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Resumo

Resumo

A malaria € uma parasitose que mata mais de um milhdo de pessoas por
ano. No Brasil, 99% dos casos ocorrem na Amazobnia Legal. O Plasmodium
chabaudi chabaudi CR, ndo letal, representa a maldria experimental de
autocontrole. A hipoglicemia é uma caracteristica comum da malaria causada pelo
P. falciparum e também esta presente na malaria murina. O diabetes tipo 1 € uma
doenca auto-imune érgao-especifica que tem como conseqiéncia a destruicao
das células B produtoras de insulina, nas ilhotas de Langerhans. Alguns trabalhos
observaram que a infeccdo de camundongos com o estagio sanglineo de P.
chabaudi induziu uma hipoglicemia em camundongos normais e normalizou a
hiperglicemia em camundongos moderadamente diabéticos por inducdo pela
streptozotocina (STZ). No camundongo NOD (“non-obese diabetic”), o diabetes é
determinado geneticamente e simula o desenvolvimento do diabetes tipo 1. O
presente trabalho se propde avaliar a influéncia do diabetes mellitus tipo 1 na
infeccdo experimental por Plasmodium chabaudi chabaudi, linhagem CR, em
camundongos fémeos NOD/Uni, com diferentes graus de diabetes (diabetes
moderada e diabetes severa). Camundongos fémeos livres de patégenos
especificos (SPF) da linhagem NOD/Uni com oito a 42 semanas de idade foram
infectados via intraperitoneal com 1x10’ eritrécitos parasitados pelo Plasmodium
chabaudi chabaudi CR. A glicemia foi determinada pela deposicdo de sangue
coletado diretamente da cauda do animal em fita reativa do aparelho Roche Accu-
Chek Active® em dias alternados. A parasitemia foi expressa em percentagem de
hemacias parasitadas mediante observagao de esfregaco sangiineo corado com
May-Grinwald e Giemsa. Os camundongos NOD/Uni foram classificados segundo
o grau de diabetes em moderada (300 a 500 mg/dL) e severa (>500 mg/dL). Foi
observada reducdo da glicemia a partir do quinto dia de infeccdo nos
camundongos NOD/Uni, em geral no pico da infeccao. Esta reducédo nao ocorreu

nos camundongos NOD/Uni sem infeccdo e nos camundongos da linhagem
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Resumo

BALB/c/Uni infectados pelo Plasmodium chabaudi chabaudi CR. As principais
lesbes renais observadas foram edema, necrose e infiliragdo glomerular,
descamacao e dilatacdo dos tubulos contorcidos e espessamento da membrana
basal glomerular. Os camundongos da linhagem NOD/Uni infectados pelo
Plasmodium chabaudi chabaudi CR apresentaram maior sobrevida em relagéo
aos camundongos sem infeccdo. A reducgdo da glicemia parece estar relacionada
a diversos fatores dentre eles, a influéncia das proteinas de membrana GPls
(glycosylphosphatidylinositols) e o equilibrio entre a resposta dos linfocitos
Th1/Th2.
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Abstract

Abstract

Plasmodium chabaudi chabaudi CR in Non-Obese Diabetic (NOD) mice

Malaria is a parasitic disease that kills more than one million people worldwide
each year. In Brazil, the 99% of the cases occur in the northern States that
encompass the Amazon Basin. Plasmodium chabaudi chabaudi is an important
experimental model for several aspects of malaria research, including parasite
biology and immunology. It is recognized as a developmental analog to human
infection by Plasmodium falciparum. The non-lethal Plasmodium chabaudi
chabaudi CR strain represents the experimental autocontrol disease.
Hypoglycemia is a common symptom of P. falciparum malaria and also occurs in
murine malaria. The Type 1 diabetes is an organ-specific autoimmune disease that
destroys the insulin-producing B cells of the Islets of Langerhans. In non-obese
diabetic (NOD) mice, diabetes is genetically determined and also develops type 1
diabetes. The present work evaluated type 1 diabetes mellitus during experimental
infection by Plasmodium chabaudi chabaudi CR strain in female NOD mice with
moderate and severe diabetes. Eight to 42 week—-old female specific pathogens
free (SPF) NOD/Uni mice were inoculated with red blood cells parasitized sample
containing the total of 1x10” Plasmodium chabaudi chabaudi CR by intraperitoneal
injection. Routine measurement of blood glucose in NOD/Uni mice was performed
every other day for 11 days post—infection. Glycemia was quantified using Roche
Accu-Chek Active kits with blood collected from the tail of each animal. The
parasitemia was expressed as percent of infected erythrocytes counted by
microscopy analysis of tail blood films stained with Giemsa. The animals were
classified according to their degree of diabetes into two groups: moderate diabetes
(300 to 500 mg/dL) and severe diabetes (>500 mg/dL). The control group was
composed of animals of the BALB/c/Uni strain. The natural death of NOD/Uni mice

was recorded for both infected and healthy animals. Glycemia decreased at the
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Abstract

height of parasitemia around the fifth day of infection. The diabetic infected animals
presented higher survival after the onset of diabetes when compared with non-
infected control. The main renal lesions found were glomerular edema, glomerular
necrosis, cell infiltration, tubular atrophy and expansion of the glomerular basement
membrane. The decrease of blood glycemia remains incompletely understood and
it seems to be related to GPIs (glycosylphosphatidylinositols) proteins and the
balance between Th1/Th2 responses.
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Introducao

1. Introducao

1.1. Malaria

A malaria € a doenca parasitaria de maior prevaléncia mundial. Estima-se
que 300-500 milhdes de pessoas adoecam por ano, principalmente na Africa
Subsaariana (90% dos casos), Sudeste Asidtico e Amazénia (SILVEIRA;
RESENDE, 2001).

Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
aproximadamente 40% da populacdao mundial esta sob o risco de infeccéo e pelo
menos um milhdo de pessoas morrem anualmente em decorréncia da maléria,
especialmente criancas e mulheres gravidas (WHO, 2007).

No Brasil, a malaria estda concentrada nos estados da Bacia Amazdnica,
com mais de 99% dos casos registrados. A doenca afeta principalmente
populacdes vivendo em condigcbes insatisfatérias de habitacdo e trabalho. Tais
populacdes estdo relacionadas a ocupacao desordenada de terras, a exploragéao
de minérios e aos movimentos migratorios (SILVEIRA; RESENDE, 2001). No
entanto € importante ressaltar a ocorréncia de casos autoctones no Estado de Sao
Paulo. Estes, porém representam somente 2,8% do total de casos de malaria no
estado, e sdo causados majoritariamente pelo Plasmodium vivax. A presenga
destes casos é notada principalmente em duas areas bastante distintas, na regidao
costeira coberta pela Mata Atlantica e no Planalto Paulista (WANDERLEY et al.,
2006).

O Plasmodium, protozoéario pertencente a familia Plasmodiidae, apresenta
quase 100 espécies descritas. Em humanos, os agentes etiol6gicos da malaria
sdo: Plasmodium vivax, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale e Plasmodium

falciparum.
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Introducao

Os transmissores de maldria em mamiferos sdo insetos fémeos da ordem
Diptera, da familia Culicidae e do género Anopheles. No Brasil, as principais
espécies vetoras sao: Anopheles (Nyssorhynchus) darlingi, Anopheles
(Nyssorhynchus) aquasalis, Anopheles (Nyssorhynchus) albitarsis, Anopheles
(Kerteszia) cruzi e Anopheles (Kerteszia) bellator.

Durante o repasto sanguineo o inseto inocula os esporozoitos, que em
questdo de minutos alcancam o figado (fase pré-eritrocitica) e, nos hepatdcitos,
comecam a se multiplicar, transformando-se em esquizontes (ASHLEY et al.,
2006).

Centenas de merozoitos (aproximadamente 32 por esquizonte) sao
liberadas na corrente sanguinea e rapidamente penetram nas células vermelhas
(fase eritrocitica). O tempo para a liberacdo dos merozoitos no sangue varia
geralmente de uma a duas semanas (ASHLEY et al., 2006).

Os trofozoitos se transformam em esquizontes cuja ruptura libera novos
merozoitos que irdo invadir outros eritrécitos causando febre. Este ciclo
assexuado de invasao das células vermelhas pelos merozoitos até a ruptura do
esquizonte leva 48 horas na maldria causada pelos Plasmodium falciparum, P.
vivax e P. ovale e 72 horas no caso do P. malariae (ASHLEY et al., 2006).

A sintomatologia, na malaria, varia de acordo com a espécie e cepa do
plasmédio. A destruicdo das hemacias é um dos aspectos importantes da
patologia malérica tendendo a levar o paciente a certo grau de anemia. Em
infeccdes causadas pelo Plasmodium falciparum observa-se uma profunda e
severa anemia podendo levar a 6bito (MENENDEZ et al., 2000).

A causa da anemia na malaria é multifatorial, a destruicdo direta das
hemacias e a diminuicdo do tempo de vida dos eritrécitos ndo parasitados sao
apontadas como os principais fatores (ELASED et al., 1996). Porém, as
complicacdes clinicas causadas pelo Plasmodium nao estdo restritas a disturbios
hematoldgicos. Além da anemia, a infeccdo pela maldria pode apresentar um
amplo espectro de manifesta¢des clinicas envolvendo érgdos como cérebro,
pulmdes, rins e baco (CHANG; STEVENSON, 2004).
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Introducao

A malaria tem sido uma das principais causas que leva a faléncia renal
aguda no Sudeste Asiatico, Peninsula Indiana e Africa. Também é responsavel
por uma proporcao significativa de doenca glomerular crénica, principalmente em
criangas africanas. Trés complicagdes renais podem ser encontradas na maléria
causada pelo P. falciparum: necrose tubular aguda, nefrite intersticial aguda e
glomerulonefrite (BARSOUM, 1998).

As mudancas patolégicas nos rins de pacientes com malaria por P.
falciparum dependem do estdgio da doenca e da severidade da infeccdo. Um
estudo realizado na india (Banaras Hindu University) entre janeiro de 1995 e
dezembro de 2000 associou 93 casos de deficiéncia renal aguda a malaria grave,
sendo 79,6% provocados por P. falciparum, 20,4% por P. vivax e 3,2% infec¢ao
mista (PRAKASH et al., 2003).

O mecanismo patogénico dominante € a isquemia renal, provocada pela
obstrucdo de capilares e vénulas pés-capilares por eritrécitos infectados e
ativagdo de mondcitos que liberam citocinas, tais como fator de necrose tumoral
(TNF-a) e interferon-gama (INF-y), resultando em necrose tubular aguda (DUVIC
et al., 2000).

Spitz (1946) (apud NGUANSANGIAM et al., 2007), Kibukamusoke e Hutt
(1967) e Bhamarapravati (1973) descreveram hipercelularidade, expansao
mesangial glomerular, adesdo da capsula de Bowman, infiltracdo de leucdcitos
polimorfonucleares e intenso ou moderado espessamento de membrana basal
glomerular.

Outra manifestacdo importante da infeccdo pelo Plasmodium sao os
distarbios metabdlicos, mais frequentes na malaria severa (DAVIS et al., 1993). A
hipoglicemia € uma caracteristica comum da malaria causada pelo Plasmodium
falciparum e parece estar relacionada a mortalidade, em diversas partes do
mundo, especialmente em criancas e mulheres gravidas, sua causa, porém ainda

nao esta completamente elucidada (WHO, 1990).
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1.2. Modelos experimentais da malaria em roedores

Atualmente sao reconhecidas quatro espécies distintas de Plasmodium de
roedores: Plasmodium berghei, Plasmodium yoelii, Plasmodium vinckei e
Plasmodium chabaudi. Cada uma, com excegdo do Plasmodium berghei,
representadas por duas ou mais subespécies (CARTER; DIGGS, 1977).

Os plasmédios de roedores sdo divididos dentro de dois grupos: o grupo
berghei (P. berghei e P. yoeli) e o grupo vinckei (P. vinckei e P. chabaudi). As
diferencas entre os dois grupos sao avaliadas em multiplos aspectos, incluindo a
morfologia dos parasitos no estagio sanglineo, padrao de protecdo cruzada,
sorologia e polimorfismo enzimatico (CARTER; DIGGS, 1977).

O modelo de malaria murina mais utilizado é o Plasmodium berghei cujas
mudancas histopatologicas encontradas na maioria dos 6rgéos sao similares as
causadas pela infeccao humana pelo Plasmodium falciparum. Entretanto, esse
modelo ndo simula todos os aspectos da infeccdo causada pelo Plasmodium
falciparum ou a infecgdo nao letal causada por outras espécies de Plasmodium
(ANDRADE JUNIOR et. al., 1991).

A viruléncia e outras caracteristicas da infeccao pelo Plasmodium chabaudi
sao variaveis, depende da cepa do parasito e também da constituicdo genética do
hospedeiro (CARTER; DIGGS, 1977).

A infeccdo causada pelo Plasmodium chabaudi chabaudi € um importante
modelo de pesquisa para diversos aspectos, tanto bioldégico quanto imunoldgico,
da malaria. O P. chabaudi chabaudi é reconhecido como um modelo que simula a
infeccdo humana nédo letal causada pelo Plasmodium falciparum devido a
auséncia das complicacoes cerebrais (TAYLOR-ROBINSON, 1996).

A resposta imune no estagio eritrocitico da infeccéo pelo Plasmodium tem
sido cada vez melhor estudada através da espécie Plasmodium chabaudi

chabaudi. Nesta espécie a resposta inicial ocorre pela ativacédo de células efetoras
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dependentes de CD4" Thi. Esta fase é seguida por resposta Th2 em que o
controle final do parasito ocorre pela estimulagdo de mecanismos imune
dependente de anticorpos (HELMBY et. al., 2000).

A cepa Plasmodium chabaudi chabaudi CR, nao letal representa a malaria
experimental de autocontrole, apropriada para estudo das lesdes histopatoldgicas
na fase crénica (MOTTA, 2003).

Greenwood e Voller (1970) foram os primeiros pesquisadores a discutirem a
patologia renal em camundongos infectados com P. berghei na Nova Zelandia.
Embora diversas descobertas interessantes terem sido relatadas por esses
autores, infelizmente, devido ao desenvolvimento espontdneo de nefropatia e a
possibilidade de uma infeccdo com virus latente nos camundongos, os resultados
nao foram conclusivos.

Houba (1979) confirma a importancia de imunocomplexos na patogénese
de nefropatia associada a malaria. Ehrich et al. (1981) demonstraram que
glomerulonefrite em ratos infectados com P. berghei é mediada por complexos
imunes envolvendo antigenos plasmodiais.

Em infeccdo com P. chabaudi em rato, além do desenvolvimento da anemia
e esplenomegalia, também se observou doenca renal caracterizada por inchago
dos tufos glomerulares e hipercelularidade mesangial; adesdao da parede da
capsula e descamacao do epitélio tubular, no entanto, areas de necrose focal
raramente foram vistas (MUSOKE et al., 1977). Essas mesmas alteragdes foram
observadas em camundongos infectados por P. chabaudi chabaudi AS
(ANDRADE JUNIOR et al., 1991).

Vuong et al. (1999) observaram patologias renais em camundongos
infectados com qualquer das trés espécies de Plasmodium murino — P. chabaudi
chabaudi, P. vinckei petteri e P. yoelii nigeriensis. As principais alteracoes
descritas sdo: congestao, hemorragia, edema, proliferacdo de células mesangiais,
necrose glomerular, necrose tubular, trombose glomerular, granuloma linféide e

infiltrado linfocitico. Em estudo com camundongos SCID infectados por P.
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chabaudi chabaudi CR, Motta (2003) observou comprometimento renal, ndo sé
pelo mecanismo de deposicdo de imunocomplexos, mas também devido a
isquemia renal, provocada pela obstrucao de capilares e vénulas pés-capilares por
eritrécitos infectados.

Na malaria murina a hipoglicemia também é observada. Camundongos
infectados com Plasmodium vinckei ou a cepa letal de P. yoelii YM exibem uma
profunda hipoglicemia em alta parasitemia. Uma queda similar da glicose
sanglinea ocorre na infecgao por P. chabaudi no momento do pico parasitémico,
quando o numero de parasitas é alto, retornando ao nivel normal quando o

camundongo se recupera (ELASED et al., 1996).

1.3. O diabetes mellitus tipo 1 na populacao humana

O diabetes mellitus € um grupo de distarbios metabdlicos, que se
caracterizam, bioquimicamente, por hiperglicemia crénica (ROSSINI et al., 1995).
Os efeitos do diabetes incluem, a longo prazo, dano, disfuncao e faléncia de varios
6rgaos (WHO, 1999).

Em 1979, o National Diabetes Data Group (NDDG), propds uma
classificacdo que dividiu o diabetes em duas categorias principais: diabetes
mellitus insulino-dependente e diabetes mellitus n&o-insulino dependente
(DAMIANI, 2000).

Porém, em 1997, a Academia Americana de Diabetes recomendou uma
nova classificagdo que eliminava os termos insulino-dependente e insulino-
independente, passando, entdo, a considerar diabetes tipo 1 e tipo 2 como as
categorias de classificacdo. Nesta nova classificacdo o DM tipo 1 caracteriza-se
pela destruicdo das células B do pAncreas mediada por um processo auto -imune
apds o qual os pacientes passam a depender de insulina para a sobrevivéncia. Ja

o DM tipo 2 varia de resisténcia a insulina com deficiéncia de insulina aos casos
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em que prevalece o defeito na secrecdo de insulina com resisténcia a insulina,
nesses casos nao ha destruigdo das células $ (DAMIANI, 2000).

O DM 1 é uma das doencgas crénicas mais comuns da infancia, com pico de
incidéncia entre cinco e 15 anos de idade, embora possa ocorrer em qualquer
faixa etaria. Corresponde a aproximadamente 10% de todos os casos de diabetes
(SILVA; DIB, 2001).

A incidéncia do diabetes tipo 1 apresenta uma grande variacdo entre os
paises. Obedecendo a um gradiente norte-sul, com alta incidéncia no norte
europeu (1%-1,5% na Finlandia) e incidéncias mais baixas nos paises mais ao sul
e tropicais (TISH; MCDEVITT, 1996).

O DM 1 é causado pela perda da capacidade secretéria de insulina devido
a destruicdo progressiva e imune mediada das células B produtoras de insulina,
nas ilhotas pancreaticas (SILVA; DIB, 2001), em individuos geneticamente
susceptiveis (IKEGAMI; OGIHARA, 1996).

Atualmente, é considerada uma doenca heterogénea e poligénica, com pelo
menos 20 genes envolvidos (ADORINI et al., 2002). Entretanto, fatores ambientais
podem acelerar o processo auto-imune contra as células atraves de toxicidade
direta, formagdo de um novo antigeno, mimica molecular ou interferéncia com o
sistema imune. Estudos tém demonstrado associacao entre infec¢cdes por virus da
caxumba, coxsackie B, echovirus, rubéola e o inicio do diabetes tipo 1 (SILVA;
DIB, 2001).

Quando o paciente comeca a apresentar os sintomas do diabetes, supbe-se
que 80% a 90% das célula8 A tenham sido irreversivelmente destruidas. As
ilhotas, entdo, apresentam um infiltrado inflamatério linfoplasmocitario (insulite),
incluindo células T CD8" e CD4", linfécitos B e macréfagos (SILVA; DIB, 2001).

O primeiro passo para o inicio da doenca é a apresentacdo de auto-
antigenos especificos das células por células apresentadoras de antigenos
(macroéfagos, células dendriticas e linfécitos B) aos linfocitos T helper CD4" auto-
reativos, em associacdo com moléculas HLA de classe Il e outras moléculas co-

estimulatérias. Uma vez que a auto-imunidade contra as células das ilhotas tenha
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comecgado, a velocidade para a destruicdo destas células pode ser varidvel. Em
pacientes com auto-anticorpos contra multiplos antigenos a progressao tende ser
mais rapida (SILVA; DIB, 2001). Uma das principais causas de faléncia renal € a
nefropatia diabética. Ela é clinicamente definida pelo aumento progressivo de
proteindria acompanhado pelo aumento da pressao arterial e comprometimento da
filtracdo glomerular. Histologicamente, a nefropatia diabética é caracterizada por
glomeruloesclerose difusa ou nodular, fibrose e atrofia tubulointersticial (ALSAAD;
HERZENBERG, 2007).

Estima-se que entre 1995 e 2025 haja um aumento de 35% na prevaléncia
mundial do diabetes em adultos (= 20 anos). Em paises desenvolvidos, 0 aumento
da prevaléncia sera de 27%, de 6% para 7,6% da populacdo. Em paises em
desenvolvimento o aumento sera de 48%, de 3,3% para 4,9% da populacdo (KING
et al., 1998).

1.4. O diabetes em camundongo NOD (“Non-Obese Diabetic”)

A linhagem NOD (“Non-Obese Diabetic”) é amplamente utilizada como um
modelo de auto-imunidade érgao-especifica devido ao processo auto-imune de
destruicao das células B das ilhotas de Langerhans. Tal processo é mediado pelas
células T culminando no aparecimento do diabetes mellitus (BAXTER; MANDEL,
1991).

Essa linhagem foi estabelecida em 1974 por Makino e colaboradores em
Osaka no Japao. Em 1980 a linhagem original apresentava uma incidéncia do
diabetes de 60% a 80% nas fémeas e apenas 10% nos machos na 30% semana de
vida (HAGEMAN; BUSCHARD, 1994).

Em 2001, a colénia NOD/Uni mantida no Centro Multidisciplinar para
Investigacao Biologica da Unicamp (CEMIB) apresentou prevaléncia de 82% para
as fémeas e 20% para machos (ANDRADE, 2003).
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Nas fémeas, o diabetes se manifesta mais cedo, entre 162 e 202 semana
enquanto que nos machos isso ocorre entre 212 e 282 semanas de idade (LEITER
et al., 1987).

Atualmente existem muitas colénias de camundongos NOD pelo mundo e
elas diferem significativamente na incidéncia do diabetes, tempo de expressao e
grau de preponderancia das fémeas (HAGEMAN; BUSCHARD, 1994). Fatores
ambientais como dieta, temperatura e agentes infecciosos podem influenciar na
incidéncia e tempo de expressao do diabetes (ROSSINI et al., 1995).

Algumas caracteristicas clinicas do diabetes no camundongo NOD séo
muito similares ao diabetes mellitus tipo 1 humano, isto inclui a abrupta expressao
da glicemia positiva entre 90 e 120 dias de vida (que equivale ao inicio do periodo
da adolescéncia em humanos), hiperglicemia, glicosuria, hipercolesterolemia,
cetonduria, polidipsia, politria e polifagia (LEITER et al., 1987).

Estudos sugerem que ambas células T CD4* e CD8" participam no
desenvolvimento e progressdo da doenca. Sendo as células CD4" essenciais nos
estagios iniciais e tardios do desenvolvimento podendo mediar diretamente a
destruicao das ilhotas pancreaticas (ANDERSON; BLUESTONE, 2005).

1.5. A malaria em camundongos diabéticos

Tolbert e McGhee (1960) observaram a reducdo do nivel de acgucar
sanguineo em ratos infectados pelo Plasmodium berghei. Este resultado também
foi observado em ratos com diabetes induzido pelo aloxano e infectados pelo P.
berghei.

Em estudo realizado por Elased e colaboradores (1995) foi observado que a
infeccdo de camundongos com o estagio sanglineo de Plasmodium yoelii e P.

chabaudi induziu uma hipoglicemia em camundongos normais e normalizou a
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hiperglicemia em camundongos moderadamente diabéticos, induzido pela
streptozotocina (STZ).

Posteriormente, Elased et. al.(2000) observaram que a infecgdo pela
malaria (Plasmodium yoelii e P. chabaudi) diminuiu a concentracdo de glicose
sanglinea, porém somente na presenca de alguma funcao pancreatica residual.
Esta diminuicdo da concentragcéo de glicose sanglinea também foi observada com
a administracdo de solucdo de Plasmodium yoelii fixado em formalina em
camundongo diabético da linhagem db/db. Entretanto € importante salientar que a

literatura sobre a malaria associado ao diabetes é escassa.
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2. Objetivo

Avaliar a influéncia do Diabetes Mellitus tipo 1 na infeccao experimental por
Plasmodium chabaudi chabaudi, linhagem CR, em camundongos fémeos NOD
(“Non-obese diabetic”).

2.1. Objetivos especificos

e Avaliar a influéncia do diabetes na parasitemia durante a infeccédo por
Plasmodium chabaudi chabaudilinhagem CR.
e Estudar a histopatologia renal resultante da malaria e diabetes.

o Registrar o efeito da associa¢do do diabetes a malaria, na sobrevida
dos animais.
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3. Material e Métodos

3.1. Animais

Foram utilizados camundongos fémeos livres de patdgenos especificos
(SPF), isogénicos da linhagem NOD/Uni. Os animais procederam da col6nia de
fundacdo mantida no CEMIB em isoladores de PVC flexivel com pressao positiva,
onde sao criados dentro do sistema de barreiras que impede contaminacgdes. Esta
colénia foi importada do Hospital Necker de Paris (Franca) em 1994 (ANDRADE,
2003).

A idade dos camundongos foi variavel dependendo da expressdao do
diabetes (entre 8-43 semanas) e da disponibilidade de fornecimento pelo CEMIB.
Também foram utilizados camundongos fémeos SPF da linhagem BALB/c/Uni
provenientes do CEMIB. Os experimentos tiveram a aprovagdo da Comissao de
Etica na Experimentacdo Animal (CEEA) do Instituto de Biologia da Unicamp
(Protocolo n® 780-1).

A escolha pela utilizacdo de camundongos fémeos ocorreu devido ao fato
destes apresentarem maior porcentagem de expressao do diabetes na colénia.
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3.2. Grupos experimentais

O grupo controle foi formado por camundongos fémeos SPF da linhagem
BALB/c/Uni, divididos em dois grupos: infectados e nao infectados.

Os camundongos NOD/Uni foram divididos em dois grupos (infectados e
ndo-infectados) sendo estes também classificados segundo o grau de diabetes
(leve, moderada e severa). Os valores glicémicos considerados foram:

. Diabetes leve (+): até 300 mg/dL;
. Diabetes moderada (+ +): 300-500 mg/dL;

. Diabetes severa (+ + +): > 500 mg/dL.

Os grupos formados pelos camundongos da linhagem NOD/Uni foram:
controle sem infecgcédo (n=12), infectado com diabetes moderada (n=3) e infectado
com diabetes severa (n=17). Todos os camundongos NOD/Uni sem infeccao
apresentavam diabetes severa.

Os grupos experimentais foram mantidos em mini-isoladores em rack
ventilada (Alesco) no biotério do Departamento de Parasitologia no Instituto de
Biologia da Unicamp. Todos os animais foram mantidos em maravalha

autoclavada, com racao Nuvilab autoclavavel CR1 e agua filtrada ad libitum.
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3.3. Determinacao da glicemia

A determinacdo da glicemia foi realizada em dias alternados a partir do dia
zero ou um apos a infeccao até o fim do experimento. No pico da infeccao, que foi
considerado o sétimo dia, foram realizadas as medidas de glicemia e parasitemia
em todos os animais.

Nos animais ndo infectados também foi realizada a mesma rotina de
determinagéo da glicemia.

Para a determinagéo da glicemia foram utilizadas fitas reativas do aparelho
Accu-Chek Active® (Roche). Depositando na fita um volume de sangue
aproximado de 2 pL, coletado diretamente da cauda de cada animal o resultado foi
expresso em mg/dL, apdés 5 segundos. O monitor Accu-Chek Active® mede a
glicemia em um intervalo definido de 10 a 600 mg/dL (0,6-33,3mmol/L), o
resultado superior a 600 mg/dL é indicado pelo simbolo Hi (high). O registro da
glicemia foi realizado sempre no periodo da tarde.

3.4. Infeccao dos camundongos

A linhagem de Plasmodium chabaudi chabaudi CR foi cedida pelo Prof. Dr.
Heitor F. Andrade Jr do Instituto de Medicina Tropical de Sao Paulo.

No decorrer dos experimentos a manutencao do P. chabaudi chabaudi CR
foi realizada em camundongo macho SPF isogénico da linhagem BALB/c/Uni,
também proveniente do CEMIB.
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Fémeas das linhagens BALB/c/Uni e NOD/Uni foram infectadas com células
sanguineas coletadas da veia da cauda dos camundongos machos BALB/c/Uni,
mediante injecdo intraperitoneal de 10’ hemécias parasitadas diluidas em NaCl

0,15M. O dia da inoculagéo foi considerado o dia zero da infecgéo.

3.5. Determinacao da parasitemia

Para contagem de parasitas, amostras de 5 uL de sangue foram coletadas
com micropipeta, mediante seccao da ponta da cauda dos camundongos NOD/Uni
infectados pelo P.chabaudi chabaudi CR. Apéds a diluicdo do sangue 200 x em
NaCl 0,15M, os eritrécitos parasitados foram contados em camara de Neubauer
sob microscopia de fase e os valores expressos em numeros de eritrécitos
parasitados x10%/mL.

Amostras de esfregacos foram obtidas, no decorrer da infeccdo, para
avaliacdo da parasitemia. A coloracao foi realizada utilizando-se May-Grinwald
(35 min) e Giemsa (uma hora). As laminas foram observadas em microscéopio
optico (1000x). Foram escolhidos campos aleatérios para contagem de pelo
menos 300 eritrécitos e os valores foram expressos em porcentagem de hemacias

parasitadas. A parasitemia foi sempre realizada no final da tarde.
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3.6. Avaliacao histopatoldgica

Ao final dos experimentos, alguns camundongos foram sacrificados por
deslocamento cervical. Em seguida procedeu-se a retirada dos rins para fixagao
imediata em Bouin aquoso. Os tecidos foram processados para desidratagao e
inclusdo em parafina Histosec® (Merk). Foram realizados cortes histolégicos de 5
um no micrétomo (American Optical). Foram efetuados dois protocolos diferentes
de coloracao:

e Coloracao pela Hematoxilina—Eosina para observacdo das alteracdes

estruturais dos rins;

e Coloracdo de PAS com diastase para avaliacdo do espessamento da

membrana basal glomerular.

Para o processo de digestao por diastase foi utilizada solucdo de a-amilase
(Sigma) a 0,5% durante 20 minutos (ELLIS, 2007).

Os cortes histoldgicos corados pelo HE foram observados em microscopia
Optica comum. Aqueles processados para coloracdo de PAS foram observados

em microscopia de luz polarizada.
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3.7. Captura de imagens

As imagens digitalizadas dos rins corados pelo HE foram obtidas em
Microscépio Zeiss Axioplan, acoplado ao computador com software de captura de
imagens Leica Image Manager IM50® (Leica).

3.8. Avaliacao da membrana basal glomerular

As laminas coradas pelo PAS foram observadas em microscopio Olympus
BX 51 com camera acoplada Q-Color 3 Olympus América Inc, em objetiva de 40x
e aumento éptico 2.

As imagens obtidas apds captura foram submetidas ao filtro “Equalize” e as
partes das laminas basais a serem medidas foram segmentadas pelos
histogramas de densidade 6ptica, apds fixadas as condi¢cdes de iluminagcao foram
realizadas as medidas de absorbéncia pelo analisador de imagens Image-Pro Plus
version 5.1 for Windows®.

As medidas obtidas foram: absorbancia média (Optical Density - OD),
desvio padrao das absorbancias por area medida (em micrébmetros), absorbancia
minima e absorbancia maxima. Foram realizadas medidas de um camundongo da
linhagem BALB/c, um camundongo da linhagem NOD/Uni com diabetes severa e
oito dias de infeccao pelo Plasmodium chabaudi chabaudi CR e um camundongo
da linhagem NOD/Uni com diabetes severa sem infecgédo. As 4reas totais medidas
foram 2356,8um?, 6936,6 pm?e 4697um?, respectivamente.
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3.9. Mortalidade

Os animais foram observados diariamente e a mortalidade natural foi
registrada durante a evolug¢ao de cada experimento.

No decorrer da infecgdo, alguns camundongos NOD/Uni infectados e nao
infectados foram sacrificados para andlise histologica (n=12 e n=5,

respectivamente).

3.10. Analise estatistica
Foram realizados testes estatisticos para andlise das laminas basais do

glomérulo. Os dados obtidos de cada amostra foram comparados utilizando o
software Minitab obtendo-se a média e desvio padrao (ANOVA).
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4. Resultados

4.1. Glicemia

Do total de camundongos fémeos NOD/Uni infectados pelo P. chabaudi
chabaudi CR (n = 20) 52,34% apresentaram reducéo da glicemia no periodo de
pico da infeccdo. Os camundongos NOD/Uni do grupo controle ndo apresentaram
reducdo da glicemia no decorrer dos experimentos (Grafico 1A).

Os animais foram separados conforme o grau de diabetes (M: moderada, S:
severa). No gréfico 1B pode ser observada a evolugdo da glicemia dos
camundongos NOD/Uni pertencentes ao grupo com diabetes moderada infectados
pelo P. chabaudi chabaudi CR. Neste grupo, cujo niumero de animais obtidos foi
baixo, o grafico apresenta os comportamentos individuais dos animais, que foram
nomeados M1, M2 e M3, a reducéao da glicemia foi observada a partir do quinto dia
de infeccdo. No grupo dos camundongos NOD/Uni com diabetes severa
infectados pelo P. chabaudi chabaudi CR, a redugdo da glicemia ocorreu
principalmente entre o quinto e sexto dia de infecg¢do, retornando aos valores
iniciais apds o pico da infeccao (Grafico 1C), foi considerada a média de todos os
animais deste grupo. O comportamento glicémico individual em uma amostra de
sete camundongos fémeos NOD/Uni com diabetes severa infectados pelo P.
chabaudi chabaudi CR pode ser observado nos graficos 1D e 1E. Nesta amostra,
a reducao da glicemia péde ser observada entre 0 quinto e sexto dia de infecgcao e
em alguns individuos entre o sétimo e oitavo dia de infeccdo. Para melhor
visualizacao dos dados, os camundongos foram divididos em dois gréaficos (1D e
1E) conforme o dia em que ocorreu a reducao da glicemia: cinco animais que

apresentaram reducao da glicemia entre o quinto e sexto dia de infeccao (Gréfico
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1D) e trés que apresentaram essa reducéao entre o sétimo e oitavo (Grafico 1E), os
animais foram nomeados de S1 a S7. Nesta amostra, o indice de reducao de
glicemia foi da ordem de 16,8% (desvio padrao 7,5) considerando, no primeiro dia
de infeccao, o valor de registro maximo de leitura do aparelho que corresponde a
600mg/dL. E importante ressaltar que o registro “high”, ao invés dos valores
numeéricos de glicemia, dificulta o célculo real da amplitude da reducao dos valores
glicémicos.

Nos camundongos fémeos da linhagem BALB/c ndo foi observada reducgao
da glicemia no pico da infeccéo pelo Plasmodium chabaudi chabaudi CR. Também
ndao houve diferengca na evolucdo da glicemia entre os camundongos BALB/c
infectados e sem infeccao (Grafico 2).

Glicemia (mg/dL)

600 -

595 -

590

585

580

575

570

0 2 4 7 O NOD/Uni controle
Dias

Grafico 1A — Evolucao da glicemia em camundongos fémeos NOD/Uni com
diabetes severa (n=5).
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Grafico 1B - Evolucdo individual da glicemia em camundongos fémeos
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NOD/Uni com diabetes moderada (M1,M2,M3) nos periodos 0-
1, 3-4, 5-6, 7-8 e 10 dias apds a infeccdo por Plasmodium
chabaudi chabaudi linhagem CR.
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Grafico 1C — Evolugao da glicemia em camundongos fémeos NOD/Uni com

diabetes severa nos periodos 0-1, 3-4, 5-6, 7-8 e 10 dias apos
a infeccdo por Plasmodium chabaudi chabaudi linhagem CR
(n=17).
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Grafico 1D - Evolucdo individual da glicemia em camundongos fémeos
NOD/Uni com diabetes severa (S1,52,53,54) nos periodos 0-

1, 3-4, 5-6 e 7-8 dias apdés a infeccdo por Plasmodium
chabaudi chabaudi linhagem CR.
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Grafico 1E - Evolucao individual da glicemia em camundongos fémeos
NOD/Uni com diabetes severa (S5, S6 e S7) nos periodos 0-
1, 3-4, 5-6, 7-8 e 10 dias apo6s a infeccao por Plasmodium
chabaudi chabaudi linhagem CR.
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Grafico 2 - Evolugdo da glicemia em camundongos fémeos BALB/c com
infecgdo por Plasmodium chabaudi chabaudi linhagem CR e
sem infecg&o no periodos 1, 3, 5, 6, 7, 8, 9 e 10 dias apds a
infeccao.
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4.2. Parasitemia

No decorrer da infeccdo dos camundongos NOD/Uni pelo P. chabaudi
chabaudi linhagem CR, foi possivel observar o pico parasitémico no sétimo dia e
posterior controle da infeccdo, o que pode ser confirmado pela queda da
parasitemia no 12° dia de infeccdo (Grafico 3). Os camundongos da linhagem
BALB/c também apresentaram o pico da infeccdo no sétimo, no entanto a média
da parasitemia nesta linhagem foi ligeiramente maior.

A média da parasitemia e o desvio padrao no sexto, sétimo e 12° dias de
infeccdo em uma amostra de 5, 17 e 11 camundongos NOD/Uni, respectivamente,
podem ser observados na Tabela 1. Os dados do Grafico 3 e da Tabela 1
correspondem aos dois grupos de camundongos NOD/Uni (diabetes severa e
moderada).

Na Tabela 2 os dados de glicemia e parasitemia dos camundongos
NOD/Uni do grupo com diabetes moderada (n=3) e em uma amostra do grupo
com diabetes severa (n=6) no sétimo dia de infec¢do pelo P.chabaudi chabaudi
CR podem ser observados separadamente. Neste periodo, a parasitemia foi em

média mais alta nos animais com diabetes severa.
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Parasitemia (%)
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Grafico 3 — Média da parasitemia em uma amostra de camundongos
fémeos NOD/Uni e BALB/c/Uni no decorrer da infecgdo por P.

chabaudi chabaudi CR nos dias 6, 7 e 12.
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Tabela 1 — Média da parasitemia e desvio padrao em uma amostra dos
camundongos fémeos NOD/Uni no decorrer da infecgéao por P.
chabaudi chabaudi CR nos dias 6, 7 e 12.

Tempo de Parasitemia Desvio padrao
infeccao em dias
6 (n=5) 45,2% 20,8
7 (n=17) 48,29% 19,1
12 (n=11) 43,32% 20,07

Tabela 2 — Resultados individuais de parasitemia e glicemia em uma
amostra de camundongos fémeos NOD/Uni no sétimo dia de
infeccao pelo P.chabaudi chabaudi CR.

Diabetes moderada Parasitemia Glicemia (mg/dL)
(%)
M 1 23,85 442
M2 39,59 491
M3 47,22 238
Diabetes severa
S1 43,6 >600
S3 63,61 423
S5 22,15 517
S6 35,9 508
S8 66,43 >600
S9 67,16 >600
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4.3. Avaliacao histopatoldgica

As principais alteragbes renais observadas foram edema, necrose e
infiltracdo glomerular, descamacao e dilatacao dos tubulos contorcidos.

As principais alterac6es renais encontradas nos camundongos da linhagem
NOD/Uni podem ser observadas nas figuras a seguir.

Nas Figuras 1A e 1B é possivel observar corte histolégico de rim sadio de
camundongo fémeo da linhagem BALB/c/Uni sem infecgdo em aumento de 200x e
400x, respectivamente.

Nas demais figuras podem ser observadas as principais alteracdes renais
encontradas em camundongo da linhagem NOD/Uni sem infec¢ao (Figura 2) e em
camundongos fémeos NOD/Uni infectados pelo P. chabaudi chabaudi CR em
diferentes tempos de infeccdo e de diabetes (Figuras 3-9). Edema glomerular e
descamacao das células tubulares estiveram presentes com maior freqiéncia. A
presenca de nucleos picnoticos (Figs. 5A e B) foi considerada o inicio do processo
de necrose glomerular, entretanto a necrose glomerular foi a lesdo renal
encontrada em menor freqiéncia (Fig. 9B). Estas alteracbes renais estiveram
presentes tanto nos camundongos diabéticos com infeccdo quanto nos diabéticos
sem infecgéo.

Na Tabela 3 é possivel observar as alteragdes renais em uma amostra de
camundongos NOD/Uni infectados pelo P. chabaudi chabaudi CR divididos
segundo o grau de diabetes. Os dados observados do Unico animal obtido que
apresentou diabetes leve também estéo presentes nesta tabela.

Na coloragdo pelo PAS, foi possivel observar o espessamento da
membrana basal do glomérulo nos camundongos NOD/Uni analisados, esses
valores diferiram significativamente do observado no camundongo BALB/c
controle. Neste aspecto, porém nao houve diferengca entre o camundongo
NOD/Uni com infeccao e sem infeccao, ambos apresentavam diabetes severa.
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Tabela 3 — Alteracdes renais em camundongos fémeos NOD/Uni infectados pelo P. chabaudi chabaudi CR em diversos tempos de

infeccdo e no estagio de diabetes leve (L), moderada (M) e severa (S).

T —trombose; H — hipercelularidade no glomérulo; E — edema glomerular; N — necrose; DCT — descamacao das células
tubulares.

Animal Tempo | Parasitemia (%) Glicemia na Tempo de Alteragoes renais
de morte (mg/dL) diabetes no dia
infecgédo da infecgéo
no (dias)
sacrificio
(dias)
T H E N DCT
L1 42 57,62 173 7 - ++ + ++ + - ++
M 1 12 45,55 478 23 - + + + ++ +
M2 20 57,36 >600 17 + + + + ++ + + ++ +
M3 42 57,3 497 7 - + - + +
S5 12 27,57 >600 30 - ++ + ++ + + ++ +
S6 12 50,62 584 34 - +++ +++ - +4+ 4+
S10 8 53,95 575 8 - ++ ++ + - ++
S 11 8 56,06 >600 7 ++ + + + ++ + ++ +++
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Figura 1A — Corte histolégico de rim de camundongo fémeo BALB/c/Uni.
Observar organizagéo tecidual normal. Coloracdo HE (Aumento
200x).

Figura 1B — Corte histolégico de rim de camundongo fémeo BALB/c/Uni.

Observar glomérulo e tubulos contorcidos normais. Coloragdo HE
(Aumento 400x).
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Figura 2 — Corte histolégico de rim de camundongo fémeo NOD/Uni controle

com diabetes severa. Observar edema glomerular (seta preta),
descamacao de células tubulares (seta verde) e dilatacao tubular

(seta azul). Coloragdo HE (Aumento 400x).

Figura 3A — Corte histolégico de rim de camundongo fémeo NOD/Uni com 12
dias de infeccdo pelo P. chabaudi chabaudi CR, diabetes

moderada. Observar desorganizagao tecidual e dilatacao tubular.
Coloracao HE (Aumento 200x).
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Figura 3B — Corte histologico de rim de camundongo fémeo NOD/Uni com 12
dias de infeccdo pelo P. chabaudi chabaudi CR, diabetes
moderada. Observar edema de tubulos contorcidos proximais e

distais. Coloragédo HE (Aumento 400x).
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Figura 4A — Corte histologico de rim de camundongo fémeo NOD/Uni com 20
dias de infeccdo pelo P. chabaudi chabaudi CR, diabetes
moderada. Observar hipercelularidade glomerular. Coloragcdo HE
(Aumento 200x).
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Figura 4B — Corte histologico de rim de camundongo fémeo NOD/Uni com 20
dias de infeccdo pelo P. chabaudi chabaudi CR, diabetes
moderada. Observar trombose glomerular (seta preta) e
hipercelularidade (seta verde). Coloracdo HE (Aumento 400x).

Figura 5A — Corte histolégico de rim de camundongo fémeo NOD/Uni com 42
dias de infeccdo pelo P. chabaudi chabaudi CR, diabetes
moderada. Observar a presenca de nudcleos picnéticos nos
glomérulos. Coloracdo HE (Aumento 200x).

.
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Figura 5B — Corte histolégico de rim de camundongo fémeo NOD/Uni com 42
dias de infeccdo pelo P. chabaudi chabaudi CR, diabetes
moderada. Observar glomérulos em processo de necrose com
nacleos picnéticos (setas). Coloracao HE (Aumento 400x).
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Figura 6A — Corte histolégico de rim de camundongo fémeo NOD/Uni com 12
dias de infecg¢do pelo P. chabaudi chabaudi CR, diabetes severa.
Observar desorganizacao tecidual. Coloracdo HE (Aumento 200x).
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Figura 6B — Corte histolégico de rim de camundongo fémeo NOD/Uni com 12
dias de infeccao pelo P. chabaudi chabaudi CR, diabetes severa.
Observar edema glomerular e descamacdo tubular (seta).
Coloracao HE (Aumento 400x).

o lred i Py e f
‘ V25T Ry
i
&
;

Figura 7A — Corte histolégico de rim de camundongo fémeo NOD/Uni com 12
dias de infeccao pelo P. chabaudi chabaudi CR, diabetes severa.
Observar edema de tubulos contorcidos proximais e distais.
Coloracao HE (Aumento 200x).
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Figura 7B — Corte histolégico de rim de camundongo fémeo NOD/Uni com 12
dias de infecg¢édo pelo P. chabaudi chabaudi CR, diabetes severa.
Observar descamacao celular nos tubulos contorcidos proximais e
distais (seta preta) e trombose glomerular (seta verde). Coloracao

HE (Aumento 400x).
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Figura 8A — Corte histoldgico de rim de camundongo fémeo NOD/Uni com oito
dias de infeccdao P. chabaudi chabaudi CR, diabetes severa.

Observar edema glomerular. Coloragdo HE (Aumento 200x).
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Figura 8B — Corte histoldgico de rim de camundongo fémeo NOD/Uni com oito
dias de infeccao pelo P. chabaudi chabaudi CR, diabetes severa.
Observar edema e descamacao celular nos tubulos contorcidos

proximais e distais (seta) e desorganizacao tecidual. Coloracéo HE
(Aumento 400x).

t
%

i :
Figura 9A — Corte histoldgico de rim de camundongo fémeo NOD/Uni com oito

dias de infec¢do por P. chabaudi chabaudi CR, diabetes severa.

Observar edema glomerular e tubular. Coloracdo HE (Aumento
200x).

s
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Figura 9B — Corte histoldgico de rim de camundongo fémeo NOD/Uni com oito
dias de infeccao pelo P. chabaudi chabaudi CR, diabetes severa.

Observar edema glomerular e necrose (seta). Coloragdo HE
(Aumento 400x).
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4.4. Mortalidade

Nos camundongos fémeos da linhagem NOD/Uni infectados pelo
Plasmodium chabaudi chabaudi CR a média do tempo de vida foi de 29,13
semanas, superior ao observado no grupo piloto mantido no CEMIB em 2005 cuja
sobrevida média foi de 22,73 semanas.

Ap6s o aparecimento da glicemia positiva, os camundongos NOD/Uni
mantidos no CEMIB sobrevivem em média 4 semanas (comunicacao pessoal),
enquanto que os camundongos NOD/Uni infectados sobreviveram em média 6,5
semanas.

N&ao foi observada morte natural nos camundongos BALB/c/Uni infectados,

devido a utilizagdo da linhagem CR nao letal de Plasmodium chabaudi chabaudi.
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Grafico 4 — Sobrevida dos camundongos fémeos da linhagem NOD/Uni sem
infeccdo (Dados do CEMIB 2005) e infectados pelo Plasmodium
chabaudi chabaudi CR.
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5. Discussao

O estudo da influéncia de infecgcoes parasitarias em camundongos
diabéticos tem sido alvo de pesquisa, porém poucos sao os trabalhos que utilizam
modelos animais que expressam o diabetes geneticamente.

Andrade (2003) observou que a infeccdo por Schistosoma mansoni
apresenta um papel protetor no diabetes em camundongos da linhagem NOD/Uni.
Saunders e colaboradores (2007), também utilizando a linhagem NOD, obtiveram
resultados semelhantes com a associacdao do diabetes a Trichinella spiralis e
Heligmosomoides polygyrus. Estes autores observaram que a inducdo e a
progressao do diabetes em camundongos da linhagem NOD pode ser inibida pela
infecgdo por estes helmintos gastrintestinais.

Sao escassos os artigos na literatura que avaliam o efeito do diabetes na
infeccao pelo Plasmodium sp. Neste contexto, a utilizacao da linhagem NOD/Uni,
que simula o diabetes do tipo 1, concomitante a infecgdo por Plasmodium
chabaudi chabaudi CR foi descrita pela primeira no presente trabalho.

A hipoglicemia em infecgbes por Plasmodium falciparum é uma das
caracteristicas da malaria severa (WHO, 1990). Esta alteragdo pode ser associada
ao tratamento com quinino, no entanto, hoje se sabe que este ndo € o unico fator
que causa a hipoglicemia. Em 1912, Bass e Johns relataram a necessidade de
glicose para o sucesso de cultura de Plasmodium vivax e P. falcuparum. O nivel
de TNF sanglineo também influencia a reducdo da glicemia, entretanto este
sozinho ndo é suficiente, outras citocinas como IL-1 e IL-6 parecem atuar
sinergicamente. As causas da hipoglicemia, entretanto ainda nao foram
completamente elucidadas e atualmente € considerada multifatorial (ELASED et.
al., 1996).
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Tolbert e McGhee (1960) observaram reducdo do nivel da glicose
sanglinea em ratos com diabetes induzido pelo aloxano e infectados pelo
Plasmodium berghei.

Elased e colaboradores (1995) observaram que a infeccao pelo
Plasmodium chabaudi chabaudi AS promoveu uma reducao drastica da glicemia
em camundongos com diabetes induzida pela streptozotocina (STZ). Estes
resultados também foram observados pela inoculacdo de parasitos inativados,
extratos ou produtos de Plasmodium yoelli e Plasmodium chabaudi tanto em
camundongos com diabetes induzida pela STZ como nas linhagens de
camundongos geneticamente diabéticos que simulam o diabetes do tipo 2
(C57BL/6J-ob/ob e C57BL/Ks-db/db) (ELASED et. al., 2000; ELASED et. al.,
2001). Posteriormente, Elased e colaboradores (2004) observaram que a
administracao de glicosilfosfatidilinositol (GPI) de Plasmodium yoelli demonstrou
atividade antidiabética em modelos animais do diabetes tipo 2. As GPls,
componentes essenciais da membrana plasmatica presente nos Plasmodium sp.,
possuem um papel central na homeostase da glicose sanglinea, e uma vez
totalmente caracterizada, as GPls podem revelar informagbes importantes para a
o desenvolvimento da sintese de novas drogas para o controle do diabetes.

No presente trabalho, foram utilizados camundongos fémeos da linhagem
NOD/Uni que desenvolvem espontaneamente o diabetes simulando, em diversos
aspectos, o diabetes humano do tipo 1. Nesta linhagem, camundongos fémeos
apresentam maior porcentagem de expressao do diabetes (LEITER et. al., 1987).
No grupo piloto de camundongos NOD/Uni mantido no CEMIB, em 2005, 74,7%
das fémeas expressaram o diabetes enquanto nos machos este valor foi de
41,3%.

Na maioria dos camundongos NOD/Uni infectados pelo Plasmodium
chabaudi chabaudi CR (52,34%) foi observada reducéo da glicemia. Esta reducao
ocorreu principalmente no pico da infeccdo, que ocorreu entre o sexto e oitavo dia
de infecgdo, confirmando os resultados obtidos por Elased e colaboradores
(1996).
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A parasitemia observada nos camundongos NOD/Uni foi alta, em média
45,5% de eritrécitos parasitados no pico da infeccdo. Este valor foi maior nos
camundongos com diabetes severa que apresentaram parasitemia média de
49,8% enquanto nos camundongos com diabetes moderada este valor foi de
36,8%. Nos camundongos BALB/c/Uni a parasitemia observada também foi alta.
Elased e colaboradores (1995) também observaram uma alta parasitemia (50%)
em camundongos com diabetes induzida pela STZ infectados pelo Plasmodium
chabaudi. Garnical e colaboradores (2002) também observaram parasitemia
elevada no pico da infeccdo, em torno de 50%, em camundongos BALB/c
infectados pelo P. chabaudi chabaudi CR.

5.1. Histopatologia renal

Além da malaria cerebral, um dos aspectos clinicos importantes que
definem a malaria severa causada pelo Plasmodium falciparum é a patologia renal
(WHO, 1990).

As lesGes renais (glomerulonefrite, nefrite, sindrome nefrética) associadas a
malaria podem ser divididas em aguda e crbnica. As lesGes agudas caracterizam-
se pelo desenvolvimento de anomalias urinarias e deposicao de imunoglobulinas,
complemento e antigenos no glomérulo a partir da segunda semana de infecgao.
Estas lesbes sdo reversiveis e ocorrem principalmente na infeccao pelo P.
falciparum. As lesdes descritas na infeccdo pelo P. malariae se desenvolvem
lentamente e tendem a progredir para lesdes crénicas, em adultos as lesdes
crbnicas mais comuns sdo glomerulonefrite proliferativa, inchaco do tufo
glomerular e proliferagdo das células endoteliais (HOUBA, 1979).

Na malaria causada pelo P. falciparum as alteragdes glomerulares sao:
hipercelularidade glomerular, aumento das células endoteliais em tamanho e

namero, irregularidade na espessura da membrana basal, proliferagdo mesangial,
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hipertrofia das células epiteliais com fusdo dos podécitos e depdsito de complexo
imune (EL-SHOURA, 1994).

As lesbes renais também podem ser observadas em infecgoes
experimentais. Estudos histopatolégicos em ratos infectados pelo P. chabaudi
confirmaram a presencga de glomerulonefrite com aumento e celularidade dos tufos
glomerulares, inchaco do epitélio tubular principalmente entre o quinto e sétimo dia
de infeccdo (MUSOKE et. al., 1977).

Vuong e colaboradores (1999) observaram congestdo das algas
glomerulares, hemorragia, edema, proliferacdo das células mesangiais, necrose e
trombose glomerular, necrose tubular, necrose da cdpsula de Bowman e infiltrado
linfocitico em camundongos da linhagem Swiss OF1 infectados pelo P. chabaudi
chabaudi.

No diabetes, a nefropatia diabética € uma complicacdo microvascular
relativamente comum em ambos os tipos de diabetes. Clinicamente, ela é
caracterizada pela presenca de proteinuria persistente  (>0,59/24h).
Histologicamente, les6es nodulares podem ser encontradas no glomérulo. Estes
nddulos sdo massas consistentes e bem delimitadas, eosinofilicas e PAS-positivas
localizadas nas regides centrais dos Iébulos glomerulares. Quando ndo sao
acelulares, apresentam nucleos picnéticos e freqlientemente podem ser
encontradas células com aspecto espumoso ao redor. Qutras alteragcbes
histologicas encontradas sao: lesdo glomerular difusa, que pode ser caracterizada
pelo aumento da area glomerular, espessamento da parede capilar e, em estagios
mais avancados, fibrose periglomerular. Alguns estudos relatam a presenca de
glomeruloesclerose diabética em 90% dos pacientes com diabetes do tipo 1 e
tempo de diabetes acima de 10 anos. No diabetes do tipo 2 essa prevaléncia é de
25-51%. Em individuos com diabetes do tipo 1 o aumento no volume glomerular
pode ser observado em 1 a 6 anos apds o diagndstico da doencga. Os tubulos
renais podem apresentar uma grande variedade de mudancas nao especificas e
semelhantes as encontradas em outras doengas renais progressivas (VIBERTI et.
al., 1994).
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No entanto, alguns pacientes com diabetes do tipo 1 ndo desenvolvem
lesdo renal mesmo ap6s muitos anos de expressao da doenca, independente do
controle glicémico. Por outro lado, algumas pessoas apresentam nefropatia
diabética poucos anos ap6s a presenca do diabetes, muitas vezes somente com
uma leve elevacdo do nivel de glicose sangliinea (ROSENSTOCK e RASKIN,
1989).

Alguns estudos relatam que a maior prevaléncia da nefropatia diabética
ocorre apds 20 a 25 anos de diabetes e declina subseqientemente em torno de
10% em paciente que sofrem de diabetes por 40 anos ou mais. Aplés o
estabelecimento da proteindria, o estagio terminal de faléncia renal se desenvolve
em aproximadamente 25% dos pacientes em seis anos, em 50% dos pacientes
em 10 anos e em 75% em 15 anos. No entanto alteragcdes patolégicas ocorrem no
glomérulo sem que haja manifestagdes clinicas (ROSENSTOCK e RASKIN,
1989).

O papel do controle da glicemia no desenvolvimento da nefropatia diabética
tem sido estudado em modelos experimentais. Algumas evidéncias sugerem
fortemente que um ambiente metabdlico anormal tem um papel importante na
génese da nefropatia diabética. Estudos mostram que a melhora ou a
normalizacdo do meio metabdlico em diabetes experimental pode prevenir,
retardar ou até mesmo reverter algumas lesées microvasculares semelhantes as
observadas em humanos (ROSENSTOCK e RASKIN, 1989).

As mudancas estruturais no glomérulo, conhecida como glomerulopatia
diabética, é o aspecto que mais tem chamado atencao na nefropatia diabética. As
alteracbes fundamentais sdo aumento da espessura da membrana basal e
expansao mesangial com acumulo de matriz (BANSTAD et. al., 2000). Estas
alteragdes podem ser particularmente bem observadas em cortes com coloragéo
de PAS ou prata (OLSEN, 2000).

As principais alteragées renais observadas no diabetes sdo: hipertrofia

glomerular, aumento da espessura da membrana basal, danos estruturais
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relacionados a excrecao de albumina e finalmente, danos estruturais avancados
(MOGENSEN, 2000).

Estudos histoquimicos demonstraram que as alteracbes na matriz
mesangial nas lesdes nodulares em pacientes diabéticos ocorrem devido ao
acumulo de colagenos dos tipos I, Ill e principalmente tipo VI, além do
componente original, o colageno do tipo IV (NISHI, 2000). Em individuos com
nefropatia diabética a membrana basal do glomérulo pode aumentar de 2 a 10
vezes a espessura normal (HOSTETTER e DANIELS, 1989). Também pode ser
observado um aumento do numero de células na regido periférica do glomeérulo
(NISHI, 2000).

Em ratos com diabetes induzido pela STZ é possivel observar um periodo
inicial de hiperplasia das células renais seguido de um periodo hipertrofico
(ZHANG et. al., 2007).

Camundongos diabéticos db/db apresentam um expressivo aumento de
albumindria e expansao da matriz mesangial (SHARMA et. al., 2003).

O diabetes em camundongos da linhagem NOD ¢é caracterizado
histologicamente pela presenca de infiltrado linfocitario nas ilhotas pancreaticas
(insulite) a partir da quarta semana de vida, bem antes do estabelecimento do
diabetes clinico que ocorre em torno da 15° semana de vida (HANAFUSA e
TARUI, 1990). Nesta linhagem, hipertrofia renal e lesdo glomerular também
podem ser observadas nos estagios iniciais do aparecimento do diabetes e
alteracbes estruturais nos tubulos proximais no estagio mais avancado da fase
aguda (MAEDA et. al., 2003).

Doi e colaboradores (1990) observaram, em camundongos NOD, aumento
da area glomerular independente da duracdo da glicemia, esclerose mesangial,
glomeruloesclerose e proteinaria. Os dados observados na Tabela 3 confirmam a
presenga de alteragdes renais em individuos com diferentes tempos de glicemia
positiva.

A espessura da membrana basal nos camundongos NOD/Uni observada
neste trabalho foi significativamente maior que nos camundongos BALB/c sadios,
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confirmando os dados descritos acima. No entanto, ndo houve diferenca
significativa no espessamento da membrana basal do glomérulo entre
camundongos NOD/Uni infectados e nao infectados.

As alteragbes renais observadas foram: edema, infiltragdo glomerular,
descamacao e dilatacdo dos tubulos contorcidos. A presenca de ndcleos
picnéticos indicativo do processo de necrose e glomérulos necrosados foi
encontrada em menor frequéncia.

No que diz respeito as alteracdes histolégicas nos camundongos da
linhagem NOD/Uni ndo foi possivel observar a influéncia da infecgdo pelo
Plasmodium chabaudi chabaudi CR pois os camundongos NOD/Uni néao

infectados também apresentaram lesdes renais similares.

5.2. Mortalidade

Andrade (2003) observou que a infeccdo por Schistosoma mansoni
promoveu aumento da sobrevida de camundongos NOD/Uni quando comparado
com camundongos desta mesma linhagem sem infecgdo. Neste caso a alteragao
entre o balanco Th1/Th2 parece influenciar na mortalidade dos animais
(ANDRADE, 2003).

As infecgbes parasitarias sdo caracterizadas pela habilidade do parasita em
induzir uma resposta imunoregulatéria do hospedeiro de maneira a impedir que
este seja eliminado, podendo alterar o equilibrio entre os linfécitos Th1 e Th2
(TAVERNE e BRADLEY, 1999).

Em camundongos da linhagem NOD pré diabéticos, infec¢cées por helmintos
e bactéria parecem inibir o diabetes do tipo 1 através da interrupcdo do
mecanismo que leva a destruicdo, mediada pelas células Th1, das células beta
produtoras de insulina. A interleucina 10 (IL-10) produzida pelas células Th2 tem
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sido associada a uma resposta regulatéria responsavel pela protecdo contra o
diabetes (SAUNDERS et. al. 2007).

A infeccao por Plasmodium chabaudi chabaudi AS em camundongos da
linhagem BALB/c é normalmente caracterizada pela mudanca da resposta dos
linfécitos T-helper. Durante a primeira semana da infecgcdo observa-se uma
resposta Th1, caracterizada pela produgao de interferon gama e interleucina 2 (IL-
2) seguida por uma resposta Th2, caracterizada pela producdo de IL-4 e
anticorpos. Esta mudanca na resposta Th é observada geralmente no momento do
pico da infeccao (HELMBY ET. AL., 2000).

Estudos mostram que infec¢des bacterianas podem induzir a mudancga da
resposta Th1 para Th2 em camundongos da linhagem NOD influenciando no
aparecimento e evolucao do diabetes. No entanto, esta mudancga na resposta das
células T pode ser uma simplificacdo de um complexo mecanismo regulatério
(COHEN, 1997).

No presente trabalho foi observada maior sobrevida nos camundongos
NOD/Uni infectados em relacdo aos camundongos desta linhagem néo infectados.
Os animais que foram infectados apds um tempo maior de expressao do diabetes
sobreviveram somente até a fase aguda da infeccao pelo Plasmodium chabaudi
chabaudi CR (7-8 dias ap6s infeccdo). Em animais cujo tempo entre a expressao
do diabetes e a infeccao pelo Plasmodium chabaudi chabaudi CR foi menor, o
tempo de sobrevivéncia apés a infeccéo foi de 43 dias em média.

A prevengdo do diabetes em modelos animais por agentes infecciosos
como helmintos, bactérias e virus pode estar relacionada a hipétese higiénica que
postula que o0 aumento da incidéncia de doencgas auto imunes como o diabetes em
paises desenvolvidos é resultado da diminuicdo da exposicdo a agentes
infecciosos. Os mecanismos de acado podem variar desde a inducéo de células T
regulatérias a alteracao das células T diabetogénicas circulantes (SAUNDERS et.
al. 2007).

Finalmente, € importante salientar que a influéncia da infeccao pelo

protozoario causador da malaria murina Plasmodium chabaudi chabaudi CR no
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comportamento glicémico apds o aparecimento do diabetes em camundongos
fémeos NOD/Uni pdde ser observada pela primeira vez no presente trabalho.
Contudo os mecanismos envolvidos nas alteragcdes do comportamento glicémico

desta linhagem ainda nao foram completamente elucidados.

57



Conclusao

6. Conclusao

e A infeccdo pelo Plasmodium chabaudi chabaudi CR promoveu redugéo
da glicemia na maioria dos camundongos fémeos da linhagem NOD/Uni
durante o pico da infeccao.

e Os camundongos da linhagem NOD/Uni apresentaram parasitemia

elevada, principalmente em camundongos com diabetes severa.

e As principais lesdes renais observadas foram: edema, infiltragdo
glomerular, descamacado e dilatacdo dos tubulos contorcidos e necrose

glomerular.

e Foi possivel observar espessamento da membrana basal glomerular nos
camundongos NOD/Uni. Porém nao houve diferenca entre os camundongos
NOD/Uni com infeccdo e sem infecgdo por Plasmodium chabaudi chabaudi
linhagem CR.

e A infecgdo por Plasmodium chabaudi chabaudi CR promoveu maior
sobrevivéncia nos camundongos da linhagem NOD/Uni em relagdo aos
camundongos pertencentes ao grupo piloto desta mesma linhagem mantidos
no CEMIB.
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