem confluéncia completa no fundo da
garrafa. Ap6s a expansao, células foram soltas por raspagem utilizando o “cell
scraper” de 30cm (TPP®), contadas em camara de Neubauer e semeadas na
densidade de 10° células por poco em placas de vinte e quatro pogos (TPP®), com e
sem laminulas, por duas horas para a adesdo em atmosfera de 5% de CO, a 37°C.
As células ndo aderidas foram descartadas através de lavagem dos pocgos. As
células foram estimuladas em ftriplicata de trés pogos com LPS (100 ng/mL),
hemozoina sintética — sHz (30uM), heme (30uM). As células foram incubadas a
37°C com 5% de CO. pelos tempos de seis e vinte e quatro horas. Os
sobrenadantes foram recolhidos e congelados para posteriores dosagens de
mediadores inflamatérios e as células foram separadas para posteriores analises por
citometria de fluxo e por reagdo em cadeia de polimerase quantitativo (PCR em
tempo real).

4.6. Culturas primarias
4.6.1. Macréfagos peritoneais

Para a obtencdo de macréfagos peritoneais, camundongos CD11d** e
CD11d” foram submetidos a eutanasia em camara de CO,. Apds assepsia da pele
com alcool etilico a 70%, as cavidades peritoniais dos animais foram abertas, sendo
lavadas com injecdo de 3mL de meio RPMI 1640 utilizando uma seringa de 5mL
(BD). Foram recolhidos cerca de 2mL, por cavidade, de meio contendo os
macrofagos do lavado. Os macrofagos recolhidos foram contados em camara de
Neubauer e semeados 10° células por poco de placas de vinte e quatro pocos
(TPP®). Os macréfagos foram incubados por duas horas para a adesdo em
atmosfera de 5% de CO. a 37°C. Macrofagos nao aderidos foram descartados
através de lavagens dos pocos com meio RPMI 1640. Macréfagos foram
estimulados em triplicata de trés pocos com LPS (100ng/mL), hemozoina sintética —
sHz (30uM), heme (30uM). As células foram incubadas a 37°C com 5% de CO;
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pelos tempos de seis e vinte e quatro horas. Sobrenadantes foram recolhidos e
congelados para posteriores dosagens de mediadores inflamatérios e células foram
separadas para posteriores andlises por citometria de fluxo e por reacdo em cadeia

de polimerase quantitativo (PCR em tempo real).
4.6.2. Macrofagos diferenciados da medula 6ssea

Para a obtencdo de macrofagos diferenciados da medula 6ssea,
camundongos CD11d"* e CD11d” foram submetidos & eutanasia em camara de
CO.. Apb6s assepsia da pele com alcool etilico a 70%, fémures e tibias foram
cuidadosamente descarnados utilizando um bisturi cirdrgico (LAMEDID). Apé6s a
descarnacao, epifises foram cuidadosamente cortadas e as medulas foram lavadas
através de injecao de 2mL de meio BMM com uma seringa de 3mL. As células
obtidas da medula 6ssea foram contadas em camara de Neubauer, sendo feito para
isso uma diluicdo de 10mL de células em 390mL de solugdo de Turk. Foram
semeadas 4X10%10 mL em placas de petri (CORNING® FLASKS).

4.7. Ensaios de diferenciacao celular.

Com o intuito de avaliar o papel da integrina CD11d/CD18 no rocesso de
diferenciacdo celular, o total de macréfagos diferenciados no sexto dia de cultura,
provenientes da medula 6ssea de camundongos CD11d"* e CD11d” foram
contados em céamara de Neubauer. Para analises por citometira de fluxo,
macréfagos diferenciados in vitro de camundongos CD11d"* e CD11d” foram
incubados na concentracdo de 10° células em 100uL. O anticorpo de rato contra a
molécula CD16/CD32 de camundongo clone 2.4G2 (BD Pharmingem) foi utilizado
para bloquear receptores Fc. Apds 15 minutos de incubacdo a 4°C, as amostras
foram centrifugadas a 200g por 5 min e em seguida foram marcadas com anticorpo
de hamster especifico para CD11d de camundongo FITC (ICOS clone 205C). Um
grupo de células também foi marcado com anticorpo de rato especifico para a
molécula F4/80 de camundongo PE (BD-Pharmigen). Apds 20 minutos de incubacgao
a 4°C e ao abrigo da luz, as células foram fixadas a 3,7% de formalina.

Cerca de 10.000 eventos foram adquiridos na regido morfoldgica
caracteristica para macréfagos, utilizando o FACSCalibur e andlises foram feitas
utilizando o software CellQuest.
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4.8. Ensaio de proliferacao celular.

Além disso, avaliamos a capacidade proliferativa desses macréfagos
diferenciados da medula dssea através do método de CFSE in vitro. Um total de 10°
macréfagos proveniente da medula éssea de camundongos CD11d"* e CD11d”
com 6 dias de diferenciacdo foram ressuspensos em PBS 1X (0,01% de BSA) e
centrifugados a 12009 por 5 minutos. Estes macréfagos foram ressupensos em uma
solucao contendo 5 nM/mL de CFSE (sigla em inglés para Carboxifluoresceina éster
succinimidyl) (CellTrace™) e incubados a 37°C por 10 minutos. As células foras
lavadas com meio RPMI sem soro. Células foram centrifugadas a 1200g por 5
minutos e ressuspensas em PBS 1X.

Cerca de 10.000 eventos foram adquiridos* na regido morfologica
caracteristica para macrofagos, utilizando o FACSCalibur e analises foram feitas
utilizando o software CellQuest.

*Amostras foram adquiridas nos dias 0 e 6 de diferenciacao.
4.9. Extracao de RNA

Uma vez que Miyazaki e colaboradores (2008) ja& demonstraram que a
expressao da integrina CD11d aumenta em macréfagos esplénicos e € induzida em
macréfagos do figado no curso da infecgcdo com PbA em modelo in vivo. Além disso,
este mesmo trabalho demonstrou que a expressdo dessa integrina é induzida,
tamém, em células de linhagem leucémica M1 apods a estimulagao in vitro com
citocinas, nds avaliamos a expresdao desta molécula em células da linhagem
macrofagica murina RAW 264.7 através de qPCR.

Para a extracdo de RNA foi utilizado 1mL de Trizol (Invitrogen™) a um total de
8X10° células por grupo experimental.

Para realizar a separacdo de acidos nucléicos da amostra acrescentou-se
200ul de cloroférmio (Merk) e a solucao foi misturada por 15 segundos. As amostras
foram incubadas a temperatura ambiente (15-30°C) por 2-3min e foram
centrifugadas por nao mais que 12.000g por 15min, entre 2-8°C.

Apés esta etapa, ocorreu a separacao da solucao em duas fases, a aquosa
onde se encontra 0 RNA e o DNA e outra organica. A fase aquosa foi transferida
para outro tubo (no qual foi acrescentado 5001 de alcool isopropopilico (Sigma
Aldrich). As amostras foram incubadas a temperatura ambiente (15-30°C) por 10min,
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sendo centrifugadas em seguida por nao mais que 12.000g por 10min, entre 2-8°C
para a precipitacao do RNA.

O sobrenadante foi retirado com cuidado, e ao pellet foi acrescentado 1ml de
alcool etilico 75% (Proquimicos). As amostras foram misturadas e centrifugadas por
nao mais que 7500g por 5min, entre 2-8°C. O sobrenadante foi descartado e os
tubos foram colocados na capela para a secagem do restante do alcool etilico.
Depois de ocorrer a secagem foi acrescentado 20uL de agua livre de RNAse
(Invitrogen™). O RNA foi congelado em freezer -80°C (Sanyo).

4.10. Preparo do cDNA para a integrina CD11d

Depois da extracdo, a concentracdo e a qualidade final do RNA foram
determinados através da utilizacdo do espectrofotémetro NanoDrop 2000 (Thermo
Scientific).

Foi utilizado 1ug de RNA total para sintetizar o cDNA de fita simples por
transcrisséo reversa utilizando o Kit SuperScript First-Strand (Invitrogen™).

Foi utilizado por tubo 1l de dNTP (indicado pelo Kit) 1ul de Primer (indicado pelo kit)
1ul de RNA (indicado pelo kit usar 0,5ug/500ng) e com agua livre de RNAse g.s.p.
10ul. Os tubos com as misturas da reacao foram, entdo, colocados no termociclador
(Techne) por cinco minutos a 65°C. Foi acrescentado por tubo 9ul da mistura de
reacao contendo 2ul de 10X RT buffer, 4ul de 25nM MgCl,, 2ul de 0.1M DTT e 1l
de RNAse OUT (40U/ul). Colocamos os tubos no Termociclador nas seguintes

condicoes:

e 42°C por 2min
O programa foi interrompido e acrescentou-se 1ul da enzima Super Script I
em cada tubo. Apds isso, o programa foi reiniciado.

e 42°C por 50min

e 70°C por 15min

As amostras foram colocadas no gelo por um minuto e 1ul da enzima RNAse

H por tubo. Por fim, as amostras foram levadas ao termociclador por vinte minutos a

37°C e depois congeladas no freezer -80°C.
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4.11. Reacao em cadeia de polimerase quantitativo (PCR em tempo real)

Os transcritos de CD11d obtidos da reacédo de transcriptase reversa foram
quantificados por PCR fluorogénico quantitativo em tempo real utilizando o sistema
TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems). Para tanto, foram
misturados 12,5 ul de Master Mix 2X; 1,25 ul do primer 20X; 10 ul da amostra de
cDNA e 1,25 pl de agua livre de RNAse. A amplificacao foi realizada no aparelho de
PCR em tempo real modelo 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems).

Os primers utilizados foram: para o gene CD11d (TagMan-murine-
MmO01159115_m1) e para o gene HPRT (TagMan- murine- Mm01545399 m1).

A expressao dos niveis de RNA foi calculada através do software Data Assist
v.3 e normalizadas em relacdo aos niveis de expressdao do gene enddgeno

gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH).

4.12. Dosagem de proteinas pelo método do BCA (Pierce)

Para avaliarmos o perfil de producao de MDA entre os macrofagos peritoneais
e diferenciados da medula 6ssea de animais CD11d*"* e CD11d”, o total de
proteinas presentes no sobrenadante das culturas dessas respectivas células foram
avaliados para posterior dosagem de MDA por TBARS. Para isso, as proteinas
foram dosadas pelo método de BCA.

O reagente de trabalho foi preparado adicionando-se cinquenta partes de
Reagente BCA A e uma parte de Reagente BCA B. Uma curva padrao (de 0,01562
a 2mg/mL) foi construida através de diluicées seriadas a partir de albumina humana
fornecida pelo fabricante. Um total de 25uL das amostras de sobrenadantes das
culturas foi adicionado em triplicata nos pocgos de placas de fundo em U (Nunc).
Foram adicionados 200uL do reagente de trabalho descrito acima nos pocgos. A
placa foi incubada em estufa (Labline) a 37°C por trinta minutos e a leitura das
amostras foi realizada a 562 nm na leitora de placas.

4.13. TBARS - Substancias reativas ao acido tiobarbiturico

Para avaliar a producdo de espécies reativas de oxigénio, utilizamos o
método de TBARS (sigla em inglés para Thiobarbituric Acid Reactive Substance).
Este método avalia o estado de oxidacao de hidroperdxidos em sistemas biolégicos,
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uma vez que os danos em lipideos de membrana plasmatica sao determinados pela
formacao de subprodutos da peroxidacéo lipidica (como o MDA ou malondialdeido),
que sao substancias reativas ao aquecimento do &cido tiobarbitdrico formadas
durante a peroxidacao nas membranas das células.

MDA reage com 0 &cido tiobarbitdrico gerando um produto colorido réseo
detectado espectrofotometricamente em 535 nm.

A quantidade de proteinas presentes nos sobrenadantes das culturas de
linhagem RAW 264.7, macrofagos peritoneais e diferenciados da medula éssea,
estimulados como citado acima, foram dosadas pelo método de BCA, para o célculo
do volume necesséario para se obter um total de 100ug de proteinas. O volume
necessario para a reagao foi adicionado em acido tiobarbiturico 0,67%, completando
um volume final de 500uL. Em seguida, 500uL de BHT (um composto orgéanico
lipossoluvel e antioxidante, utilizado para evitar a formagdo de ROS durante o
procedimento) foram adicionados a solugédo. O volume final foi aquecido a 96°C em
banho seco por uma hora. A seguir, tubos foram colocados em gelo com o intuito de
interromper a reacao.

Um total de 200uL da solucado de cada amostra foi adicionado em placa de
fundo chato (NUNC) e a absorbancia em 535nm foi determinada pelo
espectrofotometro. Concentragdes de malondialdeido foram calculadas utilizando o
coeficiente de redugdo desta molécula da seguinte forma: Valor em OD da
leitura/(14200*535)

4.14. Dosagem de citocinas através do ensaio imunoabsorcao ligado a Enzima
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay, ELISA)

Para avaliar o perfil de ativacdo celular e de resposta inflamatéria dessas
células, foram dosados os niveis de TNF-a e IL-10 nos sobrenadantes de culturas de
macrofagos através do kit R&D dual set. Placas de fundo chato (Nunc) para ensaio
em volume reduzido foram cobertas com o anticorpo de captura diluido em PBS 1x
(50uL/poco) e seladas com filme plastico. Apds incubacao por 16 horas a 4°C, as
placas foram lavadas quatro vezes com tampao de lavagem constituido de PBS 1X
acrescido com Tween® 0,05% (100uL/pocgo) e incubadas durante uma hora com a
tampéo de bloqueio constituido de PBS 1X acrescido com 1% de albumina sérica
bovina-BSA (100uL/pog¢o) (Sigma Aldrich). A curva padréo foi diluida em tampé&o de
bloqueio + Tween® (0,05%) e aplicada na placa, bem como as amostras
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(50uL/pogo). Ap6s nova incubacgéo por 16 horas a 4°C as placas foram lavadas 4x
com tampéo de lavagem e o anticorpo de deteccéao diluido em tampao de bloqueio +
Tween® (0,05%) (50uL/pocgo) foi adicionado. Uma hora apds a incubacdo com o
anticorpo de deteccao, as placas foram lavadas 6x com tampao de lavagem e foi
adicionada a solugéo de streptavidina-peroxidase (R&D dual set) (50uL/pogo). Trinta
minutos apds a incubacado no escuro, as placas foram lavadas 8x com tampéao de
lavagem e foi acrescida a solucdo de 3,3',5,5-Tetrametilbenzidina (TMB, Sigma
Aldrich), substrato para a reagao colorimétrica. Apds desenvolvimento satisfatério de
cor na curva-padrdao, a reacao foi interrompida com solugdo de H»SO, 0,4N
(50uL/poco) e a absorbancia a 405 nm foi determinada pela leitora de placas.

4.15. Dosagem de prostraglandina E, (PGE;) através do Kit de ensaio
imunoenzimatico (Enzyme Immunoassay, EIA) monoclonal (Cayman Chemical)

Para avaliar o perfil de ativacao celular e de resposta inflamatéria dessas
células dosamos a producdo de PGE, nos sobrenadantes de macrofagos
peritoneais. Os padrdes foram preparados em tampao para EIA diluido em noventa
90mL de agua MilliQ, com suas concentrag6es variando de 1 ng/mL a 16,25 pg/mL.
Em cada pocgo da placa revestida com anticorpo de cabra anti-IlgG de camundongo

foram pipetados os seguintes valores:

Tampao EIA | Padrao/ Rastreador | Anticorpo
amostra
Branco 50uL - 50uL 50uL
Padrbées/amostras | - 50uL 50uL 50uL

A placa foi incubada por aproximadamente 16 horas a 4°C. Depois deste
periodo, esvaziou-se a placa e lavou-se a mesma em solucao de lavagem fornecida
pelo kit (5mL diluida em 2L de agua MilliQ acrescida com Tween® 0,05%).
Adicionou-se 200mL a cada pog¢o do Reagente de Ellman’s liofilizado (300 det.)
diluido em 20mL de agua MilliQ. Incubou-se a placa no escuro por cerca de uma

hora e realizou-se a leitura da mesma na leitora de placas a 412 nm.
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4.16. Purificacao de PRBCs

Com o objetivo de avaliar a capacidade fagocitica dos macroéfagos in vitro,
PRBCs foram purificadas. O sangue de animais infectados com PbA foi recolhido
através de puncao cardiaca, sendo escolhidos para este procedimento apenas
animais que apresentaram parasitemia superior a 50%. Um total de 10mL de sangue
recolhido foi cuidadosamente acrescentado a um gradiente de Percoll 60% (GE
Healthcare), e centrifugado a 7000g por 30 minutos a temperatura ambiente.

As PRBCs, localizadas na interfase do tubo, foram cuidadosamente retiradas
com o auxilio de uma pipeta Pasteur (BD) e transferidas para outro tubo FALCON®
de 15mL. Foram adicionados 5mL de PBS1X as células e estas foram centrifugadas

a 12009 por 5 minutos (este procedimento foi repetido duas vezes).
4.17. Ensaio de fagocitose de hemacias parasitadas.

Para avaliarmos o perfil de fagocitose de macrofagos peritoneais, células
foram recolhidos de animais CD11d"* e CD11d” e semeados em placas de 24
pocos em meio RPMI 1640 sem soro na densidade de 5X10° células/poco e
incubadas por duas horas para aderéncia. O sangue de animais infectados foi
coletado e PRBCs foram purificadas através de gradiente de densidade em Percoll e
contadas em camara de Neubauer. Macréfagos peritoneais CD11d** e CD11d”
foram incubados com hemacias parasitadas ou nao parasitadas numa proporcao de
1:50 e incubados a 37°C em atmosfera de 5% CO, por 2 horas. Em seguida as
células foram coradas com kit Panoético e contadas 300 células por laminula.

Para analises por citometria de fluxo, macréfagos peritoneais e diferenciados
da medula éssea de animais CD11d"* e CD11d” foram estimulados com hemacias
parasitadas com PbA-GFP numa proporcdo de 1:50 e incubados a 37°C em
atmosfera de 5% CO, por 15 minutos. Cerca de 10.000 eventos foram adquiridos na
regiao morfolégicamente caracteristica de macréfagos utilizando o FACSCalibur
(BD-Becton, Dickinson and Company) e analises foram feitas utilizando o software
CellQuest.
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4.18. Ensaio de fagocitose de B-hematina (sHz)

Como trabalhos anteriores demonstram que a hemozoina é ativamente
fagocitada por macréfagos na malaria (Coban e cols., 2005), avaliamos se a
integrina CD11d/CD18 influéncia a capacidade fagocitica de macréfagos em relagcao
a sHz.

Para isso, células RAW 264.7, macrofagos peritoneais e diferenciados da
medula éssea foram estimulados com 30uM de B-hematina por seis e vinte e quatro
horas, sendo as células incubadas a 37°C em atmosfera de 5% de CO.. Apds os
intervalos de tempos determinados de incubacdo, o sobrenadante foi descartado e
as células foram lisadas com solugao de lise de macréfagos por quatro horas a 4°C.
Durante este periodo de incubacao, juntamente com a lise dos macréfagos ocorre a
despolimerizagcao da -hematina em hemina. ApGs este periodo de incubagao, 50uL
de cada amostra foi aplicada em placa de fundo chato (NUNC). Uma curva padréao
com concentracdes conhecidas de hemina foi utilizada e a absorbancia de 400nm foi
determinada pela leitora de placa.

4.19. Analise Estatistica

Os resultados obtidos neste trabalho foram expressos como média e erro
padrao da média (SEM) e analisados estatisticamente por analise de varidncia
(ANOVA) e “Newman-Keuls-Students” como pods-teste para amostras ndo pareadas.
Para amostras pareadas foi utilizado o teste “t” Student. Os valores de p<0.05 foram

considerados significativos.
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5. RESULTADOS

5.1. A integrina CD11d/CD18 nao interfere na diferenciacao e proliferacao de
macrofagos diferenciados da medula éssea.

Com intuito de compreender se a integrina CD11d/CD18 participa dos
processos de proliferacao e diferenciacao de macréfagos in vitro, células da medula

1**e CD11d” foram recolhidas e cultivadas por seis dias para

0ssea de animais CD1
diferenciacdo com o meio contendo o fator GM-CSF, presente no sobrenadante de
cultura de células L929. No sexto dia de cultura, o total de células foi contado. Como
demonstrado no grafico 1A, nossos resultados de contagem total de células
diferenciadas da medula éssea de animais CD11d”" mostram que ndo ha diferenca
quando comparados ao total de células diferenciadas da medula éssea de animais
CD11d**. Além disso, ndo observamos nenhuma diferenca no percentual de células
F4/80" (grafico1B) assim como na intensidade média de fluorescéncia (figuras 1C e
1D) entre os macréfagos diferenciados da medula 6ssea de animais CD11** e
CD11d” no sexto dia de cultura.

Utilizando o método de proliferagao celular em nossos experimentos in vitro,
células da medula 6ssea foram marcadas com CFSE e andlisadas por citometria de
fluxo no primeiro e sexto dia de cultura. Nossos resultados demonstram que tanto os
macréfagos provenientes de animais CD11d** como os CD11d” nao apresentaram
diferencas significativas na sua capacidade proliferativa, tendo em vista que néo
houve diferenca no decréscimo da intensidade de fluorescéncia entre os macrofagos
de animais CD11d** e CD11d” (Figura 1E e 1F respectivamente). Esse conjunto de
dados sugerem que a integrina CD11d/CD18 nao interfere nos processos de
proliferacao e diferenciacdo de macréfagos in vitro.
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Figura 5.1: Macréfagos de animais CD11d** e CD11” ndo diferem na sua capacidade
proliferativa. 4x10° células totais da medula dssea foram cultivadas em meio contendo o fator GM-
CSF, presente no sobrenadante de cultura de células L929 por seis dias. O total de células de
animais CD11d"”* e CD11” foi contado no sexto dia de diferenciacdo em cadmara de Neubauer. Os
resultados ndo apresentaram diferengas significativas no numero total de macrofagos (1A). Os
macrofagos diferenciados também foram marcados com anticorpo anti-F4/80 no sexto dia para avaliar
0 numero de macrdéfagos diferenciados entre os dois grupos (1B, 1C e 1D). Macrdfagos da medula
0ssea foram marcados com CFSE e diminuigdo da fluorescéncia entre os macrdfagos diferenciados
da medula éssea ocorreu de forma similar entre os macréfagos CD11d”* e CD11d”, ndo havendo
diferencas significativas entre eles (1E e 1F, onde: células ndo marcadas representadas em preto,
células no primeiro dia de cultura representadas em verde e células no sexto dia de cultura
representadas em vermelho). Grafico 1A representa a média de sete experimentos; Grafico 1B e

histogramas 1C, 1D, 1E e 1F representativos de dois experimentos.
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5.2. A integrina CD11d ¢é dinamicamente expressa em macroéfagos
diferenciados da medula 6ssea.

Com o objetivo de investigar a dindmica da expressao da integrina CD11d no
processo de diferenciagcdo de macrofagos in vitro, células totais da medula éssea e
macrofagos diferenciados no sexto dia de cultura foram marcadas com anticorpo
especifico para a cadeia CD11d, F4/80 e seus isotipos controles, sendo analisadas
posteriormente através da técnica de citometria de fluxo. Nossas analises
demonstram que a integrina CD11d é expressa a partir do primeiro dia de cultura em
células F4/80", sendo esta expressao significativamente aumentada no sexto dia de
cultura como se pode observar na figura 2B. A figura 2C mostra a especificidade da
marcacao para ambos os marcadores pela utlizacdo do controle negativo e a figura
2D a representagao grafica dos dot plots. Estes resultados sugerem que a integrina
€ dinamicamente expressa em células provenientes de medula 6ssea e sua

expressao e regulada positivamente ao longo do processo de diferenciacao in vitro.
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Figura 5.2: Expressado da integrina C11d em macrofagos provenientes da medula Jossea
durante a diferenciacdo. As medulas 6ssea de animais CD11d™* foram lavadas e suas células
foram incubadas em meio contendo o fator GM-CSF por 6 dias a 37°C sob atmosfera de 5% CO’.
Células foram marcadas com anticorpos FITC anti-CD11d e PE anti-F4/80, e o numero de células
duplamente positivas foi verificado no primeiro e sexto dia de cultura em FACSCalibur (BD-Becton,
Dickinson and Company) e analisadas utilizando o software CellQuest (dot plots A e B,
respectivamente). Como controle negativo, outro grupo de células foram marcadas com isotipo
inespecifico (dot plot C). O grafico D é representativo dos dot plots anteriores. Cada barra representa

a média + SEM, para pocos em triplicata. Diferengas significativas p<0,05 em relagdo ao Dia 0 (*). Dot

Macrofagos CD11d positivos (%)

plots e graficos representando dois experimentos.
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5. 3. Aumento da expressao da integrina CD11d em macrofagos estimulados in

vitro.

Estudos anteriores demonstraram que a expressao da integrina CD11d é
dinamicamente aumentada em macréfagos esplénicos e induzida em macréfagos do
figado no curso da infeccdo com PbA em modelo in vivo. Além disso, foi
demonstrado que sua expressdao pode ser modulada em células de linhagem
leucémica M1 apds a estimulacao in vitro com citocinas (Miyazaki e cols, 2008). Com
base nessas observagdes avaliamos a expressao da integrina CD11d no processo
de diferenciacdo de macréfagos provenientes da medula ossea. Em nossos
primeiros resultados, observamos que células da medula éssea tem uma expressao
constitutiva da integrina CD11d, sendo esta expressao aumentada em macrofagos
diferenciados da medula 6ssea in vitro (figuras 2A, 2B e 2D). Posteriormente,
decidimos investigar o papel da hemozoina sintética (sHz) na expressao da integrina
CD11d em células da linhagem macrofagica murina RAW 264.7 in vitro. Nossas
andlises de PCR em tempo real demonstraram que sHz na concentracdo de 20uM
foi capaz de aumentar a expressao da integrina CD11d nos tempos de 2 e 6h
(Figura 3A e 3B). No entanto culturas estimuladas com sHz 10uM sé foram capaz
de induzir aumento da expressao da CD11d quando estimuladas por 6h. Além disso,
nao observamos nenhum efeito da expressdao da integrina CD11d quando as
culturas foram estimuladas com sHz a 2uM (Figura 3B).
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Figura 5.3: Dinamica da expressao da integrina CD11d em cultura células das linhagens RAW
264.7 estimuladas com sHz in vitro. RNA mensageiro da integrina CD11d, em células RAW 264.7,
foram analisados por PCR em tempo real nos tempos de 2 e 6 horas de incubagdo com sHz (2, 10 e
20uM) a 37°C em atmosfera de 5% CO., (graficos 3A e 3B, respectivamente). GAPDH foi utilizado
como controle interno. Graficos representativos de dois experimentos.
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5.4. A integrina CD11d influencia o padrao de producao de espécies reativas de
oxigénio (ROS) in vitro.

Na resposta pro-inflamatéria ocorre producao de citocinas como o INF-y, IL-12
e TNF-a, além de espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS),
principalmente o perdxido de hidrogénio (H-O,) e o 6xido nitrico (NO). Esse tipo de
resposta € critica para a eliminacao do plasmédio e estimula a fagocitose por
envolvido no controle da infecgdo. Por outro lado, a producdo excessiva desses
mediadores pro-inflamatérios contribui para a fisiopatologia das formas graves da
malaria (Malaguarnera & Musumeci, 2002; Becker e cols, 2004).

Com o objetivo de avaliar o papel da integrina CD11d/CD18 no processo de
ativagao celular, verificamos a influéncia desta integrina na produgao de ROS (Bowie
e cols 1997; Choi e cols, 2003). Utilizando a reacao de TBARS (substancias reativas
do acido tiobarbiturico), dosamos os niveis de formacao de malondialdeido, molécula
formada em decorréncia da peroxidacao lipidica, em macrofagos in vitro. Para isso,
sobrenadantes de culturas de células da linhagem RAW 264.7 nos tempos de 6 e 24
horas foram utilizados como controle. Observamos que, em células da linhagem
RAW 264.7, a produgéo de malondialdeido foi marcante em células estimuladas com
heme nos tempos de 6 e 24 horas (graficos 4.1A e 4.1B respectivamente), e sHz sé
foi capaz de induzir a producéo desta molécula no tempo de 24 horas (grafico 4.1B).

Macréfagos peritoneais de animais CD11d"* e CD11d” em cultura também
foram estimulados com sHz e heme nos tempos de 6 e 24 horas, e a reacdo de
TBARS em seus sobrenadantes mostra que macréfagos peritoneais sé produziram
quantidades significativas de malondialdeido quando estimulados com heme nos
tempos de 6 e 24 horas, ndo havendo diferencas nos niveis de producao dessa
moléculas entre as células derivadas de animais CD11d"* e CD11d” (graficos 4.2A
e 4.2B; respectivamente). Entretanto, dosagens feitas em sobrenadantes de
macréfagos diferenciados a partir da medula éssea de animais CD11d** mostram
que esses macrofagos, estimulados com sHz, produziram quantidades relevantes de
malondialdeido apdés 6 horas de incubagdo, enquanto essa producdo nao foi
significativa nos macréfagos diferenciados da medula éssea de animais CD11d”
(barra preta), estimulados com sHz também (grafico 4.3A). Além disso, observamos
que células de animais CD11d** e CD11d”" estimuladas com heme foram capazes
de produzir quantidades significativas de malondialdeido nos tempos de 6 e 24
horas (graficos 4.3A e 4.3B), sendo essa producao significantemente reduzida em
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macréfagos derivados de animais CD11d” no tempo de 24 horas de incubacdo em
relacdo aos macréfagos derivados de animais CD11d**. Esse conjunto de dados
sugere que a integrina CD11d pode participar do processo de ativagdo celular.
Entretanto, nossos resultados também sugerem que esta integrina participa dos

processos de oxidacéao celular.
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Figura 5.4.1: O papel da integrina CD11d na formacao de estresse oxidativo em células RAW
264.7. 1x10° células da linhagem RAW 264.7 foram semeadas em placas de 24 pogos e estimulados
por 6 e 24 horas de incubagdo com sHz (30 uM) e heme (30uM) por 6 e 24 horas de incubagéo a
37°C em atmosfera de 5% CO. (grdficos A e B, respectivamente). Seus sobrenadantes foram
congelados e armazenados para dosagem da produgcédo de malondialdeido (MDA) através da reacdo
de TBARS. Cada barra representa a média + SEM, para pogos em triplicata. Diferengas significativas,

p<0,05 em relagdo ao CT (*). Gréficos representativos de trés experimentos.
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Figura 5.4.2: O papel da integrina CD11d na formacédo de estresse oxidativo em macrofagos
peritoneais. 1x10° macrofagos peritoneais de animais CD11d”* e CD11d” foram semeados em
placas de 24 pocos e estimulados por 6 e 24 horas de incubac¢ao e estimulados com sHz (30 uM) e
heme (30uM) a 37°C em atmosfera de 5% CO. (graficos A e B, respectivamente). Seus
sobrenadantes foram congelados e armazenados para dosagem da producdo de malondialdeido
(MDA) através da reagdo de TBARS. Cada barra representa a média + SEM, para pogos em triplicata.
Diferencas significativas, p<0,05 em relacdo ao respectivo CT (*) e em relagdo aos macrdfagos de
animais CD11d"”* que receberam o mesmo estimulo (#). Gréficos representativos de trés

experimentos.
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Figura 5.4.3: O papel da integrina CD11d na formacédo de estresse oxidativo em macrofagos
diferenciados da medula dssea. 1x10° macréfagos diferenciados da medula éssea de animais
CD11d"* e CD11d”, foram semeados em placas de 24 pocos e estimulados por 6 e 24 horas de
incubagéo e estimulados sHz (30 uM) e heme (30uM) por 6 e 24 horas de incubagdo (grafico A e B,
respectivamente). Seus sobrenadantes foram congelados e armazenados para dosagem da produgao
de malondialdeido (MDA) através da reacdo de TBARS. Cada barra representa a média + SEM, para
pocos em triplicata. Diferencas significativas, p<0,05 em relagcdo ao respectivo CT (*) e em relagdo
aos macréfagos de animais CD11d"* que receberam o mesmo estimulo (#). Graficos representativos

de trés experimentos.

5.5. Aintegrina CD11d influencia o padrao de producao de citocinas in vitro.

As citocinas sao um grande grupo de proteinas ou glicoproteinas que
atuam no sistema imunoldgico através do estimulo ou inibicdo dos processos de
ativacao, proliferacao e/ ou diferenciagcdo de varias células, além de regularem a
secrecdo de anticorpos, produtos celulares e de outras citocinas. Esse grupo de
moléculas participa na promocéo, inibicdo ou re-direcionamento da resposta imune.
(Kelso, 1998; Opdal e cols., 2003; Henao e cols., 2006). Na malaria o balango entre
citocinas pro-inflamatérias e anti-inflamatérias é de grande relevancia na evolucao
da parasitemia; gravidade e taxa de recuperacdo da doenca (Day e cols, 1999;
Winkler e cols, 1998; Gogos e cols, 2000).

O TNF-a é uma citocina produzida em grande quantidade como
consequéncia da presenca de antigenos malaricos (Grau e cols., 1986).
Adicionalmente, a citocina IL-10, que possui uma atividade anti-inflamatéria é
importante na protecdo contra a malaria cerebral e em casos de coinfecgdo, uma vez
que sua producao fornece um balago na resposta imune (Niikura e cols, 2010).
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Dessa forma, a modulacdo da producdo de citocinas €& essencial para o
desenvolvimento da malaria e, embora varias delas tenham sido estudadas
isoladamente o efeito sistémico € consequéncia do padrdao geral produzido
(Schofield e cols, 1995). Por esta razao, compreender o perfil e cinética de liberacao
das mesmas é importante para o entendimento da fisiopatologia da malaria grave.

Sabe-se que as integrinas podem modular o perfil da producdo de
citocinas pré e antiinflamatérias, podendo ser descritas como parametro de ativacao
celular (Miyazaki e cols., 2008). Por isso, decidimos investigar o papel da integrina
CD11d no processo de ativacao célular de macréfagos avaliando a producao de
citocina in vitro.

Primeiramente utilizamos uma linhagem de células macrofagica, a RAW
264.7, para avaliar a producao de citocinas quando estimuladas com sHz e heme.
Observamos que o tratamento com sHz e heme foi capaz de induzir a produgéo de
TNF-a nos tempos de 6 e 24 horas (graficos 5.1A e 5.1B, respectivamente).

Macréfagos peritoneais coletados de animais CD11d*", estimulados com
sHz apresentaram um perfil de producdo de TNF-a significativamente maior em
relacdo aos macréfagos peritoneais coletados de animais CD11d”, no tempo de 24
horas de cultura (grafico 5.2B). Além disso, os macrofagos peritoneais dos animais
CD11d*"*, estimulados com heme apresentaram aumento da producdo TNF-a
quando comparados aos macréfagos dos animais CD11d” tanto no tempo de 6
horas quanto 24 horas de estimulo (graficos 5.2A e 5.2B respectivamente).

Posteriomente caracterizamos esse padrdo de ativacdo em macréfagos
diferenciados da medula 6ssea. Observamos que animais CD11d"* e CD11d™,
quando estimulados com sHz e heme apresentaram um aumento significativo na
producdo de TNF-a tanto no tempo de 6 horas quanto 24 horas (Graficos 5.2C e
5.2D, respectivamente). Entretanto, no grafico 5.2C, podemos observar que o0s
macréfagos diferenciados da medula éssea de animais CD11d” estimulados com
sHz por 6 horas produziram quantidades significativamente menores de TNF-a
quando comparados com os macréfagos de animais CD11d”

Com intuito de compreender o papel da integrina CD11d na fisiopatologia
da malaria, fomos avaliar a produgcdo de IL-10 nessas culturas. O grafico 5.3A,
mostra que macréfagos peritoneais provenientes de animais CD11d”, estimulados
com sHz e heme produziram quantidades significativamente mais altas de IL-10 no
tempo de 6 horas quando comparados com macréfagos peritoneais de animais
CD11d**. No entanto, analises no tempo de 24 horas de cultura ndo demonstrou
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esse perfil anti-inflamatério tao marcante, s6 havendo alteracdes nos niveis de IL-10
em macréfago estimulados com sHz (Grafico 5.3B).

Além disso, macréfagos diferenciados da medula déssea de animais
CD11d” estimulados com sHz e heme, também foram capazes de produzir
quantidades significativamente mais altas de IL-10 quando comparados com
macroéfagos diferenciados da medula 6ssea de animais CD11d"* no tempo de 6
horas de incubacao (grafico 5.3C). Entretanto, esse perfil anti-inflamatério nao foi
observado quando estimulados por 24 horas, onde somente as células de animais
CD11d” estimulados com sHz produziram quantidades maiores de IL-10 quando
comparados com o0s macrofagos derivados de da medula déssea de animais
CD11d** (Gréafico 5.3D). Além disso, esse efeito ndo foi observado quando
estimulamos essas culturas com heme no periodo de 24 horas.

Esses dados sugerem que a integrina CD11d pode participar do processo
de ativacao celular, bem como na modulagao do perfil da resposta de macréfagos in

vitro.
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Figura 5.5.1: Diferencas no perfil de producdo de TNF-a em células RAW 264.7. 1x10° células da
linhagem RAW 264.7 foram estimulados com LPS (100 ng/mL), sHz (30 uM) e heme (30uM) por 6 e
24 horas (graficos A e B). Sobrenadantes foram congelados e armazenados para dosagem de
citocinas, que foi feito através de ensaio de imunoabsorgdo ligado a enzima (ELISA). Cada barra
representa a média + SEM, para pocos em triplicata. Diferengas significativas, p<0,05 em relagdo ao

CT (). Graficos de TNF-a em células RAW 264.7 sdo representativos de dois experimentos.
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Figura 5.5.2: Diferencas no perfil de producao de TNF-a em macrofagos peritoneais de animais

CD11d"* e CD11d”. 1x10° de macréfagos peritoneais e de medula dssea de animais CD11d”* e

CD11d” foram semeados em placas de 24 pogos e estimulados com LPS (100 ng/mL), sHz (30 uM) e

heme (30uM) por 6 horas (graficos C e E) e 24 horas (grdficos D e F) respectivamente. Seus

sobrenadantes foram congelados e armazenados para dosagem de citocinas. Dosagens dos niveis

de TNF-a em macrofagos peritoneais (5C e 5D, respectivamente) e em macrdéfagos diferenciados da

medula 6ssea (5E e 5F). Diferengas significativas, p<0,05 em relagdo ao respectivo CT (*) e em

relagdo aos macrdfagos de animais cD11d™ que receberam o mesmo estimulo (#). Graficos sao

representativos de trés experimentos.
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Figura 5.5.3: Diferencas no perfil de producdo de IL-10 em macrofagos diferenciados da

medula 6ssea de animais CD11d"* e CD11d™".

Um total de 1x10° de macrdfagos diferenciados da medula éssea de animais CD11d"”* e CD11d”

foram semeados em placas de 24 pogos e estimulados com LPS (100 ng/mL), sHz (30 uM) e heme

(30uM) por 6 horas (gréficos G e ) e 24 horas de incubagao (graficos H e J) a 37°C em atmosfera de

5% de CO,. Seus sobrenadantes foram congelados e armazenados para dosagem de citocinas, que

foi feito através de ensaio de imunoabsorgéo ligado a enzima (ELISA). Dosagens dos niveis de IL-10

em macrofagos peritoneais (5G e 5H, respectivamente) e em macréfagos diferenciados da medula

ossea (51 e 5J). Diferencas significativas, p<0,05 em relagdo ao respectivo CT (*) e em relagdo aos

macrdfagos de animais CD11d™* que receberam o mesmo estimulo (#). Gréficos sdo representativos

de trés experimentos.
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5.6. A integrina CD11d influéncia o padrao de producao de Prostaglandina E; in

vitro.

Diversos trabalhos tém demonstrado o papel de PGE, na regulacdo da
resposta imune na malaria, onde o aumento da producao de IL-10 esta relacionado
com a diminuicdo dos niveis de PGE, no plasma de crianga infectadas com
Plasmodium falciparum (Perkins e cols., 2001; Keller e cols., 2004). Sabe-se
também que a producdo de PGE; regula a producao da producao de TNF-a (Van e
cols., 1998). Entretanto, a inibicdo da producdo de PGE, através da utilizacdo de
antiinflamatérios ndo esteroidais geram a supressdo de diversas funcbes nos
leucocitos  (Stevens, 1995). Como citado anteriormente, nossos resultados
mostraram uma diminui¢cdo nos niveis de TNF- a, e um aumento nos niveis de IL-10
em culturas estimuladas com sHz e heme. Com base nesses resultados decidimos
entdo avaliar a producdo do PGE; nessas culturas. O grafico 5.6 demonstra que
macréfagos peritoneais de animais CD11d"* estimulados com sHz e heme
produziram quantidades relevantes de PGE.. No entanto, macrofagos de animais
CD11d” estimulados com heme também produziram quantidades relevantes de
PGE,, no entanto, essa produc¢éo é similar aos niveis basais em macréfagos quando

estimulados com sHz.
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Figura 5.6: Diferencas no perfil de producdo de PGE, em macrofagos de animais CD11d** e
CD11d”. 1x10° macrdfagos peritoneais de animais CD11d”* e CD11d” foram semeados em placas
de 24 pocos e estimulados por 24 horas de incubagdo com LPS (100 ng/mL), sHz (30 uM) e heme
(30uM) e seus sobrenadantes foram congelados e armazenados para dosagem de PGE; através do
ensaio imunoenzimatico - EIA. Cada barra representa a média + SEM, para pogos em triplicata.
Diferencas significativas, p<0,05 em relacdo ao respectivo CT (*) e em relagdo ao mesmo estimulo
CD11d"* (#).
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5.7. A delecao do gene que codifica a integrina CD11d altera a capacidade
fagocitica de macréfagos in vitro.

Na fisiopatologia da malaria, os macréfagos exercem diversas fungdes
extremamente importantes na defesa do hospedeiro, como a fagocitose de hemacias
parasitadas para o controle da parasitemia e consequente eliminacdo dos parasitos,
principalmente no bago (Waitumbi e cols, 2000).

Além disso, Basilico e colaboradores (2009) demonstraram que as alteracoes
na expressdao de moléculas nas superficies de hemacias parasitadas e nao
parasitadas levam a eliminagdo das mesmas pelo processo de fagocitose
relacionando este fenbmeno a anemia grave.

Estes dados sugerem que este processo de fagocitose pode ter um efeito
deletério em quadros cronicos de malaria, principalmente em infecgdes pelo
Plasmodium falciparum.

Miyazaki e cols (2008) demonstraram que a integrina CD11d € expressa no
baco e tem sua expressao regulada no curso da infecgdo por PbA. Sua expressao
foi demonstrada ser preferencialmente na polpa vermelha, sugerindo que esta
proteina pode exercer um papel importante na resposta a infeccdo sistémica por
patégenos (Van der vieren e cols, 1995; Mebius & Kraal, 2005).

Com base nessas observacdes decidimos, dessa forma, investigar se
macréfagos de animais CD11d” teriam alguma alteragdo na sua capacidade
fagocitica em relagdo aos macréfagos de animais CD11d"*. A figura 7A mostra
através da contagem total de células, que macréfagos CD11d” foram capazes de
fagocitar um percentual menor de hemacias parasitadas quando comparados a
macréfagos CD11d**. Além disso, avaliamos o nimero de hemacias parasitadas
fagocitada por macrofago e observamos que um numero significativamente menor
de PRBCs foram fagocitadas por macréfagos CD11d” quando comparados aos
macréfagos derivados de animais CD11d** (grafico 7B).

Estes dados foram confirmados através de andlises por citometria de fluxo,
onde os histogramas da figura 7C demonstram que um percentual significativamente
menor de hemacias parasitadas com PbA que expressam GFP foram fagocitadas
por macréfagos peritoneais de animais CD11d” quando comparados com os
macréfagos peritoneais de animais CD11d**.

Na malaria a HZ também é ativamente reconhecida e fagocitada por
macréfagos durante o ciclo eritrocitico (Coban e cols, 2005). Avaliamos, entéo, se a
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integrina CD11d exerce influéncia na fagocitose de sHz. Para isso, células RAW
264.7, macréfagos peritoneais e diferenciados da medula 6ssea foram estimulados
com sHz (30 uM) por 6 e 24 horas e posteriormente a concentracdo de sHz,
fagocitada pelos macréfagos, foi determinada em espectrofotometria a 400 nm. O
grafico 7E mostra que células da linhagem RAW 264.7 foram capazes de fagocitar
sHZ de forma tempo dependente. Entretanto, como pode ser observado nos graficos
7F — 7G nao houve diferencas significativas na fagocitose de sHz entre os
macréfagos peritoneais e diferenciados da medula dssea de animais CD11d"* e
CD11d”. Esses resultados sugerem que a integrina CD11d exerce influéncia na
fagocitose de hemacias parasitadas, porém, nao exerce influéncia na fagocitose de

sHz.
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Figura 5.7: A influéncia da integrina CD11d no processo de fagocitose in vitro. Grafico 7A mostra o
percentual de macréfagos que realizaram fagocitose de hemacias parasitadas, enquanto que o total de hemacias
fagocitadas é demonstrado no grafico 7B. No gréafico 7C, analises por citometria de fluxo utilizando macréfagos
infectados com PbA-GFP mostram uma menor intensidade de fluorescéncia nas células derivadas de animais
CD11d” em relagdo aos macréfagos derivados de animais CD11d”*. Gréficos 7D ao 7H, mostram a fagocitose
de sHz em células de linhagem RAW 264.7, macrdfagos peritoneais e diferenciados da medula 6ssea de animais
CD11d"* e CD11d”. Cada barra representa a média + SEM, para pogos em triplicata. Diferengas significativas,
p<0,05 em relagdo ao CD11d”*RBC (*) e em relacdo ao CD11d"”*PRBC (#). Graficos de fagocitose de PRBCs
representando trés experimentos. Graficos de fagocitose de sHz representativos de trés experimentos.
Histogramas representativos de um experimento.
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6. DISCUSSAO

As integrinas leucocitarias sdo essenciais para a defesa do hospedeiro na
resposta imune-inflamatéria a patégenos via a interagéo célula-célula e célula-matrix
extracelular, ambas mediadas pelas interacdo das integrinas com seus ligantes (van
der Heyde, 2006; Kishimoto, 1989; Harris, 2000). Entretanto, a ativagdo prolongada
destes receptores leva a inflamacado descontrolada e ao dano tecidual, como
exemplificado em lesdes de isquemia/reperfusao, enfarto, aterosclerose e algumas
doencas auto-imunes (Noti, 2002). Existem varias evidéncias de que alguns
membros da familia das integrinas leucocitarias e seus contra-receptores possuam
um papel importante na patogénese da malaria cerebral (Pichyangkul, 1997;
Shimaoka, 2003; van der Vieren, 1995; El-Gabalawy, 1996). Além disto, a
hemozoina, um pigmento malarico de heme, parece ser capaz de aumentar a
expressdao dos membros desta familia em fagécitos (Bao e cols., 2005). Diversos
estudos ja foram realizados para investigar o papel destas integrinas em condi¢des
patolégicas, a excecdo do heterodimero CD11d/CD18 recentemente descrito
(Danilenko e cols, 1995; van der Vieren e cols, 1995).

Dentre os diversos tipos de leucdécitos, os macrofagos aderidos ao endotélio
funcionam como um dos mediadores do processo inflamatério. A ativacéo
exacerbada dessas células provoca danos ao hospedeiro, através de diversas
reacdes adversas como, anemia maldrica grave devido a intensa fagocitose de
heméacias infectadas e ndo infectadas (Perkins e cols, 2011), producao exacerbada
de mediadores inflamatérios como citocinas pro-inflamatérias e 6xido nitrico que
causam ativacao e danos endoteliais (Stevenson & Riley, 2004; Schofield & Grau,
2005), e infiltrado vascular (Schofield & Grau, 2005).

Outros trabalhos demonstraram que a molécula CD11d €& expressa
principalmente em macréfagos esplénicos, e que essa expressao aumenta com o
desenvolvimento da patogénese da malaria causados pelo PbA. Além disso, foi
demonstrado sua participacdo na maior sobrevida de animais infectados com PbA
no modelo de malaria experimental, quando comparados aos animais CD11d**
(Miyazaki e cols., 2008).

O presente trabalho investigou a importancia da integrina CD11d no processo
de diferenciacao de macréfagos, bem como no processo ativagao dessas células em
resposta a estimulos relacionados a fisiopatologia da malaria. Este trabalho sugeriu
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que a integrina CD11d participa na modulacdo da resposta imune do hospedeiro
utilizando macréfagos quando estimulados com sHz e heme in vitro.

Primeiramente avaliamos o envolvimento da integrina CD11d nos processos
de diferenciacao e proliferacdo de macréfagos in vitro, assim como sua expressao.
Utilizando um modelo de diferenciacdo de células de medula déssea in vitro,
observamos que a integrina CD11d tem sua expressdao aumentada nos macréfagos
ao longo do processo de diferenciacdo. O aumento da expressdo da integrina
CD11d em macréfagos diferenciados da medula 6ssea, ocorreu em células F4/807,
um marcador especifico de macréfagos murinos. Além disso, percebemos que o
percentual de macrégagos F4/80" obtidos de culturas de macréfagos CD11d+/+ e
CD11d-/- néo foi diferente. Esse conjunto de dados sugere que o processo de
diferenciacao a partir dos seus progenitores mononucleares, acontece por uma via
que nao envolve a integrina CD11d no que diz respeito ao marcador F4/80.

Sabe-se que as integrinas leucocitarias sao moléculas importantes no
processo de proliferacdo celular, dado este demonstrado através de abordagens
experimentais, que mostraram que camundongos deficientes para a subunidade
CD18 das integrinas leucocitarias possuem deficiéncia na proliferacdo de neutrofilos
(Gomez & Doerschuk, 2010). Porém os autores desse trabalho ndo demonstraram o
papel desta familia de moléculas no processo de proliferacdo celular. Observamos
que a integrina CD11d especificamente nao alterou a capacidade proliferativa
desses macréfagos diferenciados da medula éssea in vitro, tendo em vista que néo
houve diferenca no ntimero total de células derivadas de animais CD11d** quando
comparados a animais CD11d” contadas no sexto dia de diferenciacdo, dado este
confirmado através do ensaio de proliferacao celular por CFSE, e analisados por
citometria de fluxo.

Este conjunto de resultados demonstra que a auséncia da molécula CD11d
nao interferiu no percentual de macréfagos positivos para o marcador de
diferenciacdo F4/80 assim como na capacidade proliferativa de macrofagos
diferenciados da medula 6ssea em modelo in vitro.

Sabe-se que a infeccdo pelo Plasmodum sp. induz a expressao de diversas
moléculas de adesao em leucécitos e células endoteliais através da liberacao de
seus bioprodutos como a hemozoina (Schofield & Grau, 2005). A liberacdo de
hemozoina, gera um aumento na expressao de moléculas de adesao no endotélio

(Basilico e cols., 2009) e plaquetas humanas e murinas (Vieira-de-Abreu e cols.,
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2012 e cols, manuscrito em preparagao), fenbmeno este, que pode contribuir para a
instalacao de um quadro de malaria grave.

Sabendo disso, avaliamos a expressdo da integrina CD11d em ensaios in
vitro utilizando células da linhagem RAW 264.7, onde observamos que estas células
ao serem estimuladas com sHz tiveram a expressdao da integrina CD11d
dinamicamente aumentada (grafico 5.3 - A), sendo essa expressao mais marcante
com seis horas de incubacéo (grafico 5.3 - B) ou até mesmo quando estimuladas
com concentracoes crescentes de sHz. Estes dados sugerem que a integrina CD11d
pode ser modulada durante a infeccao pelo Plasmodium sp. através da liberacao de
hemozoina na circulacdo do hospedeiro devido ao rompimento de hemacias
parasitadas. Este processo pode ser importante para o estabelecimento e
desenvolvimento da patogénese da malaria. De acordo com nossos resultados in
vitro, a sHz induz um aumento na expressao da integrina CD11d, e pode ser capaz
de mediar fortemente a adesdo de macrofagos ao endotélio dos sitios inflamatérios,
prolongando a resposta inflamatéria na malaria (Yakubenko e cols., 2008).

Estudos anteriores tém mostrado que a malaria gera uma resposta imune,
através da liberacdo de diversos mediadores inflamatérios (Day e cols., 1999).
Dentre estes diversos mediadores, as espécies reativas de oxigénio (ROS) causam
danos nas membranas de mondcitos/macréfagos, causando um fenémeno chamado
de peroxidacao lipidica, que também esta envolvida no processo de ativacao celular
através da inducao da ativacdo da via do NFKB em mondcitos/macréfagos (Bowie e
cols., 1997; Choi e cols., 2003). Esta via de ativacao envolve a translocacao deste
fator para o nucleo, induzindo a transcricao de diversos genes (Choi e cols., 2003).
Além disso, essa ativagdo celular, causada pela peroxidacdo lipidica nos
mondcitos/macréfagos, culmina com a producao de diferentes tipos de citocinas e
outros mediadores pré-inflamatérios, como TNF-a e IL-12 que, por sua vez, ativam
as células endoteliais, causando alteracdes nos niveis de expressdo de molécula de
adesdo nessas células (Leonarduzzi e cols., 2000; Sibmooh e cols., 2004), com o
consequente aumento da aderéncia de heméacias parasitadas neste endotélio
(Sibmooh e cols., 2004).

Observamos que células RAW 264.7, produziram grandes quantidades de
malondialdeido quando estimuladas com heme (6 e 24 horas) e sHz (24 horas),
demonstrando a capacidade oxidante destas moléculas. Macréfagos peritoneais
produziram quantidades significantes de malondialdeido quando estimulados com
heme, mas ndo com sHz, nos tempos de 6 e 24 horas de cultura, ndo havendo
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diferencas entre os macréfagos de animais CD11d** e CD11d”. Entretanto, nossos
resultados utilizando macréfagos diferenciados da medula éssea demonstram que
macréfagos de animais CD11d”, produziram niveis de malonaldeido
significantemente reduzidos em células estimuladas com sHz e heme com 6 e 24
horas de culturas respectivamente, quando comparado as células de animais
CD11d**. Estes dados sugerem que a participacdo da integrina CD11d na
peroxidacéo lipidica é varidvel de acordo com o tipo de macréfago envolvido.

Apesar dessa diferenca na resposta entre os macrofagos peritoneais e
diferenciados da medula 6ssea, nossos resultados sugerem que esta integrina pode
estar envolvida no processo de ativacdo celular de subtipos de macréfagos
especificos nos processos inflamatorios da malaria (Bowie e cols., 1997). Além
disso, nossos dados demonstraram que a delecao funcional da integrina CD11d
inibiu parcialmente a ativacéo celular aqui evidenciado pela producao de MDA em
macrofagos, conferindo uma maior resisténcia aos danos causados pelo excesso de
producédo de ROS.

Esses dados da producdo de MDA, juntamente com nossos dados anteriores
demonstram que a sHz induz o aumento da expressao da integrina CD11d, sugerem
que esse processo de estresse oxidativo pode ser aumentado na fisiopatologia da
malaria, uma vez que ja foi demonstrado que a HZ € intensamente liberada na
circulacado ao final do ciclo do plasmodio amplificando essa resposta. Além disso ja
foi demonstrado que a infeccédo pelo PbA leva ao aumento da expresséo da integrina
CD11d em macro6fagos esplénicos em modelo experimental murino (Miyazaki e cols.,
2008), dados estes que reforcam esta nossa hipétese.

Sabe-se que outro fator importante na fisiopatologia da malaria grave é o
descontrole do perfil de producado de citocinas anti e pré-inflamatérias, que na
resposta imune ao parasito sdo cruciais para a formacédo e prolongacdo de
processos inflamatérios exacerbados, causando danos teciduais e dificultando a
resolugdo da infeccdo (Winkler e cols., 1998; Day e cols., 1999). Citocinas pro-
inflamatérias liberadas na circulagao ativam as células endoteliais, que aumentam a
expressdo de diversas moléculas de adesédo, producgao e liberacdo de citocinas e
quimiocinas, que por sua vez recrutam ceélulas do sistema imune para o foco
inflamatério.

Devido a essas informacdes, caracterizamos o potencial de sHz e heme na
inducado da produgéao de citocinas em nossos ensaios in vitro, através da estimulagao
de macréfagos com estes bioprodutos. Nossas andlises mostram que tanto a sHz
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quanto heme foram capazes de induzir a producdo de TNF-a em células da
linhagem RAW 264.7, corroborando com dados da literatura que sugerem o
potencial efeito inflamatoério desses subprodutos da malaria na inducéao da resposta
inflamatéria (Grau e cols., 1986).

Uma vez caracterizada a capacidade de sHz e heme de induzir a producéo de
citocinas, investigamos se a integrina CD11d participa nos processos de producao e
liberagdo de mediadores inflamatérios em macréfagos in vitro. Nossos resultados
mostram que macréfagos peritoneais de animais CD11d** estimulados com heme,
produziram quantidades significativas de TNF-a com 6 e 24 horas de cultura, sendo
esta producdo significantemente reduzida em macréfagos peritoneais de animais
animais CD11d” em ambos os tempos. Contudo, quando estas células foram
estimuladas com sHz, observamos uma reducdo na producéo desta citocina apenas
em culturas com 24 horas de estimulo, sugerindo que a integrina CD11d pode
exercer um papel modulador na producdo de TNF-a por macréfagos estimulados
com sHz.

Nossos resultados, em macréfagos diferenciados da medula 6éssea,
demonstram que heme e sHz foram capazes de induzir a produgdo de TNF-a em
ambos os tempos de cultura, ndo havendo diferengas na producao desta citocina
entre os macréfagos de animais CD11d"* e CD11d"* quando estimulados com
heme. Entretanto, em culturas estimuladas com sHz com 6 horas de incubacéo, foi
observado uma reducao significativa na producdo de TNF-a nos macréfagos
derivados de animais CD11d”. Esses dados sugerem que a acdo da integrina
CD11d no processo de ativacdo de macréfagos, a exemplo do que observamos em
nossas dosagens de ROS, é um processo dependente tempo e do tipo celular
estudado em questdo, 0 que nos sugere que a esta integrina pode modular a
resposta imune de forma diferente, de acordo com a localizacdo anatémica destes
macréfagos, o tempo de de exposicao e a natureza do estimulo.

Além de TNF-a, avaliamos a producéao de IL-10 em nossos experimentos. A
IL-10 é descrita como uma citocina anti-inflamatéria, importante na regulacdo da
resposta imune, além de ser importante na protecdo contra a malaria cerebral e em
casos de coinfeccdo, uma vez que sua producdo controla a producao de citocinas
pro-inflamatérias como TNF-a e IFN-y (Niikura e cols, 2010).

Em nossos dados, podemos observar que tanto em cultura de macréfagos
peritoneais, quanto em macrofagos diferenciados da medula éssea de animais

CD11d”, sHz e heme induziram uma producéo significativa de IL-10 com 6 horas de
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cultura, sendo essa producéo significativamente menor em macréfagos peritoneais e
diferenciados da medula éssea de animais CD11d**. No entanto, ndo observamos
este perfil de resposta inflamatéria nos macréfagos peritoneais e diferenciados da
medula 6ssea quando estimulados por 24 horas de cultura, onde observamos que
apenas sHz foi capaz de induzir um aumento na producéo de IL-10 nas células de
animais CD11d”, produgdo essa menor em macréfagos de animais CD11d*"*.

Nossos resultados sugerem que a integrina CD11d pode influénciar a
resposta imune do hospedeiro, sendo importante nao sé no processo de ativagdo de
macréfagos, mas, também, no controle dessa ativacdo, no que diz respeito ao
controle de producédo de citocinas pré e anti-inflamatérias, uma vez que a delecéao
funcional dessa integrina diminuiu a producao de TNF-a e aumetou a producéo de
IL-10, sugerindo, assim, que a molécula CD11d possa participar da modulacado do
perfil de resposta mediada por essas células.

Além disso, diversos dados da literatura também mostram que o aumento da
producéo de IL-10 esté relacionado com a diminuicao dos niveis de PGE, no plasma
de criangas infectadas com Plasmodium falciparum (Perkins e cols., 2001; Keller e
cols., 2004). Outros grupos demonstram que a producao de PGE, regula a producao
de diversos mediadores inflamatérios como TNF-a (Van e cols., 1998). Em
contrapartida, a inibicdo da producdo de PGE, através de antiinflamatérios néo
esteroidais induz a uma supressao de diversas funcées nos leucécitos (Stevens,
1995). Como nossos resultados mostram a queda na producdo de TNF- a em
macréfagos provenientes de animais CD11d”, juntamente com o aumento da
producéo de IL-10, avaliamos a producdo de PGE, nessas células. Observamos
uma diminuicdo consideravel na producao de PGE, em macrofagos estimulados
com sHz, o que reforca nossos dados anteriores de dosagens de citocinas, que
sugerem que a integrina CD11d possa ter um papel regulador na ativacdo de
macréfagos, bem como no controle do perfil de resposta imune dessas células.

Sabe-se que além uma das fungdes imunes dos macrofagos é a fagocitose,
que é um dos meios pelos quais essas células controlam diversos tipos de infeccao
e eliminam patégenos através da producéo de diferentes moléculas com atividades
microbicidas, como ROS, éxido nitrico, etc. (Figueiredo e cols., 2007).

Com base nessas observacées e em nossos resultados, decidimos avaliar se
integrina CD11d no processo de fagocitose in vitro.

Observamos em nossos ensaios, que a delecao da integrina CD11d inibiu
significativamente o processo de fagocitose em macréfagos peritoneais incubados
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com PRBCs, demonstrado pela significante queda no percentual de macréfagos que
foram capazes de realizar a fagocitose, além da diminuigcdo do total de hemacias
parasitadas fagocitadas por macréfagos peritoneais. Como nossos resultados de
dosagens de citocinas mostram que a delecao da integrina CD11d reduziu os niveis
de TNF-a produzidos e induziu um aumento na producao de IL-10 nos macrofagos
analisados, é possivel que este perfil anti-inflamatério possa ter interferido na
capacidade fagocitica dessas células, tornando esses macréfagos menos ativos no
reconhecimento de hemacias parasitadas. Esses dados sugerem que integrina
CD11d participa no processo de eliminagdo de hemacias parasitadas, o que é crucial
na fisiopatologia da malaria, uma vez que a fagocitose é um fendmeno que contribui
para a ativacdo desses macrofagos.

Como citado anteriormente, sabe-se que os macréfagos ao serem ativados,
em decorréncia da fagocitose, produzem diversas moléculas como ROS e éxido
nitrico que tem por objetivo a eliminacdo do parasito, € como consequéncia o
controle da parasitemia, porém, na malaria, ocorre a producdo exacerbada dessas
moléculas, que sao liberadas na circulacdo gerando danos ao hospedeiro
(Stevenson & Riley, 2004; Schofield & Grau, 2005, Figueireido e cols., 2007).
Entretanto, como nossos resultados demonstram que a delecdo funcional da
integrina CD11d culminou com um decréscimo significativo do processo de
fagocitose, é possivel que esta molécula também contribua para o controle da
resposta imune desses macroéfagos, evitando, assim, possiveis danos ao hospedeiro
decorrentes do processo de fagocitose.

Além das hemacias parasitadas, os macrofagos sdo capazes de reconhecer e
fagocitar a hemozoina, que é liberada na circulagcdo quando as hemacias se rompem
no final do ciclo eritrocitico (Coban e cols., 2005). Avaliamos entdo o papel da
integrina CD11d no processo de fagocitose de sHz, e nossas analises demonstram
que nao ha diferenca nas concentracées de sHz fagocitada pelos macrofagos
peritoneais de animais CD11d"* e CD11d”. Nossos resultados foram confirmados
em macréfagos diferenciados da medula éssea, onde observamos que também néo
houve diferenca nas concentracées de sHz fagocitada entre os macréfagos de
animais CD11d"* e CD11d™"

Estes dados sugerem que a integrina CD11d pode participar em processos de
fagocitose, entretanto, como nossos resultados demonstram que a dele¢ao funcional
da integrina CD11d nao alterou o processo de fagocitose de sHz, o papel da
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molécula CD11d no processo de fagocitose pode ser um fendmeno dependente do
alvo a ser fagocitado e da via de sinalizacao fagocitica utlilizada.

Sabe-se que a fagocitose de hemadcias parasitadas e ndo parasitadas
contribui para o estabelecimento de anemia grave em casos de infec¢des por
Plasmodium falciparum (Waitumbi e cols., 2000; Perkins e cols, 2011), além disso, a
fagocitose de hemozoina por mondcitos e macréfagos, induz a supressdo da
eritropoiese de forma indireta, pois essas células, ao fagocitarem o pigmento
malarico, sofrem uma marcante desregulacdo na producao de mediadores anti- e
pré-inflamatérios, além do descontrole na producao de fatores de crescimento, que
influenciam a maturacéo das heméacias (Perkins e cols, 2011).

Juntamente com esses dados, nossas investigacées do papel da integrina
CD11d no processo de fagocitose de hemdcias parasitadas e de sHz in vitro,
sugerem que a molécula CD11d possa participar de forma parcial no
desenvolvimento do quadro de anemia causada pela infec¢ao pelo Plasmodium sp.

Nosso trabalho sugere que a integrina CD11d pode exercer diversas fungdes
na resposta imune mediada por macréfagos como o processo de ativagao celular e
fagocitose. No conjunto, os dados indicam que esta integrina pode ser um potencial
alvo terapéutico para o controle da fisiopatologia da malaria, porém diversos estudos
ainda sao necessarios para melhor elucidar as funcbes desta molécula na malaria e

em outros tipos de infecgdes.
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7. CONCLUSOES

A execucao deste trabalho demonstrou, de acordo com nossos objetivos, que:

e A expressao da integrina CD11d no curso da diferenciacdo de macréfagos da
medula 6ssea nao influéncia este processo, de acordo com a expressao de

F4/80, nem interfere na capacidade proliferativa desses macréfagos.

e A integrina CD11d exerce influéncia no perfil de producdo de ROS em
macréfagos diferenciados da medula 6ssea, nao havendo essa influéncia em
macréfagos peritoneais sugerindo que esta molécula pode possuir funcdes
distintas em diferentes subtipos de macro6fagos.

e A integrina CD11d influencia o perfil de resposta imune dos macréfagos, uma
vez que sua delecao alterou o balanco de producéo de citocinas pré e anti-
inflamatérias e a producao de PGE> nos macréfagos avaliados.

e Aintegrina CD11d pode ser importante no processo de fagocitose de PRBCs,
porém nao na fagocitose de sHz, sugerindo que esta integrina atua em vias

especificas de fagocitose.
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8. PESPECTIVAS

e Avaliar a produgédo de IL-12 e Leucotrieno B, em macrofagos peritoneais e

diferenciados da medula 6ssea de animais CD11d** e CD11d™ in vitro;

e Avaliar a expressao da integrina CD11d em macro6fagos estimulados com

heme; e

e Avaliar a expressdao das demais leucointegrinas da familia CD18 nos
macrofagos peritoneais e diferenciados da medula éssea provenientes de
animais CD11d” in vitro;
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