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 "Nothing in biology makes sense 

except in the light of evolution" 

 

Theodosius Dobzhansky 
 
 

 



 

RESUMO 

Debone, D. AVALIAÇÃO DO CITOESQUELETO E DA BARREIRA ENDOTELIAL 

PULMONAR NA MALÁRIA EXPERIMENTAL. 2017. 105p. Dissertação (Mestrado) - 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas, Universidade de São Paulo, 2017 

Infecções por Plasmodium sp. podem levar a um quadro respiratório grave, com com-

plicações pulmonares denominadas lesão pulmonar aguda e síndrome do desconforto 

respiratório agudo (LPA/SDRA). Inflamação aguda, lesão do endotélio alveolar e do pa-

rênquima pulmonar, disfunção e aumento da permeabilidade da barreira alvéolo-capilar 

e, consequente, formação de edema, caracterizam esta síndrome. O modelo experi-

mental, que utiliza o parasita murino Plasmodium berghei ANKA e camundongos da 

linhagem DBA/2, é empregado no estudo de mediadores imunológicos e fatores que 

propiciam o estabelecimento das lesões pulmonares associados à LPA/SDRA. Diversos 

estímulos podem atuar diretamente no aumento da permeabilidade endotelial por meio 

da desestabilização dos microtúbulos, rearranjo dos microfilamentos de actina e contra-

ção das células endoteliais, via sinalização de Rho-GTPases, causando disfunção da 

barreira endotelial. Desta forma, este trabalho tem como objetivo avaliar as alterações 

do citoesqueleto em células endoteliais primárias pulmonares de camundongos DBA/2 

(CEPP-DBA/2), as vias de sinalização das principais Rho-GTPases e o estresse oxida-

tivo, causados pela presença de eritrócitos parasitados com esquizontes de P. berghei 

ANKA (EP-PbA). As CEPP-DBA/2 foram estimuladas com TNF, VEGF ou IFNγ, em di-

ferentes tempos de exposição, seguido da incubação com EP-PbA. Assim, foram reali-

zados ensaios de imunofluorescência para análise do rearranjo de microfilamentos de 

actina e da desestabilização de microtúbulos. As vias de sinalização das Rho-GTPases 

foram avaliadas por Western blot, para as expressões proteicas de RhoA, Cdc42 e MLC. 

Além disso, ensaio fluorométrico foi realizado para detectar a produção de espécies 

reativas de oxigênio, resultantes do estímulo com eritrócitos parasitados. CEPP-DBA/2 

estimuladas por EP-PbA, VEGF, TNF ou IFNγ, em associação ou não, apresentaram 

alterações morfológicas nos microfilamentos de actina e aumento dos espaços interen-

doteliais. Imagens de imunofluorescência também mostram desestabilização de mi-

crotúbulos e desfosforilação de FAK, causadas por EP-PbA. Os ensaios de permeabili-

dade validam que os eritrócitos parasitados com formas maduras de P. berghei induzi-

ram aumento da permeabilidade microvascular nas CEPP-DBA/2. Além disso, estas cé-

lulas, estimuladas com EP-PbA, demonstraram elevada produção de espécies reativas 

de oxigênio (EROs), o que pode estar contribuindo com o desenvolvimento de estresse 

oxidativo e com a injúria endotelial, assim como, com o aumento da permeabilidade 

vascular. O mais interessante é que estas alterações endoteliais podem estar relacio-

nadas ao aumento da razão RhoA/Cdc42, da expressão proteica de MLC fosforilada e 

do sinal de ativação de RhoA. Em conjunto, estes resultados mostram envolvimento dos 

eritrócitos parasitados com esquizontes de Plasmodium berghei ANKA na desorganiza-

ção do citoesqueleto e na disfunção da barreira alvéolo-capilar, via RhoA/Rho-kinase, o 

que pode estar contribuindo com a patogênese da LPA/SDRA associada à malária. 

Palavras-chave: LPA/SDRA, malária, citoesqueleto, RhoA/Rho-kinase, células endote-

liais, permeabilidade vascular  

 

 



 

ABSTRACT 

Debone, D. EVALUATION OF THE CYTOSKELETON AND PULMONARY ENDOTHE-

LIAL BARRIER IN EXPERIMENTAL MALARIA. 2017. 105p. Dissertation (Master) - 

Faculty of Pharmaceutical Sciences, University of São Paulo, 2017 

Infections by Plasmodium sp. can lead to a serious respiratory condition with pulmonary 

complications, named acute lung injury and acute respiratory distress syndrome 

(ALI/ARDS). Acute inflammation, alveolar endothelium and lung parenchyma injuries, 

dysfunction and increased permeability of the pulmonary alveolar-capillary barrier and 

consequent formation of edema characterize this syndrome. Several stimuli can directly 

increase endothelial permeability through actin microfilaments rearrangement, via Rho-

GTPases signaling, leading to endothelial barrier dysfunction. DBA/2 mice infected with 

Plasmodium berghei ANKA develop ALI/ARDS similar to that observed in humans. The 

purpose of this research was to assess cytoskeletal changes in DBA/2 mice primary 

microvascular lung endothelial cells (PMLEC), verify the signaling pathways of the Rho-

GTPases and analyze the oxidative stress on these cells in the presence of P. berghei 

ANKA-infected red blood cells (PbA-iRBC). PMLEC were stimulated by TNF, VEGF or 

IFNγ followed by incubation with PbA-iRBC. Immunofluorescence assays were per-

formed to analyze actin microfilaments rearrangement and microtubules destabilization. 

Western blot for RhoA, Cdc42 and MLC proteins were conducted to assess alterations 

in signaling pathways of Rho-GTPases. In addition, a fluorimetric assay was performed 

to detect the production of reactive oxygen species resulting from PbA-iRBC stimulus. 

P. berghei ANKA, VEGF, TNF and IFNγ stimuli, in association or not, caused morpho-

logical disturbances in actin microfilaments of PMLEC and an increase of intercellular 

spaces. Moreover, immunofluorescence images showed microtubules destabilization 

and FAK dephosphorylation in these cells, caused by PbA-iRBC. The permeability assay 

showed that PbA-iRBC induced an increase of microvascular permeability in PMLEC. In 

addition, PMLEC stimulated by PbA-iRBC, showed elevated production of ROS, which 

may be contributing to oxidative stress and increasing the damage of endothelial cells, 

as well as an increase of vascular permeability. Interestingly, these endothelial changes 

may be related to the increased RhoA/Cdc42 protein expressions ratio, augmented pro-

tein expression of phosphorylated MLC and RhoA activation signal. Taken together, 

these data demonstrate the involvement of P. berghei ANKA-infected red blood cells in 

cytoskeleton disorganization and alveolar-capillary barrier dysfunction, through of RhoA 

/ Rho-kinase signaling pathway, which may contribute to ALI/ARDS pathogenesis. 

Keywords: ALI/ARDS, malaria, cytoskeleton, RhoA/Rho-kinase, endothelial cells, vas-

cular permeability  
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P. berghei: Plasmodium berghei  
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RPMI: meio de cultura roswell park memorial institute 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Malária 

  

 A malária é uma doença infecciosa parasitária. É considerada um problema de 

saúde pública e representa risco para as mais diversas populações, especialmente para 

aquelas localizadas em áreas tropicais e subtropicais (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2015; COWMAN et al., 2016). Estima-se que 3,2 bilhões de pessoas 

vivem em risco de infecção. Só em 2015, foram registrados 214 milhões de casos da 

doença e 438 mil óbitos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2015). 

 O Plasmodium sp., patógeno causador da malária, é um protozoário que possui 

complexo ciclo de vida, com diversos estágios que alternam entre a fêmea do mosquito 

do gênero Anopheles e hospedeiros vertebrados (COWMAN et al., 2016). 

 Após repasto sanguíneo, o mosquito introduz esporozoítos na derme do hospe-

deiro. Uma vez na corrente sanguínea, estes alcançam rapidamente o fígado, onde atra-

vessam hepatócitos e células de kuppfer (MILLER et al., 2002; VAN DOOREN et al., 

2005; COWMAN et al., 2016). Ao se estabelecer no hepatócito, os esporozoítos se di-

videm, por esquizogonia, dando origem a milhares de merozoítos, abrigados em vesí-

culas, denominadas merossomas. Estas são lançadas na corrente sanguínea, rompem-

se e liberam os merozoítos, que invadirão os eritrócitos do hospedeiro (MILLER et al., 

2002; VAN DOOREN et al., 2005; COWMAN et al., 2016). 

 Dentro do eritrócito, o parasita se desenvolve, no interior de um vacúolo parasi-

tóforo, alimentando-se de hemoglobina, sofre novamente esquizogonia, originando mais 

milhares de parasitas, que poderão invadir novos eritrócitos. Após algumas gerações de 

merozoítos, alguns podem se diferenciar em formas sexuadas, os gametócitos, que se-

guirão seu desenvolvimento, apenas ao serem inoculados por outro mosquito. Os sin-

tomas da doença manifestam-se somente na fase eritrocítica, durante as sequências de 

esquizogonia (MILLER et al., 2002; VAN DOOREN et al., 2005; COWMAN et al., 2016). 

 As infecções causadas por Plasmodium falciparum são responsáveis pelo maior 

número de casos severos e fatais, nos trópicos (COWMAN et al., 2016; WASSMER; 

GRAU, 2016). A capacidade de citoaderência do parasita e consequente sequestro na 

microvasculatura do hospedeiro, podem resultar em obstrução do fluxo sanguíneo e 

disfunção de órgãos vitais, processos-chave para o desenvolvimento de malária severa 

(OBERLI et al., 2016; WASSMER; GRAU, 2016). 

 A virulência do P. falciparum é determinada por vários fatores, tais como as pro-

teínas que estão presentes na superfície de eritrócitos parasitados (EPs) (SMITH et al., 
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2013; OBERLI et al., 2016). Estas permitem a conexão dos EPs ao endotélio microvas-

cular de diversos órgãos e tecidos, durante o curso da infecção (GILLRIE et al., 2016; 

OREGAN et al., 2016; WASSMER; GRAU, 2016). A proteína 1 de membrana eritrocitá-

ria do P. falciparum (PfEMP1) é a principal envolvida no controle da adesão dos EPs, 

por meio da ligação específica a diversos receptores em monocamadas de células en-

doteliais  (SMITH et al., 2013; GILLRIE et al., 2016; OBERLI et al., 2016), tais como a 

molécula de adesão intercelular 1 (ICAM-1), molécula de adesão neuronal celular 

(NCAM), E-selectina, CD36, CD31, receptor de proteína C e sulfato de condroitina A, 

este último, no caso de malária placentária (SMITH et al., 2013; OBERLI et al., 2016; 

OREGAN et al., 2016; WASSMER; GRAU, 2016). 

 Esta ligação ao endotélio resulta em sequestro generalizado de EPs, o que pro-

voca ativação endotelial, bem como respostas pró-inflamatórias e pró-coagulantes 

(SMITH et al., 2013; WASSMER; GRAU, 2016). Além disso, o sequestro de EPs pro-

move o desaparecimento das formas assexuadas do parasita da circulação periférica, 

evitando que os mesmos sejam destruídos no baço (POUVELLE et al., 2000; MILLER 

et al., 2002). 

 As principais complicações observadas da malária grave são acidose metabó-

lica, anemia grave, hemorragias, disfunções hepáticas e renais, malária placentária, ma-

lária cerebral e complicações pulmonares. Estas, cada vez mais observadas em paci-

entes infectados, podem ser denominadas como lesão pulmonar aguda ou síndrome do 

desconforto respiratório agudo (LPA/SDRA) (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2000; 

LAGASSE et al., 2016). 

 Nos últimos anos, foram registrados diversos casos de LPA/SDRA associada à 

malária, em diferentes países (TAYLOR et al., 2012; GUPTA et al., 2015; PUNSAWAD 

et al., 2015). Em crianças africanas hospitalizadas com malária grave causada por P. 

falciparum, a incidência de LPA/SDRA pode variar entre 7 % e 16 % (TAYLOR et al., 

2012). Além disso, foram reportados que elevada porcentagem de pacientes adultos e 

de mulheres grávidas desenvolveram LPA/SDRA, mesmo após administração de trata-

mento com antimaláricos (CAHAYANI et al., 2016; LAGASSE et al., 2016). 

 Sabe-se também que as cinco espécies que infectam seres humanos, P. falci-

parum, P. vivax, P. malariae, P. ovale e P. knowlesi, estão relacionadas ao desenvolvi-

mento do quadro de lesão pulmonar aguda e síndrome do desconforto respiratório 

agudo (MOHAN; SHARMA; BOLLINENI, 2008; COX-SINGH et al., 2010; HAYDOURA 

et al., 2011; TAYLOR et al., 2012).  
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 A LPA/SDRA é caracterizada por inflamação aguda e lesão do endotélio alveolar 

e do parênquima pulmonar. Além disso, observa-se disfunção e aumento da permeabi-

lidade da barreira alvéolo-capilar pulmonar e, consequentemente, formação de edema. 

A diminuição da capacidade de trocas gasosas e o aumento de mediadores inflamató-

rios nos pulmões resultam em insuficiência respiratória em pacientes críticos, podendo 

levá-los ao óbito (ANSTEY et al., 2002; GOODMAN et al., 2003; GROMMES; 

SOEHNLEIN, 2011). 

 Embora as manifestações clínicas da LPA/SDRA tenham sido descritas há muito 

tempo, os mecanismos celulares e moleculares que conduzem a este quadro ainda não 

estão completamente esclarecidos. Além disso, a mortalidade de pacientes permanece 

elevada nas unidades de terapia intensiva e, ainda, não se conhece formas de diagnós-

tico precoce que permitam um tratamento efetivo e evite a morte de pacientes (GOOD 

et al., 2005; MOHAN; SHARMA; BOLLINENI, 2008). 

 

1.2 O modelo murino para LPA/SDRA 

 

 Nos últimos anos, apresenta-se crescente o uso de modelos experimentais para 

aprofundar o conhecimento sobre os mecanismos celulares e moleculares da doença e 

testar possíveis intervenções e tratamentos para LPA/SDRA associada à malária (VAN 

DEN STEEN et al., 2013; AITKEN et al., 2014; SERCUNDES et al., 2016). 

 As espécies P. berghei, P. yoelii, P. chabaudi e P. vinckei, que infectam roedores, 

são as principais utilizadas como modelos experimentais para a malária humana 

(LACERDA-QUEIROZ; TEIXEIRA; TEIXEIRA, 2008; NIIKURA; INOUE; KOBAYASHI, 

2011; DEROOST et al., 2016). Diferentes combinações entre essas espécies de Plas-

modium sp. e linhagens de camundongos, tais como, C57Bl/6, BALB/c, CBA e DBA/2 

permitem a compreensão de diversos mecanismos da patogênese da malária grave 

(LACERDA-QUEIROZ; TEIXEIRA; TEIXEIRA, 2008; NIIKURA; INOUE; KOBAYASHI, 

2011; DEROOST et al., 2016).  

 Na literatura, encontra-se alguns modelos murinos que já foram propostos para 

estudos da LPA/SDRA associada à malária. Van den Steen e colaboradores, em 2010, 

propuseram um modelo experimental, com a combinação entre o parasita P. berghei 

NK65 e camundongos da linhagem C57Bl/6, que mostra o aumento do peso dos pul-

mões, edema pulmonar e formação de membrana hialina (VAN DEN STEEN et al., 

2010). Trata-se de um modelo experimental de alto impacto, porém, seus resultados 

não apresentaram reprodutibilidade, quando testados por nossa equipe de laboratório. 
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 Em 2011, foi proposto o modelo murino que leva a associação entre o parasita 

P. berghei K173 e camundongos da linhagem C57Bl/6. Neste trabalho, demonstra-se 

um leve quadro de comprometimento pulmonar, em que os animais apresentam edema 

pulmonar, congestão dos capilares com eritrócitos e presença de leucócitos nos pul-

mões (HEE et al., 2011). 

 Em 2013, foi publicado um trabalho que utiliza a combinação entre o parasita P. 

berghei ANKA e camundongos da linhagem C57Bl/6, também para estudar LPA/SDRA 

(SOUZA et al., 2013). Entretanto, esta associação trate-se de um modelo experimental 

já estabelecido, e muito bem delineado, para estudos sobre os mecanismos da patogê-

nese da malária cerebral (FAVRE et al., 1999; CLARK et al., 2005; PATEL et al., 2008; 

VILLEGAS-MENDEZ et al., 2012; FREEMAN et al., 2016). 

 Recentemente, nosso laboratório descreveu um modelo experimental preditivo 

para o estudo da LPA/SDRA associada à malária que valida que, em média, 50% dos 

camundongos machos da linhagem DBA/2 infectados com Plasmodium berghei ANKA 

apresentam hipóxia, infiltrado inflamatório, edema e membrana hialina nos pulmões, 

além de opacidade torácica, comprovada por exames radiográficos (EPIPHANIO et al., 

2010; ORTOLAN et al., 2014). 

 Os achados anatomopatológicos e histopatológicos evidenciaram que a pre-

sença de efusão pleural e o aumento da permeabilidade vascular pulmonar, associados 

ao edema e às hemorragias alveolares graves, culminam na morte dos camundongos 

por insuficiência respiratória (EPIPHANIO et al., 2010; ORTOLAN et al., 2014). 

 Além disso, os pulmões dos camundongos que vieram ao óbito com LPA/SDRA 

apresentaram perfil patológico totalmente diferente, quando comparados com os pul-

mões dos camundongos C57BL/6 infectados com Plasmodium berghei ANKA, associa-

ção utilizada como modelo experimental para malária cerebral (EPIPHANIO et al., 

2010). 

 A utilização de modelos murinos foi fundamental na discussão de que a partici-

pação de diversos fatores, tais como neutrófilos, fator de crescimento vascular endotelial 

(VEGF), interferon gama (IFNγ), plaquetas, hemozoína e sequestro de EPs dependente 

de CD36, pode estar contribuindo com o desenvolvimento da doença (YAMADA, 2004; 

EPIPHANIO et al., 2010; AITKEN et al., 2014). Além do envolvimento de citocinas pró-

inflamatórias, tais como o fator de necrose tumoral (TNF), IL-1β e TGF-β, para o au-

mento da permeabilidade vascular, o dano tecidual e o estresse oxidativo nos pulmões 

(LUCAS et al., 2009; VAN DEN STEEN et al., 2010). 

 Além disso, em 2016, nosso grupo de pesquisa demonstrou que a indução da 

heme-oxigenase-1 (enzima com atividade anti-inflamatória e anti-apoptótica), a partir do 
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tratamento com hemina, em células endoteliais primárias pulmonares de camundongos 

DBA/2 (CEPP-DBA/2) estimuladas com lisado P. berghei ANKA, reduz a permeabilidade 

vascular, indicando a ação protetora desta droga sobre os efeitos lesivos no endotélio 

microvascular dos pulmões, causados pelo lisado do parasita (PEREIRA et al., 2016). 

 

1.3 O endotélio, o citoesqueleto e o papel das Rho-GTPases 

  

 O endotélio pulmonar, barreira celular semipermeável entre o compartimento 

vascular e o interstício, é formado por uma monocamada de células endoteliais (CEs) 

que recobre os vasos sanguíneos. Apresenta participação crítica nos processos de co-

agulação e de formação de novos vasos, na ventilação e na otimização de trocas gaso-

sas, nas respostas imunológicas e na regulação da permeabilidade vascular (STAN 

RADU V., ; GIANNOTTA; TRANI; DEJANA, 2013). Em condições fisiológicas equilibra-

das, as junções interendoteliais abrem-se dinamicamente para permitir a passagem de 

pequenas moléculas e células inflamatórias, pela monocamada de CEs, mantendo a 

vigilância imunológica e a homeostase do tecido (SUKRITI et al., 2014). 

 O transporte através do endotélio pode ocorrer por duas diferentes vias: através 

da célula endotelial (transcelular) ou entre células adjacentes, pelas junções interendo-

teliais (paracelular). A via transcelular, também conhecida por transcitose, é responsável 

pelo transporte de macromoléculas, mediado por vesículas. Já na via paracelular, a pas-

sagem de moléculas é regulada por uma interação complexa entre as proteínas juncio-

nais e os motores actinomiosina (VANDENBROUCKE et al., 2008; SUKRITI et al., 

2014). 

 A integridade das células endoteliais pulmonares, cuja manutenção é regulada 

por fatores trombóticos, inflamatórios e, principalmente, por elementos do citoesqueleto, 

é um requisito fundamental para a preservação da função pulmonar (STAN RADU V., ; 

GIANNOTTA; TRANI; DEJANA, 2013). 

 As células endoteliais são amplamente utilizadas como modelo experimental de 

várias funções celulares, tais como, migração, polarização celular e interações interce-

lulares. Além disso, são utilizadas para estudo das estruturas associadas ao citoesque-

leto e suas interações e, principalmente, para pesquisa das disfunções endoteliais 

(SHAKHOV; VERIN; ALIEVA, 2014). 

 A cultura de CEs preserva, in vitro, a morfologia, a bioquímica e a fisiologia do 

endotélio, ou seja, reproduz muito bem propriedades e características que são observa-

das no organismo. Do ponto de vista funcional e morfológico, este modelo é o mais 
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aceito para estudos de processos fisiológicos, interações e estrutura do citoesqueleto 

(ALIEVA, IRINA B., 2013; SHAKHOV; VERIN; ALIEVA, 2014). 

 No endotélio, quando ocorre uma perturbação, a permeabilidade vascular pode 

ser aumentada por diversos fatores inflamatórios, tais como histamina, bradicinina, fator 

de ativação plaquetária, citocinas, leucócitos ativados, além de produtos de glicação e 

espécies reativas de oxigênio (EROs). Esses mediadores induzem uma infinidade even-

tos de sinalização intracelular que comprometem a integridade da barreira endotelial, 

uma vez que modulam a expressão de proteínas juncionais e moléculas de adesão, e 

atuam na reorganização do citoesqueleto e do complexo de adesão focal das CEs 

(VANDENBROUCKE et al., 2008; BARABUTIS; VERIN; CATRAVAS, 2016). 

 As respostas da permeabilidade alterada se desencadeiam pela ligação de ago-

nistas aos receptores de superfície das CEs e, consequente, ativação de moléculas de 

sinalização, tais como quinases, fosfatases e proteínas da família Rho-GTPases. Estas 

cascatas moleculares atuam como moduladores da integridade e contratibilidade do ci-

toesqueleto, provocando flutuações da função de barreira endotelial (SUKRITI et al., 

2014; BARABUTIS; VERIN; CATRAVAS, 2016). 

 O citoesqueleto é formado por três principais componentes: microfilamentos de 

actina, filamentos intermediários e microtúbulos (MTs). Juntos, são capazes de resistir 

à deformação, de se reorganizar em resposta a forças ou estímulos externos e de man-

ter as relações espaciais entre compartimentos celulares (BIRUKOVA et al., 2004; 

MCKAYED; SIMPSON, 2013; PASQUIER et al., 2015). 

 Portanto, trata-se de um complexo sistema que regula e controla diversas fun-

ções celulares, tais como, transporte de organelas e vesículas, manutenção da forma, 

motilidade, diferenciação e divisão celular. Desempenha papel fundamental na angio-

gênese e na permeabilidade endotelial, que é regulada pelo balanço de forças contráteis 

e de ancoragem impostas por estes filamentos (BIRUKOVA et al., 2004; MCKAYED; 

SIMPSON, 2013; PASQUIER et al., 2015). 

 Os microtúbulos são estruturas altamente dinâmicas compostas por heterodíme-

ros de α-tubulina e β-tubulina, que normalmente irradiam do centrossomo da célula. Os 

MTs estão ativos em diferentes processos celulares, tais como divisão celular, trans-

porte intracelular e distribuição espacial de organelas, atuam alternando entre fases de 

crescimento e encurtamento, por adição ou remoção de subunidades de tubulina 

(KAVALLARIS, 2010; MCKAYED; SIMPSON, 2013) . 

 Os filamentos intermediários (FIs) são os elementos mais diversos do citoesque-

leto, possuem alta resistência mecânica, compostos por subunidades neutras de ca-

deias polipeptídicas de α-hélice, que muitas vezes exibem distribuições e propriedades 
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específicas para diferentes tipos celulares ou tecidos. Em células de origem mesodér-

mica, como as CEs e fribroblastos, os filamentos intermediários são compostos princi-

palmente de vimentina. Portanto, essa composição variada permite que os filamentos 

intermediários respondam de maneira distinta a condições de desequilíbrio ou ao es-

tresse físico (WANG; PELLING, 2012; MCKAYED; SIMPSON, 2013). 

 A actina, uma das principais proteínas componentes de células musculares e do 

citoesqueleto, possui uma variedade de isoformas altamente conservadas cuja distribui-

ção nos vertebrados é tecido-específica (KHAITLINA, 2001). Pode apresentar-se na 

forma globular monomérica (G-actina) ou na forma filamentosa polimérica (F-actina), 

esta, denominada como microfilamento, é formada pela polimerização e montagem da 

G-actina, em forma helicoidal de duas cadeias (LI; MRUK; CHENG, 2015). 

 Os microfilamentos de actina conferem plasticidade às células, uma vez que é 

capaz de reorganizar-se, assumindo uma variedade de formas de montagem, empaco-

tando-se, ramificando-se e, assim, fornecendo força e estrutura para motilidade e orga-

nização intracelular (KHAITLINA, 2001; MCKAYED; SIMPSON, 2013; LI; MRUK; 

CHENG, 2015). 

 Os microfilamentos de actina, associados as várias proteínas adesivas de mem-

brana, tais como, moléculas de caderina, são essenciais para a regulação da permea-

bilidade das células endoteliais. Sabe-se também, que os microtúbulos e microfilamen-

tos de actina são conhecidos por interagirem funcionalmente durante este processo ce-

lular, uma vez que a desmontagem dos microtúbulos resulta no rearranjo da actina, al-

terando as fibras de tensão, provocando contração celular e aumento da permeabilidade 

(DUDEK; GARCIA, 2001; BIRUKOVA et al., 2004). 

 As células endoteliais são conectadas pelas junções aderentes (adherens junc-

tions), oclusivas (tight junctions) e comunicantes (GAP junctions) (Figura 1). As junções 

GAP formam um canal de comunicação entre as células por aposição de conexons, em 

que cada conexon é formado por 6 conexinas. Estes canais, chamados de hemicanais, 

proporcionam um mecanismo de comunicação célula-célula, que permite passagem de 

sinais elétricos e troca direta de mensageiros intracelulares, tais como cálcio, nucleotí-

deos e diversos metabólitos, coordenando processos, como proliferação, diferenciação 

e sobrevivência/morte celular. Células endoteliais expressam várias conexinas, inclu-

indo Cx37, Cx40 e Cx43 (EUGENIN et al., 2012; NIELSEN et al., 2012; O’DONNELL et 

al., 2014).  

 Em estudo com células endoteliais da microvasculatura pulmonar de coelhos, 

TNF e IL-8 inibiram a expressão de Cx40, reduzindo a função das junções GAP, devido 
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ao acúmulo de cálcio intracelular, levando ao aumento da permeabilidade vascular 

(ZHANG et al., 2010). 

 Além disso, foi validados que estímulos, tais como LPS e trombina, foram capa-

zes de aumentar a expressão de Cx43, em células endoteliais de artéria pulmonar hu-

mana, e a modulação desta conexina pode estar influenciando a rompimento da barreira 

endotelial pulmonar (O’DONNELL et al., 2014). 

 A VE-caderina (caderina endotelial vascular), também conhecida como caderina-

5, apresenta expressão elevada em células endoteliais. Específica para este tipo celular 

é a principal proteína estrutural das junções aderentes, onde ocorre formação de com-

plexos, em que as proteínas da região citoplasmática, tais como β-catenina e plakoglo-

bina, associam-se a proteínas ligadas a actina, tais como α-catenina, vinculina, α-acti-

nina e epiplina. As junções aderentes e junções oclusivas são consideradas componen-

tes estruturais “chave” responsáveis pela regulação da permeabilidade das células en-

doteliais (Figura 1) (ARNOLD; GOECKELER; WYSOLMERSKI, 2013; DI LORENZO et 

al., 2013; DULUC; WOJCIAK-STOTHARD, 2014). 

   

 

Figura 1. Esquema das junções aderentes (adherens junctions), oclusivas (tight junctions) e co-

municantes (GAP junctions) que conectam as células endoteliais e regulam a passagem de mo-

léculas pelo endotélio (Fonte: Razakandrainibe, Romy et al. Trends in parasitology, 2012). 

 

 A interação estrutural entre as CEs e as proteínas da matriz extracelular (MEC) 

é igualmente importante para manter a função seletiva da barreira do endotélio. Estas 
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células estão ancoradas à MEC por meio de integrinas conectadas ao complexo de 

adesão focal, que consiste em múltiplas proteínas, tais como a paxilina, talina, vinculina 

e a quinase de adesão focal (FAK - focal adhesion kinase). Este complexo é vital para 

formação e manutenção da monocamada endotelial, além de atuar como meio de co-

municação entre a matriz extracelular e o citoesqueleto (BELVITCH; DUDEK, 2012; 

GRINNELL; HARRINGTON, 2012; ARNOLD; GOECKELER; WYSOLMERSKI, 2013; 

SCHMIDT et al., 2013). 

 FAK é uma tirosina-quinase, citoplasmática e não receptora, integrante do com-

plexo de adesão focal, localiza-se na região de contato célula-célula. Participa, portanto, 

de diversas funções endoteliais, tais como angiogênese, migração e adesão, atuando 

no remodelamento do citoesqueleto e na dinâmica das junções intercelulares. Sabe-se 

que a depleção de FAK, em camundongos, causa hiperativação de RhoA, proteína da 

família Rho-GTPases, provocando rompimento das junções aderentes e consequente 

disfunção da barreira endotelial pulmonar (BELVITCH; DUDEK, 2012; GRINNELL; 

HARRINGTON, 2012; ARNOLD; GOECKELER; WYSOLMERSKI, 2013; SCHMIDT et 

al., 2013). 

 A família Rho de GTPases é composta por várias proteínas de baixo peso mole-

cular (21-25 kDA), cujos os membros mais amplamente estudados são RhoA, RhoB, 

RhoC, Rac1 e Cdc42. Estas proteínas são encontradas em todas as células eucarióti-

cas, têm papel no desenvolvimento de organelas, na diferenciação e na proliferação 

celular, na migração celular, na apoptose, na regulação da transcrição gênica e estão 

envolvidas em vários aspectos dinâmicos dos microfilamentos de actina e dos microtú-

bulos (ALBERTS, 2008; DULUC; WOJCIAK-STOTHARD, 2014; TIAN et al., 2014). 

 Estas pequenas GTPases atuam como interruptores moleculares que alternam 

entre uma conformação ativa, ligada a guanosina trifosfato (GTP), e uma conformação 

inativa, ligada a guanosina difosfato (GDP). Este ciclo é regulado por três tipos de fato-

res citoplasmáticos: os fatores de troca de guaninas (guanine nucleotide exchange fac-

tors - GEFs), proteínas ativadoras de GTPases (GTPase activating proteins - GAPs) e 

os inibidores de dissociação de guaninas (guanine nucleotide dissociation inhibitors - 

GDIs). Os GEFs ativam as GTPases promovendo a liberação de GDP e a ligação ao 

GTP, processo que favorece a geração da forma ativa de Rho. Os GAPs convertem 

GTP em GDP, impedindo a interação das proteínas Rho com seus efetores. Enquanto 

que os GDIs ligam-se às Rho-GTPases, mantendo-as sequestradas no citoplasma, im-

pedindo-as de serem ativadas (Figura 2) (ETIENNE-MANNEVILLE; HALL, 2002; 

JAFFE; HALL, 2005; WENNERBERG; ROSSMAN; DER, 2005; GARCIA-MATA; 

BOULTER; BURRIDGE, 2011; RIDLEY, 2013). 
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Figura 2. A atividade das Rho-GTPases é controlada por fatores de troca de guaninas (GEFs), 

proteínas ativadoras de GTPases (GAPs) e inibidores de dissociação de guaninas (GDIs). GEF 

ativa Rho-GTPases facilitando a liberação de GDP e a ligação ao GTP. GAP inativa Rho-GTPa-

ses promovendo hidrólise das moléculas de GTP, resultando na mudança rápida da forma ligada 

a GTP para a forma ligada a GDP. GDI liga-se à porção C-terminal das Rho-GTPases, mantendo-

as no estado inativo. 

  

 Ativação excessiva ou anormal de RhoA e de seu efetor Rho-kinase (ROCK), 

por ação de TNF, VEGF, trombina e outros agentes, está associada ao decréscimo da 

função da barreira endotelial (BECKERS; VAN HINSBERGH; VAN NIEUW 

AMERONGEN, 2010; SPINDLER; SCHLEGEL; WASCHKE, 2010). Tanto RhoA quanto 

Rho B interagem com ROCK, aumentam a fosforilação da cadeia leve da miosina e 

promovem a polimerização da actina (DULUC; WOJCIAK-STOTHARD, 2014). Sabe-se 

também que RhoB regula a função da barreira endotelial durante a resposta inflamató-

ria, por ativação de NFkβ (RODRIGUEZ et al., 2007). 

 Entretanto, Rac1 e Cdc42 possuem efeito protetor sobre a barreira endotelial, 

quando ativadas, inibem a atividade de RhoA. A Cdc42 também está associada à res-

tauração das junções aderentes e ao turnover das VE-caderinas nas células endoteliais 

(KOUKLIS, 2004; SPINDLER; SCHLEGEL; WASCHKE, 2010; DULUC; WOJCIAK-

STOTHARD, 2014). 
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 Cada vez mais, estudos sugerem envolvimento direto dos microtúbulos na dinâ-

mica de controle da permeabilidade das células endoteliais. A depolimerização dos MTs 

causada, por exemplo, por inibidores como vinblastina e nocodazole induz forte ativação 

de Rho, resultando em reorganização dos microfilamentos de actina e na contração de 

actino-miosina (DUDEK; GARCIA, 2001). Além disso, a desmontagem dos MTs também 

está ligada à ativação suplementar de Rho, induzida por trombina, TNF e TGF-β, pro-

vocando disfunção da barreira endotelial (ELIAS et al., 2012). Este cenário mostra a 

sinalização cruzada entre os microtúbulos e os microfilamentos de actina na regulação 

da permeabilidade endotelial (DUDEK; GARCIA, 2001; BIRUKOVA et al., 2004; ELIAS 

et al., 2012; TIAN et al., 2014). 

 As alterações na dinâmica de montagem e desmontagem dos MTs estão asso-

ciadas ao aumento da fosforilação da cadeia leve da miosina (MLC), que desencadeia 

alterações nos microfilamentos de actina, causando contração celular (YU et al., 2016). 

RhoA desempenha papel crítico na regulação da atividade da miosina fosfatase (ou fos-

fatase da MLC). Uma vez ativada, ligada à GTP, RhoA pode ativar o efetor Rho-kinase 

(ROCK), que fosforila e inibe a miosina fosfatase, resultando no aumento da fosforilação 

de MLC, o que induz a contração da actomiosina e enfraquecimento das junções inte-

rendoteliais, causando hiperpermeabilidade vascular (SHEN et al., 2010). 

 Além disso, Taoufiq e colaboradores comprovaram que a adesão de eritrócitos 

infectados com P. falciparum em células endoteliais pulmonares humanas promove a 

ativação da sinalização de Rho-GTPases. O estudo mostra, in vitro, que o contato entre 

as células e os eritrócitos infectados causa disfunção vascular e que o tratamento com 

fasudil, um potente inibidor de ROCK, recupera a integridade da barreira endotelial 

(TAOUFIQ et al., 2008). 

 

1.4 Espécies reativas de oxigênio 

 

 Espécies reativas de oxigênio (EROs ou ROS, em inglês) são importantes cons-

tituintes da fisiologia celular, uma vez que são normalmente produzidas em resposta a 

diferentes estímulos endógenos e exógenos e são constantemente geradas, transfor-

madas e consumidas durante a atividade metabólica. Sabe-se que diversos tipos celu-

lares são capazes de produzir EROs intracelular, em níveis nanomolares (FERNANDES 

et al., 2006; PANIERI; SANTORO, 2015). 

 As células endoteliais estão constantemente expostas a uma variedade de estí-

mulos mecânicos e bioquímicos e adaptam-se ativamente para preservar a homeostasia 

da função vascular. São capazes de tolerar certos níveis de EROs exógenos e sabe-se 
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que um aumento moderado de EROs pode favorecer a proliferação e a sobrevivência 

celular. Entretanto, quando a concentração de espécies reativas atinge patamares muito 

elevados, pode sobrecarregar a capacidade antioxidante da célula e desencadear morte 

celular (PANIERI; SANTORO, 2015). 

 Diversas condições clínicas, tais como envelhecimento, câncer, toxicidade por 

drogas e muitas outras, estão envolvidas com o aumento da atividade de radicais livres 

e com o desequilíbrio celular do balanço próxidante-antioxidante, em que oxidantes pre-

dominariam sobre antioxidantes, ocasionando potencial dano oxidativo e, consequente-

mente, injúria tecidual (FAVIER et al., 1995; AUGUSTO, 2006). 

 A desregulação da sinalização de EROs está frequentemente associada com a 

disfunção endotelial, contribuindo com a patogênese de doenças vasculares, tais como 

hipertensão, diabetes e aterosclerose. Além disso, a injúria endotelial, mediada por 

EROs, tem sido relacionada com desordens pulmonares, incluindo LPA/SDRA, hiper-

tensão pulmonar e vasculite, envolvendo diferentes mecanismos, tais como a alteração 

da modulação de cálcio intracelular e da sinalização de kinases e fosfatases, resultando 

em remodelamento do citoesqueleto e aumentando a permeabilidade vascular 

(USATYUK et al., 2003; PANIERI; SANTORO, 2015). 

 Existe uma estreita relação entre a modulação de cálcio intracelular e o rearranjo 

do citoesqueleto, em diferentes linhagens celulares de mamíferos. A ruptura dos micro-

filamentos actina pode ativar os canais de membrana permeáveis ao cálcio e provocar 

aumento nas concentrações intracelulares de cálcio. Sabe-se que muitas proteínas, 

sensíveis ao Ca2+, estão envolvidas na regulação da reorganização dos microfilamentos 

actina. Estas incluem a gelsolina, quando ativada por íons Ca2+, participa da montagem 

e desmontagem dos microfilamenos de actina (LIN et al., 2015). 

 Os mecanismos de regulação da permeabilidade das células endoteliais envol-

vem diretamente interações dinâmicas e alterações estruturais dos componentes do ci-

toesqueleto, principalmente microtúbulos e microfilamentos de actina, evidenciando o 

papel crítico do citoesqueleto na modulação da resposta inflamatória e na manutenção 

do endotélio pulmonar (MEHTA; MALIK, 2006; LUCAS et al., 2009; ELIAS et al., 2012). 

 Assim, diante da importância de aprofundar o conhecimento sobre os elementos 

determinantes da patogênese da LPA/SDRA associada à malária, este trabalho pre-

tende analisar as alterações do citoesqueleto, a via de sinalização das principais Rho-

GTPases e a produção de espécies reativas de oxigênio nas células endoteliais pulmo-

nares primárias, em modelo experimental murino (Figura 3). A compreensão dos me-

canismos patológicos da LPA/SDRA associada à malária pode fornecer subsídios para 
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terapêuticas futuras e para a prevenção da disfunção da barreira endotelial em enfermi-

dades pulmonares. 

 

 

Figura 3. Hipótese simplificada dos mecanismos mediados pela via de sinalização de Rho-

GTPases na desorganização do citoesqueleto e na ruptura da integridade da barreira endotelial, 

devido à interação de fatores inflamatórios e de EP-PbA com as CEPP-DBA/2 (TNF: fator de 

necrose tumoral; VEGF: fator de crescimento vascular endotelial; IFNγ: interferon gama; EP-PbA: 

eritrócitos parasitados com esquizontes de P. berghei ANKA; CEPP-DBA/2: células endoteliais 

primárias pulmonares de camundongos DBA/2; EROs: espécies reativas de oxigênio). 

 

2. OBJETIVOS 

 

 O modelo murino experimental valendo-se da combinação entre camundongos 

da linhagem DBA/2 e o plasmódio murino Plasmodium berghei ANKA, desenvolvido pelo 

nosso grupo de pesquisa (ORTOLAN et al., 2014), vem sendo utilizado no estudo de 

mediadores imunológicos relacionados à LPA/SDRA associada à malária, assim como 

na análise dos fatores que propiciam o estabelecimento das lesões pulmonares. Desta 

forma, neste sistema experimental que representa a doença humana, pretende-se es-

tudar: as interações entre os eritrócitos parasitados com Plasmodium berghei ANKA e 
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as células endoteliais primárias pulmonares de camundongos DBA/2 e as consequentes 

alterações no citoesqueleto e na permeabilidade endotelial. 

 

2.1 Objetivos específicos 

  

I. As alterações do citoesqueleto de células endoteliais primárias pulmona-

res de camundongos DBA/2 (CEPP-DBA/2), na presença de VEGF, TNF, 

IFNγ e eritrócitos parasitados com esquizontes de P. berghei ANKA (EP-

PbA); 

II. Aumento da permeabilidade em monocamada de CEPP-DBA/2, causado 

pelo contato com EP-PbA;  

III. As vias de sinalização das principais Rho-GTPases, RhoA, Cdc42 e 

Rac1, além da ativação de RhoA em CEPP-DBA/2, estimuladas com EP-

PbA; 

IV. Quantificação de espécies reativas de oxigênio nas células endoteliais 

primárias pulmonares murinas, causado pelo estimulo com EP-PbA. 

        

3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Animais 

 

 Foram utilizados camundongos da linhagem DBA/2, machos, adultos, com 6 a 8 

semanas de idade. Os animais foram eutanasiados, com o uso da associação anesté-

sica de ketamina (150 mg/Kg) e xilazina (15 mg/Kg), para a coleta dos pulmões e, tam-

bém, para extração de eritrócitos parasitados e não parasitados. Os camundongos fo-

ram criados e mantidos no Biotério de Parasitologia, do Instituto de Ciências Biomédicas 

(ICB-USP). 

 

3.2 Comitê de ética 

 

 A licença de uso de animais deste estudo foi previamente aprovada pelo Comitê 

de Ética no Uso de Animais (CEUA) do Instituto de Ciências Biomédicas da Universi-

dade de São Paulo (ICB/USP), registrada sob nº 051, fls. 32 do livro 03. 
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3.3 Isolamento e sincronização de eritrócitos parasitados com esquizontes de 

Plasmodium berghei ANKA (EP-PbA) 

 

 Os eritrócitos parasitados foram obtidos a partir do sangue de camundongos in-

fectados com o parasita Plasmodium berghei ANKA (entre 10 % e 20 % de parasitemia), 

por punção cardíaca. O sangue coletado foi adicionado em garrafa de cultura de 150 

cm2, com meio de cultura RPMI 1640 (Gibco), suplementado com 30 % de soro fetal 

bovino (SFB) e incubado a 37º C, em atmosfera contendo 5 % de CO2, 85 % de N2 e 10 

% de O2, por 14 horas. Para obter esquizontes, formas maduras do parasita, os eritró-

citos parasitados com P. berghei foram sincronizados, de acordo como descrito previa-

mente (HUANG et al., 2012). Após o tempo de incubação, os eritrócitos foram separados 

em colunas magnéticas (MAC BEADS, Miltenyi Biotec, USA), resultando em populações 

celulares, com cerca de 95 %, de eritrócitos parasitados com esquizontes. A coluna 

utiliza as propriedades magnéticas da hemozoína para separar os eritrócitos parasita-

dos, os quais ficam aderidos na coluna, dos eritrócitos não parasitados, que não aderem 

à coluna e são descartados. 

 A fração de EP-PbA coletada pela coluna magnética foi lavada com meio de 

cultura DMEM (Gibco) e centrifugada a 270 g por 8 minutos, a 4º C. O sobrenadante foi 

descartado e os EP-PbA foram ressuspendidos em 3 mL de meio de cultura. 

 Os eritrócitos não parasitados (ENP) foram obtidos do sangue de camundongos 

não infectados, também por punção cardíaca. Da mesma forma, o sangue coletado foi 

lavado com meio de cultura e centrifugado. Após descarte do sobrenadante, os ENP 

foram ressuspendidos em 5 mL de meio de cultura. 

 Para a realização dos ensaios experimentais, EP-PbA e ENP foram quantifica-

dos em câmara de Neubauer e adicionados as CEPP-DBA/2, na proporção de 25 EP-

PbA ou ENP/célula. 

 

3.4 Isolamento e cultura das células endoteliais primárias pulmonares de camun-

dongos DBA/2 (CEPP-DBA/2) 

 

 As células endoteliais primárias pulmonares foram obtidas a partir de camundon-

gos DBA/2, de acordo com o descrito em publicação prévia (CHEN; FEI; LI, 1995; 

PEREIRA et al., 2016). Resumidamente, após a eutanásia, o corpo do animal sofreu 

assepsia com álcool iodado. Em seguida, todo o sangue foi retirado dos camundongos 

através do corte das artérias carótidas. No interior do fluxo laminar, o tecido pulmonar 
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foi cortado em fragmentos de aproximadamente 1 mm², incubados em placas de polies-

tireno de 6 poços. Em cada poço, foi adicionado meio de cultura DMEM, suplementado 

com 20 % de SFB e antibióticos. A placa foi incubada a 37º C e 5 % de CO2, durante 72 

horas. Após este período, os fragmentos do tecido foram descartados e 50 % do meio 

de cultura foi substituído. Após 7 dias de incubação, as células foram removidas, com 

Tripsina 0,25 %, e a placa de cultura foi substituída por garrafa de cultura de 75 cm2 ou 

150 cm2, dependendo do crescimento que a cultura apresentou neste período. O pro-

cesso de tripsinização, denominado de passagem, foi repetido a cada 5 ou 7 dias. 

 As CEPP-DBA/2 foram mantidas por 20 a 25 dias (quatro passagens) para serem 

utilizadas nos diferentes experimentos. 

  

3.5 Identificação das CEPP-DBA/2 

 

 Para confirmação de que as CEPP-DBA/2 eram realmente células endoteliais, 

ensaios de imunofluorescência foram realizados. Para isso, as células foram incubadas 

em placas de poliestireno de 24 poços (7x104 células/poço), aderidas em gelatina, sobre 

lamínulas e mantidas a 37º C e 5 % de CO2, por 72 horas, até formarem uma monoca-

mada justaposta. Após período necessário para adesão e confluência total, as células 

foram lavadas com solução de PSB 1 %, pré-aquecido, fixadas com Formaldeído 3,7 % 

por 10 minutos, permeabilizadas com Acetona (-20º C) por 3 minutos, e bloqueadas com 

albumina sérica bovina (BSA) 1 % por 30 minutos. 

 As CEPP-DBA/2 foram identificadas com os seguintes anticorpos primários: anti-

vWF (Santa Cruz), anti-VCAM (ABCAM), anti-ACE (ABCAM), anti-CD62E (ABCAM), 

anti-eNOS (ABCAM), anti-CD31 (ABCAM) e anti-VE-caderina (ABCAM), incubados por 

45 minutos, em temperatura ambiente, todos na diluição 1:100; seguidos da incubação 

com anticorpo secundário goat anti-rabbit Alexa Fluor 488 (Life Technologies), na dilui-

ção 1:400, por 1 hora. Os núcleos celulares foram marcados, com Hoechst (H-33342, 

Life Technologies) por 5 minutos, na diluição 1:1000. Todas as soluções e anticorpos 

foram diluídos em PBS 1 %. 

 As lamínulas foram colocadas sobre lâminas de microscopia de vidro, contendo 

o meio de montagem Fluoromount Aqueous Mounting Medium (Sigma). As imagens fo-

ram analisadas no microscópio de fluorescência AXIO Imager M2 (Zeiss), com lente 

objetiva de 20 X e pela câmera AxioCam HRc. 
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3.6 Ensaio de atividade do metabolismo mitocondrial 

 

 Este ensaio foi realizado em placas de cultura de poliestireno de 96 poços (1x104 

células/poço). As CEPP-DBA/2, mantidas a 37º C e 5 % de CO2, foram divididas em 

triplicatas, de acordo com cada tipo e tempo de estímulo aplicados nos diferentes en-

saios deste trabalho. Após período necessário para adesão e confluência total, as célu-

las foram lavadas 2 vezes com PSB 1 %, pré-aquecido, e foram incubadas com solução 

de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazólio, SIGMA), diluído 

em meio de cultura DMEM, na diluição 1:10, por 3 horas, em estufa de CO2. Em seguida, 

o MTT foi retirado e adicionado, em cada poço, 100 µl de DMSO (Synth). Assim, foi feita 

a leitura da absorbância de cada amostra, no comprimento de onda de 570 nm, pelo 

leitor de placa Biotek Synergy HT e pelo Software Gen5. 

 

3.7 Histoquímica para identificação dos microfilamentos de actina 

 

 Para análise do rearranjo dos microfilamentos de actina, as CEPP-DBA/2 foram 

incubadas e preparadas como descrito no item 3.5. 

 Após período necessário para adesão e confluência total, as células foram esti-

muladas com TNF (50 ng/mL), VEGF (100 ng/mL) ou IFNγ (50 ng/mL) e divididas em 

grupos, de acordo com o tipo de estímulo e tempo de exposição: 6, 12, 24 horas (h) com 

TNF, VEGF ou IFNγ; 6, 12, 24 h com TNF, VEGF ou IFNγ, seguido de 1 h com EP-PbA; 

combinação de 1 h com EP-PbA e TNF, VEGF ou IFNγ; apenas 1 h com EP-PbA e 

apenas 1 h com ENP. Controles negativos foram realizados com as células não estimu-

ladas (NE). 

 Após etapa de estímulos, as CEPP-DBA/2 passaram por lavagem, fixação e per-

meabilização, também como descritas no item 3.5. Assim, os microfilamentos de actina 

foram identificados após incubação com Texas Red Phalloidina (Life Technologies), por 

20 minutos. Os núcleos celulares foram marcados, com Hoechst (H-33342, Life Techno-

logies) por 5 minutos, na diluição 1:1000. Todas as soluções e anticorpos foram diluídos 

em PBS 1 %. 

 As lamínulas foram colocadas sobre lâminas de microscopia de vidro, contendo 

o meio de montagem Fluoromount Aqueous Mounting Medium (Sigma). As imagens fo-

ram capturadas pelo microscópio de fluorescência AXIO Imager M2 (Zeiss) e com a 

câmera AxioCam HRc. 
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3.8 Análise morfométrica das aberturas das junções interendoteliais 

 

 Os diferentes tipos de estímulo e tempos de exposição foram avaliados em tri-

plicatas. No mínimo, foram obtidas três imagens diferentes de cada lamínula, apenas 

de áreas totalmente confluentes, com células justapostas. Para evitar a repetição de 

campos, cada lamínula foi inteiramente percorrida, em forma de “zigue-zague”, de cima 

para baixo. 

 A área dos espaços intercelulares foi quantificada para verificar possíveis dife-

renças entre os tipos de estímulo e tempos de exposição. Para isso, foi utilizada a fer-

ramenta Count/Size do Software Image Pro Plus (versão 4.5.0.29). Cada imagem foi 

analisada individualmente e as aberturas das junções interendoteliais (“J-int”) foram cir-

culadas manualmente, onde a área de cada “J-int” foi calculada. 

 Posteriormente, fez-se relação entre a área de cada “J-int” e a área total de cada 

imagem (“per-area”, denominação própria do software). Assim, a soma da per-area re-

sultou na porcentagem total de aberturas das junções interendoteliais formadas, para 

cada imagem. Em seguida, foi calculada a média de per-area total de todas as imagens 

analisadas, de cada tipo de estímulo/tempo de exposição (Figura 4). 

 Além disso, a partir das imagens originais convertidas para 8 bits, foi calculada 

a densidade média (grau de escurecimento) de cada área circulada. Esta escala, que 

vai do nível 0 (preto) a 255 (branco), foi utilizada apenas como garantia de que não 

foram escolhidas nenhuma região marcada com Texas Red Phalloidina. Todas as ima-

gens apresentavam a área total de 36.718,64 µm2 e foram obtidas nas mesmas condi-

ções, com lente objetiva de 40 X (Figura 4). 

 Assim, a análise da diferença entre aberturas das junções interendoteliais dos 

diferentes estímulos foi realizada com as médias de per-areas calculadas (médias de 

porcentagem das “J-int”/estímulo), utilizando o software GraphPad Prism 5®. 
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Figura 4. Exemplo de análise individual e manual de cada abertura das junções interendoteliais 

(“J-int”) das CEPP-DBA/2. Foram calculadas as áreas de cada “J-int”, a relação entre a área de 

cada “J-int” e a área total de cada imagem e a densidade média. Imagem referente ao estímulo 

6 h VEGF + 1 h EP-PbA (CEPP-DBA/2: células endoteliais primárias pulmonares de camundon-

gos DBA/2; EP-PbA: eritrócitos parasitados com esquizontes de P. berghei ANKA; VEGF: fator 

de crescimento vascular endotelial; Barra de escala: 20 µm). 

 

3.9 Identificação dos microtúbulos por imunofluorescência 

 

 A identificação dos microtúbulos (MTs) foi realizada por ensaios de imunofluo-

rescência. Para isso, as CEPP-DBA/2 foram incubadas e preparadas como descrito no 

item 3.5. 

 Após período necessário para adesão e confluência total, as células foram esti-

muladas com EP-PbA, por 1 h, na proporção de 25 EP-PbA/célula. Posteriormente, as 

células endoteliais foram lavadas com PBS 1 %, fixadas com paraformaldeído 1 % por 

10 minutos, permeabilizadas com Triton X-100 0,1 % por 15 minutos e bloqueadas com 

BSA 1 % por 30 minutos. Os microtúbulos foram identificados com o anticorpo primário 

policlonal rabbit anti-β-tubulina (ABCAM), incubado over-night, a 4° C, na diluição 1:100. 

Em seguida, as células foram incubadas com o anticorpo secundário goat anti-rabbit 

Alexa Fluor 488 (Life Technologies), na diluição 1:400, por 1 h. Os núcleos celulares 

foram marcados, com Hoechst (H-33342, Life Technologies) por 5 minutos, na diluição 

1:1000. Todas as soluções e anticorpos foram diluídos em PBS 1 %. 
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 As lamínulas foram colocadas sobre lâminas de microscopia de vidro, contendo 

o meio de montagem Fluoromount Aqueous Mounting Medium (Sigma). As imagens fo-

ram analisadas pelo microscópio de fluorescência AXIO Imager M2 (Zeiss), com a câ-

mera AxioCam HRc. Todas as imagens, com área total de 5.962,13 µm2, foram repro-

duzidas nas mesmas condições, com lente objetiva de 100 X. 

 

3.10 Análise morfométrica dos microtúbulos 

 

 A análise e a quantificação das alterações dos microtúbulos foram avaliadas com 

a ferramenta "Threshold" do Software ImageJ (ImageJ/Fiji version 1.51g). A partir das 

imagens originais convertidas para 8 bits, foram geradas imagens binárias que repre-

sentam a região marcada pelos microtúbulos. Então, foram determinadas a área total 

ocupada pela marcação do anticorpo β-tubulina, a fração da área ocupada, a mé-

dia de níveis de cinza e a densidade integrada (produto da área de interesse pela mé-

dia de níveis de cinza) (Figura 5). 

   

 

Figura 5. Exemplo de análise e quantificação das alterações dos microtúbulos. A partir de ima-

gens binárias, que representam a região marcada pelos microtúbulos, foram determinadas a área 

total ocupada pela marcação do anticorpo β-tubulina, a fração da área ocupada, a média de ní-

veis de cinza e a densidade integrada. Imagem referente ao grupo NE, reproduzida com lente 

objetiva de 100 X (NE: não estimuladas). 
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 Assim, para cada imagem, a fluorescência celular total corrigida (FCTC) foi cal-

culada a partir da seguinte fórmula: FCTC = densidade integrada da β-tubulina – (área 

total ocupada pela β-tubulina X média de níveis de cinza do background), como descrito 

na literatura (MCCLOY et al., 2014). 

 Além disso, a fluorescência total da marcação do anticorpo β-tubulina foi confir-

mada por ensaio fluorométrico. Para isso, as células endoteliais foram incubadas em 

placas pretas de poliestireno opaca de 96 poços (1x104 células/poço). E após seguir 

todos os passos do protocolo de identificação de microtúbulos, descritas no item 3.9, a 

fluorescência emitida pelo goat anti-rabbit Alexa Fluor 488 foi detectada pelo laser GFP 

(excitação 488 nm / emissão 510 nm) e a emitida pelos núcleos celulares foi registrada 

pelo laser Hoechst (excitação 350 nm / emissão 461 nm). A leitura das fluorescências 

foi realizada pelo equipamento Spectra Max i3, da Molecular Devices. 

 

3.11 Identificação e análise morfométrica da kinase de adesão focal por imunoflu-

orescência 

 

 A identificação da kinase de adesão focal (FAK) fosforilada foi elaborada por 

ensaios de imunofluorescência. Para isso, as CEPP-DBA/2 foram incubadas e prepara-

das como descrito no item 3.5. 

 Após período necessário para adesão e confluência total, as células foram esti-

muladas com EP-PbA, por 1 h, na proporção de 25 EP-PbA/célula. Posteriormente, as 

células foram lavadas, fixadas, permeabilizadas e bloqueadas com o mesmo protocolo 

descrito no item 3.9. Para identificação de FAK fosforilada, foi utilizado o anticorpo pri-

mário policlonal rabbit anti-FAK-phospho-Tyr576/Tyr577 (SABBIOTECH), incubado 

over-night, a 4° C, na diluição 1:100. Em seguida, as células foram incubadas com anti-

corpo secundário goat anti-rabbit Alexa Fluor 488 (Life Technologies), na diluição 1:400, 

por 1 h. Os núcleos celulares foram marcados, com Hoechst (H-33342, Life Technolo-

gies) por 5 minutos, na diluição 1:1000. Todas as soluções e anticorpos foram diluídos 

em PBS 1 %. 

 As lamínulas foram colocadas sobre lâminas de microscopia de vidro, contendo 

o meio de montagem Fluoromount Aqueous Mounting Medium (Sigma). As imagens fo-

ram analisadas no microscópio de fluorescência AXIO Imager M2 (Zeiss). Todas as ima-

gens, com área total de 14.552 µm2, foram reproduzidas nas mesmas condições, com 

lente objetiva de 63 X. 

 A análise e a quantificação das alterações da distribuição de FAK fosforilada 

foram avaliadas com a ferramenta "Threshold" do Software ImageJ (ImageJ/Fiji version 
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1.51g), como descrito no item 3.10 e demonstrado na Figura 5. Para cada imagem, a 

fluorescência celular total corrigida (FCTC) foi calculada a partir da seguinte fórmula: 

FCTC = densidade integrada de FAK fosforilada – (área total ocupada por FAK fosfori-

lada X média de níveis de cinza do background), método também descrito no item 3.10. 

 

3.12 Ensaio de permeabilidade por sistema de Transwell® 

 

 O aumento da permeabilidade foi analisado a partir de CEPP-DBA/2 incubadas 

em insertos de membranas permeáveis (2,2x104 células/inserto), com poros de 0,4 µM 

(Transwell® Corning), pré-tratados com gelatina, acoplados em placas de poliestireno 

de 24 poços, mantidas em meio de cultura DMEM, mantidas a 37º C e 5 % de CO2 

(Figura 6). Após 96 horas, período necessário para adesão e confluência total, como 

determina alguns estudos (WOODRUFF et al., 2016), as células foram estimuladas com 

EP-PbA ou ENP, por 1 h, na proporção de 25 EP-PbA/célula ou 25 ENP/célula. 

 Posteriormente, o meio de cultura foi substituído por HBSS (solução transpa-

rente) e, no compartimento superior de cada inserto (em contato com as células), foram 

incubados 200 µL de Azul de Evans, na concentração de 2 mg/mL, a 37º C. Após 30 

minutos, os sobrenadantes do compartimento inferior, de cada amostra, foram coletados 

em triplicatas e analisados em espectrofotômetro, no comprimento de onda de 650 nm 

(NanoDrop 2000, Thermo Scientific). Finalmente, a partir da leitura de uma curva padrão 

de concentrações previamente conhecidas de Azul de Evans, de 0,2 mg/mL a 0,0031 

mg/mL, no mesmo comprimento de onda, calculou-se a concentração de Azul de Evans 

de cada amostra. 

   

 

Figura 6. Esquema do sistema de Transwell®. CEPP-DBA/2 foram cultivadas sobre membrana 

permeável do inserto e estimuladas com EP-PbA ou ENP. A quantificação da concentração de 
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Azul de Evans do compartimento inferior, que atravessou a monocamada de células e os poros 

da membrana, foi realizada por espectrofotômetro, a 650 nm (CEPP-DBA/2: células endoteliais 

primárias pulmonares de camundongos DBA/2; EP-PbA: eritrócitos parasitados com esquizontes 

de P. berghei ANKA; ENP: eritrócitos não parasitados). 

 

3.13 Ensaio de detecção de espécies reativas de oxigênio 

 

 Para análise da produção de espécies reativas de oxigênio (EROs), as CEPP-

DBA/2 foram incubadas em placas opacas pretas de poliestireno de 96 poços (1x104 

células/poço), mantidas a 37º C e 5 % de CO2. Após período de adesão e confluência, 

as células foram lavadas com solução HBSS (Hank's Balanced Salt Solution) e marca-

das com 25 µM de 5(6)-Carboxi-2′,7′-diclorofluoresceína diacetato (DCF-carboxy-

H2DCFDA ou DCFH), marcador fluorogênico de espécies reativas, em células vivas (kit 

Image-IT® LIVE Green Reactive Oxygen Species Detection). 

 Como controle, antes da marcação com DCFH, as células receberam pré-trata-

mento com 10 mM de glutationa (GSH) e 20 mM de acetilcisteína (NAC), por 30 minutos. 

Também foi feito pré-tratamento com o controle positivo com 100 µM de terc-butil hydro-

peróxido (TBHP), por 3 h. Em seguida, as células foram estimuladas com EP-PbA ou 

ENP, por 1 h, na proporção de 25 EP-PbA/célula ou 25 ENP/célula. Os núcleos celulares 

foram marcados com Hoechst, na diluição 1:1000. Além disso, para prevenir reações de 

oxidação secundárias artificiais, devido à presença de metais nas soluções e recipien-

tes, foi adicionado 100 µM de ácido dietilentriaminopenta acético (DTPA) em todas as 

soluções (LAURINDO; FERNANDES; SANTOS, 2008). 

 A fluorescência emitida pelo DCFH foi registrada pelo laser GFP (excitação 488 

nm / emissão 510 nm), enquanto que a emitida pelos núcleos celulares foi detectada 

pelo laser Hoechst (excitação 350 nm / emissão 461 nm). A leitura das fluorescências 

foi realizada pelo equipamento Spectra Max i3, da Molecular Devices. 

 

3.14 Análise da expressão proteica de Rho-GTPases, VE-caderina e cadeia leve da 

miosina fosforilada por Western blot 

 

 Para quantificação da expressão proteica de Rho-GTPases, VE-caderina e ca-

deia leve da miosina (MLC) fosforilada, as células foram cultivadas em placas de poli-

estireno de 24 poços (1x105 células/poço), mantidas a 37º C e 5 % de CO2. Após período 

necessário para adesão e confluência total, as CEPP-DBA/2 foram estimuladas e divi-

didas pelos seguintes grupos: 12 h com TNF ou VEGF; 12 h com TNF ou VEGF, seguido 
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de 1 h com EP-PbA; apenas 1 h com EP-PbA (proporção de 25 EP-PbA/célula); apenas 

1 h com ENP (proporção de 25 EP-PbA/célula) ou NE. 

 Em seguida, as CEPP-DBA/2, mantidas em gelo, foram lisadas em tampão 

RIPA, contendo inibidor de proteases (proporção de 1:100), por 30 minutos, em agita-

ção. O conteúdo de cada poço foi centrifugado a 16000 g, por 20 minutos. Assim, o 

sobrenadante foi utilizado para o ensaio de Western blot (WB) ou armazenado em free-

zer -80º C. Após centrifugação, uma alíquota de 5 µL de cada amostra foi separada para 

dosagem de proteína total, que determinou a utilização de 20 µg de cada amostra. Esta 

etapa de quantificação foi realizada com o Kit Bca Protein Assay. Como referência, foi 

utilizada a curva padrão de BSA (albumina de soro bovino) de 20 a 2000 µg/mL. A leitura 

das amostras foi feita em 562 nm, no espectofotômetro (NanoDrop® 2000 - Thermo 

Scientific).  

 As amostras (20 µg de proteína total) foram fracionadas em gel de poliacrilamida 

de 12 % ou 15 % (porcentagem determinada pelo tamanho da proteína de interesse), 

em presença de SDS, sob condições redutoras e submetidas a um campo elétrico de 

amperagem constante de 20 mA, com voltagem em torno de 90-100 V. Após o término 

da corrida, as proteínas foram transferidas do gel para membrana de polivinidi-

leno (PVDF), sob uma corrente de 300 mA, por 2 h. 

 De acordo com o protocolo do anticorpo, as membranas foram bloqueadas em 

solução contendo 10 % de leite em pó (Molico) diluído em TBS-Tween ou em solução 

de 5 % de BSA em TBS-Tween, por 2 h. 

 Assim, foram realizadas as seguintes incubações: [1:500.000] de anti-β-actina 

(Novus Biologicals), por 2 h, seguido de [1:20.000] do secundário goat anti-mouse HRP 

(Merck Millipore), por 2 h; [1:1.000] de anti-Rhoa (ABCAM), over-night, seguido de 

[1:20.000] do secundário goat anti-rabbit HRP (Merck Millipore), por 2 h; [1:400] de anti-

Cdc42 (ABCAM), over-night, seguido de [1:20.000] do goat anti-rabbit HRP, por 2 h; 

[1:1000] de anti-VE-caderina (ABCAM), over-night, seguido de [1:20.000] do goat anti-

rabbit HRP, por 2 h e [1:800] de anti-phospho-myosin light chain (Thr18/Ser19), over-

night, seguido de [1:20.000] do goat anti-rabbit HRP, por 2 h. Além da incubação com 

[1:60.000] do controle anti-GAPDH (SIGMA), over-night, seguido de [1:20.000] do goat 

anti-rabbit HRP, por 2 h. Os anticorpos foram diluídos, de acordo com especificação, 

em solução contendo 1 % de leite em pó diluído em TBS-Tween ou em solução de 5 % 

de BSA em TBS-Tween. 

 A detecção da proteína na membrana foi realizada a partir da revelação com o 

substrato quimioluminescente Clarity Western ECL (Bio-Rad). A análise dos pesos mo-

leculares das proteínas foi realizada com o Software Image Lab (Bio-Rad) e foi utilizado 
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como referência o peso molecular padrão Precision Plus Protein (Bio-Rad). A quantifi-

cação das proteínas foi executada com o Sofware Image J (ImageJ/Fiji version 1.51g), 

em que foi calculada a relação entre a densidade óptica da banda da amostra e a den-

sidade óptica da banda controle.  

  

3.15 Análise de ativação de RhoA por G-LISA™ 

 

 A atividade de RhoA foi avaliada pelo kit de ativação RhoA G-LISA™ Activation 

Assay kit (Cytoskeleton Inc., Denver, CO), de acordo com as instruções do fabricante. 

 Para isso, as CEPP-DBA/2 foram cultivadas em placas de poliestireno de 24 

poços (2x105 células/poço), mantidas a 37º C e 5 % de CO2 e estimuladas com EP-PbA 

ou ENP, por 1 h, na proporção de 25 EP-PbA/célula ou 25 ENP/célula. E para obtenção 

de 1000 µg de proteína por amostra, passaram por extração e dosagem de proteínas 

totais, como descrito no item 4.14. 

 Posteriormente, os lisados de proteínas foram incubados em microplaca, con-

tendo poços revestidos com Rhoketin, que se liga seletivamente à RhoA ativa. Após 

etapa de ligação, os lisados reagiram com os anticorpos primário anti-RhoA e secundá-

rio HRP-conjugado (fornecidos pelo kit) e, posteriormente, com reagente de detecção 

de HRP. Assim, a leitura das amostras foi realizada por espectrofotômetro, a 490 nm. 

As absorbâncias foram corrigidas em comparação à absorbância do tampão de lise 

(branco). Além disso, utilizou-se proteína constitutiva de RhoA ativa (fornecida pelo kit), 

como controle positivo para validar o funcionamento adequado do ensaio. 

 

3.16 Análises estatísticas 

 

 Todos os dados foram analisados pelo teste de normalidade D’Agostino-Pear-

son. Assim, variáveis não paramétricas foram comparadas utilizando o teste Mann-Whit-

ney ou, para múltiplas comparações, o teste de Kruskal-Wallis, seguido do pós-teste de 

Dunn’s. As variáveis paramétricas foram comparadas por teste-T de Student ou, para 

múltiplas comparações, pelo teste ANOVA, seguido do pós-teste Bonferroni. As análises 

estatísticas foram realizadas pelo software GraphPad Prism 5®. 

 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Identificação das CEPP-DBA/2 
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 Na literatura, pode-se encontrar muitos estudos sobre isolamento e caracteriza-

ção de células endoteliais humanas e murinas. Citometria de fluxo, imunofluorescência 

e ensaio de incorporação de LDL são as principais técnicas encontradas para a identifi-

cação e caracterização deste tipo celular. Utilizados em conjunto, alguns anticorpos são 

denominados como marcadores específicos de células endoteliais (JAFFE et al., 1973; 

VOYTA, 1984; CHEN; FEI; LI, 1995; GARLANDA; DEJANA, 1997; UNGER et al., 2002; 

LOIOLA et al., 2013).  

 Células endoteliais primárias geralmente apresentam produção constitutiva ele-

vada de fator de von Willebrand (vWF), molécula de adesão celular endotelial plaquetá-

ria (PECAM-1 ou CD31) e de fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) (UNGER 

et al., 2002). Sabe-se também que a VE-caderina é uma molécula de adesão estrita-

mente específica de células endoteliais, localizada nas junções intercelulares, de crucial 

importância para a manutenção e controle do contato celular (VESTWEBER, 2007). 

 No entanto, as CEs respondem a estímulos pró-inflamatórios, por indução de 

outras moléculas de adesão, tais como molécula de adesão celular intercelular 1 (ICAM-

1 ou CD54), molécula de adesão celular endotelial vascular (VCAM-1 ou CD106) e E-

selectina (CD62E) (UNGER et al., 2002). 

 As CEs também são reconhecidas por expressar óxido nítrico sintase (e-NOS), 

molécula essencial para mediação da angiogênese, induzida por VEGF, para a produ-

ção de óxido nítrico (KROLL; WALTENBERGER, 1998). E além disso, expressam en-

zima conversora de angiotensina  (ACE), de importante função na sinalização endotelial 

e remodelamento vascular (KOHLSTEDT, 2004). 

 Os ensaios de imunofluorescência para caracterização das CEPP-DBA/2 mos-

traram marcações positivas para todos os anticorpos específicos citados acima (anti-

vWF, anti-VCAM, anti-ACE, anti-CD62E, anti-eNOS, anti-CD31 e anti-VE-caderina) (Fi-

gura 7). Este resultado indica que as células isoladas dos pulmões de camundongos 

DBA/2 são verdadeiramente células endoteliais e que mantêm características típicas de 

células endoteliais em culturas celulares. 

 Além disso, dados gerados, em nosso laboratório, pela doutoranda Luana dos 

Santos Ortolan, mostraram que as mesmas células apresentaram expressões para 

ICAM, VCAM, CD31, VE-caderina, CD36 e endoglina, observadas por citometria de 

fluxo (dados não publicados), validando também as CEPP-DBA/2 apresentam caracte-

rísticas singulares de células endoteliais. 
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Figura 7. Ensaio de Imunofluorescência para identificação das CEPP-DBA/2. Foram utilizados 

os seguintes anticorpos: anti-VWF (A), anti-CD31 (B), anti-eNOS (C), anti-ACE (D), anti-CD62E 

(E), anti-VCAM (F) e anti-VE-caderina (G), todos na concentração 1:100, seguidos do anticorpo 
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secundário goat anti-rabbit Alexa Fluor 488, na concentração 1:400, com seu controle negativo 

também representado (H). Núcleos celulares marcados, em azul, com Hoechst (CEPP-DBA/2: 

células endoteliais primárias pulmonares de camundongos DBA/2; Barra de escala: 50 µm). 

 

4.2 TNF, VEGF, IFNγ e EP-PbA não afetaram a atividade do metabolismo mitocon-

drial e a viabilidade das CEPP-DBA/2 

 

 O ensaio colorimétrico de viabilidade celular de MTT, há muito tempo utilizado, 

foi projetado para quantificar o crescimento, a viabilidade e a proliferação celular, em 

células vivas, baseado na atividade da redutase mitocondrial (RISS TL, MORAVEC RA, 

NILES AL, 2013). A viabilidade mitocondrial, e consequentemente, a viabilidade celular, 

é quantificada pela redução do MTT (sal de coloração amarela, solúvel em água) para 

cristais de formazan (sal de coloração arroxeada, insolúvel em água). Dessa forma, a 

redução do MTT a formazan é diretamente proporcional à atividade mitocondrial e a 

viabilidade celular (MOSMANN, 1983; RISS TL, MORAVEC RA, NILES AL, 2013). 

 Os diferentes tipos de estímulo e tempos de exposição aplicados não alteraram 

a atividade mitocondrial das CEPP-DBA/2, portanto não as impediram de reduzir MTT 

a formazan, uma vez que todas as amostras apresentaram pico de absorbância máxima 

próximo a 570 nm (Figura 8). 

 Considerando que, quando as células morrem, ocorre a perda da capacidade de 

converter MTT em cristais de formazan e, portanto, de gerar cor púrpura, este processo 

serve como marcador específico apenas para células viáveis, uma vez que este ocorre 

apenas em mitocôndrias ativas (MOSMANN, 1983; RISS TL, MORAVEC RA, NILES AL, 

2013). As células estimuladas e não estimuladas mantiveram a absorbância próxima ao 

comprimento de onda de 570 nm. 

 Portanto, pode-se concluir que os diferentes tipos de estímulo e tempos de ex-

posição não afetaram significativamente a atividade mitocondrial e a viabilidade celular 

(Figura 8). 
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Figura 8. TNF, VEGF, IFNγ e EP-PbA não afetaram a atividade mitocondrial e a viabilidade das 

CEPP-DBA/2. Análise realizada pelo método de comparação múltipla ANOVA, seguido do pós-

teste de Bonferroni (CEPP-DBA/2: células endoteliais primárias pulmonares de camundongos 

DBA/2; EP-PbA: eritrócitos parasitados com esquizontes de P. berghei ANKA; NE: não estimu-

ladas; ENP: eritrócitos não parasitados TNF: fator de necrose tumoral; VEGF: fator de cresci-

mento vascular endotelial; IFNγ: interferon gama). 

 

4.3 EP-PbA provocam alterações no citoesqueleto das CEPP-DBA/2 

 

4.3.1 EP-PbA provocam alterações morfológicas nos microfilamentos de actina e 

aumento dos espaços interendoteliais das CEPP-DBA/2 

 

 Sabe-se que na malária grave, os eritrócitos parasitados aderem ao capilar do 

endotélio e este sequestro está associado ao desenvolvimento de LPA/SDRA (COX-

SINGH et al., 2010; ANIDI et al., 2013). Anteriormente, foi demonstrado, por Anidi e 

colaboradores, que camundongos C57BL/6 também infectados com P. berghei apre-

sentaram aumento da permeabilidade endotelial, causada pelo sequestro de parasitas 

(ANIDI et al., 2013). 

 Os microfilamentos de actina e microtúbulos são conhecidos por interagirem fun-

cionalmente no processo de regulação da permeabilidade endotelial, uma vez que a 

desmontagem dos microtúbulos resulta no rearranjo da actina, alterando as fibras de 

tensão, provocando contração celular e aumento da permeabilidade (DUDEK; GARCIA, 

2001; BIRUKOVA et al., 2004). 
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 À vista disso, os experimentos de imunofluorescência, descritos a seguir, tiveram 

como objetivo investigar possíveis alterações nos microfilamentos de actina e nas jun-

ções interendoteliais das células endoteliais primárias pulmonares de camundongos 

DBA/2 (CEPP-DBA/2), causadas pela presença de eritrócitos parasitados com esqui-

zontes de P. berghei ANKA (EP-PbA). 

 Os resultados indicaram, por análise de imagens de CEPP-DBA/2 isoladas, que 

o contato com EP-PbA provoca alterações na conformação dos microfilamentos de ac-

tina. Observa-se que, nas células não estimuladas (NE), a actina apresenta-se como 

fibras longas e paralelas, atravessando longitudinalmente todo o comprimento das cé-

lulas. Enquanto que, as células estimuladas com EP-PbA tiveram seu citoesqueleto mo-

dificado. A actina passa a se apresentar como uma rede de filamentos curtos e entre-

cruzados ou, até mesmo, perde a característica de microfilamento (Figura 9). 

    

 

Figura 9. EP-PbA provocam alterações morfológicas do citoesqueleto das CEPP-DBA/2. Células 

NE apresentaram microfilamentos de actina íntegros, enquanto que EP-PbA aderidos provocam 

encurtamento e emaranhamento destes filamentos, perturbações indicadas por asteriscos. A ac-

tina foi marcada com Texas Red Phalloidina [1:100] e os núcleos das células endoteliais e dos 

eritrócitos parasitados, marcados com Hoechst [1:1000], em azul. Setas amarelas apontam nú-
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cleos de eritrócitos parasitados (CEPP-DBA/2: células endoteliais primárias pulmonares de ca-

mundongos DBA/2; EP-PbA: eritrócitos parasitados com esquizontes de P. berghei ANKA; NE: 

não estimuladas; Barra de escala: 50 µm). 

 

 Interessantemente, regiões com células 100 % confluentes, validaram que a 

adesão de EP-PbA rompeu a conexão intercelular, provocando aumento da abertura 

das junções interendoteliais (“J-int”) (Figura 10). 

 Na quantificação dos espaços intercelulares, observa-se que as CEPP-DBA/2 

estimuladas com EP-PbA apresentaram porcentagens das áreas de “J-int” significativa-

mente maiores que as áreas de “J-int” das células NE e das ENP. Além disso, não houve 

diferença significativa entre as porcentagens das áreas de “J-int” de NE e ENP (Figura 

10A). 

 Ainda, observa-se que as células estimuladas com eritrócitos parasitados podem 

apresentar aberturas entre junções interendoteliais cerca de 3 vezes mais elevadas, 

quando comparadas com as células NE e ENP, que se apresentam, de forma muito 

semelhante, com perturbações nas junções interendoteliais praticamente ausentes (Fi-

gura 10A). 

 Imagens obtidas em maior aumento, com lente objetiva de 63 X, registraram, 

com detalhes, a reorganização dos microfilamentos de actina em formato de malha de 

filamentos curtos e entrecruzados (Figura 10B). Além disso, destacam a presença de 

alguns EP-PbA aderidos na região periférica, próximos as junções endoteliais estressa-

das (Figura 10C). 
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Figura 10. EP-PbA promovem abertura das junções interendoteliais em CEPP-DBA/2. (A) A 

quantificação das áreas dos espaços intercelulares indicou aumento significativo da abertura en-

tre as junções interendoteliais causado por EP-PbA. Resultado representativo de sete experi-

mentos independentes, expressos pela média ± erro padrão, analisados pelo método ANOVA, 

seguido do pós-teste de Bonferroni (n = 16 a 29 imagens/estímulo; *** para p < 0,001). (B) e (C) 

Em detalhe, reorganização dos microfilamentos de actina, adesão de EP-PbA (setas amarelas) 

e perturbação de junções interendoteliais. A actina foi marcada com Texas Red Phalloidina 

[1:100]. Núcleos celulares e dos eritrócitos parasitados foram marcados, em azul, com Hoechst 

[1:1000] (CEPP-DBA/2: células endoteliais primárias pulmonares de camundongos DBA/2; EP-

PbA: eritrócitos parasitados com esquizontes de P. berghei ANKA; NE: não estimuladas; ENP: 

eritrócitos não parasitados; Barra de escala: 20 µm). 

 

 Recentemente, nosso grupo de pesquisa publicou que as mesmas células endo-

teliais utilizadas neste trabalho, quando estimuladas com lisado P. berghei ANKA, apre-

sentaram perturbações nos microfilamentos de actina e nas junções interendoteliais 

(PEREIRA et al., 2016). Semelhantemente, os resultados acima apresentados revela-

ram as mesmas perturbações no endotélio pulmonar murino, entretanto causadas pela 

adesão de eritrócitos parasitados com esquizontes de P. berghei ANKA. 
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 Por outro lado, recentemente, um estudo sobre malária  in vitro apresentou que 

a citoadesão de eritrócitos parasitados com P. falciparum em células endoteliais cere-

brais foi acompanhada da ruptura destes eritrócitos e a liberação de materiais intraeri-

trocitários foi o principal fator que desencadeou as alterações e disfunção endotelial 

cerebral (GALLEGO-DELGADO et al., 2016). Apesar das células endoteliais cerebrais 

terem sido estimuladas com eritrócitos fragmentados, este trabalho exibiu perturbações 

e abertura nas junções interendoteliais muito semelhantes às imagens aqui apresenta-

das (GALLEGO-DELGADO et al., 2016). Esta similaridade entre as imagens sugere 

que, em nosso modelo experimental, as alterações na conexão entre as junções inte-

rendoteliais iniciam-se mais precocemente. 

 Além disso, nossos resultados também corroboram com o estudo in vitro que 

demonstrou que a adesão de P. falciparum, em células endoteliais pulmonares huma-

nas, causou disfunção da barreira endotelial, devido à contração celular e alteração de 

junções intercelulares, causando aumento da permeabilidade endotelial. Este estudo 

também mostrou que esta disfunção, causada pela adesão de P. falciparum, afetou di-

retamente a sinalização de RhoA/Rho kinase, o que também será discutido mais adiante 

(TAOUFIQ et al., 2008). 

 

4.3.2 TNF, VEGF e IFNγ provocam reorganização dos microfilamentos de actina e 

aumento dos espaços interendoteliais das CEPP-DBA/2, porém não mais que EP-

PbA 

 

 Além do sequestro de eritrócitos parasitados, diversos fatores, tais como neutró-

filos, VEGF, IFNγ podem estar contribuindo com a patogênese da LPA/SDRA 

(YAMADA, 2004; EPIPHANIO et al., 2010; AITKEN et al., 2014; SERCUNDES et al., 

2016). Citocinas inflamatórias envolvidas com o aumento da permeabilidade, como o 

TNF, contribuem com este processo pela desestabilização de junções interendoteliais 

(GALLEGO-DELGADO et al., 2016). Além disso, sabe-se que o TNF, VEGF e outros 

agentes alteram a atividade das Rho-GTPases, processo intimamente relacionado à 

disfunção endotelial (BECKERS; VAN HINSBERGH; VAN NIEUW AMERONGEN, 2010; 

SPINDLER; SCHLEGEL; WASCHKE, 2010). 

 Portanto, os experimentos de imunofluorescência, descritos a seguir, tiveram 

como objetivo investigar possíveis alterações nos microfilamentos de actina e junções 

interendoteliais das células endoteliais primárias pulmonares de camundongos DBA/2 

(CEPP-DBA/2), na presença de VEGF, TNF, IFNγ e eritrócitos parasitados com esqui-

zontes de P. berghei ANKA (EP-PbA). 
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 Primeiro, foram realizados ensaios com TNF. As CEPP-DBA/2 foram estimula-

das com TNF e EP-PbA e divididas em grupos, de acordo com o tipo de estímulo e 

tempo de exposição: 6 h, 12 h ou 24 h de TNF; 6 h, 12 h ou 24 h de TNF, seguidos de 

1 h com EP-PbA; combinação de TNF e EP-PbA por 1 h; 1 h com EP-PbA; 1 h com ENP 

e as células NE. 

 Assim, foi possível observar que os estímulos foram capazes de provocar alte-

rações no citoesqueleto das CEPP-DBA/2. Normalmente, os microfilamentos de actina 

são dispostos em fibras longas e paralelas, ocupando todo o comprimento celular 

(ARNOLD; GOECKELER; WYSOLMERSKI, 2013), como pode ser observado na ima-

gem de células não estimuladas NE (Figura 11). Todos os diferentes estímulos, mas 

principalmente EP-PbA, 12 h TNF e 6 h TNF + EP-PbA provocaram modificações na 

conformação dos microfilamentos de actina, que passou a se apresentar de forma irre-

gular, como filamentos curtos e não paralelos (asteriscos, Figura 11). 

 As imagens também revelaram que os diferentes estímulos romperam a conexão 

intercelular, provocando aumento da abertura das junções interendoteliais (“J-int”). Ob-

servou-se notável diferença entre as células NE e os demais estímulos. As setas indi-

cam o aumento da abertura das “J-ints”, que ocorreu em todas as imagens, com exce-

ção de NE (setas, Figura 11). 
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Figura 11. TNF e EP-PbA provocam alterações dos microfilamentos de actina e das junções 

interendoteliais das CEPP-DBA/2. A actina foi marcada com Texas Red Phalloidina [1:100] e 

visualizada por imunofluorescência. As imagens mostram o rearranjo dos microfilamentos de 

actina (asteriscos) e aparecimento de espaços entre as junções interendoteliais (setas) (CEPP-

DBA/2: células endoteliais primárias pulmonares de camundongos DBA/2; EP-PbA: eritrócitos 

parasitados com esquizontes de P. berghei ANKA; NE: não estimuladas; TNF: fator de necrose 

tumoral; Barra de escala: 50 µm). 
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 Na quantificação dos espaços intercelulares, observa-se que os três diferentes 

tempos de estímulo de TNF e as 4 combinações de TNF + EP-PbA apresentaram por-

centagens das áreas de “J-int” significativamente maiores que as porcentagens das 

áreas de “J-int” das células NE. Observa-se também que todos estes estímulos apre-

sentaram porcentagens das áreas de “J-int” significativamente maiores que as porcen-

tagens das áreas das células ENP. Entretanto, não houve diferença significativa entre 

as porcentagens das áreas de “J-int” de NE e ENP (Figura 12). 

 Notavelmente, as células estimuladas apenas com EP-PbA apresentaram por-

centagens das áreas de “J-int” significativamente maiores que os três tempos de estí-

mulo de TNF e maiores que as combinações 1 h TNF + EP-PbA e 6 h TNF + EP-PbA. 

Entretanto, não houve diferença entre o aumento das porcentagens das áreas de “J-int” 

dos três diferentes tempos de estímulo de TNF e as quatro combinações de TNF + EP-

PbA. 

   

 

Figura 12. Quantificação da área de abertura das junções interendoteliais “J-int” das CEPP-

DBA/2, frente ao estímulo de TNF e EP-PbA. Resultados referentes a dois experimentos agru-

pados expressos pela média ± erro padrão, analisados pelo método ANOVA, seguido do pós-

teste de Bonferroni (n = 5 a 18 imagens/estímulo; * representa diferença em relação à NE, # em 
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relação à ENP e §, em relação à EP-PbA; § para p < 0,05, §§ para p < 0,01, ***, §§§, ### para p 

< 0,001; CEPP-DBA/2: células endoteliais primárias pulmonares de camundongos DBA/2; EP-

PbA: eritrócitos parasitados com esquizontes de P. berghei ANKA; NE: não estimuladas; ENP: 

eritrócitos não parasitados; TNF: fator de necrose tumoral). 

 

 Sabe-se que o TNF é um importante ativador de células endoteliais, e tem sido 

relacionado com o aumento da permeabilidade endotelial, por meio da contração do 

citoesqueleto e, consequente, formação de edema pulmonar (SAWANT et al., 2014). 

 Em estudo realizado com células endoteliais de veia umbilical humana, obser-

vou-se que o TNF, a partir de 8 horas de exposição, causa perturbações nos microfila-

mentos de actina e abertura nas junções interendoteliais (MCKENZIE; RIDLEY, 2007).  

 Semelhantemente, os resultados aqui apresentados revelaram as mesmas per-

turbações no endotélio pulmonar murino, entretanto, neste caso, o TNF atuou precoce-

mente, a partir de 6 horas exposição. 

 Outros estudos observaram que o TNF está envolvido com a ruptura das junções 

aderentes, induzindo alterações nos microfilamentos de actina, agindo sobre as proteí-

nas integrantes deste complexo de junções e, consequentemente, causando aumento 

da permeabilidade das células endoteliais (PETRACHE et al., 2001; PRASAIN; 

STEVENS, 2009). 

 De acordo com estudos anteriores, a reorganização dos microfilamentos de ac-

tina e o aumento das áreas de abertura entre as junções interendoteliais, causadas por 

diferentes tempos de exposição ao TNF, sugerem desorganização estrutural dos com-

plexos proteicos que formam as junções interendoteliais (PETRACHE et al., 2001; 

PRASAIN; STEVENS, 2009; SCHMIDT et al., 2013). As alterações observadas no cito-

esqueleto das CEPP-DBA/2 podem estar relacionadas com perturbação da atividade de 

proteínas, como FAK e VE-caderina, que estão ancoradas com os microfilamentos de 

actina e afetam diretamente a manutenção da integridade dessas junções (PETRACHE 

et al., 2001; PRASAIN; STEVENS, 2009; SCHMIDT et al., 2013). 

 Corroborando com estes estudos, nossos resultados comprovaram a participa-

ção do TNF na alteração da função endotelial, por reorganização dos microfilamentos 

de actina e rompimento da conexão interendotelial (Figura 11, 12). Entretanto, surpre-

endentemente, estas alterações não foram mais efetivas que as causadas apenas pelo 

contato com EP-PbA, indicando que, neste modelo experimental, a adesão de eritrócitos 

parasitados com esquizontes de P. berghei ANKA é o principal fator causador das alte-

rações observadas no endotélio pulmonar murino. 
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 Posteriormente, foram realizados ensaios com VEGF, os quais foram executa-

dos da mesma maneira que os experimentos com TNF. As CEPP-DBA/2 foram divididas 

em grupos, de acordo com tipo de estímulo e tempo de exposição: 6 h, 12 h ou 24 h de 

VEGF; 6 h, 12 h ou 24 h de VEGF, seguidos de 1 h com EP-PbA; combinação de VEGF 

e EP-PbA por 1 h; 1 h com EP-PbA; 1 h com ENP e as células NE. 

 As imagens capturadas revelaram que o VEGF também foi capaz de provocar 

alterações nos microfilamentos de actina das CEPP-DBA/2. Todos os diferentes estí-

mulos foram capazes de provocar modificações na conformação da actina, que se apre-

sentou de forma irregular, como filamentos curtos e não paralelos. Esta reorganização 

pode ser observada principalmente nas imagens referente aos seguintes estímulos 24 

h VEGF, 24 h VEGF + EP-PbA e apenas EP-PbA (asteriscos, Figura 13). 

 A análise das imagens também demonstrou que os diferentes estímulos provo-

caram aumento da abertura das junções interendoteliais (“J-int”). Observou-se diferen-

ças relevantes entre as células NE e os demais estímulos. As setas indicam o aumento 

da abertura das “J-ints”, que ocorreu em todas as imagens, com exceção de NE (setas, 

Figura 13). 
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Figura 13. VEGF e EP-PbA induzem alterações dos microfilamentos de actina e das junções 

interendoteliais das CEPP-DBA/2. A actina foi marcada com Texas Red Phalloidina [1:100] e 

visualizada por imunofluorescência. As imagens mostram o rearranjo dos microfilamentos de 

actina (asteriscos) e aparecimento de espaços entre as junções interendoteliais (setas) (CEPP-

DBA/2: células endoteliais primárias pulmonares de camundongos DBA/2; EP-PbA: eritrócitos 

parasitados com esquizontes de P. berghei ANKA; NE: não estimuladas; VEGF: fator de cresci-

mento vascular endotelial; Barra de escala: 50 µm). 

  

 A partir da quantificação da área de abertura das “J-int”, foi possível observar 

que os três diferentes tempos de estímulo de VEGF, as quatro combinações de VEGF 
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+ EP-PbA apresentaram porcentagens das áreas de “J-int” significativamente maiores 

que as porcentagens das áreas de NE. Além disso, observa-se que todos estes estímu-

los também apresentaram porcentagens das áreas de “J-int” significativamente maiores 

que as porcentagens das áreas de ENP. Ainda, não houve diferença significativa entre 

as porcentagens das áreas de “J-int” de NE e ENP (Figura 14). 

 Diferente dos ensaios anteriores, observou-se que as células estimuladas com 

6 h VEGF + EP-PbA e 24 h VEGF + EP-PbA apresentaram porcentagens das áreas de 

“J-int” significativamente maiores que as áreas causadas por 6 h VEGF e 24 h VEGF. 

Entretanto, novamente, EP-PbA provocou aumento significativo nas porcentagens das 

áreas de “J-int” quando comparadas com as áreas de “J-int” causadas pelos três dife-

rentes tempos de estímulo de VEGF e pelas quatro combinações de VEGF + EP-PbA 

(Figura 14). 

   

 

Figura 14. Quantificação da área de abertura das junções interendoteliais “J-int” das CEPP-

DBA/2, frente ao estímulo de VEGF e EP-PbA. Resultado representativo de três experimentos 

agrupados expressos pela média ± erro padrão, analisados pelo método ANOVA, seguido do 

pós-teste de Bonferroni (n = 12 a 29 imagens/estímulo; * representa diferença em relação à NE; 
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#, em relação à ENP; §, em relação à EP-PbA e + representa diferenças entre 6 h VEGF e 6 h 

VEGF + EP-PbA ou entre 24 h VEGF e 24 h VEGF + EP-PbA; § para p < 0,05, ++ para p < 0,01, 

***, ###, +++, §§§ para p < 0,001; CEPP-DBA/2: células endoteliais primárias pulmonares de 

camundongos DBA/2; EP-PbA: eritrócitos parasitados com esquizontes de P. berghei ANKA; NE: 

não estimuladas; ENP: eritrócitos não parasitados; VEGF: fator de crescimento vascular endote-

lial). 

 

 O VEGF é um potente fator vascular que desempenha importante papel na an-

giogênese, em contextos fisiológicos e patológicos. Atua, principalmente, pela da ativa-

ção de kinases da família Src e da óxido nítrico sintase endotelial (eNOS) 

(HIPPENSTIEL et al., 1998; DI LORENZO et al., 2013). 

 Estudos relataram o efeito do VEGF sobre os microfilamentos de actina e rom-

pimento da conexão interendotelial, devido à desorganização estrutural dos complexos 

proteicos que formam as junções interendoteliais, em células endoteliais humanas e em 

modelos animais (ABEDI; ZACHARY, 1997; COHEN; CARBAJAL; SCHAEFFER, 1999; 

VAN NIEUW AMERONGEN, 2003). Os resultados aqui apresentados corroboram com 

estes dados já publicados, uma vez que também mostram que o VEGF provocou modi-

ficações espaciais dos microfilamentos de actina das CEPP-DBA/2. 

 Além disso, nossos resultados corroboram, singularmente, com um desses es-

tudos, que comprovou o efeito do VEGF sobre os microfilamentos de actina e o apare-

cimento de “pequenos poros” entre as células endoteliais, após 6 e 24 horas (COHEN; 

CARBAJAL; SCHAEFFER, 1999), tempos de exposição iguais aos verificados nos en-

saios descritos acima (Figuras 13, 14). Ainda, o estudo relaciona estas alterações e, 

consequente, aumento da permeabilidade com a reorganização de β-catenina, proteína 

integrante das junções aderentes (COHEN; CARBAJAL; SCHAEFFER, 1999), o que 

não foi analisado no nosso estudo. 

 Entretanto, mais uma vez, as alterações causadas pela exposição ao VEGF não 

foram mais efetivas que as causadas apenas pelo contato com EP-PbA, indicando que 

a adesão de eritrócitos parasitados com esquizontes de P. berghei ANKA pode ser o 

principal fator causador das modificações estruturais nas junções interendoteliais e das 

alterações observadas no endotélio pulmonar murino. 

 

 Os ensaios realizados com IFNγ foram executados da mesma maneira que os 

experimentos com TNF e VEGF. As CEPP-DBA/2 foram divididas em grupos, de acordo 

com tipo de estimulo e tempo de exposição: 6 h, 12 h ou 24 h de IFNγ; 6 h, 12 h ou 24 

h de IFNγ, seguidos de 1 h com EP-PbA; combinação de IFNγ e EP-PbA por 1 h; 1 h 

com EP-PbA; 1 h com ENP e as células NE. 
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 A análise das imagens também revelou que o IFNγ provocou alterações no cito-

esqueleto das células endoteliais primárias pulmonares murinas. Os diferentes tempos 

de estímulos causaram alterações na conformação dos microfilamentos de actina, que 

passou a se apresentar de forma irregular, como feixes curtos e não paralelos. Estas 

alterações podem ser observadas em todos os diferentes estímulos, mas claramente 

nas imagens referentes a 12 h IFNγ, 6 h IFNγ + EP-PbA, 24 h IFNγ + EP-PbA e EP-PbA 

(asterisco, Figura 15). 

 As imagens também mostraram que os diferentes estímulos provocaram au-

mento dos espaços entre as junções interendoteliais (“J-int”). Observou-se diferença 

considerável entre as células NE e os demais estímulos. As setas indicam o aumento 

da abertura das “J-ints”, que ocorreu em todas as imagens, com exceção de NE (setas, 

Figura 15). 
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Figura 15. IFNγ e EP-PbA provocam alterações dos microfilamentos de actina e das junções 

interendoteliais das CEPP-DBA/2. A actina foi marcada com Texas Red Phalloidina [1:100] e 

visualizada por imunofluorescência. As imagens mostram o rearranjo dos microfilamentos de 

actina (asteriscos) e aparecimento de espaços entre as junções interendoteliais (setas) (CEPP-

DBA/2: células endoteliais primárias pulmonares de camundongos DBA/2; EP-PbA: eritrócitos 

parasitados com esquizontes de P. berghei ANKA; NE: não estimuladas; IFNγ: interferon gama; 

Barra de escala: 50 µm). 

  

 Da mesma forma que os ensaios anteriores, a quantificação da área de abertura 

das “J-int”, revelou que os três diferentes tempos de estímulo de IFNγ e as quatro com-
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binações de IFNγ + EP-PbA apresentaram porcentagens das áreas de “J-int” significa-

tivamente maiores que as porcentagens das áreas de NE. Além disso, observa-se que 

todos estes estímulos também apresentaram porcentagens das áreas de “J-int” signifi-

cativamente maiores que as porcentagens das áreas de ENP. Como era esperado, não 

houve diferença significativa entre as porcentagens das áreas de “J-int” de NE e ENP 

(Figura 16). 

 Em conformidade com os ensaios realizados com VEGF, células estimuladas 

com 6 h IFNγ + EP-PbA apresentaram áreas de “J-int” significativamente maiores que 

as áreas causadas por 6 h IFNγ e o mesmo aconteceu entre os estímulos 24 h IFNγ + 

EP-PbA e 24 h IFNγ (Figura 16). 

 Além disso, outra vez, os resultados das células estimuladas com EP-PbA se 

destacaram por mostrarem porcentagens das áreas de “J-int” significativamente maio-

res que as áreas dos três tempos de estímulo de IFNγ. Porém, nestes ensaios, as quatro 

combinações de IFNγ + EP-PbA provocaram aumento nas áreas de “J-int” tão elevadas 

quanto o estímulo de EP-PbA (Figura 16). 
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Figura 16. Quantificação da área de abertura das junções interendoteliais “J-int” das CEPP-

DBA/2, frente ao estímulo de IFNγ e EP-PbA. Resultados referentes a dois experimentos agru-

pados expressos pela média ± erro padrão, analisados pelo método ANOVA, seguido do pós-

teste de Bonferroni (n = 12 a 16 imagens/estímulo; * representa diferença em relação à NE; #, 

em relação à ENP; §, em relação à EP-PbA e + representa diferenças entre 6 h IFNγ e 6 h IFNγ 

+ EP-PbA ou entre 24 h IFNγ e 24 h IFNγ + EP-PbA; + e § para p < 0,05, §§ para p < 0,01, ***, 

###, §§§ para p < 0,001; CEPP-DBA/2: células endoteliais primárias pulmonares de camundon-

gos DBA/2; EP-PbA: eritrócitos parasitados com esquizontes de P. berghei ANKA; NE: não esti-

muladas; ENP: eritrócitos não parasitados; IFNγ: interferon gama). 

  

 O interferon-gamma (IFNγ) é uma citocina pró-inflamatória, secretada por células 

natural killers, células T citotóxicas e T helpers, que apresenta efeito em diversas doen-

ças inflamatórias, tais como asma, arterosclerose e malária (STOLPEN et al., 1986; 

HUNT et al., 2014; NG et al., 2015). 

 Na malária grave, especialmente na malária cerebral, o IFNγ tem importante pa-

pel no controle do número de parasitas, mas também contribui com a patogênese, pois 

a agregação plaquetária e de parasitas, ativa células endoteliais, induz apoptose e pro-

move quebra da barreira hemato-encefálica (HUNT et al., 2014). 

 Sabe-se também que o IFNγ atua sobre células endoteliais de veia umbilical hu-

mana, desestabilizando microfilamentos de actina e aumentando a permeabilidade vas-

cular (STOLPEN et al., 1986; NG et al., 2015), de acordo como foi observado nos en-

saios realizados com as CEPP-DBA/2. Entretanto, nossos resultados sugerem que o 

IFNγ promova alterações nos microfilamentos de actina e no aumento da permeabili-

dade, porém sem induzir a morte celular. 

 Os ensaios descritos acima revelaram que o aumento dos espaços entre as jun-

ções interendoteliais ocorreu em todos os tempos de estímulos testados, no entanto 

houve diferença significativa entre 6 h IFNγ e 6 h IFNγ + EP-PbA e entre 24 h IFNγ e 24 

h IFNγ + EP-PbA (Figura 16). Estes tempos de exposição foram muito próximos aos 

verificados no trabalho de Chin Theng Ng e colaboradores, no qual demonstraram ação 

“bifásica” do IFNγ sobre o aumento da permeabilidade nestas células, com picos nos 

tempos de estímulo de 8 e 24 horas (NG et al., 2015). Nossos resultados indicam que 

as combinações entre IFNγ e EP-PbA podem estar contribuindo com o mecanismo de 

ação do IFNγ sobre aumento dos espaços intercelulares das CEPP-DBA/2. 

 Os ensaios aqui apresentados comprovaram que o IFNγ também é capaz de 

alterar o citoesqueleto, rearranjar microfilamentos de actina das CEPP-DBA/2, além de 
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provocar modificações estruturais nas junções que mantêm as células conectadas (Fi-

guras 15, 16), indicando a participação desta citocina inflamatória no aumento da per-

meabilidade endotelial da LPA/SDRA. 

 Porém, novamente, as alterações causadas pela exposição ao IFNγ não foram 

mais efetivas que as causadas apenas pelo contato com EP-PbA. Entretanto, as com-

binações entre IFNγ e EP-PbA foram igualmente elevadas, indicando que a adesão de 

eritrócitos parasitados com esquizontes de P. berghei ANKA atua em conjunto com al-

guns fatores inflamatórios, induzindo estas modificações observadas no endotélio pul-

monar murino. 

 Apesar da citoadesão de eritrócitos parasitados com esquizontes de P. berghei 

ANKA, por si só, provocar disfunção na barreira endotelial, acreditamos que fatores in-

flamatórios, especialmente TNF, VEGF e IFNγ, também atuem no aumento da permea-

bilidade vascular, especialmente em células endoteliais que não tiveram contato prévio 

com o parasita, uma vez que estes fatores também alteram o citoesqueleto endotelial e, 

assim, contribuem com a gênese da LPA/SDRA. 

 

4.3.3 EP-PbA provocam reorganização dos microtúbulos em CEPP-DBA/2   

 

 Os microtúbulos (MTs), assim como as junções intercelulares e os microfilamen-

tos de actina, são componentes chave para o funcionamento do endotélio. A disfunção 

da barreira endotelial, uma vez caracterizada por reorganização do citoesqueleto, en-

volve alterações na dinâmica de montagem e desmontagem e no rearranjo espacial dos 

MTs (ALIEVA et al., 2013; LI et al., 2015; YU et al., 2016). 

 Portanto, ensaios de imunofluorescência foram realizados para verificar se o 

contato com EP-PbA causaria, ou não, alterações na organização dos microtúbulos das 

CEPP-DBA/2. 

 A análise morfológica das imagens revelou que, as CEPP-DBA/2 submetidas ao 

estímulo de EP-PbA apresentaram claros sinais de ruptura e modificações de seus MTs 

(Figura 17). 

 As células que não foram estimuladas apresentaram seus microtúbulos preser-

vados, que se distribuíram uniformemente ao longo da célula, formando uma densa rede 

de filamentos (NE, à esquerda). Em contrapartida, o contato com EP-PbA (indicado 

pela seta) provocou alterações na disposição dos microtúbulos, que apresentaram uma 

distribuição irregular, acompanhada de áreas descontinuadas (rupturas) (EP-PbA, à di-

reita). Em destaque, a ampliação realça o rompimento e a desorganização dos microtú-

bulos, localizados na região periférica das células, causadas pelo contato com EP-PbA. 
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Figura 17. EP-PbA provocam rearranjo espacial dos microtúbulos das CEPP-DBA/2. À es-

querda, células NE e à direita, células estimuladas com EP-PbA. Ao lado, a ampliação realça o 

rompimento e a desorganização dos MTs. Os microtúbulos foram identificados com o anticorpo 

primário rabbit anti-β-tubulina [1:100], seguido do secundário goat anti-rabbit AF 488 [1:400], em 

verde. Os núcleos das células e dos eritrócitos parasitados (seta) foram marcados, em azul, com 

Hoechst [1:1000] (CEPP-DBA/2: células endoteliais primárias pulmonares de camundongos 

DBA/2; EP-PbA: eritrócitos parasitados com esquizontes de P. berghei ANKA; NE: não estimu-

ladas; Barra de escala: 10 µm). 
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 A análise quantitativa das alterações da organização espacial dos microtúbulos 

pode ser realizada por um conjunto de medidas, tais como intensidade de fluorescência; 

área total ocupada; área relativa ocupada por MTs, em diferentes compartimentos celu-

lares e pela avaliação individual de cada microtúbulo (ALIEVA et al., 2013; LI et al., 

2015). 

 Assim, neste trabalho, as alterações morfológicas e o rearranjo espacial dos mi-

crotúbulos foram analisados pela intensidade de fluorescência e pela área total ocupada 

pela rede de microtúbulos. 

 Na análise da área ocupada pela rede de microtúbulos, observa-se que as 

CEPP-DBA/2 estimuladas com EP-PbA apresentaram porcentagens das áreas ocupa-

das por MTs significativamente menores que as porcentagens das áreas de MTs das 

células NE (Figura 18A). 

 A intensidade de fluorescência dos microtúbulos, calculada pela fórmula FCTC 

= densidade integrada da β-tubulina – (área total ocupada pela β-tubulina X média de ní-

veis de cinza do background), revelou que as CEPP-DBA/2 estimuladas com EP-PbA 

apresentaram redução significativa da FCTC, em relação a das células NE (Figura 

18B). 

 A diferença na intensidade de fluorescência dos MTs, observada nos experimen-

tos descritos acima, foi validada por ensaio fluorométrico, que também demonstrou que 

as CEPP-DBA/2 estimuladas com eritrócitos parasitados tiveram redução significativa 

na fluorescência da β-tubulina, quando comparadas com a das células NE (Figura 18C). 

 

 

Figura 18. Quantificação das alterações morfológicas e rearranjo espacial dos microtúbulos das 

CEPP-DBA/2, após contato com EP-PbA. (A) Área ocupada pela rede de MTs representada 

marcação de β-tubulina, em células NE e EP-PbA. (B) Fluorescência celular total corrigida cal-

culada para a marcação de β-tubulina, em células NE e EP-PbA. Resultado representativo de 

dois experimentos independentes expressos pela média ± erro padrão, analisados por teste T 

de Student (n = 10 a 14 imagens/estímulo; *** para p < 0,001). (C) Intensidade de fluorescência 

da β-tubulina verificada por ensaio fluorométrico (filtro GFP; excitação 488 nm / emissão 510 
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nm). Resultado representativo de um experimento, expresso pela média ± erro padrão, analisado 

por teste T de Student (n = 24 poços/estímulo; *** para p < 0,001; CEPP-DBA/2: células endote-

liais primárias pulmonares de camundongos DBA/2; EP-PbA: eritrócitos parasitados com esqui-

zontes de P. berghei ANKA; NE: não estimuladas). 

 

 Os microtúbulos também são conhecidos por regular a atividade e a localização 

de muitas proteínas, tais como as Rho-GTPases, envolvidas com a modulação da fun-

ção de barreira endotelial (YU et al., 2016). Além disso, o rompimento e o desarranjo de 

MTs resultam na alteração dos microfilamentos de actina e na contração celular (YU et 

al., 2016). 

 Além disso, sabe-se que mediadores inflamatórios, tais como TNF e LPS, indu-

zem desmontagem e reorganização do sistema de microtúbulos, podendo provocar di-

minuição na quantidade de MTs periféricos, processo intimamente relacionado ao au-

mento da permeabilidade vascular (ALIEVA et al., 2013; LI et al., 2015). 

 Surpreendentemente, nossos resultados demonstraram desmontagem e reorga-

nização dos microtúbulos das CEPP-DBA/2 estimuladas apenas com EP-PbA, princi-

palmente na região periférica das células, sugerindo que as alterações no sistema de 

MTs, provocadas pela adesão dos eritrócitos parasitados, também podem estar contri-

buindo com o aumento da permeabilidade vascular. 

 Acredita-se que o receptor CD36, presente nas células endoteliais vasculares do 

hospedeiro, é o principal agente de ligação dos eritrócitos parasitados. Elevados níveis 

de CD36 nos pulmões resultam em grande número de EP sequestrados, amplificando 

o quadro inflamatório (ANIDI et al., 2013; SERCUNDES et al., 2016). Camundongos 

C57BL/6 infectados com P. berghei apresentaram aumento da permeabilidade 

endotelial causada pelo sequestro de parasitas por CD36, mediado por Fyn kinase, que 

foi co-localizada com os microfilamentos de actina das células endoteliais da 

microvasculatura pulmonar destes camundongos (ANIDI et al., 2013). 

 Além disso, a adesão de eritrócitos parasitados, por CD36, também está relaci-

onada com o recrutamento de integrinas α5β1, em locais próximos às junções 

aderentes, processo que pode estar facilitando o sequestro desses eritrócitos (DAVIS 

et al., 2013). 

 Outro estudo demonstrou que a adesão de eritrócitos parasitados, por ICAM-1, 

em linhagem de células endoteliais cerebrais humanas, provocou alterações na confor-

mação dos microfilamentos de actina (cup-like structure), processo associado ao rom-

pimento da barreira hematoencefálica (JAMBOU et al., 2010). 
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 Observa-se que a adesão de eritrócitos parasitados, via receptores endoteliais, 

tais como CD36, ICAM-1 e integrina α5β1, pode conduzir a eventos de sinalização in-

tracelular, acompanhados por alterações de microfilamentos de actina e disfunção de 

junções intercelulares. No entanto, interessantemente, esta é a primeira vez que se re-

lata desmontagem e reorganização do sistema de microtúbulos causadas por eritrócitos 

parasitados por plasmódios. 

 Muitas publicações já demonstraram, claramente, o cenário de sinalização cru-

zada entre os microtúbulos e os microfilamentos de actina na regulação da permeabili-

dade endotelial (DUDEK; GARCIA, 2001; BIRUKOVA et al., 2004; SHEN et al., 2010; 

ELIAS et al., 2012; TIAN et al., 2014; YU et al., 2016). As alterações na dinâmica de 

montagem e desmontagem dos MTs, associadas ao aumento de MLC, desencadeia 

alterações nos microfilamentos de actina, processo mediado por ativação de 

RhoA/ROCK (SHEN et al., 2010; YU et al., 2016). 

 Corroborando com todos estes estudos, os resultados obtidos com as análises 

morfométricas comprovaram que a adesão de EP-PbA é capaz de alterar a organização 

e o rearranjo espacial tanto dos microfilamentos de actina quanto dos microtúbulos das 

células endoteliais primárias pulmonares de camundongos DBA/2 e causar aumento 

dos espaços entre as junções interendoteliais, indicando participação dos eritrócitos pa-

rasitados no remodelamento do citoesqueleto, disfunção e aumento da permeabilidade 

endotelial vascular. Além disso, nossos resultados sugerem que estas alterações po-

dem ser estar ocorrendo, via ativação de RhoA e seu efetor ROCK. 

  

4.3.4 EP-PbA alteram a distribuição de FAK fosforilada em CEPP-DBA/2 

 

 Os resultados das análises de remodelamento do citoesqueleto foram comple-

mentados com a identificação da quinase de adesão focal (FAK - focal adhesion kinase), 

também por ensaio de imunofluorescência. 

 Fak, proteína integrante do complexo de adesão focal, é uma quinase de junção 

que atua na comunicação entre a matriz extracelular e o citoesqueleto, portanto sua 

atividade é indispensável para a integridade e a manutenção das junções intercelulares 

(BELVITCH; DUDEK, 2012; GRINNELL; HARRINGTON, 2012; SCHMIDT et al., 2013). 

 Nossos resultados revelaram que as CEPP-DBA/2, submetidas ao estímulo de 

EP-PbA, apresentaram diminuição de FAK fosforilada. Observa-se um rearranjo de 

FAK, comprovado por fraca marcação e menor concentração, principalmente na região 

periférica das células (EP-PbA, à direita). Em contrapartida, as células que não foram 

estimuladas (NE, à esquerda) apresentaram maior quantidade de FAK fosforilada, com 
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distribuição regular pelo citoplasma das células, mas com forte concentração na posição 

periférica (Figura 19). 

 

 

Figura 19. EP-PbA promovem alterações morfológicas e reorganização espacial de FAK fosfo-

rilada em CEPP-DBA/2. À esquerda, células NE e à direita, células estimuladas com EP-PbA. 

Marcação com o anticorpo primário policlonal rabbit anti-FAK-phospho-Tyr576/Tyr577 [1/100], 

seguido do secundário goat anti-rabbit AF 488 [1:400], em verde. Os núcleos celulares foram 

marcados, em azul, com Hoechst [1:1000] (CEPP-DBA/2: células endoteliais primárias pulmona-

res de camundongos DBA/2; EP-PbA: eritrócitos parasitados com esquizontes de P. berghei 

ANKA; NE: não estimuladas; FAK: quinase de adesão focal; Barra de escala: 15 µm). 

 

 Na análise da área ocupada por FAK fosforilada, observa-se que as CEPP-

DBA/2 estimuladas com EP-PbA apresentaram porcentagens das áreas ocupadas por 

FAK significativamente menores que as porcentagens das áreas de FAK das células NE 

(Figura 20A). 

 A partir da intensidade de fluorescência de FAK fosforilada, calculada pela fór-

mula FCTC = densidade integrada da FAK fosforilada – (área total ocupada pela FAK 

fosforilada X média de níveis de cinza do background), foi possível determinar que as 
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CEPP-DBA/2 estimuladas com EP-PbA apresentaram redução significativa da FCTC, 

em relação a das células NE (Figura 20B). 

 

    

Figura 20. EP-PbA diminuem a expressão de FAK fosforilada em CEPP-DBA/2. (A) Área quan-

tificada pela fluorescência de FAK. (B) Fluorescência celular total corrigida calculada para a mar-

cação de FAK. Resultado representativo de um experimento expresso pela média ± erro padrão, 

analisados por teste T de Student (n = 6 imagens/estímulo; * para p < 0.05 e ** para p < 0,01; 

CEPP-DBA/2: células endoteliais primárias pulmonares de camundongos DBA/2; EP-PbA: eri-

trócitos parasitados com esquizontes de P. berghei ANKA; NE: não estimuladas; FAK: quinase 

de adesão focal). 

 

 A quinase de adesão focal está envolvida em diversas funções endoteliais, atu-

ando no remodelamento do citoesqueleto e na dinâmica das junções intercelulares 

(BELVITCH; DUDEK, 2012; GRINNELL; HARRINGTON, 2012). FAK localiza-se na re-

gião de contato célula-célula, quando interage com proteínas de junções intercelulares, 

como as das junções aderentes, para manter a função da barreira endotelial ou recu-

perá-la recuperação após ruptura (ARNOLD; GOECKELER; WYSOLMERSKI, 2013). 

 Anteriormente, foi demonstrado que a depleção de FAK causa hiperativação de 

RhoA em camundongos, provocando rompimento das junções aderentes e consequente 

disfunção da barreira endotelial pulmonar (SCHMIDT et al., 2013). Nossos resultados 

se correlacionam com estes dados publicados, uma vez que mostraram redução signi-

ficativa de FAK fosforilada na região periférica de CEPP-DBA/2 estimuladas por EP-

PbA, também indicando o rompimento da conexão interendotelial. Entretanto, esta é a 

primeira vez que se demonstra reorganização espacial de FAK induzida por eritrócitos 

parasitados por plasmódios. 
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 Em conjunto, as imagens e as análises morfométricas indicaram uma redução 

significativa de FAK fosforilada na região de contato intercelular das CEPP-DBA/2, mos-

trando que o contato com EP-PbA alterou a atividade de FAK, enfraquecendo, assim, 

as junções interendoliais e desencadeando a disfunção da barreira endotelial. Estes 

resultados são mais um forte indício de influência da adesão de eritrócitos parasitados 

com esquizontes de P. berghei ANKA na disfunção e aumento da permeabilidade da 

barreira endotelial. 

 

4.4 EP-PbA provocam aumento da permeabilidade endotelial em CEPP-DBA/2 

 

 Nossos resultados mostraram remodelamento do citoesqueleto, aumento dos 

espaços entre as junções intercelulares e alteração da atividade da quinase de adesão 

focal, causados pela adesão eritrócitos parasitados com formas maduras do P. berghei 

ANKA, no endotélio pulmonar de camundongos DBA/2. 

 Assim, o aumento da permeabilidade foi validado, por análise de concentração 

do corante Azul de Evans (AE), com CEPP-DBA/2 aderidas em membrana permeável, 

em sistema de Transwell®. 

 Estes ensaios mostraram que o estímulo de EP-PbA provocou defluência ele-

vada de AE entre as conexões celulares, através dos poros da membrana permeável. 

Observou-se que fluxo de AE nestas células foi, aproximadamente, duas vezes maior 

que o verificado em NE e ENP. A concentração de AE, que atravessou a monocamada 

endotelial, referente à EP-PbA foi de 0,0076 mg/mL, concentração significativamente 

maior que as observadas em NE (0,0042 mg/mL) e em ENP (0,0045 mg/mL) (Figura 

21). 
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Figura 21. EP-PbA provocam aumento da permeabilidade em CEPP-DBA/2.  A quantificação do 

Azul de Evans, que atravessou os poros da membrana permeável, foi realizada por espectrofo-

tômetro, a 650 nm. Resultado representativo de dois experimentos independentes expressos 

pela média ± erro padrão e analisado pelo método de Kruskal-Wallis, seguido do pós-teste de 

Dunns (n = 6 amostras/estímulo; * para p < 0,05 e ** para p < 0,01; CEPP-DBA/2: células endo-

teliais primárias pulmonares de camundongos DBA/2; EP-PbA: eritrócitos parasitados com es-

quizontes de P. berghei ANKA; NE: não estimuladas; ENP: eritrócitos não parasitados). 

 

 Nossos resultados corroboram com estudos anteriores, em que Taoufiq e cola-

boradores relataram, também por sistema de Transwell®, ensaios que mostraram o 

rompimento da monocamada de células endoteliais pulmonares humanas expostas a 

eritrócitos infectados com P. falciparum (EI-Pf). A densidade óptica de AE apresentou-

se aumentada nas células estimuladas com EI-Pf, quando comparadas com as células 

estimuladas com eritrócitos não infectados e células não estimuladas (TAOUFIQ et al., 

2008, 2011). Além disso, recentemente, nosso grupo de pesquisa relatou o aumento da 
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permeabilidade endotelial causado pelo lisado de P. berghei ANKA (PEREIRA et al., 

2016). 

 Ainda, Taoufiq e colaboradores observaram que os eritrócitos infectados com P. 

falciparum, além de induzir dano endotelial, provocaram apoptose nestas células 

(TAOUFIQ et al., 2008, 2011). Dados do nosso grupo de pesquisa comprovaram que 

EP-PbA também induziram a apoptose em CEPP-DBA/2, quando estimuladas por 24 

horas (Sercundes et al., dados não publicados). Entretanto, o estímulo de apenas uma 

hora de EP-PbA, mesmo tempo de exposição dos experimentos realizados deste traba-

lho, não alterou a viabilidade celular ou provocou apoptose destas células (PEREIRA et 

al., 2016).  

 Portanto, comprovamos, mais uma vez, que a adesão de formas maduras do 

parasita na microvasculatura pulmonar murina atua como um fator crítico para o au-

mento da permeabilidade vascular. 

 

4.5 EP-PbA não alteram a expressão proteica de VE-caderina, mas modificam ra-

zão entre RhoA e Cdc42 em CEPP-DBA/2   

 

 Para verificar se as modificações do citoesqueleto das células endoteliais primá-

rias pulmonares murinas, ocorreu via alteração da expressão proteica de Rho-GTPases, 

ensaios de Western blot foram realizados para avaliar as expressões RhoA e Cdc42. 

Também foram quantificadas as expressões da isoforma β da actina e da molécula de 

adesão VE-caderina. 

 Na análise de β-actina, os ensaios mostraram que as células NE, EP-PbA e as 

estimuladas com TNF e com VEGF, combinados ou não com o estímulo de EP-PbA, 

não apresentaram diferença significativa na expressão proteica de β-actina (Figura 22). 
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Figura 22. EP-PbA não alteram a expressão de β-actina em CEPP-DBA/2. (A) Expressão de β-

actina e do controle GAPDH de cada amostra, revelada por quimioluminescência. (B) Quantifi-

cação de β-actina de CEPP-DBA/2 estimuladas com EP-PbA, TNF e VEGF, realizada por Wes-

tern blot. Resultado representativo de dois experimentos independentes expressos pela média ± 

erro padrão e analisado pelo método de comparação múltipla ANOVA, seguido do pós-teste de 

Bonferroni (n = 6 amostras/estímulo; CEPP-DBA/2: células endoteliais primárias pulmonares de 

camundongos DBA/2; EP-PbA: eritrócitos parasitados com esquizontes de P. berghei ANKA; NE: 

não estimuladas; TNF: fator de necrose tumoral; VEGF: fator de crescimento vascular endotelial; 

GAPDH: gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase). 

 

 A actina ocorre, nos vertebrados, em seis isoformas diferentes. Células não mus-

culares, como as células endoteliais, possuem β-actina e γ-actina. A β-actina pode estar 

acumulada em regiões do citoplasma em movimento, em pontas e bordas de estruturas 

protusivas, enquanto que a γ-actina é responsável pela manutenção da forma da célula 

e pela resistência mecânica. 



 
71 

 

 O nível de expressão das diferentes isoformas pode estar alterado no envelhe-

cimento, na embriogênse e em diversos casos de enfermidades. A β-actina apresenta-

se super-expressada em muitas células tumorais, especialmente nas que se deslocam 

ativamente. Além disso, sabe-se que a redistribuição da β-actina e aumento do estado 

de polimerização dos filamentos de actina podem vir acompanhadas de alteração da 

expressão, indicando modificação estrutural (KHAITLINA, 2001; POPOW; NOWAK; 

MALICKA-BŁASZKIEWICZ, 2006). 

 A expressão da β-actina foi avaliada, uma vez que alguns estudos demonstram 

que o rearranjo dos microfilamentos da actina resulta da alteração da expressão das 

diferentes isoformas da actina (KHAITLINA, 2001; POPOW; NOWAK; MALICKA-

BŁASZKIEWICZ, 2006). Os dados apresentados revelaram que a expressão proteica 

da β-actina das CEPP-DBA/2 não alterou, frente aos diferentes estímulos. Portanto, as 

alterações observadas, anteriormente, nas imagens de imunofluorescência, indicam 

que os diferentes estímulos e tempos de exposição causam apenas perturbação na 

conformação dos microfilamentos de actina, somente na reorganização, sem alteração 

estrutural deste componente do citoesqueleto. 

 

 Na análise de VE-caderina, os ensaios mostraram que as células NE, EP-PbA e 

as estimuladas com TNF e com VEGF, combinados ou não com o estímulo de EP-PbA, 

não apresentaram diferença significativa na expressão proteica de VE-caderina (Figura 

23).  
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Figura 23. EP-PbA não alteram a expressão de VE-caderina em CEPP-DBA/2. (A) Expressão 

de VE-caderina e do controle GAPDH de cada amostra, revelada por quimioluminescência. (B) 

Quantificação de VE-caderina de CEPP-DBA/2 estimuladas com EP-PbA, TNF e VEGF, reali-

zada por Western blot. Resultado referente a dois experimentos agrupados expressos pela mé-

dia ± erro padrão e analisado pelo método ANOVA, seguido do pós-teste de Bonferroni (n = 6 

amostras/estímulo; CEPP-DBA/2: células endoteliais primárias pulmonares de camundongos 

DBA/2; EP-PbA: eritrócitos parasitados com esquizontes de P. berghei ANKA; NE: não estimu-

ladas; TNF: fator de necrose tumoral; VEGF: fator de crescimento vascular endotelial; GAPDH: 

gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase). 

 

 Sabe-se que a VE-caderina é crucial para a integridade do contato celular endo-

telial e a regulação de sua atividade é essencial para o controle da permeabilidade da 

parede dos vasos sanguíneos (VESTWEBER, 2007). Estudos, anteriormente publica-

dos, tiveram como objetivo desvendar os efeitos de diversos fatores que estão envolvi-

dos com função das junções aderentes e relacionados com o aumento da permeabili-
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dade, tais como TNF, VEGF, histamina, bradikinina e trombina. Estes estudos apresen-

tam correlação entre a fosforilação dos resíduos tirosina da VE-caderina e a desestabi-

lização das junções aderentes (SIDIBÉ; IMHOF, 2014). 

 Ainda, células endoteliais da veia umbilical humana estimuladas com VEGF 

apresentam forte aumento na fosforilação da tirosina da VE-caderina, β-catenina plako-

globina e p120. Este processo de fosforilação está associado a perda da integridade 

das adesões intercelulares destas células (ESSER et al., 1998). Assim como o TNF, o 

VEGF também pode estar envolvido com a disfunção das junções intercelulares, por 

remoção de VE-caderina das membranas de superfície, por um processo endocitótico 

(GAVARD; GUTKIND, 2006; MCKENZIE; RIDLEY, 2007). 

 Portanto, esperávamos constatar alterações na expressão proteica de VE-cade-

rina, no nosso modelo experimental (Figura 23), o que não foi observado. Ensaios de 

atividade e imagens de imunofluorescência, poderiam detectar a fosforilação e remoção 

desta proteína nas membranas das CEPP-DBA/2. Entretanto, após inúmeras tentativas, 

os ensaios de imunofluorescência não resultaram em marcações de boa qualidade para 

analisar e quantificar as alterações de VE-caderina esperadas. Assim, foi adquirido um 

novo anticorpo que será testado novamente pela equipe do laboratório. 

 No entanto, apesar da impossibilidade de validar alterações na expressão pro-

teica de VE-caderina, não podemos descartar a participação das junções aderentes, 

uma vez que nossos resultados apontaram redução significativa de FAK fosforilada na 

região de contato intercelular das CEPP-DBA/2, sendo este um forte indício de que os 

EP-PbA foram capazes de enfraquecer estas junções.  

  

 Na análise de RhoA, os ensaios também demonstraram que as células NE, EP-

PbA e estimuladas com TNF e com VEGF, combinados ou não com o estímulo de EP-

PbA, não apresentaram diferença significativa na expressão proteica de RhoA (Figura 

24).  
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Figura 24. EP-PbA não alteram a expressão de RhoA em CEPP-DBA/2. (A) Expressão de RhoA 

e do controle GAPDH de cada amostra, revelada por quimioluminescência. (B) Quantificação de 

RhoA de CEPP-DBA/2 estimuladas com EP-PbA, TNF e VEGF, realizada por Western Blot. Re-

sultado referente a dois experimentos agrupados expressos pela média ± erro padrão e anali-

sado pelo método ANOVA, seguido do pós-teste de Bonferroni (n = 6 amostras/estímulo; CEPP-

DBA/2: células endoteliais primárias pulmonares de camundongos DBA/2; EP-PbA: eritrócitos 

parasitados com esquizontes de P. berghei ANKA; NE: não estimuladas; TNF: fator de necrose 

tumoral; VEGF: fator de crescimento vascular endotelial; GAPDH: gliceraldeído-3-fosfato desi-

drogenase). 

 

 Da mesma forma, na análise de Cdc42, os ensaios também demonstraram que 

as células NE, EP-PbA e estimuladas com TNF e com VEGF, combinados ou não com 
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o estímulo de EP-PbA, não apresentaram diferença significativa na expressão proteica 

de Cdc42 (Figura 25).  

    

 

Figura 25. EP-PbA não alteram a expressão de Cdc42 em CEPP-DBA/2. (A) Expressão de 

Cdc42 e do controle GAPDH de cada amostra, revelada por quimioluminescência. (B) Quantifi-

cação de Cdc42 de CEPP-DBA/2 estimuladas com EP-PbA, TNF e VEGF, realizada por Western 

Blot. Resultado referente a dois experimentos agrupados expressos pela média ± erro padrão e 

analisado pelo método ANOVA, seguido do pós-teste de Bonferroni (n = 6 amostras/estímulo; 

CEPP-DBA/2: células endoteliais primárias pulmonares de camundongos DBA/2; EP-PbA: eri-

trócitos parasitados com esquizontes de P. berghei ANKA; NE: não estimuladas; TNF: fator de 

necrose tumoral; VEGF: fator de crescimento vascular endotelial; GAPDH: gliceraldeído-3-fos-

fato desidrogenase). 

 

 Como já foi discutido anteriormente, a ativação excessiva ou anormal de RhoA 

e de seu efetor ROCK, por ação de diferentes fatores, tais como TNF, VEGF e trombina 

está associada ao decréscimo da função da barreira endotelial. Neste processo, RhoA 

interage com ROCK, aumenta a fosforilação da cadeia leve da miosina e promove a 
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polimerização da actina (MCKENZIE; RIDLEY, 2007; PRASAIN; STEVENS, 2009; 

BECKERS; VAN HINSBERGH; VAN NIEUW AMERONGEN, 2010; SPINDLER; 

SCHLEGEL; WASCHKE, 2010; MARCOS-RAMIRO; GARCÍA-WEBER; MILLÁN, 2014).  

 Além disso, Taoufiq e colaboradores comprovaram que a adesão de eritrócitos 

infectados com P. falciparum em células endoteliais pulmonares humanas afeta direta-

mente a sinalização de RhoA/Rho kinase e a modulação da fosforilação da cadeia leve 

da miosina, causando disfunção da barreira endotelial devido à contração celular, alte-

ração de junções intercelulares e hiperpermeabilidade endotelial (TAOUFIQ et al., 

2008). 

 Sabe-se também que a depleção de FAK, em camundongos, causa hiperativa-

ção de RhoA, provocando rompimento das junções aderentes e, mais uma vez, cau-

sando efeitos negativos para a barreira endotelial pulmonar (BELVITCH; DUDEK, 2012; 

GRINNELL; HARRINGTON, 2012; ARNOLD; GOECKELER; WYSOLMERSKI, 2013; 

SCHMIDT et al., 2013). 

 Em oposição, Cdc42 possui efeito protetor sobre a barreira endotelial. Quando 

ativada, inibe a atividade de RhoA, processo associado à restauração das junções ade-

rentes (KOUKLIS, 2004; SPINDLER; SCHLEGEL; WASCHKE, 2010; DULUC; 

WOJCIAK-STOTHARD, 2014). O Cdc42 apresenta-se ativo nas membranas das células 

endoteliais que estão recuperando a barreira, no entanto, é encontrado inativo, no cito-

sol, durante a contração celular, mediada por RhoA. Além disso, também foi demons-

trado que Cdc42 previne a disfunção da barreira vascular e formação de edema em 

pulmões de camundongos, induzido por LPS (BROMAN; MEHTA; MALIK, 2007; 

RAMCHANDRAN et al., 2008). 

 Diante desta discussão, observou-se que a análise da expressão proteica de 

Rho-GTPases totais, não foi suficiente para o entendimento do mecanismo de alteração 

das junções interendoteliais e hiperpermeabilidade endotelial. Uma vez que, a atividade 

dessas proteínas está diretamente envolvida com estes processos, em diferentes con-

textos fisiológicos e patológicos. 

 Entretanto, foi possível observar diferença considerável entre as expressões pro-

teicas de RhoA e Cdc42, verificado pelo aumento significativo da razão RhoA/Cdc42 

nas células estimuladas com EP-PbA, enquanto que nas células NE esta proporção 

permanece diminuída. Resultado que poderia refletir as atividades antagônicas destas 

proteínas, diante da presença de eritrócitos parasitados (Figura 26A). 

 Assim, esperava-se também o aumento da razão RhoA/Cdc42 em CEPP-DBA/2 

estimuladas com TNF e VEGF, uma vez que estes fatores são conhecidos por alteraram 

a atividades das Rho-GTPases (BECKERS; VAN HINSBERGH; VAN NIEUW 
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AMERONGEN, 2010; SPINDLER; SCHLEGEL; WASCHKE, 2010). Porém, a análise 

destas amostras não resultou em diferença significativa para esta razão, em relação a 

das células NE (Figura 26B).  

 Considerando os resultados que demonstraram alterações na conformação dos 

microfilamentos de actina e nas junções interendoteliais, não se pode desprezar o en-

volvimento do TNF e do VEGF no processo de disfunção endotelial. Os tempos de ex-

posição de 6 e 24 horas, que não foram testados para os ensaios de Western blot, que 

poderiam ter revelado as alterações esperadas nas expressões proteicas de RhoA e 

Cdc42. 

 Apesar da impossibilidade de validar alterações na razão RhoA/Cdc42, provoca-

das por TNF ou VEGF, o aumento causado por EP-PbA aponta a diminuição da expres-

são proteica de Cdc42, sugerindo que a presença de eritrócitos parasitados está cau-

sando inativação desta Rho-GTPase e ativação de RhoA. Já nas células NE, com rela-

ção RhoA/Cdc42 diminuída, a atividade de Cdc42 estaria mantendo a integridade das 

junções interendoteliais, mantendo RhoA inativada, prevenindo a disfunção da barreira 

vascular nas CEPP-DBA/2.  

 

 

Figura 26. EP-PbA alteram a razão entre as proteínas RhoA e Cdc42 em CEPP-DBA/2. (A) 

Quantificação relativa de RhoA/Cdc42 em CEPP-DBA/2 expostas ao estímulo de EP-PbA. (B) 

Quantificação relativa de RhoA/Cdc42 em CEPP-DBA/2 estimuladas por TNF e VEGF. Resul-

tado referente a dois experimentos agrupados expressos pela média ± erro padrão e analisados 

pelo teste de Mann Whitney (n = 6 amostras/estímulo; * para p < 0.05; CEPP-DBA/2: células 

endoteliais primárias pulmonares de camundongos DBA/2; EP-PbA: eritrócitos parasitados com 

esquizontes de P. berghei ANKA; NE: não estimuladas; TNF: fator de necrose tumoral; VEGF: 

fator de crescimento vascular endotelial). 
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4.6 EP-PbA promovem a ativação de RhoA em CEPP-DBA/2 

 

 Apesar dos ensaios de Western blot não mostrarem alteração na expressão pro-

teica de Rho-GTPases totais das CEPP-DBA/2, as células endoteliais estimuladas com 

EP-PbA apresentaram aumento significativo na razão RhoA/Cdc42, sugerindo ativação 

de RhoA e inativação de Cdc42. Portanto, um ensaio colorimétrico de ativação foi reali-

zado para verificar e validar a atividade, por ação dos EP-PbA, nas CEPP-DBA/2. 

 Neste ensaio, observou-se que as CEPP-DBA/2, que foram expostas ao estí-

mulo de EP-PbA, apresentaram maior quantidade de RhoA ativa, quando comparadas 

com as células NE e ENP, uma vez que o sinal de ativação desta Rho-GTPase foi apro-

ximadamente duas vezes maior nas células EP-PbA. Já entre as células NE e ENP, não 

houve diferença significativa na quantidade de RhoA ativa. Nestas amostras, as absor-

bâncias mantiveram-se reduzidas (Figura 27). 

 

        

Figura 27. EP-PbA ativam RhoA em CEPP-DBA/2. Ativação de RhoA mensurada por G-LISA™ 

(Cytoskeleton - Cat. #BK124-S). Resultado de um experimento expresso pela média ± erro pa-

drão e analisado pelo método de comparação múltipla ANOVA, seguido do pós-teste de Bonfer-

roni (n = 4 a 8 amostras/estímulo; * para p < 0.05 e ** para p < 0,01; CEPP-DBA/2: células 

endoteliais primárias pulmonares de camundongos DBA/2; EP-PbA: eritrócitos parasitados com 

esquizontes de P. berghei ANKA; NE: não estimuladas; ENP: eritrócitos não parasitados). 
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 Foi demonstrado que adesão de eritrócitos infectados com P. falciparum ativam 

diretamente a via de sinalização RhoA/ROCK (ZANG-EDOU et al., 2010). O ensaio co-

lorimétrico, descrito acima, também apontou que a presença de eritrócitos parasitados 

com P. berghei ANKA aumenta a produção de RhoA nas células endoteliais primárias 

pulmonares murinas.  

 

 Considerando que a sinalização RhoA/ROCK modula diretamente a fosforilação 

da cadeia leve da miosina (SHEN et al., 2010; YU et al., 2016), foram executados en-

saios de Western blot para MLC fosforilada (Thr18/Ser19), os quais mostraram que as 

células endoteliais primárias pulmonares murinas estimuladas com eritrócitos parasita-

dos com esquizontes de P. berghei ANKA apresentaram aumento significativo na ex-

pressão proteica de MLC fosforilada (Figura 28).  

  

 

Figura 28. EP-PbA induzem a fosforilação de MLC em CEPP-DBA/2. (A) Quantificação de MLC 

fosforilada (Thr18/Ser19) de CEPP-DBA/2 estimuladas com EP-PbA, realizada por Western Blot. 

(B) Expressão de MLC fosforilada e do controle GAPDH de cada amostra, revelada por quimio-

luminescência. Resultado referente a três experimentos agrupados expressos pela média ± erro 

padrão e analisado por teste T de Student (n = 13 amostras/estímulo; ** para p < 0,01; CEPP-

DBA/2: células endoteliais primárias pulmonares de camundongos DBA/2; EP-PbA: eritrócitos 

parasitados com esquizontes de P. berghei ANKA; NE: não estimuladas; GAPDH: gliceraldeído-

3-fosfato desidrogenase; MLC: cadeia leve da miosina). 
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 RhoA desempenha papel crítico na regulação da atividade da miosina fosfatase 

(ou fosfatase da MLC). Uma vez ativada, ligada à GTP, RhoA pode ativar o efetor Rho-

kinase (ROCK), que fosforila e inibe a miosina fosfatase, resultando no aumento da fos-

forilação de MLC, o que induz a contração da actomiosina e enfraquecimento das jun-

ções interendoteliais, causando hiperpermeabilidade vascular (MCKENZIE; RIDLEY, 

2007; TAOUFIQ et al., 2008; PRASAIN; STEVENS, 2009; BECKERS; VAN 

HINSBERGH; VAN NIEUW AMERONGEN, 2010; SHEN et al., 2010; SPINDLER; 

SCHLEGEL; WASCHKE, 2010; MARCOS-RAMIRO; GARCÍA-WEBER; MILLÁN, 2014). 

 Os resultados aqui apresentados corroboram com os dados acima, pois a ade-

são de eritrócitos infectados com P. berghei ANKA induziu a ativação de RhoA e au-

mentou a fosforilação da cadeia leve da miosina, além de alterar o citoesqueleto e as 

junções intercelulares, levando ao aumento da permeabilidade endotelial das células 

endoteliais primárias pulmonares murinas.  

 Estudos que demonstraram que a adesão de eritrócitos infectados com P. falci-

parum, em células endoteliais pulmonares humanas, ativou diretamente a via de sinali-

zação RhoA/ROCK e levou a alterações na fosforilação de MLC e no citoesqueleto 

(ZANG-EDOU et al., 2010), também corroboram com os dados do nosso modelo expe-

rimental. Além disso, os autores relataram que estas alterações levaram à morte das 

células endoteliais (o que não foi verificado neste trabalho) e ao aumento da produção 

de espécies reativas de oxigênio, que será discutido mais adiante (ZANG-EDOU et al., 

2010). 

 Em outros contextos, a via de sinalização RhoA/ROCK pode se apresentar alte-

rada em artérias pulmonares. Em pacientes que foram diagnosticados com doença obs-

trutiva crônica, relatou-se disfunção endotelial pulmonar relacionada à modulação ne-

gativa da atividade da óxido nítrico sintase endotelial (eNOS) e à modulação positiva da 

atividade de RhoA/ROCK (BEI et al., 2013). Sabe-se que o aumento da permeabilidade 

endotelial pode ser dependente de eNOS, mediadora da biodisponibilidade de óxido 

nítrico e da produção de superóxido, processo que também induz reorganização do ci-

toesqueleto (WU et al., 2014). 

 Nossos resultados comprovam que a adesão de eritrócitos parasitados com es-

quizontes de P. berghei ANKA atua no desencadeamento da disfunção da barreira en-

dotelial, acompanhada por alteração da atividade de quinase de adesão focal e rearranjo 

espacial dos microfilamentos de actina e dos microtúbulos das células endoteliais pri-

márias pulmonares de camundongos DBA/2. Esta adesão leva ao desequilíbrio das ati-

vidades de Cdc42 e RhoA e a ativação exagerada de RhoA, seguida da ativação do 

efetor Rho-kinase e do aumento da fosforilação da cadeia leve da miosina, o que induz 
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contração da actomiosina, enfraquecimento das junções interendoteliais e promovendo 

a hiperpermeabilidade vascular, fatores que certamente contribuem com a patogênese 

da LPA/SDRA associada à malária.  

  

4.7 EP-PbA incitam a produção de espécies reativas de oxigênio em CEPP-DBA/2   

 

 As células endoteliais primárias pulmonares de camundongos DBA/2 também 

foram expostas ao estímulo de EP-PbA, com o objetivo de verificar a produção de es-

pécies reativas de oxigênio (EROs). Para este fim, foi utilizado o marcador fluorogênico 

5(6)-Carboxi-2′,7′-diclorofluoresceína diacetato (DCFH) para espécies reativas, em cé-

lulas vivas. 

 Sabe-se que este não identifica diferentes espécies reativas, tais como peróxido 

de hidrogênio, superóxido ou óxido nítrico (JAY et al., 2015). Entretanto, o DCFH é bas-

tante eficiente para verificar, de forma geral, se uma perturbação ou estímulo são capa-

zes de alterar a atividade da célula, deixando o ambiente celular pró-oxidativo. 

 Os ensaios fluorométricos realizados mostraram que as CEPP-DBA/2 que esti-

veram em contato com EP-PbA apresentaram aumento significativo na fluorescência de 

DCFH, quando comparada com a das células NE e ENP. Além disso, o sinal de fluores-

cência das células EP-PbA mostrou-se tão elevado quanto o das células do controle 

positivo TBHP, que também se apresentou significativamente elevado em relação à NE 

e ENP. Esta produção exagerada de EROs pode estar resultando em alteração na si-

nalização redox, ativação endotelial anormal e disfunção celular. Assim, como era es-

perado, não houve diferença significativa entre as fluorescências de DCFH das células 

NE e ENP (Figura 29, eixo Y, à esquerda). 

 Além disso, estes estímulos demonstraram não provocar morte significativa das 

células, observada pela intensidade de HOECHST e representada pela linha azul no 

gráfico (Figura 29, eixo Y, à direita).  
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Figura 29. EP-PbA promovem aumento da produção de espécies reativas de oxigênio em CEPP-

DBA/2. À esquerda (DCFH/ HOECHST), representa a produção de EROs em CEPP-DBA/2 es-

timuladas com EP-PbA e TBHP. À direita (HOECHST), mostra a fluorescência dos núcleos, in-

dicando que os estímulos não causaram morte celular nas CEPP-DBA/2, indicada pela linha azul. 

Resultado representativo de quatro experimentos independentes expressos pela média ± erro 

padrão e analisado pelo método de comparação múltipla ANOVA, seguido do pós-teste de Bon-

ferroni, em que *** significa p < 0,001 e diferença em relação à EP-PbA ou à TBHP (n = 12 

amostras/estímulo; CEPP-DBA/2: células endoteliais primárias pulmonares de camundongos 

DBA/2; EP-PbA: eritrócitos parasitados com esquizontes de P. berghei ANKA; NE: não estimu-

ladas; ENP: eritrócitos não parasitados; TBHP: terc-butil hidroperóxido). 

 

 As alterações oxidativas induzidas por eritrócitos parasitados com P. berghei 

ANKA nas CEPP-DBA/2 incitaram a investigação sobre uma possível prevenção contra 

o aumento da produção de EROs com o uso de antioxidantes. 

 A Glutationa (GSH), antioxidante hidrossolúvel, é um tiol intracelular constituído 

pelos aminoácidos ácido glutâmico, glicina e cisteína. Abundante na maioria dos siste-

mas celulares, está presente em altas concentrações no lavado broncoalveolar, confe-

rindo proteção ao pulmão de lesões oxidativas induzidas por diferentes agressores, 

tanto endógenos quanto exógenos. A depleção de GSH está associada a diversas do-

enças, incluindo malária (RAHMAN et al., 1999; PERCÁRIO et al., 2012). 

 N-acetilcisteína (NAC), aminotiol derivado do aminoácido cisteína, é um precur-

sor sintético de GSH. Há muitos anos, NAC tem sido utilizada como um fármaco muco-

lítico, é comercialmente consumida para o tratamento de diversas doenças pulmonares. 
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NAC é uma fonte exógena de glutationa, que é uma das moléculas endógenas antioxi-

dantes mais importantes presente nos tecidos (VAN ZANDWIJK, 1995; QUADROS 

GOMES et al., 2015). 

 Diante das propriedades destes antioxidantes, as CEPP-DBA/2 foram pré-trata-

das com 10 mM de glutationa reduzida (GSH) e com 20 mM NAC, acordo com artigo 

recentemente publicado (LIN et al., 2015), para verificar o efeitos desses antioxidantes 

sobre o aumento da produção de EROs, provocado pela presença de EP-PbA. 

 O ensaio realizado demonstrou, em primeiro lugar, o mesmo padrão de aumento 

na produção de EROs, observado nos experimentos anteriores. As CEPP-DBA/2 esti-

muladas com EP-PbA apresentaram aumento significativo na fluorescência de DCFH, 

quando comparada com a das células NE e ENP. Além disso, não houve diferença sig-

nificativa entre as fluorescências de DCFH das células NE e ENP (Figura 30). 

 As CEPP-DBA/2 que receberam apenas N-acetilcisteína (coluna NAC) manti-

veram a fluorescência de DCFH próxima a das células NE. O mesmo acontece entre as 

células que receberam NAC, seguido de eritrócitos não parasitados (coluna ENP+), e 

as células NE, sem diferenças significativas entre essas amostras. 

 No tratamento com GSH, a fluorescência de DCFH sofreu redução drástica, em 

relação a das células NE. Observou-se que as CEPP-DBA/2 que receberam apenas 

GSH (coluna GSH) e as células que receberam GSH, seguido de eritrócitos não para-

sitados (coluna ENP°) apresentaram fluorescência de DCFH significativamente redu-

zida em relação a das células NE (Figura 30). 

 O efeito mais importante observado, neste ensaio, foi que o pré-tratamento com 

os antioxidantes alterou consideravelmente a fluorescência de DCFH das células que, 

depois foram expostas ao estímulo de EP-PbA. 

 Observou-se que a fluorescência de DCFH das células que receberam NAC, se-

guido de eritrócitos parasitados (coluna EP-PbA+), apresentou-se significativamente 

menor em relação a das células EP-PbA. Porém, a fluorescência de EP-PbA+ continuou 

significativamente elevada em relação NE e ENP (Figura 30). 

 Já o tratamento com glutationa mostrou-se mais eficiente na proteção contra o 

aumento da produção de EROs. A fluorescência de DCFH das células que receberam 

GSH, seguido de eritrócitos parasitados (coluna EP-PbA°), apresentou-se significativa-

mente menor em relação a das células EP-PbA. Além disso, a fluorescência de EP-

PbA° mostrou-se próxima a das células NE e ENP, sem diferenças significativas entre 

essas amostras (Figura 30). 
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Figura 30. Redução drástica da produção de espécies reativas de oxigênio das CEPP-DBA/2, 

após tratamento com N-acetilcisteína e Glutationa reduzida, medida por fluorescência de DCFH. 

Resultado representativo de um experimento expresso pela média ± erro padrão e analisado 

pelo método de comparação múltipla ANOVA, seguido do pós-teste de Bonferroni (n = 8 amos-

tras/estímulo; *** e §§§ para p < 0,001; CEPP-DBA/2: células endoteliais primárias pulmonares 

de camundongos DBA/2; EP-PbA: eritrócitos parasitados com esquizontes de P. berghei ANKA; 

NE: não estimuladas; ENP: eritrócitos não parasitados; NAC: 20 mM de N-acetilcisteína; GSH: 

10 mM de glutationa; ENP+: NAC, seguida de ENP; EP-PbA+: NAC, seguida de EP-PbA; ENP°: 

GSH, seguida de ENP; EP-PbA°: GSH, seguida de EP-PbA). 

  

 A interação hospedeiro-parasita é bastante complexa e promove mudanças 

constantes no delicado balanço entre moléculas pró-oxidantes e antioxidantes, uma vez 

que tanto o hospedeiro quanto o parasita são capazes de produzi-las (PERCÁRIO et 

al., 2012). 

 Em geral, as espécies reativas de oxigênio e nitrogênio, envolvidas com o de-

senvolvimento da malária, podem ser provenientes dos seguintes processos: (1) infla-

mação, iniciada no hospedeiro, em resposta à infecção; (2) catálise de metais, uma vez 

que eritrócitos parasitados liberam quantidades significativas de ferro livre; (3) citoade-

são de eritrócitos parasitados; (4) produção de espécies reativas pelo parasita; e (5) 

ação de medicamentos antimaláricos (PERCÁRIO et al., 2012). 

 Sabe-se que o Plasmodium é capaz de gerar radicais livres, processo que induz 

alterações nos eritrócitos parasitados e nas células endoteliais, favorecendo a internali-

zação do parasita no fígado (MEGNEKOU et al., 2015). 
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 Os resultados aqui apresentados comprovaram que a presença de eritrócitos 

parasitados com P. berghei ANKA amplificaram a quantidade de espécies reativas de 

oxigênio no ambiente da cultura de células endoteliais primárias pulmonares murinas. 

Este aumento de EROs pode ser proveniente das células endoteliais, uma vez que mu-

danças estruturais nestas células foram observadas em resposta à adesão dos eritróci-

tos parasitados. Entretanto, nossos resultados não excluem a possibilidade da produção 

de ROS seja diretamente procedente dos eritrócitos parasitados. 

 Sabe-se também que, em doenças vasculares, várias fontes podem estar rela-

cionadas com o aumento da produção de espécies reativas, tais como NADPH oxida-

ses, a cadeia respiratória das mitocôndrias, xantina oxidases e desacoplamento da 

óxido nítrico sintase endotelial (THOMAS; WITTING; DRUMMOND, 2008). 

 Em estudo sobre LPA/SDRA, observa-se que grande quantidade de EROs é 

produzida por células endoteliais humanas de veia umbilical, por diversas fontes, tais 

como mitocôndria, NADPH / NOX2 e xantina oxidase. O aumento de superóxido e de 

peróxido de hidrogênio altera a atividade de integrinas, como a de FAK, causando efeito 

direto na adesão e na função das células endoteliais. Portanto, acredita-se que a pro-

dução de EROs está diretamente relacionada à injúria endotelial e disfunção tecidual 

(BEN-MAHDI et al., 2016).  

 Além disso, em estudo com modelo de malária cerebral, foi demonstrado expres-

são significativa de eNOS no cérebro, desencadeada por aumento de produção de 

EROs, em condições de baixa biodisponibilidade de NO. Da mesma forma, em outros 

contextos, um aumento concomitante da proteína de eNOS e da NADPH oxidases tem 

sido identificado e associado como mecanismo causador de estresse oxidativo, por de-

sacoplamento da eNOS, que contribui com a patogênese de doenças vasculares (ONG 

et al., 2013). 

 Os ensaios realizados não revelaram especificamente qual fonte de espécie re-

ativas foi alterada pela presença de eritrócitos parasitados. Entretanto, corroborando 

com estes dados já publicados, as imagens de FAK e os ensaios fluorométricos de 

DCFH, em conjunto, sugerem que a produção aumentada de EROs, causada pelo con-

tato com EP-PbA, está relacionada ao rompimento da conexão interendotelial das 

CEPP-DBA/2 e consequente disfunção endotelial. 

 Entre as moléculas antioxidantes, a glutationa reduzida destaca-se na defesa do 

hospedeiro, como o protetor mais poderoso das células eucarióticas (DUMASWALA et 

al., 2001). Interessantemente, já foi observado, em pacientes infectados com P. vivax, 
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níveis reduzidos de antioxidantes no plasma, tais como GSH, β-caroteno, licopeno, lu-

teína e ferritina (BALLA et al., 1992; DUMASWALA et al., 2001; METZGER et al., 2001; 

GLOSLI et al., 2002). 

 Sabe-se que a secreção de TNF pode induzir inbalanço oxidativo pelo aumento 

significativo de níveis de glutationa oxidada (GSSG), em linfócitos T esplênicos (GLOSLI 

et al., 2002). Este mesmo processo também já foi reportado em estudo de malária ce-

rebral, em que camundongos infectados com P. berghei ANKA, apresentaram depleção 

de GSH, juntamente com aumento nos níveis de peroxidação lipídica, mostrando alte-

ração na sinalização redox nos cérebros desses animais, durante a malária cerebral 

experimental (ZANINI et al., 2012). Dados do nosso laboratório também demonstraram 

que EP-PbA promovem a liberação de TNF pelas células endoteliais pulmonares (dados 

não publicados).  

 Além disso, acreditamos que em nosso modelo in vivo (camundongos DBA/2 

infectados com P. berghei ANKA), o estresse oxidativo também esteja amplificado, de-

vido a liberação heme livre (FERREIRA et al., 2008), uma vez que já observamos he-

mólise de eritrócitos parasitados nestes animais. 

 O processo de adesão de eritrócitos parasitados aumenta a produção de EROs 

nas CEPP-DBA/2, como comprovado nos nossos resultados, sugerindo desequilíbrio do 

balanço próxidante-antioxidante celular, ativação endotelial anormal e disfunção celular, 

contribuindo, assim, com o aumento da permeabilidade endotelial. No entanto, com o 

tratamento com antioxidantes, o aumento de EROs foi revertido. 

 Algumas pesquisas já se dedicaram à investigação sobre o uso de antioxidantes, 

isolados ou combinados com antimaláricos, como estratégia terapêutica, visando o alí-

vio do estresse oxidativo induzido pelo plasmódio e suas complicações associadas. Os 

antioxidantes mais frequentemente investigados, para este fim, são as vitaminas C e E, 

folato, desferrioxamina e N-acetilcisteína. 

 Há alguns anos, em um grupo de pacientes tailandeses administrou-se trata-

mento de NAC com artesunato (medicamento anti-malárico). Sem efeitos adversos, esta 

terapia resultou em uma diminuição da taxa de mortalidade associada à malária grave 

por P. falciparum (TREEPRASERTSUK et al., 2003). 

 Outro estudo demonstrou que a terapia com NAC e desferrioxamina, em con-

junto com cloroquina (medicamento anti-malárico), foi capaz de reverter congestiona-

mento microvascular e obstrução detectada por exames histológicos do córtex, hipo-

campo e cerebelo de camundongos infectados com P. berghei (REIS et al., 2010). Além 
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disso, foi demonstrado que a co-administração de NAC e artemisinina reduziu a parasi-

temia e aumentou a resposta imunitária contra P. berghei através da produção aumen-

tada de interleucina-12 (FITRI et al., 2009). 

 Possivelmente, o uso de antioxidantes possa ter um efeito benéfico como terapia 

coadjuvante da LPA/SDRA associada a malária, considerando que NAC e GSH mostra-

ram-se eficientes na proteção contra o aumento da produção de EROs. No entanto, 

futuros estudos poderão explorar esta hipótese. 

 

 Em resumo, o presente estudo evidencia que a adesão de eritrócitos parasitados 

com esquizontes de P. berghei ANKA atua no desencadeamento da disfunção da bar-

reira endotelial, acompanhada por alteração da atividade de quinase de adesão focal, 

rearranjo espacial dos microfilamentos de actina e dos microtúbulos de células endote-

liais primárias pulmonares murinas. Além disso, o processo de citoadesão provoca au-

mento da produção de espécies reativas de oxigênio nestas células, o que resulta em 

ativação endotelial anormal e dano celular. 

 Interessantemente, estas alterações endoteliais estão relacionadas com altera-

ções na razão RhoA/Cdc42, com o aumento da expressão proteica de MLC fosforilada 

e com a ativação de RhoA que, em conjunto, comprovaram que a adesão de eritrócitos 

parasitados com esquizontes de Plasmodium berghei ANKA na microvasculatura dos 

pulmões de camundongos DBA/2 está desencadeando desequilíbrio nas atividades de 

RhoA e Cdc42, resultando na contração da actomiosina, enfraquecimento das junções 

interendoteliais e hiperpermeabilidade vascular, dados que enriquecem o conhecimento 

sobre a patogênese da LPA/SDRA associada à malária. 

 

5. CONCLUSÕES 

 

 Com base nas observações das interações do plasmódio murino Plasmodium 

berghei ANKA com as células endoteliais primárias pulmonares de camundongos 

DBA/2, podemos concluir:  

 

 As células endoteliais pulmonares de camundongos DBA/2, cultivadas e utiliza-

das nos diferentes ensaios deste trabalho, apresentam características específi-

cas de células endoteliais; 
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 Eritrócitos parasitados com P. berghei ANKA, TNF, VEGF e IFNγ, em diferentes 

tempos de exposição, não afetam a atividade do metabolismo mitocondrial e a 

viabilidade das células endoteliais pulmonares de camundongos DBA/2; 

 

 Eritrócitos parasitados com P. berghei ANKA provocam disfunção e aumento da 

permeabilidade endotelial, devido ao rearranjo espacial dos microfilamentos de 

actina, dos microtúbulos e da quinase de adesão focal. Estas alterações morfo-

lógicas provocam o aumento do espaço entre as junções interendoteliais; 

 

 TNF, VEGF, IFNγ também reorganizam os microfilamentos de actina e promo-

vem o aumento dos espaços interendoteliais, porém não amplificam esta res-

posta provocada pelos eritrócitos parasitados com P. berghei ANKA; 

 

 Eritrócitos parasitados com P. berghei ANKA não alteram a expressão proteica 

de VE-caderina, mas modificam razão entre as proteínas RhoA e Cdc42 das 

células endoteliais pulmonares de camundongos DBA/2; 

 

  A ativação de RhoA e o aumento da fosforilação da cadeia leve da miosina in-

dicam que a adesão de eritrócitos parasitados com esquizontes de Plasmodium 

berghei ANKA está provocando alterações na microvasculatura dos pulmões de 

camundongos DBA/2 pela via de sinalização RhoA/ROCK; 

 

 O processo de adesão de eritrócitos parasitados incita a produção de espécies 

reativas de oxigênio nas células endoteliais pulmonares de camundongos 

DBA/2, sugerindo ativação endotelial anormal e disfunção celular; 

 

 O tratamento com os antioxidantes, N-acetilcisteína e glutationa, mostrou-se efi-

ciente na proteção contra o aumento da produção de espécies reativas, o que 

sugere o potencial de NAC e GSH em estratégias de terapia coadjuvante para 

LPA/SDRA associada a malária. 
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