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RESUMO

TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR
Tatiana Almeida Padua

A malaria continua sendo a principal doenca parasitaria presente em 106 paises,
com um numero estimado de 214 milhdes de casos em todo o mundo, levando a
438.000 mortes em 2015. A forma mais grave da doenca frequentemente causada
pelo Plasmodium falciparum é caracterizada por malaria cerebral, sindrome do
desconforto respiratério agudo (SDRA) e injaria renal aguda. Essas decorréncias
ocorrem devido ao intenso processo inflamatdério sistémico e local presentes durante
a infeccdo. De fato, alguns autores sugerem que a modulacdo da resposta
inflamatoéria induzida durante a infec¢do proporcionaria a melhora dos pacientes.
Nesse contexto os mediadores anti-inflamatorios pro-resolutivos como a Lipoxina A4
(LXA,), via sinalizagéo do receptor FPR2/ALXR, pode ser uma ferramenta util para a
descoberta de novos tratamentos adjuvantes. Desta forma, o objetivo deste trabalho
foi avaliar o efeito da modulacdo do receptor FPR2/ALXR e da administracdo de
LXA, durante a fisiopatologia da malérica grave pela infec¢éo por P. berghei ANKA.
Nossos resultados mostram que o bloqueio dos receptores FPR2/ALXR pelo seu
antagonista, o BOC-2, em camundongos Balb/C (resistentes a maléria cerebral),
levou a formacdo de edema cerebral e acimulo de linfocitos e hemécias parasitadas
na microvasculatura cerebral. Ja o tratamento com LXA, protegeu camundongos
C57BL/6 da maléria cerebral induzida pela infeccdo com P. berghei ANKA de forma
independente da ativacdo de linfécitos. No entanto, a LXA,; atua no endotélio
cerebral aumentando a densidade de capilares funcionais, diminuindo a expressao
de ICAM-1 e aumentando a expressdo de HO-1 tanto no tecido cerebral quanto em
células endoteliais in vitro. Além disso, o tratamento com LXA, nesses animais
também diminuiu o edema pulmonar e o influxo de neutréfilos para o pulméo,
melhorando assim a fungcéo desse 6rgao. Vimos, ainda, que a LXA, atua diretamente
sobre neutréfilos da medula impedindo sua motilidade através da inibicdo do
remodelamento do citoesqueleto. Esses resultados apontam para a importancia da
participacdo dos agonistas anti-inflamatoérios do receptor FPR2/ALXR durante o
desenvolvimento da malaria grave experimental.
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THE ROLE OF FPR2 / ALXR-LIPOXIN A4 AXIS DURING THE DEVELOPMENT OF
EXPERIMENTAL SEVERE MALARIA

ABSTRACT

PHD THESIS IN CELLULAR AND MOLECULAR BIOLOGY

Tatiana Almeida Padua

Malaria remains a major parasitic disease, present in 106 countries with an estimated
214 million cases worldwide leading to 438.000 deaths in 2015. The most severe
form of malaria often caused by Plasmodium falciparum is characterized by cerebral
malaria, acute respiratory distress syndrome (ARDS) and acute kidney injury. These
diseases are due to an intense systemic or local inflammatory process that occurs
during infection. In fact, some authors suggest that the modulation of inflammatory
response during infection would provide the outcome of patients. In this context anti-
inflammatory and pro-resolutive mediators like Lipoxin A4 (LXA;) that acts through
FPR2/ALXR receptor, may be an useful tool for discovering new adjuvant therapies.
Thus the aim of this study was to evaluate the FPR2/ALXR receptor modulation and
LXA, administration effect during the pathophysiology of severe malaria by P.
berghei ANKA infection. Our results showed that blocking FPR2 / ALXR receptor by
its antagonist, BOC-2 in Balb/C mice (resistant to cerebral malaria), led to formation
of cerebral edema and accumulation of lymphocytes and parasitized red blood cells
in the cerebral microvasculature. As well, the treatment with LXA, protected C57BL/6
mice from P. berghei ANKA-induced cerebral malaria in an independent way of
lymphocytes activation. Instead, LXA, increased functional capillary density of brain
endothelium, reduced ICAM-1 expression and increased HO-1 expression in both
brain tissue and in endothelial cells in vitro. Furthermore, the treatment with LXA4 in
these animals also decreases the pulmonary edema and the neutrophils influx into
lungs, thereby improving this organ function. We further observed that LXA, directly
impairs neutrophil motility by inhibiting neutrophils cytoskeletal remodeling. These
results point to the importance of the participation of anti-inflammatory agonists of
FPR2/ALXR receptor during the development of experimental severe malaria.
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1 INTRODUCAO

1.1 Malaria

1.1.1 Historico e desenvolvimento de politicas antimalaricas

Maléria (do italiano medieval, mal’ aria: maus ares), também denominada como
paludismo (do latin; palus: pantano), € uma doenca descrita desde 2700 a.C. pelos
chineses [revisto por (1)]. Por mais de 2500 anos acreditou-se na ideia que a malaria
fazia parte de um grupo de doencas causadas por miasma, palavra grega que
significa “vapor venenoso” ou “névoa contendo particulas de matéria decomposta”
[revisto por (2)]. Seguindo essa teoria, Hipdcrates discutiu as caracteristicas das
“febres dos pantanos” e bagos aumentados dos pacientes que viviam em regides de
terrenos alagados em seu tratado On Airs, Waters, and Places, 400 a.C. [revisto por
(2)]. A identificacdo dos microrganismos como causa das doencas infecciosas e 0
desenvolvimento da teoria dos germes por Louis Pasteur e Robert Koch sé ocorreu
entre 1878 e 1879, derrubando a teoria do miasma e levando a descoberta do
agente etiolégico da malaria (3). Em 1880, o médico francés Charles Louis Alphonse
Laveran observou protozoéarios de diferentes formas dentro dos eritrécitos dos
soldados com malaria em missdo na Argélia. Estes parasitas foram denominados
por ele como Oscillaria malariae e assim ficou demonstrado que a maléaria é causada
por um protozodrio e ndo por uma bactéria (3). Durante os anos posteriores (1882-
1900), os avancos das técnicas de coloracdo histolégica e dos microscopios
permitiram a descoberta de outros protozodrios intracelulares. Por volta de 1885, o
fisiologista russo chamado Vassily Danilewsky identificou os trés parasitas intra-
eritrociticos mais comuns de aves atualmente conhecidos como Plasmodium,
Haemoproteus e Leucocytozoon (3). Em seguida, iniciou-se uma intensa busca por
outros parasitas causadores da malaria em répteis, aves e mamiferos e entdo por
volta de 1890, ap0s muita controvérsia, era senso comum que a malaria era
causada por um protozoario que invadia e se multiplicava nos eritrécitos. Viram
também que existiam trés espécies com periodicidades caracteristicas, responsaveis

pelo quadro terca benigno (Haemamoeba vivax), tercd maligno (Laverania malariae)
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e quartd maligna (Haemamoeba malariae) hoje em dia denominadas
respectivamente, Plasmodium vivax, P. falciparum e P. malariae. Essa situacao foi
elegantemente resumida na monografia “Studi di uno Zoologo Sulla Malaria” de
Giovanni Battista Grassi (2). Em 1918, John Stephens na costa oeste da Africa
descobriu a quarta espécie que se assemelhava com o P. vivax descrita como P.
ovale em 1922 [revisto em (2, 3)]. No mesmo periodo, Ronald Ross observou que
mosquitos alimentados com sangue de aves com malaria apresentavam o parasita
nas suas glandulas salivares (2). Simultaneamente, cientistas italianos como, por
exemplo, Giovanni Battista Grassi identificaram o mosquito anofeles (do Grego;
anofelis: bom para nada) como o vetor para a malaria humana (2). Atualmente,
sabe-se que existem cerca de 400 espécies diferentes de mosquitos anodfeles,
porém apenas 30 destes sdo vetores de grande importancia para a transmissao da
maléria (3).

No Brasil, a malaria foi introduzida por volta de 1560 durante a colonizacao
portuguesa com o trafico de escravos africanos e foi primeiramente descrita em
1587 como febres terca e quartd que acometiam os indios Tupinambas [revisto por
(4)]. Por volta de 1900, com o desenvolvimento das ferrovias e da indlstria da
borracha, a malaria chegou a acometer cerca de 6 milhBes pessoas, 0 que
representava naquela época, 50% da populacdo do Brasil (5). Nesse periodo
apareceram as primeiras iniciativas para o controle da malaria (6). Expedicdes
comandadas por Oswaldo Cruz, Carlos Chagas e Arthur Neiva iam até areas
endémicas com o objetivo de implementar métodos preventivos e terapéuticos
inspirados em Ronald Ross. Os métodos ofensivos incluiam o uso de larvicidas para
a eliminacdo do mosquito e os métodos defensivos o uso de quinina pelos
trabalhadores como medida profilatica (4). Desta forma, em 1920 foi criado pelo
governo o Departamento Nacional de Saude Publica (DNSP) e mais tarde, em 1957,
a campanha de erradicacdo da malaria (CEM) que promoveram ac¢fes visando o
controle continuo da malaria (4, 7). Algumas ac¢bBes foram promissoras nesse
periodo, como a conscientizacdo da populagdo sobre o seu importante papel no
controle desta doenca. Outras diretrizes ndo foram tdo eficazes, como 0 uso
indiscriminado do diclorodifeniltricloroetano (DDT) e a adi¢cdo de cloroquina no sal de
cozinha (Método de Pinotti), que aceleraram os casos de resisténcia do parasita (8).
Entretanto, apesar da continua preocupagdo com o controle e a eliminagdo da

malaria, mudancas no cenario histérico/econdmico prolongam a existéncia dessa
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doenca em territorio brasileiro (6). Ao longo da histéria do Brasil, diversas alteragcfes
politicas e os periodos criticos para a economia prejudicam o desenvolvimento das
medidas de saude publica que visam o controle das doencas negligenciadas como a
malaria (6). Atualmente o Brasil esta inserido dentro do plano de metas de
desenvolvimento sustentavel das na¢des unidas que tem como objetivo reduzir 90%
dos casos mundiais de maléria até 2030 e, eventualmente, a sua eliminagcdo em 35

paises (9).

1.1.2 Dados Epidemioldgicos

Segundo a Organizacdo Mundial de saude (OMS), a maléria ainda esta presente
em 106 paises e, em apenas no ano de 2015, foram registrados 214 milhdes de
casos, sendo 88% na Africa, seguido de 10% no sudeste asiatico e de 2% na regido
do Mediterraneo Oriental (10). Dentre esses casos, 438.000 foram fatais sendo
306.000 criangas com idade menor do que 5 anos (10). No continente americano, de
acordo com a Organizacdo de Saude Pan-americana (PAHO), a malaria ainda é
endémica em 21 paises com 389.390 casos confirmados (9). Atualmente no Brasil,
apesar do numero de casos serem 0s menores em 35 anos, ainda representa 42%
dos casos reportados nas Américas (9). Em 2013, foram reportados 166.689 casos
de malaria em terras brasileiras (4, 9). A grande maioria desses casos esta restrita
na area amazbnica (99,5%), e 0s poucos casos que ocorrem fora da regido
amazobnica sdo em areas que ja foram endémicas, tais como Piaui e Ceara (4, 6).
Apesar da reducdo dos casos reportados a malaria continua sendo um dos
principais problemas de salde publica em paises de regido tropical como o Brasil e
estudos para melhor compreender a fisiopatologia desta infec¢cdo assim como propor

novos tratamentos se fazem necessarios.

1.1.3 Plasmodium spp e o desenvolvimento da patogénese da malaria

Atualmente séo descritas cinco espécies de protozodrios pertencentes ao género
Plasmodium que causam malaria em humanos (11). Em quatro destas, P.
falciparum, P. vivax, P. malariae e P. ovale, a infeccdo ocorre de homem para
homem através do repasto sanguineo do mosquito fémea do género andfeles. Mais
recentemente, uma quinta espécie do género Plasmodium foi classificada como
causadora da doenga em humanos. O P. knowlesi foi primeiramente identificado a

partir de transmissdo zoondética, no entanto atualmente a espécie € transmitida de
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humano para humano (12). Além de humanos e primatas ndo humanos, espécies de
Plasmodium infectam répteis e aves. Atualmente sdo descritas 24 espécies de
Plasmodium que infectam as aves como, por exemplo, P. relictum e P. gallinaceum
(3). A infeccdo de aves serviu como principal modelo experimental para estudos
quimioterapicos para a maléria até a descoberta da malaria em roedores (3). J& para
roedores sdo descritas quatro espécies de Plasmodium, o P. berghei, P. chabaudi,
P. vinckei, e o P. yoelii (13). O P. berghei foi descoberto em 1948 em uma espécie
de roedor silvestre, Grammomys surdaster, e a partir de 1965 passou a ser utilizada
em pesquisas cientificas assim como o P. yoelii ap6s a demonstracdo de que estas
espécies eram capazes de gerar esquizontes no figado de roedores de laboratorio
por seus esporozoitos de forma semelhante ao observado durante a infecgéo por P.
falciparum. (14, 15). Atualmente, o P. berghei ANKA é o mais utilizado em modelos
experimentais de malaria uma vez que reproduz os sintomas de malaria grave (13).
O Plasmodium spp. apresenta um ciclo heteroxénico (Figura 1.1), incluindo o
ciclo sexuado e assexuado. O primeiro ocorre no mosquito anofeles, o hospedeiro
definitivo, e o segundo em um mamifero, o hospedeiro intermediario (11). O ciclo
sexuado se inicia quando a fémea do anofelino durante a sua alimentagéo
hematofaga em um hospedeiro infectado ingere eritrécitos contendo gametoécitos do
Plasmodium spp. Estes gametécitos saem das hemacias, se diferenciam em
gametas e se fusionam formando o zigoto no trato gastrointestinal do mosquito (15).
O zigoto, por sua vez, se diferencia em oocineto, uma forma mével que atravessa a
parede do estdbmago e se aloja na membrana basal do tecido estomacal
diferenciando-se em oocisto no qual milhares de esporozoitos se desenvolvem (15).
Quando maduros esses esporozoitos sdo entdo liberados e migram para as
glandulas salivares do inseto (15). O ciclo assexuado se inicia durante a proxima
alimentacdo hemat6faga em um mamifero saudavel em que o mosquito inocula os
esporozoitos na corrente sanguinea do hospedeiro intermediario (11). Devido ao
tropismo do Plasmodium pelo tecido hepatico, este migra da corrente sanguinea
para o figado. No tecido hepatico os esporozoitos passam através de alguns
hepatocitos até se alojarem em uma dessas células e se desenvolverem em
merozoitos (16). Esta fase denominada de pré-eritrocitica dura aproximadamente 14
dias, e corresponde ao periodo de incubacdo da doenca (15). Algumas espécies
como o P. vivax e P. ovale evoluem para a forma de hipnozoitos. Estas formas

podem ficar em laténcia durante anos e evoluir para uma recidiva da infec¢do (15).
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Os merozoitos contidos dentro de uma vesicula soélida constituida pela
membrana dos hepatécitos denominada merossoma caem na circulagdo sanguinea
dando inicio ao ciclo eritrocitico (16). Uma vez na circulacdo sanguinea, 0s
merozoitos invadem os eritrécitos e iniciam a sua replicacdo (que dura 24 horas para
a infecgcdo em roedores e 48-72 horas em humanos) resultando na sintomatologia da
malaria (15). Durante esse processo ocorre a maturacao do parasita que passa da
forma de trofozoito jovem (do inglés; ring form: forma de anel) para trofozoito
maduro (17). Estes trofozoitos, por sua vez, evoluem para a forma esquizonte, que
causa a lise da hemacia infectada, liberando na corrente sanguinea cerca de 16 a 32
merozoitos filhos que irdo invadir novas hemacias e recomecar o ciclo eritrocitico
(17). Alguns parasitas dentro das heméacias ainda se diferenciam em gametocitos
que serdo as formas responsaveis pela sua transmissdo a Nnovos mosquitos,

iniciando novamente o ciclo sexuado do Plasmodium spp. (17).

Ciclo sexuado

. o esporozoitos Ciclo assexuado
(hospedeiro definitivo)
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Figura 1.1: Ciclo de vida do Plasmodium spp. (adaptado de White, N.J. e colaboradores,
2014).

Os primeiros sintomas da malaria sdo descritos como mal-estar associados a
dores de cabeca, fadiga, dores musculares e desconforto abdominal, seguidos por
febres irregulares (18). A maioria dos pacientes com malaria ndo complicada
apresentam febre, anemia leve e, depois de vérios dias, um baco palpavel. O figado

também pode tornar-se aumentado, especialmente em criancas pequenas, enquanto
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a ictericia leve é mais provavel em adultos (11). Também ocorrem frequentemente
nauseas, vomitos e hipotensdo ortostética. Entretanto, estes sintomas estédo
associados especificamente a malaria por P. falciparum que pode evoluir para a
forma mais grave da doenca (18).

O ciclo eritrocitico do P. falciparum apresenta uma particularidade em relacao as
outras espécies de Plasmodium que infectam o homem (16). Os estagios de
trofozoito maduro ou esquizonte do P. falciparum na sua maioria expressam na
superficie das hemacias infectadas uma familia proteinas altamente variaveis como
as proteinas de membrana do eritrécito 1 de P. falciparum (PfEMP1). Estas
proteinas criam protuberéncias na superficie dos eritrocitos infectados denominadas
"knobs" que permitem a sua adesdo ao endotélio e a outros eritrocitos (19). A
PfEMP1 é o principal ligante relacionado a adesdo das hemacias infectadas. Esta
familia de proteinas é codificada por aproximadamente 60 var (variant antigen)
genes que sao transcritos mutualmente através de um mecanismo que permite
somente uma ou algumas poucas copias de genes var transcricionalmente ativas de
cada genoma (19, 20). Desta forma, o parasita expressa de cada vez uma Unica
versdo de PfEMP1 na superficie da hemécia modificando o seu fendtipo adesivo e
sua propriedade antigénica constantemente (21, 22). Sua funcéo de ligacdo ocorre
através de estruturas extracelulares semi-conservadas (2-9 dominios) compostos de
dominios semelhantes aos ligantes de Duffy (DBL) seguidos de regifes
interdominios ricas em cisteina (CIDR) (21, 22). Estes dominios possuem
especificidade a determinados ligantes: o CIDR se liga ao receptor CD36 (presente
tanto nas células endoteliais como em plaquetas e em leucdcitos) e os DLBB (um
tipo de dominio DBL) que estéo relacionados com a molécula de adeséo intercelular
1 (ICAM-1) (22). Entretanto, sdo descritos outros ligantes para PfEMP1, como a
molécula de adesdo célula endotelial/plaquetas (PECAM), receptor de proteina C
endotelial (REPC), receptor de complemento do tipo 1 (CR1), heparan sulfato e
condroitina sulfato A (CSA) (18, 21, 23). De forma geral, esses ligantes permitem a
hemacia infectada aderir ao endotélio ou a outras hemacias (parasitada ou nao)
formando aglomerados de hemacias denominados rosetas. Assim, 0s eritrOcitos
infectados ficam retidos na microvasculatura do hospedeiro para maximizar a

replicacdo do parasita e evitar a sua destruicdo por macréfagos no bacgo (18, 21, 23).



1.1.4 Malaria grave

Alguns pacientes desenvolvem a malaria para a sua forma mais grave. Esta €
uma condicao sistémica caracterizada por uma ou mais manifestacées clinicas como
malaria cerebral, sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA), convulsdes,
prostracdo, hemorragias, ictericia e injdria renal aguda que pode levar ao coma e,
consequentemente, a morte (24, 25). De acordo com a OMS, a maléria grave pode
evoluir a partir da doenca sem complicacdes devido a diversos fatores, tais como a
resposta do hospedeiro, a viruléncia do parasita, co-morbidades e servicos de saude
deficientes para os pacientes infectados (23, 26). A malaria grave costumava ser
exclusivamente atribuida a infeccdo por P. falciparum, uma vez que esta
sintomatologia estad associada a maléaria cerebral. Entretanto, nos ultimos 15 a 20
anos, diversos estudos tém demonstrado sintomas de malaria grave sendo
atribuidos ao P. vivax e ao P. knowlesi, 0 que levou a OMS a adicionar estas
espécies como causadoras da malaria grave (27). Alguns estudos ja descreveram o
potencial de citoaderéncia de hemécias infectadas por P. vivax as células
endoteliais, sugerindo um mecanismo pelo qual essa espécie causa malaria grave
(28, 29). Além destas espécies, o P. malariae e o P. ovale também afetam multiplos
orgdos em criancas e em adultos, entretanto com intensidades diferentes (30-32). A
disfuncdo de mudltiplos 6rgaos observada durante a forma grave da malaria é
associada a uma resposta inflamatoria sistémica desencadeada por, entre outros
fatores, adesédo de leucocitos a microvasculatura dos érgéos, hemacias parasitadas
obstruindo o fluxo sanguineo, e a producéo exacerbada de mediadores inflamatdrios
(33, 34). Apesar das diferencas morfolégicas e bioquimicas entre as espécies de
Plasmodium, os mecanismos patogénicos pelo qual a malaria grave se desenvolve
parecem ser similares.

Além das hemacias parasitadas, outras células estdo envolvidas no
desenvolvimento da patogénese da malaria. Em ambas as fases pre-eritrociticas e
eritrociticas, os macrofagos e os mondécitos sdo os responsaveis pela producédo de
citocinas durante a infeccdo por malaria (19). A ativacado desses fagocitos pode ser
mediada pela ligacdo do complexo hemozoina/DNA do parasita ao receptor Toll-like
9 (TLR-9) e a subsequente ativacdo da sinalizacdo do inflamossoma (35). A
hemozoina, um biocristal resultante da digestdo de hemoglobina pelo parasita (19),
uma vez liberada durante a lise de eritrocitos infectados na circulagéo, é fagocitada

por monaocitos circulantes e macréfagos teciduais. Desta forma, a hemozoina ativa
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complexos proteicos intracelulares de inflamossoma desses fagocitos como: NOD-,
LRR- e o dominio pirina contendo (NLRP)3 e NLRP12, o que resulta na ativacdo de
caspase 1 e a subsequente liberacdo de interleucina-1p (IL-1B), eventos que estédo
associados as febres periodicas da malaria (19, 35, 36). Além de induzir a producédo
de citocinas pro-inflamatérias como a IL-1B, alguns estudos demonstraram que a
hemozoina também pode induzir a producéo de citocinas imunomodulatérias como a
IL-10 que, por sua vez, regula intimamente a producdo de IL-12 e RANTES
(Regulada por Ativacédo, célula T Normal, Expressa e Secretada) (37). A presenca
dessas citocinas e quimiocinas, respectivamente, esta diretamente envolvida no
desenvolvimento da resposta imunologica durante a malaria (38). A ativacdo das
células mononucleares também leva a producdo do fator de necrose tumoral-a
(TNF-a) e IL-12 pelos neutrdfilos. Estas citocinas estimulam células imunes inatas
como as ceélulas “natural killers” (NK) e linfécitos T yd (incluindo linfocitos T yd NK) a
produzir rapidamente interferon-y (IFN-y). Como consequéncia, a IL-12 e o IFN-y
ativam os mondcitos e os macrofagos levando-os a aumentar a fagocitose de
hemacias infectadas (19, 39) e a produzirem espécies reativas de oxigénio (EROSs) e
nitrogénio (ERNs), com o objetivo de matar o parasita (40). A ativacdo dos
componentes celulares do sistema imune inato, como as células dendriticas,
também é importante para o estabelecimento da imunidade adquirida (19). No baco,
as células dendriticas apresentam os antigenos do parasita processados as células
T “naive” (ThO) e induzem uma resposta pré-inflamatoria (Thl), principalmente de
linfocitos T CD4" produtores de IFN-y. Este subtipo de linfécito esta envolvido no
inicio da infeccdo por malaria estimulando a diferenciacdo da resposta para Thl e
subsequentemente, estimulando células B a produzirem anticorpos especificos para
eliminarem o parasita (39). Além disso, ja foi demonstrado em modelo experimental
de malaria que os linfécitos T CD8" atuam na fase efetora, contribuindo para as
alteracOes de permeabilidade na barreira hemato-encefélica através de mecanismos
dependentes de perforina (41).

As células endoteliais também desempenham um papel crucial na resposta
inflamatoria durante a maléaria grave. Na fase eritrocitica, como ja foi anteriormente
descrito, os leucdcitos e linfécitos produzem mediadores inflamatorios soluveis,
como o TNF-a, que ativam as células endoteliais (42). Além disso, os eritrocitos
infectados também ativam o endotélio por expressar proteinas especificas do

parasita como PfEMPL1. A ativacdo endotelial resulta no aumento da expressao de
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moléculas de adesdo como ICAM-1 (43) e a consequente ativacdo e adesdo de
leucécitos a microvasculatura periférica dos 6rgaos (44). Diversas proteinas tém sido
descritas como marcadores inflamatorios da ativacdo endotelial durante a maléaria
grave. O REPC, por exemplo, amplamente expresso nas células endoteliais e nos
leucécitos, funciona como ligante para a familia das PfEMP1 (22, 45). O REPC é
referenciado como um receptor de membrana associado a sinalizagdo de fatores de
coagulacéo, j4 que este aumenta a conversdo da proteina C para o seu estado
ativado, proteina C ativada (PCA). O complexo REPC/PCA possui atividades
citoproteroras endoteliais e anti-inflamatdrias que auxiliam na manutencdo da
integridade vascular (46, 47). Desta forma, a ligacdo das hemacias infectadas ao
REPC impede a formacédo do complexo REPC/PCA, que pode levar ao sequestro de
outras células, a ativacdo do sistema complemento e a disfuncdo endotelial (46).
Outro importante marcador € a angiopoietina (Ang) que faz parte do eixo Ang-Tie2,
descrito como um importante regulador da quiescéncia, ativagcdo e disfungao
endotelial em doencas infecciosas, oncoldgicas, na aterosclerose e na hipertenséo
pulmonar (48, 49). Tanto a sinalizacdo da Ang-1 como da Ang-2 em células
endoteliais ocorre através do seu receptor Tie-2, uma tirosina quinase com dominios
homologos ao fator de crescimento endotelial (EGF) e as imunoglobulinas (48). A
Ang-2 (agonista parcial do receptor Tie2) é liberada pelas células endoteliais e atua
de maneira antagonica a resposta de Ang-1(18). Durante a malaria cerebral, a Ang-1
exerce efeitos anti-inflamatoérios por diminuir a expressao de moléculas de adeséo e
manter a integridade da barreira hemato-encefalica reforcando as juncdes de
oclusdo VE-caderinas. Por outro lado, a Ang-2 é estocada nos corpusculos de
Weibel-Palade (WP) das células endoteliais que sao liberados em resposta a um
estimulo inflamatorio (48, 49). Em individuos saudaveis, o nivel basal de Ang-1 é
maior do que de Ang-2, enquanto a razao oposta é observada em casos fatais de
malaria (50). Além disso, altos niveis de Ang-2 também s&o observados em criangas
com malaria grave (51).

Entretanto, vale ressaltar que os eventos descritos acima ocorrem em diferentes
orgaos com diferentes intensidades. Embora existam poucos exemplos de adesao
de leucdcitos na microvasculatura cerebral no desenvolvimento da malaria cerebral
em humanos (52), a necropsia em casos fatais de malaria revela um intenso
infiltrado inflamatorio no tecido pulmonar (33). As interagfes entre o endotélio e

células inflamatérias no pulméo diferem das interacbes observadas no cérebro,
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provavelmente pelas diferencas morfoldgicas entre a barreira hemato-encefalica e a
barreira hemato-alveolar, como por exemplo, as diferentes composicdes de juncdes
oclusivas dessas barreiras. As células endoteliais cerebrais expressam menos
CD36, apresentam menos cavéolas e sdo mais ricas em juncdes de oclusédo que as
células endoteliais pulmonares (53, 54). Além disso, o endotélio pulmonar é rico em
juncBes aderentes e P-selectinas o que permite a transmigracdo de leucdcitos por

vias paracelulares e transcelulares (53, 54).

1.1.5 Maléria cerebral

A malaria cerebral (MC) é definida ao se identificar a presenca do P. falciparum
no cérebro, convulsdes e coma excluindo qualquer outra causa para 0 coma, cComo
as meningites (55, 56).

A severidade da doenca estd correlacionada diretamente com o nivel de
sequestro de eritrocitos parasitados e a porcentagem de vasos obstruidos tanto para
adultos como criangas (52, 57-60). No entanto, existem algumas diferencas entre a
MC de criancas e de adultos que incluem: anéis hemorragicos e acumulo de células
inflamatdrias mais frequentes na microvasculatura cerebral de criancas (61, 62).
Mais recentemente, Taylor e colaboradores (2015) descreveram trés diferentes
subtipos de maléria cerebral: a MC1 que é caracterizada pela presenca de hemacias
infectadas na microvasculatura cerebral; a MC2 com a presenca de heméacias
infectadas sequestradas na microvasculatura cerebral e a patologia vascular; e a
MC3 que apresenta dano cerebral ndo relacionado com a patogénese da maléaria
(63). Os mediadores inflamatérios estdo presentes na MC1 e na MC2. Como
descrito anteriormente, moléculas de adesdo e o REPC expresso nas células
endoteliais cerebrais induzem a adesdo de hemacias infectadas (45). Da mesma
forma, durante a MC2, os leucécitos sdo observados no espaco intravascular e as
proteinas plasmaticas sdo encontradas no tecido cerebral o que denota quebra da
barreira hemato-encefalica e, consequentemente, edema cerebral (52). Esses
estudos demonstram assim a importancia do processo inflamatério durante a
patogénese da MC.

Apesar desses trabalhos, os mecanismos celulares associados a maléaria
cerebral humana (MCH) ndo podem ser observados diretamente nos cérebros dos
pacientes. A técnica oftalmologica de exame da retina ndo permite a observacao

dindmica dos eventos caracteristicos desta patologia. Além do local exato das
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hemécias infectadas, dos leucocitos e das plaguetas individualmente nas vénulas
pés-capilares, a oclusdo da microvasculatura cerebral e o extravasamento proteico
vascular (63). Portanto, para se investigar a patogénese da MC é frequentemente
utilizado o modelo de malaria cerebral experimental (MCE). Neste modelo a infec¢céao
por P. berghei ANKA (PbA) em camundongos suscetiveis, como os C57BL6 causa
sintomatologia semelhante a observada durante a MCH por P. falciparum (13, 55).
Ambas, MCH e MCE sao caracterizadas por vasculopatia severa, com ativacao e
disfuncdo endotelial, além de micro hemorragias levando ao comprometimento
neurolégico (13, 52). Além dessas caracteristicas, alguns autores sugerem que,
assim como as heméacias infectadas pelo P. falciparum, as heméacias infectadas com
PbA também fazem citoaderéncia, mesmo que passiva, causando lesdo cerebral
(13, 64, 65). Uma particularidade da MCE € a participacao de leucocitos. Mondécitos,
linfocitos T CD4", linfécitos T CD8" e plaquetas aderem nas vénulas pos-capilares
cerebrais, no entanto ndo transmigram para o tecido cerebral do camundongo
infectado com PbA (66). Isso corrobora com a ideia de que o comprometimento
cerebral seja devido a disfuncdo endotelial induzida por esses leucocitos

De fato, a ativacdo e disfungédo endotelial no cérebro (Figura 1.2) é o ponto
crucial para a patogénese da MC e ocorre principalmente nas vénulas pos-capilares
cerebrais que sdo funcionalmente distintas das outras areas de barreiras hemato-

encefélicas e estdo em contato direto com o espaco perivascular (56, 62, 67).
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Figura 1.2: Barreira hemato-encefalica antes e durante a malaria cerebral. (adaptado de

Souza, M.C. e colaboradores, 2015).
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1.1.6 Sindrome do desconforto respiratério agudo induzida pela malaria (M-
SDRA)

O pulméo é o segundo 6rgdo mais afetado durante a malaria grave. A disfuncéo
pulmonar (Figura 1.3) ocorre em 20% de todos os casos de maléaria grave de adultos
causada por P. falciparum (68) ou por P. vivax (69). Durante a malaria grave
induzida por P. knowlesi, mais de 50% dos pacientes desenvolvem SDRA (68).
Porém estes dados epidemiolégicos podem estar subestimados uma vez que 0s
meétodos para o diagnodstico e a classificacdo da SDRA foram redefinidos durante a
Convencéo de Berlim em 2012 (70). Atualmente a SDRA é classificada como leve,
moderada ou severa de acordo com a imagem do térax, a origem do edema, a
oxigenacdo e o tempo da disfuncdo respiratoria (70). Essa sindrome pode ser
causada por uma lesdo pulmonar direta como infeccdo pulmonar, aspiracdo ou
contusdo pulmonar (71) ou por lesdes indiretas como sepse, transfusdo sanguinea
massiva ou por lesdes nao pulmonares (72). Histopatologicamente a SDRA é
caracterizada por uma inflamacdo pulmonar desregulada, rica em proteina
intersticial e edema alveolar, com consequente aumento da permeabilidade e/ou
rompimento da barreira alvéolo-capilar (72). Desta forma, durante a maléria grave, a
disfuncdo pulmonar pode ser causada diretamente pela adesdo das hemaéacias
infectadas na microvasculatura pulmonar ou indiretamente como consequéncia da
atividade de fatores inflamatorios endoteliais. A analise de casos fatais de maléaria
grave revelou que os pacientes apresentaram sintomas classicos de SDRA como:
edema pulmonar, congestdo dos capilares pulmonares, espessamento de alvéolos
pulmonares e intenso infiltrado inflamatério no tecido pulmonar (33).

Apesar da MC ser comum em criancas, a SDRA induzida pela maléaria (M-
SDRA) é mais frequentemente observada nos adultos (11). De fato, a patologia
observada no tecido pulmonar difere entre adultos e criangas. Poucos casos de
pneumonia sao observados em criancas (33), enquanto em adultos é
frequentemente observado um intenso infiltrado de células inflamatdrias no tecido
pulmonar (30, 33). Milner e colaboradores (2014) sugeriram que a SDRA em
criancas é um efeito indireto da malaria cerebral que acarreta intensa resposta
inflamatoria induzindo uma disfuncdo pulmonar ndo especifica (34). Ja foi
demonstrado que a resposta inflamatdria oriunda de lesdo cerebral afeta
diretamente o sistema respiratorio alterando a permeabilidade vascular e,

consequentemente, permitindo o influxo de leucocitos para o parénquima pulmonar
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(73). Entretanto, em adultos com malaria, a presenca de heméacias infectadas
provavelmente induz a uma resposta inflamatoria local.

Modelos experimentais de maléaria grave também apresentam edema pulmonar,
infiltrado celular, dano tecidual e disfuncdo da mecéanica pulmonar, caracteristicas
semelhantes as observadas nos pacientes com M-SDRA (74-77). A hemozoina e o
contato intimo entre os eritrocitos parasitados e o endotélio pulmonar desencadeia
uma resposta inflamatéria apenas 24 horas apés a infeccdo (74). Isto é
caracterizado por intenso infiltrado leucocitario, assim como pela producdo de
citocinas e quimiocinas pro-inflamatodrias no tecido pulmonar, que persiste por pelo
menos cinco dias apds a infeccao (74-76, 78). Além disso, a quantidade dos
parasitas nos pulmdes define a extensdo da producédo de quimiocinas como CCL2,
CXCL1 e CCL5 as quais estao correlacionadas com o acumulo de leucdcitos no
tecido pulmonar (74, 78-80). Diferente do que € observado na patologia cerebral, no
infiltrado inflamatoério pulmonar ocorre a presenca de neutréfilos, além das células
mononucleares (75). Nesse contexto, a deplecdo de neutréfilos impede o
desenvolvimento da M-SDRA e prolonga a sobrevida de camundongos mostrando a

importancia dos neutréfilos nesse modelo (81).
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Figura 1.3: Barreira hemato-alveolar antes e durante a M-SDRA. (adaptado de Souza, M.C.

e colaboradores, 2015).
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1.1.7 Resposta inflamatdria induzida pela maléaria como alvo terapéutico

Os dados revisados acima mostram a importancia da resposta inflamatéria do
hospedeiro durante o desenvolvimento e a perpetuacdo da malaria grave. Tem sido
mostrado que os padrdes moleculares associados ao Plasmodium, tanto nas
infeccbes em humanos como em camundongos, desencadeiam respostas
inflamatodrias sistémicas e o6rgdo especifica. Devido a diferencas anatdbmicas e
fisiologicas, cada 6rgao desenvolve uma resposta inflamatoria particular que culmina
na disfuncdo do 6rgdo em questdo. Nos ultimos anos diversas terapias direcionadas
a resposta do hospedeiro tém sido investigadas para o tratamento da malaria e para
outras doencas infecciosas (82). Esses trabalhos demostram que o tratamento com
moduladores inflamatdrios como terapia adjuvante aos antimalaricos pode melhorar

a condicao dos pacientes concomitante a resolucéo da infeccdo (Figura 1.4).
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Figura 1.4: Acdes das terapias adjuvantes durante a malaria grave. (adaptado de
Souza, M.C. e colaboradores, 2015).

Pacientes diagnosticados com malaria grave tém sido tratados com moduladores
da producédo de TNF-a (83), de precursores de oxido nitrico (NO) (84, 85) ou da
adesdo das hemacias infectadas a vasculatura (86) e apresentaram escores

inflamatorios diminuidos em comparacdo com o grupo tratado com placebo.
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Na linha da modulag&o da resposta do hospedeiro concomitante ao antimalarico,
diversas abordagens terapéuticas tém sido avaliadas para a melhora durante a
malaria em modelos experimentais. O tratamento com atorvastatina, constituinte da
classe de farmacos que inibem a etapa limitante da sintese de colesterol e
apresenta efeitos pleiotrépicos, demonstrou inibir a producdo de quimiotaticos tais
como eotaxina/CCL11, IL-13, LIX/CXCL5, MIP1B/CCL4 e MIP2 (87), além de
diminuir a adeséo de leucocitos na microvasculatura cerebral em animais infectados
com PbA (88) provavelmente por inibir a ligacdo de CDlla em leucécitos (89).
Esses farmacos ainda n&o foram utilizados em testes clinicos como tratamento
adjuvante da maléria, entretanto diminuiram o risco de morte relacionado a sepse
em pacientes (90). O uso do estabilizador de barreira endotelial esfingosina-1-fosfato
(S1P) também levou a protecdo ao desenvolvimento da malaria grave por diminuir a
quantidade de linfécitos T CD8+, CD4+ e CD45+ aderidos na vasculatura cerebral,
sugerindo diminuicdo da expressao de ICAM-1 e estabilizacdo das proteinas
juncionais ZO-1 nos cérebros de camundongos (91, 92). Além disso, outros
tratamentos como a transfeccdo de células mesenquimais do estroma de medula
O0ssea, a administracdo de S1P e a administragdo de neuregulina-1 (outro
estabilizador de barreira endotelial) induzem a via anti-inflamatéria de Ang-1, a qual
mantém a integridade endotelial e reduz a permeabilidade da barreira hemato-
encefélica (23, 48, 93-96).

1.2 Mediadores lipidicos anti-inflamatorios

Até pouco tempo atras, acreditava-se que a resolucao da inflamacdo seria um
processo passivo. Atualmente, estudos tém fornecido fortes evidéncias que a
resolucdo da inflamagcdo é um mecanismo ativo orquestrado por mediadores pro-
resolutivos especializados (SPMs) via sinalizacdo de receptores especificos (97).
Nesse contexto os mediadores anti-inflamatérios e pré-resolutivos como as lipoxinas,
anexinas e resolvinas, protectinas e maresinas podem ser um foco de estudo para

tratamentos adjuvantes a administracdo de antimalaricos.

1.2.1 Receptores FPRs
Os SPMs séo ligantes da classe de receptores formil peptideo (FPRs) e seu

variante FPRL-1 (FPR-like 1) descritos como receptores de quimioatraentes
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derivados de patégenos como o formil-metionina-leucina-felnilalanina (fMLF) (98).
Esses receptores sdo amplamente expressos em diversas linhagens celulares como
mieldide, epitelial e mesenquimal (99). Dessa forma possuem papel importante na
defesa do hospedeiro e no processo inflamatorio (100). Os receptores FPR humanos
foram definidos bioquimicamente em 1976 como receptores contendo sete dominios
transmembranares acoplados a proteina G (GPCRs) apresentando efeitos
pleiotrépicos (101) [revisado em (102)]. Isso acontece porque, apos a ligacdo do
agonista, as proteinas G inibitérias (Gi) triméricas acopladas ao receptor FPR
rapidamente se dissociam em subunidades a e By e levam a fluxos transientes de
calcio, fosforilacdo da ERK e polarizacdo de membrana favorecendo a quimiotaxia
(101).

Em humanos sao descritos trés tipos de FPRs: FPR1, FPRL1 (ou FPR2/ALXR) e
FPR3. Ja em camundongos foram descritos até agora oito subtipos (103), sendo
MFPR1 ort6logo do receptor FPR1 (com homologia de 77%) e mFPR2-RS1/RS2
ortélogo para o FPR2/ALXR (com homologia de 76%) (97, 104). Esse padréo
espelhado pelos genes ortélogos murinos sugerem que essas espécies
compartilham os papéis fisioldgicos desses receptores (97). De fato, de acordo com
Giebeler A. e colaboradores (2014) a delecdo de mFPR1 ou de mFPR2-RS1/RS2
esta associada a desregulacao da resposta inflamatéria, com aumento do processo
inflamatorio e injuria hepatica mais severa (105).

O FPR2/ALXR possui 351 aminoacidos e compartilha 69% dos seus aminoacidos
com o FPR1 humano (98). E considerado um receptor promiscuo, pois se liga ao
fMLF, a ligantes peptidicos ndo formilados e a ligantes lipidicos. Dada a variedade
de ligantes e sua composicdo bioquimica, a sinalizacdo por FPR2/ALXR pode
resultar em efeitos pro-inflamatdrios a anti-inflamatoério e pré-resolutivos (97, 98). As
vias de sinalizacdo ativadas por esse receptor incluem ativacdo de fosfolipase C
(PLC), de isoformas da proteina quinase C (PKC), via fosfatidilinositol-3-
guinase/serina-treonina quinase (PI3K/Akt), da via das MAPKs, assim como, a
fosforilacdo de tirosinas quinases citosolicas e de fatores de transcricéo, liberacédo
de calcio e producdo de oxidantes [revisado em (106)]. Estas vias levam a
fagocitose de neutrofilos apoptéticos pelos macréfagos, estimulam a producdo de
citocinas imunomodulatérias como IL-10 e do fator de crescimento transformante
(TGF) (104). O sétimo dominio transmembranar e as regifes adjacentes do receptor

FPR2/ALXR sao essenciais para o reconhecimento de ligantes lipidicos, enquanto
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as outras regifes sdo necessarias para o reconhecimento de ligantes peptidicos de
alta afinidade (106). Um dos mecanismos de troca de funcdo do receptor € a N-
glicosilacdo do FPR2/ALXR, que nao altera dramaticamente a interacdo dele com os
lipidios, porém diminui significantemente a afinidade por ligantes peptidicos (107).
Os agonistas lipidicos de FPR2/ALXR s&o, em sua maioria, mediadores lipidicos
derivados da acdo de enzimas sobre o &cido docosahexaendico (DHA), &cido
araquidénico (AA) e acido eicosapentaendico (EPA) (108). Tais mediadores séo
descritos como anti-inflamatorios por modular negativamente a resposta inflamataria.
Por outro lado, também s&o descritos como pro-resolutivos por estimular uma
resposta antagonica a resposta inflamatéria, como estimular a apoptose de células
inflamatorias e a fagocitose das mesmas (108). Sendo assim a modulacdo do
receptor FPR2/ALXR é um importante alvo terapéutico, pois esta envolvido em uma

gama de processos bioldgicos assim como nas doencas patologicas (106).

1.2.2 Lipoxinas

A lipoxina é um eicosanoide natural que foi primeiramente isolado em 1984 por
Serhan e colaboradores a partir de leucocitos humanos como um produto oriundo do
acido araquiddnico via acao de lipoxigenases (LO) (109). Nesta familia estdo a
lipoxina As (LXA4, 5S,6R,15S-trihidroxi-eicosa-7E,9E,117,13E-4cido tetrandico), a
lipoxina B; (LXB4, 5S,14R,15S-trihidroxi-eicosa-6E,8Z,10E,12E-4cido tetrandico)
além dos epimeros 15-epi-lipoxinas, também conhecidos como lipoxinas
desencadeadas pela aspirina (ATLs) (110, 111). Dentre os agonistas lipidicos do
receptor FPR2/ALXR, a LXA; €é o ligante endbégeno de maior afinidade e
primeiramente identificado (104). O termo lipoxina foi proposto uma vez que esses
trinidroxitetranos surgem rapidamente de interacdes das vias de sinalizacdo das
lipoxigenases de forma autdcrina ou paracrina [revisado em (112)].

As lipoxinas séo geradas nos locais de inflamacéo por acdes sequenciais das 5
e 12-lipoxigenases ou das 15- e 5-lipoxigenase dependendo do contexto celular
(Figura 1.5). A via classica envolve dois estagios do metabolismo do &cido
araquidonico a partir da interacdo dos leucocitos com plaquetas ou com células
epiteliais. Os leucdcitos expressam 5-LO, o que é capaz de converter o acido
araquidénico em leucotrieno A4, LXA; ou em seu isbmero LXB4. A segunda via
envolve a 15-LO das células epiteliais que oxigenam o AA em 15S-acido

hidroxileicosatetrandico. Este metabdlito € prontamente captado pelos leucdcitos e
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convertido pela 5-LO em lipoxinas ativas (113). A terceira forma de sintetizar
endogenamente a lipoxina € via acetilacdo da ciclo-oxigenase-2 (COX-2) pela
aspirina. Estas espécies, as ATLs, mantém varias caracteristicas das lipoxinas

endogenas induzindo a vasodilatacdo, sintese de prostaciclinas e sintese de oxido

nitrico (114, 115).

Via classica de produgdo

da lipoxina desencadeadas pela aspirina
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Producao de lipoxinas

Figura 1.5: Vias de geracdo das lipoxinas e das ATLs. (adaptado de Nan Chiang e
colaboradores, 2006).

Classicamente, a LXA, estimula a fagocitose de células apoptéticas pelos
macrofagos, processo denominado eferocitose, tanto in vitro como in vivo através de
um mecanismo mediado por PKC e PI3K (100). Entretanto a LXA,; ndo ativa o0s
macréfagos de uma maneira classica (formando o perfil inflamatorio M1), mas sim
por mecanismos alternativos que resultam em um fendtipo “reparador” néo
fisiologico com secrec¢des reduzidas citocinas pro-inflamatorias como IL-8, MCP-1 e
TGF-B a LXA,

polimorfonucleares (PMN) enquanto ativa a quimiotaxia de mondcitos (100), além de

[revisado em (99)]. Além disso, inibbe a quimiotaxia de
suprimir mecanismos de interacdo dos leucocitos com as células endoteliais (116).
Entretanto vem sendo descrito outros inumeros efeitos do tratamento com LXA4

sintética. A LXA,; tem sido envolvida nos mecanismos citoprotetores das células
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endoteliais, por estimular a geracao de prostaciclinas, NO e heme-oxigenase (HO-1)
(99). Trabalhos também demonstram que a inibicdo da producdo de citocinas pro-
inflamatorias como IL1B, por inibir fatores de transcricio NFkB e AP1, além da
estimulacdo da producdo de IL-10 via ativacdo de FPR2/ALXR pela LXA; em
diferentes tecidos (117-119).

1.2.3 Lipoxinas como tratamento adjuvante de doencas infecciosas

Alguns trabalhos tém demonstrado a acdo da lipoxina durante o
desenvolvimento de doencgas infecciosas. Durante infec¢des virais, como a do virus
Influenza A, ocorre uma regulacdo negativa de genes envolvidos com acdes proé-
resolutivas do hospedeiro, dentre elas acbes mediadas pelas lipoxinas como trafego
de células inflamatorias e inducédo de citocinas (120). Além disso, o tratamento de
camundongos deficientes em 5-LO com lipoxina e resolvina E1 restaura o fenétipo
ativado de macrofagos e melhoram a condicdo do trato respiratério durante a
infeccdo por virus respiratorio sincicial (RSV) (121).

Em modelos de infeccdo por microrganismos intracelulares o papel da LXA,
ainda é controverso (122). Ja foi mostrado que a LXA, regula negativamente a
resposta inflamatoria durante a infeccdo por Toxoplasma gondii por controlar a
producdo de citocinas como IL-12 e IFN-y, contribuindo para o aumento da
sobrevida dos animais infectados (120, 123). Sabe-se que a producdo excessiva de
citocinas pro-inflamatoria é desfavoravel para o hospedeiro levando ao quadro de
caquexia, dano tecidual e morte prematura (120). Por outro lado, durante a infecgéo
por Mycobacterium tuberculosis o aumento de citocinas pré-inflaméatérias em animais
deficientes na enzima 5-LO auxiliou na manutencdo da taxa de sobrevida desses
animais (124). Sugere-se que as diferencas nesses dois modelos sejam por
diferenca de taxas de replicacdo desses agentes infeciosos e pelo local de
biossintese e das acdes da lipoxina, como por exemplo, no cérebro e nos pulmdes
durante essas infeccdes (122).

Recentemente, Shryock e colaboradores investigaram o papel da LXA, durante a
malaria. Foi observado que o tratamento com LXA40u com a 15-epi- LXA, diminuiu a
producdo de citocinas pro-inflamatorias como IL-12 e o acumulo de linfocitos T
CDS8"/IFN-y* no tecido cerebral (125). No entanto, ndo esta claro o potencial que
estes mediadores anti-inflamatérios possuem no comprometimento dos varios

orgéos afetados durante a malaria grave.
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1.3 Justificativa

A Malaria € uma das principais doencas parasitarias do mundo e esté incluida
em planos mundiais de erradicagdo como: World Health Assembly Resolution
WHAS8.2 de 2005 e The Global Malaria Action Plan for a malaria-free world (GMAP)
de 2008. Segundo a OMS, entre o periodo de 2000-2015, houve uma reducéo de
50-75% dos casos reportados e de 60% da sua taxa de mortalidade. Ainda assim, a
forma mais grave da malaria apresenta alta taxa de mortalidade principalmente entre
as criancas acometidas menores de cinco anos. Além disso, sdo crescentes 0s
casos de resisténcia aos antimaléricos disponiveis no mercado justificando a
necessidade de desenvolvimento de novos medicamentos e terapias
complementares. Para isso, estudos sobre a imunopatologia da malaria e a
identificacdo de novos alvos terapéuticos sdo de suma importancia para a

continuidade desse processo de erradicacdo da maléria.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito do eixo FPR2/ALXR-LXA, no desenvolvimento da malaria grave

induzida por P. berghei ANKA (PbA) em camundongos.

2.2 Objetivos Especificos

« Comparar o desenvolvimento da malaria grave experimental induzida por P.
berghei ANKA e o papel da LXA4; em cepas de camundongos resistentes (Balb/C) e

suscetiveis (C57BL/6) a maléaria cerebral;

» Estudar a participacao do receptor FPR2/ALXR no desenvolvimento da malaria

grave experimental;

» Estudar o efeito da administracdo de LXA, exdgena no dano cerebral causado

durante a infeccdo por P. berghei ANKA,;
* Avaliar o efeito da administracdo de LXA,; exdgena sobre componentes

pulmonares e extrapulmonares que dao origem a sindrome do desconforto

respiratorio agudo desenvolvida durante a malaria grave experimental.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Aspectos éticos

Todos os procedimentos previstos neste projeto estéo licenciados no Certificado
de Qualidade em Biosseguranca (CQB 342/12) para o uso de OGM (P. berghei
ANKA-GFP) e na Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA-FIOCRUZ), licenca:
L-052/12 sob a responsabilidade da Dra. Mariana Conceicdo de Souza; na
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA-FIOCRUZ), licenca: L-038/2015 sob a
responsabilidade do Dr. Eduardo Vera Tibirica; e pelo Comité de Etica em Pesquisa
do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho — UFRJ, licenca: CEUA-CCS-019,

sob a responsabilidade da Dra. Patricia Rieken Macedo Rocco.

3.2 Animais

Foram utilizados camundongos C57BL/6 e Balb/C, machos, com idades entre 5
e 6 semanas, fornecidos pelo centro de Criagdo de Animais de Laboratério (CECAL)
da Fundacdo Oswaldo Cruz (Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Os animais foram mantidos
no biotério do Laboratério de Farmacologia Aplicada de Farmanguinhos até o
momento de uso, com temperatura controlada de 23°C + 2°C, livre acesso a agua e

racao e sendo submetidos a ciclos de claro/escuro de 12h.

3.3 Materiais
O Plasmodium berghei ANKA (PbA)-GFPcon 259cl2 (Malaria Research and

Reference Reagent Resource center-MR4, Manassas, VA, depositado por CJ Janse
e AP Waters, MR4 number: MRA-865) foi doado pelo Dr. Leonardo Carvalho. Acido
etileno diamino-tetra acético (EDTA), acido etilenodiaminotetracético de etilenoglicol
(EGTA), acrilamida, azul de bromofenol, bisacrilamida, coquetel de inibidores de
protease, cloreto de sédio (NaCl), cloreto de magnésio (MgCl,), cloreto de potassio
(KCI), ditioeritrol (DTT), formamida, corante Azul de Evans, RPMI-1640
(Roosevelt Park Memorial Institute), dodecil sulfato de sodio (SDS), fenil-metil-
sulfonil-fluoreto (PMSF), glicerol, acido N-(2-hidroxietil) piperazina-N'-etanosulfénico
(HEPES), 2-mercaptoetanol, nitrito de sodio, persulfato de aménio (APS), salina
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tamponada com fosfato (PBS), HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution)
trisaminometano (Tris, Trizma®), Tween 20, cacodilato de sédio, tiocarbohidrazida
(THC), Triton X-100, faloidina Rodamina, albumina sérica bovina (BSA), inibidor de
protease e fosfatase foram adquiridos da Sigma Aldrich (EUA). DAPI e meio de
montagem foram obtidas da Vector Laboratories (EUA). Soro fetal bovino (SFB),
colagenase, succinimidil éster diacetato de carboxifluoresceina (CFSE) e Nonidet
(N)P-40 foram adquiridos da Gibco/Life Technologies (EUA). Os pares de anticorpos
e 0 mediador recombinante para o ELISA foram adquiridos da R&D Systems (EUA).
O Kit de EIA para dosagem de LTB4 Lipoxin A; (5S,6R,15S-trihidroxi-eicosa-
7E,9E,11Z,13E-4cido tetrandico), 15-epi-LXA; foram adquiridos da Cayman
Chemical Company (EUA). O Kit de EIA para dosagem de LXA, foi adquirido através
da Neogen (EUA). O N-Boc-Phe-Leu-Phe-Leu-Phe (BOC-2) foi comprado na
GenScript, (EUA). Hyperfilm, membrana de PVDF Hybound e reagente ECL® Plus
(Enhanced chemiluminescence, Pierce) foram adquiridos da Amershan Biosciences
(Reino Unido). Anticorpos policlonais de coelho anti-HO-1 murino e anticorpo
conjugado a HRP anti- IgG de coelho foram obtidos da Enzo Life Sciences, Inc.
(EUA). Anticorpos monoclonal produzido em camundongo anti-ICAM-1 e conjugado
a HRP anti-lgG de camundongo foram obtidos da Santa Cruz Biotechnologies
(EUA). Os anticorpos monoclonais murinos conjugados a fluorocromos: anti-
CD11b/CD18 (FITC); anti-Ly6G (1A8) (PE); anti-CD3 (FITC), anti-CD8 (PerCP), anti-
CXCR2 (PerCP/Cy 5.5), anexina V (APC) e anti-ICAM-1 (PE) foram adquiridos de
BD Pharmigen (EUA). Isoton foi obtido da Coulter (EUA). O iodeto de propideo (PI)
foi adquirido na Biolegend (EUA). Solucdo de Giemsa, May Griinwald e Entellan®
foram adquiridas da Merck (Alemanha). Pentobarbital sédico 3 % (Hypnol® -
Synthec, Brasil), cloridrato de xilazina 2 % (Xilazin® - Synthec, Brasil) e cloridrato de

quetamina 10 % (Cetamin®- Synthec, Brasil) foram obtidos comercialmente.

3.4 Infeccao por P.berghei ANKA

Para o estudo da maléaria cerebral, a infeccdo de camundongos C57BL/6 e
Balb/C foi induzida pela injecéo intraperitoneal (i.p.) de 5 x 10° hemAcias parasitadas
com P.berghei ANKA-GFP diluidas em solucéo salina tamponada com fosfato (PBS
1x, volume final 200ul) retiradas de um camundongo previamente infectado da

mesma linhagem. Os animais ndo infectados receberam o mesmo volume do veiculo
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(PBS 1x, 200 pl, i.p.). Para o estudo sobre da M-SDRA a infeccdo de camundongos
C57BL/6 foi induzida pela injecdo i.p. de 1 x 10° hemécias parasitadas com P.
berghei ANKA-GFP diluidas em PBS 1x (volume final 200 pl) retiradas de um
camundongo previamente infectado da mesma linhagem. Os animais néo infectados
receberam o mesmo volume do veiculo (PBS 1x, 200 pl, i.p.).

Nos tempos indicados, a porcentagem de hemécias infectadas foi examinada
por citometria de fluxo (FACSCalibur, Beckton Dickinson - EUA) e esfregacos
sanguineos corados por panético rapido (Laborclin) foram realizados para a

contagem dos leucdcitos periféricos.

3.5 Tratamentos

Camundongos C57BL/6 e Balb/C foram distribuidos randomicamente em quatro
grupos experimentais: animais ndo infectados, animais infectados por P. berghei
ANKA (PbA) sem tratamento (receberam apenas o veiculo dos tratamentos, PBS 1X,
200 pl, i.p.), animais infectados por PbA tratados com LXA,; (0,5 pg/kg/dia, 200 pl,
i.p.) e animais infectados por PbA tratados com BOC-2 (100 ug/kg/dia, 100ul, i.p.) e
depois com LXA4 (0,5 pg/kg/dia, 100 pl, i.p.).

Primeiramente, para avaliacdo da malaria cerebral camundongos Balb/C foram
tratados com BOC-2 (1-100 pg/kg/dia, 200 ul, i.p.) duas horas antes da infeccdo e
por mais quatro dias consecutivos, totalizando cinco dias de tratamentos. Os
camundongos C57BL/6 foram tratados com LXA4 (0,5-2 pg/kg/dia, 200 pl, i.p.) duas
horas antes da infeccdo e por mais quatro dias consecutivos, totalizando também
cinco dias de tratamentos. Os camundongos C57BL/6 que receberam os dois
tratamentos, foram tratados primeiramente com o BOC-2 (1-100 pg/kg/dia, 100pl,
i.p.) € meia hora depois tratados com LXA, (0,5 pg/kg/dia, 100 pl, i.p.). O esquema
de tratamento foi repetido por quatro dias consecutivos e as analise de parametros
de malaria cerebral foi avaliado no quinto dia apés a infec¢cdo conforme o esquema a
seqguir.

Para avaliacdo da M-SDRA camundongos C57BL/6 foram tratados com LXA4
(0,5 pg/kg/dia, 200 pl, i.p.) duas horas antes da infeccdo e por mais cinco dias
consecutivos, totalizando também seis dias de tratamentos. Os camundongos
C57BL/6 que receberam os dois tratamentos, foram tratados primeiramente com o
BOC-2 (100 pg/kg/dia, 100ul, i.p.) e meia hora depois tratados com LXA; (0,5
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po/kg/dia, 100 pl, i.p.). O esquema de tratamento foi repetido por cinco dias
consecutivos e as analise de parametros da M-SDRA foi avaliado no sexto dia apés

a infeccdo conforme o esquema a seguir.

Avaliacdo da Malaria Cerebral Avaliacdo da M-ARDS
Tratamentos: BOC-2 (1 - 100 pg/kg/dia — 200 pl, via i.p.) Tratamentos: BOC-2 (100 pg/kg/dia — 200 pl, via i.p.)
LXA, (0,5 — 2 pg/kg — 200 pl, via i.p.) LXA, (0,5 pg/kg — 200 pl, via i.p.)
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Nos tempos indicados os animais foram submetidos a eutanasia ou perfusdo
seguida de eutanasia, dependendo da técnica que seria aplicada em seguida. Para
a realizacdo da eutanasia os animais receberam excesso de anestésico (200 pl de
pentobarbital sédico 3 %, i.p. - Hypnol®). Para perfusdo seguida de eutanésia, 0s
animais foram sedados com quetamina (100 mg/kg, i.p.) e xilazina (10 mg/kg, i.p.) e
anestesiados via i.p. com 70 pl pentobarbital soédico 3% (Hypnol®). Depois de
detectada a auséncia de resposta a estimulos nociceptivos, os animais foram
perfundidos com uma solugdo salina heparinizada (100 Ul/ml) em média por 5

minutos.

3.6 Sobrevida

Os camundongos foram tratados e infectados como descrito acima e mantidos
em biotério, com 0 mesmo ambiente acima citado, para avaliacdo diaria da

sobrevida. Os resultados foram expressos como porcentagem de animais Vvivos.

3.7 Avaliacdo da quebra das barreiras hemato-encefélicas e

hemato-alveolar

Para a avaliagdo do edema cerebral e pulmonar, foi administrado via intravenosa
(i.v.) 150 pL do corante Azul de Evans (2%) em cada animal (126). Apos duas horas
os camundongos foram eutanasiados para retirada de seus cérebros e pulmdes, que
foram pesados e reservados em 2 mL ou 4 mL de formamida PA, respectivamente,

por 48 horas a 37°C. ApOs este periodo o sobrenadante foi recolhido e a
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absorbancia foi mensurada por espectrofotometria (A=620 nm) (Spectramax 190,
Molecular Devices, CA, USA) de acordo com as concentracdes da curva padréo de
Azul de Evans. Os resultados foram expressos por miligrama (mg) de Azul de Evans

por grama (g) de peso dos tecidos cerebral ou pulmonar.

3.8 Testes Comportamentais (SHIRPA)

A maléria cerebral experimental foi definida pela presenca de pelo menos dois
dos seguintes sinais clinicos de envolvimento neurolégico: ataxia, paralisia dos
membros, mau reflexo de correcdo, convulsdes e coma. Além disso, uma série de
testes SHIRPA (SmithKline Beecham, Harwell, Imperial College, Royal London
Hospital, phenotype assessment) foi utilizada nesse estudo para avaliar alteracdes
comportamentais, motoras e neurolégicas durante o desenvolvimento da infecgcéo
por PbA (127). Foram selecionados alguns testes voltados para avaliacdo dos
parametros cognitivos e comportamentais com o0 objetivo de avaliar o
comprometimento cerebral dos camundongos. Os testes descritos a seguir
inicialmente foram realizados nos animais ainda nao infectados. Em seguida estes
mesmos camundongos foram tratados e infectados conforme descrito acima. Cinco
dias apls a infeccdo, os testes foram repetidos e o0s resultados expressos como
diferenca entre a soma dos scores apos a infeccdo e antes da inoculacéo do PbA.

Comportamento registrado na arena: Inicialmente, o animal foi colocado dentro
de uma estrutura conica de vidro, localizada sobre uma plataforma branca, e foram
observados: posi¢cdo corporal, atividade espontanea, taxa de respiracdo, tremor,
namero de headings (apoio apenas sobre as patas traseiras) e groomings
(movimentos de “limpar” dirigidos a cabega ou corpo, efetuados com as patas
dianteiras) dos animais.

Excitacdo de transferéncia: Transcorrido cinco minutos do teste descrito acima, o
animal foi transferido para a arena sem ser tocado. Iniciou-se entao a observacao
durante trinta segundos das reacdes imediatas ao novo ambiente que foram
registradas através de um score no qual “0” significa coma (sem qualquer movimento
e “6” significa extremamente excitado (comportamento maniaco).

Atividade locomotora: Ainda na arena € quantificado durante trinta segundos o
nimero de quadrados de 11 cm? da arena que o animal pisou com as quatro patas

ao mesmo tempo.
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Elevacdo de cauda: Durante a avaliacdo da atividade locomotora observou-se
também o nivel de elevacdo da cauda do animal e foi registrado através de um score
no qual “0” arrastando a cauda no chéo e “3” cauda elevada (acima de 45°).

Comportamento registrado acima da arena: O animal foi retirado da arena pela
cauda e observaram-se seus movimentos e a sua intencao de se soltar até ser posto
em cima da grade.

Manobra de grade: O animal foi segurado acima da grade por suspensdo da
cauda de forma que ele conseguiu pegar a grade com as patas dianteiras. Em
seguida o animal € mantido estendido e girado horizontalmente até que seu corpo
ficasse por cima da grade e entéo foi liberado. A reagdo do animal foi registrada
através de um score no qual “0” significou que o animal caiu imediatamente ao ser
solto e “4” significou que ele agarrou ativamente a grade também com as patas
posteriores.

Comportamento registrado durante a restricdo supina: O animal foi contido em
posicdo supina e observou-se a capacidade de posicionamento visual, forca ao
agarrar, tonus abdominal e reflexo a beliscadas nos dedos da pata traseira. Além
disso, nesse momento foi medido o comprimento do animal da ponta de seu nariz
até a base da cauda.

Reflexo de correcdo postural por contato: O animal foi colocado dentro de um
tubo com quatro centimetros de didametro e virado de cabeca para baixo. Foi
registrada a capacidade do animal se virar e ficar de cabeca para cima ou ndo.

Sendo “0” para capacidade ausente e “1” para a capacidade presente.

3.9 Quantificacao de citocinas e mediadores lipidicos

A quantificagdo de citocinas e mediadores lipidicos foi feita em cérebros,
pulmdes e plasma conforme descrito a seguir.

Os animais foram perfundidos e tiveram seus cérebros e pulmdes retirados e
congelados em N; liquido. Os 6rgéaos foram entdo macerados durante dois minutos
em 1 mL de tampéao de lise celular (20 mM TRIS,150 mM NaCl, 5 mM KCI, Triton X-
100 1% e 1:1000 de coquetel inibidor de protease). Os extratos foram centrifugados
a 10.000 G por vinte minutos a 4°C, o sobrenadante foi recolhido.

Para dosagem de mediadores no plasma, apdés a anestesia, 0 sangue foi

retrado por puncdo cardiaca utilizando-se citrato de sédio 1,8 % como
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anticoagulante e centrifugado a 200 G por dez minutos a 4°C. O plasma entao foi
recolhido e congelado a -20°C para as analises posteriores.

Em todas as amostras foi dosada a quantidade de proteinas totais pelo método
de Lowry (BioRad) para a normalizacao dos resultados.

As concentracdes de citocinas e quimiocinas foram avaliadas pelo método de
ELISA sanduiche (Enzyme-linked immunosorbent assay) usando pares de
anticorpos correspondentes de acordo com as instrugbes do fabricante (R&D
System, EUA). Placas de 96 poc¢os (Nunc-Maxsorp™, Thermo Scientific, EUA) foram
incubadas a 4°C com a concentracdo 6tima de anticorpos monoclonais purificados
contra cada citocina analisada. Apds dezoito horas, os pocos foram lavados com
200 pL de uma solucéao de tween 20 a 0,05% diluido em PBS-tween. O blogueio dos
sitios inespecificos foi feito com 200 yL de PBS contendo 1% de albumina sérica
bovina (BSA). Decorridos vinte e quatro horas a placa foi lavada e incubada com
anticorpo de deteccdo. ApdOs lavagens a placa foi incubada com estreptoavidina
peroxidase e a revelacao foi realizada apds a adi¢cdo de tampéao citrato/perborato de
soédio contendo OPD (500 ug/mL). A reacéo foi bloqueada pela adicao de acido
sulfarico (H2SO4), 2 M, a leitura realizada por espectrofotometria (Spectra Max
190/Molecular Device, EUA) a 490 nm. As concentragdes de citocinas e quimiocinas
foram determinadas a partir de valores obtidos com a curva padrao realizada com
diferentes diluicbes da proteina recombinante fornecida pelo fabricante. O resultado
foi expresso em nanograma (ng) de citocina por miligrama (mg) de proteina total das
amostras.

As concentragfes de LXA4 e LTB, foram mensuradas por EIA de acordo com as
instrugbes do fabricante (Cayman Chemical Co. EUA). O ensaio foi realizado
utilizando kits distintos, porém realizados de maneira similar como descrito a seguir:
foram adicionados 50 pL/poco das amostras ou 50 ulL/poco das solucbes padrao
diluidas em série de LXA; ou LTB; em placas de 96 pocos pré-revestidas com
anticorpo IgG murino. Em seguida, foram adicionados o anticorpo contra LXA, ou
LTB4 (50 uL/pogo) e LXA, ou LTB,4 conjugados com colinesterase (50 ulL/pogo) e
incubados durante cerca de dezoito horas em temperatura ambiente. Os pocos
correspondentes ao controle receberam somente o tampéo de EIA e a LXA;0u LTBy
conjugada com colinesterase (50 uL/pogo). Apds esta etapa, a placa foi lavada (5x)
com tampao fosfato de potassio 0,01 M contendo tween 20 a 0,05%. Em seguida,

foram adicionados 200 uL/pogo do reagente de EImmans (contém o substrato para a
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enzima colinesterase diluido em agua deionizada, segundo instru¢des do fabricante)
para revelagcdo. A placa foi incubada sob agitacdo ao abrigo da luz até ocorrer a
reacao e lida em leitora de placa a 405 nm. Os dados foram analisados com auxilio
de uma planilha disponibilizada pelo fabricante em

https://www.caymanchem.com/analysis/EIA. O resultado foi expresso em ng/ml ou

pg/ml.

3.10 Microscopia intravital cerebral com epi-iluminacdo e
fluorescéncia

A técnica microscopia intravital foi realizada no laboratério de Investigacao
cardiovascular (IOC-Fiocruz) sob a coordenacao do Dr. Eduardo Tibirica. Para isso
os animais foram anestesiados com quetamina (100 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) e a
anestesia foi mantida por doses adicionais da mistura dos anestésicos (5 mg/kg) via
I.v. na veia caudal. A temperatura foi monitorada com uma sonda retal e mantida a
37°C com um cobertor homeotérmico (Harvard Apparatus, Boston, MA, USA). A
microvasculatura da pia mater foi visualizada em um sistema de microscopia
(Olympus BX150WI, EUA) através de uma craniotomia do o0sso parietal direito
realizada por uma broca (128). Esta janela também permite a visualizacdo do
recrutamento dos leucocitos in vivo (129). A éarea avaliada foi continuamente
perfundida com um fluido cefalorraquidiano artificial a 37°C, pH 7,35. A solugéo de
perfusdo foi continuamente arejada com 10% O,, 6% CO, e 84% N, para a
manutencdo da tenséo e dos niveis de gases comparaveis ao pH fisioldgico para se
evitar a inflamacao local.

Apés a administracao i.v. de fluoresceina (FITC)-dextrana (FITC-dextran 150),
imagens da microcirculacdo foram adquiridas pelo Archimed 3.7.0 software
(Microvision, Evry, Franca). Imagens seriadas foram adquiridas com as objetivas de
100X (Olympus BX150WI; Center Valley, PA, EUA) por 1 min/campo de quatro
campos. Apenas os capilares continuamente perfundidos foram contados para se
determinar a média da densidade capilar funcional, expressa em numero de
capilares por mm?.

Para a marcacao dos leucadcitos circulantes, os animais receberam uma injecao
i.v. de rodamina 6G (0,3 mg/kg). Os leucécitos fluorescentes foram visualizados por

microscopia como descrito acima. A interacdo dos leucoécitos com o endotélio foi
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avaliada pela contagem dos leucdcitos aderindo a parede vascular (ao longo de
100um) durante trinta segundos e expressa como 0 numero de células/min/100 pm.
Os parametros acima foram determinados nas vénulas da pia mater com diametro

entre 50 a 70 um.

3.11 Andlise morfoldgicas do cérebro

Os animais foram perfundidos e tiveram seus cérebros retirados, fixados em
formalina 4%, processados e incluidos em parafina. Os cortes de 5 pm foram
corados com hematoxilina e eosina (HE) para as analises morfolégicas dos cérebros
e pulmdes.

A obstrucdo da microvasculatura cerebral e a citoaderéncia foi analisada na
regido cortical-medular. Vasos ocluidos foram avaliados durante 30 campos
consecutivos em aumento de 400X. J& as hemécias parasitadas aderidas foram
observadas em 30 campos consecutivos em aumento de 1000X de acordo com o
seguinte score semi-quantitativo: “0” = nenhuma hemécia parasitada aderida; “1” =
Unicas heméacias parasitadas aderidas; “2” = rosetas aderidas; “3” = células aderidas
de forma difusa.

3.12 Laser Speckle Contrast Imaging

O fluxo sanguineo cerebral foi mensurado através do aparelho de Laser Speckle
Contrast Imaging. (PeriCam PSI System, Perimed, Suécia). Esta técnica foi realizada
no laboratério de Investigacdo cardiovascular (I0OC-Fiocruz) sob a coordenacdo do
Dr. Eduardo TibiricA e proporciona o indice de perfusdo microvascular que é
proporcional & concentracao e velocidade dos eritrécitos.

Para esta andlise os animais anestesiados foram mantidos em uma superficie
estavel, em uma sala com temperatura estavel a 25°C, a pele sobre a calota
craniana foi retirada. Em seguida os animais foram colocados sob um sistema de
laser Speckle (10 cm de distancia) com contraste de imagem de 785 nm para
medida continua da perfusdo sanguinea tecidual em tempo real. Para a
determinacdo das alteragdes no fluxo sanguineo da microcirculacdo foram feitas 16
imagens/s em um total de 20 min. por animal. As imagens foram analisadas
utilizando o Perisoft software (Perimed, Stockholm, Suécia). Os resultados foram

expressos em unidades arbitrarias.
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3.13 Isolamento de mononucleares cerebrais e esplénicos

Os animais foram perfundidos e tiveram seus cérebros e bacos retirados para a
analise fenotipica dos mononucleares. Para isso o tecido cerebral foi macerado em
RPMI puro com auxilio de uma peneira, centrifugado a 400 x G por cinco minutos e
cada pellet ressuspendido em dois mL de tamp&o HEPES contendo 0,05% de
colagenase. Essa suspensédo ficou em movimentagdo no Shaker a 37°C durante
trinta minutos. Em seguida, a suspenséo foi filtrada em tecido voal e centrifugada a
80 x G por trinta segundos. Os mononucleares foram obtidos por meio de separacao
em gradiente constituidos por solucdes a 80 e 40 % de Percoll. Para isso, as células
foram centrifugadas a 1620 x G durante trinta minutos sem aceleracdo e
desaceleracdo, em temperatura ambiente. A camada de células mononucleares foi
recolhida na interface entre a solugéo de 80 e 40 % de Percoll e lavados duas vezes
com Hank’s sem Ca*? e Mg*?. Ja os bacos foram macerados em Hank’s sem Ca*? e
Mg*? e o leucécitos de cada bago foram obtidos por meio de separacdo em 2 mL de
gradiente de histopaque 1083. Para isso, as células foram centrifugadas a 400 x G
durante trinta minutos sem aceleragéo e desaceleracdo, em temperatura ambiente.
A camada de leucdcitos foi recolhida, sobre a solucéo de histopaque e lavada duas
vezes com Hank’s sem Ca*? e Mg*%. Em ambos os tecidos a contagem do ndimero
de células foi realizada em camara de Neubauer e todas as populacdes de células

isoladas foram avaliadas por citometria de fluxo, conforme descrito no item 3.14.

3.14 Preparacao de suspenséo celular para aplicacao em citometria
de fluxo

As células submetidas a citometria de fluxo foram semeadas em uma placa de
96 pogos com fundo em “U” e centrifugadas (400 x G por dois minutos). Os pellets
foram ressuspendidos em 100 pl de PBS contendo 0,1 % de azida sodica (PBS-
Azida), 10 % de SFB e Fc Block (anticorpo anti-CD16/CD32, 1:100) e incubados por
trinta minutos a 4° C para o bloqueio dos sitios inespecificos de ligacdo. Apos
centrifugacédo as células foram incubadas (trinta minutos, 4°C) com 0s anticorpos
monoclonais conjugados a fluorocromo: anti-CD3 mAb conjugado a FITC, anti-CD8
conjugado a PerCP, anti-CD11b/CD18 conjugado a PE (1:100), anti-GR1/Ly6G
conjugado a FITC (1:100), anti-CXCR2 conjugado a PerCP/Cy 5.5. No caso da
avaliacdo da apoptose, a marcagéo foi realizada com anexina V (APC) e iodeto de
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propideo (Pl). Além disso, para a marcacao intracelular de citocinas, as células
foram fixadas em paraformaldeido 2% (20 minutos, 4°C), centrifugadas a 400 x G
por dois minutos e lavadas com PBS-azida contendo 10% de SFB (PBS-azida-SFB).
Em seguida, as células foram incubadas com PBS-azida-SFB contendo 0,1% de
saponina (trinta minutos) para abertura de poros na membrana celular. ApGs a
permeabilizagéo, as células foram ressuspendidas e incubadas em uma solucdo de
30 pl contendo os anticorpos anti-TNF-a conjugado a PE (1:100) e anti-IFN-y
biotinilado (1:100) (trinta minutos, 4°C). As células foram entédo lavadas com 100 pl
PBS-azida-saponina 0,1% por duas vezes e uma vez com PBS-azida. Os isotipos
IgG foram utilizados como controle negativo de marcacdo. Em seguida, as células
foram lavadas uma vez com PBS-azida, centrifugadas e entéo ressuspendidas em
PBS-azida e transferidas para tubos tubo em FACScalibur (Becton Dickinson, EUA).
As andlises dos marcadores de superficie e intracelular foram realizadas utilizando
os softwares Cell Quest® (Becton Dickinson, EUA) ou FlowJo®. Os dados foram
coletados e expressos em uma escala log de intensidade de fluorescéncia e
apresentados como dot plots ou histogramas. A populacdo de células de interesse
foi primeiramente identificada em uma regido fisica de acordo com tamanho e
granulosidade das células e em seguida pela intensidade de fluorescéncia. As
células de interesse foram representadas como porcentagem do numero total de

células.

3.15 Estimulacéo in vitro de células endoteliais

Células de linhagens endoteliais murina (tEnd.1) ou humana (ECV 304) foram
cultivadas em meio RPMI-1640 suplementado (10 % de SFB, 2 mM de L-glutamina,
100 1U/ml de penicilina e 100 mg/ml streptomicina), acondicionadas em estufa com 5
% de CO, & 37° C e plaqueadas numa concentracdo de 10* células por poco em
placas de vinte e quatro pocos. Apos vinte e quatro horas, as células foram preé-
tratadas com LXA4 (10 nM), BOC-2 (40 nM) ou com o inibidor da atividade da HO-1,
ZnPPIX (50 puM) por uma hora e estimuladas (50:1) com hemacias nédo infectadas ou
infectadas com P. berghei-GFP ou com P. falciparum previamente corados com
CFSE (25 uM) por trinta minutos, respectivamente. Em seguida, as células foram
submetidas a protocolos de Western blotting ou imunocitoquimica para identificacédo

e quantificacdo de proteinas, ou citoaderéncia de heméacias.
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3.16 Western Blotting

A técnica de western blotting foi aplicada em cérebros de camundongos apos
perfusdo e congelamento em N liquido e em células endoteliais estimuladas in vitro
conforme descrito anteriormente.

Os cérebros e as células de cultura in vitro foram homogeneizadas em 1 mL ou
70 pl respectivamente, de tampéo de extracdo gelado (50 mM Tris, pH 8.0, 150 mM
NaCl, 1% NP-40) suplementado com inibidores de fosfatases e proteases (10 mM
NaF, 5 mM NazVO,4, 5 mM Na4P,07 e coquetel inibidor de protease 1x), mantidas no
gelo por quinze minutos com agitacdo periodica e sonicadas a 4 °C por um minuto
seguido de centrifugacdo a 18620 G, 4° C por dez minutos. A concentracdo de
proteinas totais foi determinada pelo método de Lowry.

As amostras foram desnaturadas em tampao de amostra Laemmli (Tris-HCI 50
mM, pH 6,8; SDS 1 %; 2-mercaptoetanol 5 %, glicerol 10 % e azul de bromofenol
0,001 %) e aquecidos a 90 °C por cinco minutos. Em seguida 20 yg dos lisados
totais ou nucleares foram submetidos a eletroforese em SDS-PAGE (em gel de
poliacrilamida-SDS 11 %) e transferidos para membranas de PVDF em sistema
semi-seco (Trans-Blot Semi Dry), utilizando tampao de transferéncia (Tris 48 mM e
Glicina 39 mM). Apds a transferéncia, as membranas foram incubadas com solucao
bloqueadora de BSA 5 % em TBST (Tris-HCI a 50 mM, pH 7,4; NaCl a 150 mM,;
Tween 20 a 0,1 %) por uma hora a temperatura ambiente. Posteriormente, as
membranas foram incubadas (overnight, a 4 °C) com o anticorpo policlonal primério
produzido em coelho para HO-1 (1:5000) e posteriormente com o anticorpo
conjugado a HRP anti- IgG de coelho (1:2500) ou com anticorpo monoclonal
primario produzido em camundongo para ICAM-1 (1:1000) e posteriormente com o
anticorpo conjugado a HRP anti-IlgG de camundongo (1:500). Apés a incubacéo as
membranas foram lavadas trés vezes com TBST e duas vezes com TBS. A detecc¢éo
foi feita usando o Sistema ECL e as membranas expostas a filme de
autorradiografia. As membranas entdo foram estripadas com NaOH (1N) e entéo
incubadas com o anticorpo policlonal produzido em coelho para -actina (1:5000)
para a deteccdo das proteinas totais. As bandas foram quantificadas por

densitometria usando o software Image J® (dominio publico).
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3.17 Imunocitoquimica

Para avaliagcdo da expressdao de ICAM-1, as células de linhagens endoteliais
murina (tEnd.1) ou humana (ECV 304) tratadas e estimuladas como descrito acima
foram fixadas em paraformaldeido a 4% e sacarose a 4% e bloqueadas com BSA
2%. As células foram incubadas com os anticorpos anti-murino ou anti-humano
ICAM-1 (1:100 e 1:50, respectivamente) e subsequente incubadas com os
anticorpos secundarios apropriados conjugado ao flurocromo PE. A aquisicao
microscoépica da fluorescéncia das imagens foi realizada através do microscépico de
fluorescéncia (Nikon, Japan), e a intensidade de fluorescéncia foi mensurada no

software Volocity® (Perkin Elmer, EUA).

3.18 Ensaio de citoaderéncia

As células de linhagens endoteliais murina (tEnd.1) ou humana (ECV 304)
tratadas e estimuladas como descrito acima foram incubadas sob agitacdo a 37° C
por uma hora para a adesdo das hemacias. Apos esse periodo, as hemécias nédo
aderidas foram gentilmente retiradas com lavagens de PBS 1X (x 3) e as células
remanescentes foram fixadas em etanol e coradas com Giemsa. O numero dos
eritrocitos aderidos por ECV-304 ou por tEnd-1 foi determinado pela contagem direta
das células no microscépio em aumento de 400X (Olympus BX41, Japdo). Os
resultados foram expressos como indice de ades&o calculado como previamente
descrito (130):

Célula endotelial com hemacia aderida Hemacia aderidas
IA= X X 100

Total de células endoteliais Total de células endoteliais

3.19 Mecéanica ventilatoria

A metodologia da mecanica ventilatoria foi realizada no Laboratério de
Investigagdo Pulmonar (IBCCF- UFRJ) sob a coordenacdo da Dra. Patricia R. M.
Rocco. Para isso seis dias ap6s o inicio do tratamento, camundongos C57BL/6
foram sedados (diazepam, 1 mg via i.p.), anestesiados (pentobarbital sodico, 20
mg/kg via i.p.) e submetidos a traqueostomia. Os dados foram registrados baseados
no fluxo aéreo, volume (V) e pressao transpulmonar (PL) em funcdo do tempo. Em
seguida os animais foram paralisados com brometo de vecurdnio (0,005 mg/kg—1 via

i.v.) e mecanicamente ventilados com um ventilador de fluxo constante (Samay
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VR15; Universidade da Republica, Montevidéu, Uruguai) utilizando os seguintes
parametros: taxa respiratéria = 100 respiragdes/min, volume corrente (V1) = 0,2 ml e
a fracdo de oxigénio inspirado (FiO2) = 0,21. A parte anterior da caixa toracica foi
removida cirurgicamente e a pressado positiva ao final da expiragdo (positive end-
expiratory pressure - PEEP) de 2 cm H,O foi aplicada. A utilizacdo da PEEP evita o
colapso alveolar e o desenvolvimento de atelectasias resultantes da retirada da
parede toracica. Apds dez minutos do periodo de ventilacdo, a mecéanica pulmonar
foi computada. Os parametros da mecanica respiratoria foram obtidos através do
método da oclusdo ao final da inspiracdo (131). Este método permite analisar os
componentes elastico, resistivo e viscoelastico e/ou inomogéneo do pulmao. Apos a
oclusdo das vias aéreas durante cinco segundos ao final da inspiracdo, sob fluxo
constante, ocorre uma queda subita da pressao transpulmonar (PL) até um ponto de
inflexdo (Pi,L), a partir do qual, o decaimento da pressdo assume carater mais lento,
atingindo um platd em sua por¢cdo terminal. Esta fase de platd corresponde a
pressdo de retracdo elastica do pulméo (Pel,L). O valor da elastancia estatica do
pulméo (Est,L) foi calculado dividindo-se o Pel,L pelo volume inspirado (Vy). Para a
realizacdo da oclusdo, o aparelho utiliza uma valvula com tempo de fechamento
definido (10 ms). Como este fechamento ndo é absolutamente instantaneo, o fluxo
nunca cai a zero imediatamente apds a oclusdo, proporcionando a existéncia de um
pequeno volume. Esse fluxo é responsavel pelo aumento do volume pulmonar e,
consequentemente, da Pi,L e da Pel,L. Apds a oclusdo das vias aéreas, h4d uma
queda rapida na PL (AP1) que corresponde a pressdo maxima menos a Pi (pressao
dissipada para vencer viscosidade do pulméo) seguida por uma queda lenta (AP2),
pressdo dissipada para vencer os componentes viscoelastico e/ou inomogéneo do
pulméo, até um ponto de equilibrio elastico, representado pela pressédo de retracéo
elastica pulmonar (Pel). A pressao resistiva do equipamento foi subtraida da pressao
resistiva dos pulmdes de tal forma que os resultados representem as propriedades
mecanicas intrinsecas. As medi¢cfes foram feitas pelo menos 10 vezes em cada
animal e analisados usando o software ANADAT® (RHT-InfoData, Inc., Montreal,

Quebec, Canada).
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3.20 Anélises morfométricas do tecido pulmonar

Foram realizadas analises morfométricas dos pulmdes de camundongos
perfundidos, em trinta campos consecutivos em aumento de 200X e 400X. O dano
alveolar difuso (DAD) foi quantificado por uma pontuacdo ponderada por um
investigador cego para o protocolo experimental. Os scores de “0” a “4” foram
utilizados para representar a severidade do espessamento de septo alveolar,
colapso alveolar, infiltrado inflamatério e edema intersticial, sendo “0”
histoarquitetura normal e “4” as maximas alteracdes. A pontuacdo cumulativa do
DAD foi calculada como a soma de cada pontuacdo caracteristica, e variou 0-64
(132). Para a quantificacdo dos leucocitos no parénquima pulmonar em aumento de
1000X, foram avaliados 10 campos aleatérios e ndo coincidentes por lamina, que
foram determinados pela técnica de contagem de pontos (133). Computou-se o
namero de pontos do campo que coincidiam com a area de tecido, células
mononucleares e polimorfonucleares, obtendo-se desta forma o nimero de células

por area de tecido em porcentagem.

3.21 Contagem de leucocitos periféericos

As contagens de leucocitos totais periféricos e da medula 6ssea foram
realizadas em um contador automatico de particulas (Counter Z1, Beckman-Coulter
Inc., EUA). Para isso 50 pl do sangue coletado dos animais por puncédo cardiaca ou
da suspensdo com os leucocitos medulares foram diluidos (1:200) em uma solucgéo
isotdnica tamponada (ISOTON®, Beckman Coulter). A diferenciacéo dos leucécitos
periféricos foi realizada esfregacos sanguineos corados com Panético rapido
(Laborclin). A contagem diferencial de pelo menos 100 células por animal foi

realizada em microscopio 6ptico (Olympus BX41, Japdo) com aumento de 1000X.

3.22 Isolamento de neutrofilos

Os camundongos foram eutanasiados e seus fémures e tibias de ambas as
patas traseiras foram dissecados e removidos. As extremidades distais dos 0sso0s
foram removidas e cada fémur e tibia foi lavado com 2 mL de Hank’'s sem Ca+2 e
Mg+2 com 1,8 % de citrato de sodio. Em seguida, a suspensdo de células foi
centrifugada a 400 G durante quinze minutos a 22° C e ressuspendida em 2 mL de

Hank's sem Ca*? e Mg™. Os polimorfonucleares foram obtidos por meio de
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separacdo em gradiente constituidos por solugdes a 72 e 65 % de Percoll. Para isso,
as celulas foram centrifugadas a 1200 x G durante trinta e cinco minutos sem
aceleracdo e desaceleracdo, em temperatura ambiente. A camada de células
mononucleares, sobre a solucdo de Percoll a 65 % foi descartada e o0s
polimorfonucleares foram recolhidos na interface entre a solugéo de 72 e 65 % de
Percoll e lavados duas vezes com Hank’s sem Ca*? e Mg*2. A contagem do nimero
de células foi realizada em camara de Neubauer e a pureza dos neutrdfilos foi feita a
partir de citoesfregaco em laminas de vidro corados por panaético rapido (> 90 % de

pureza).

3.23 Ensaios de quimiocinesia e quimiotaxia

Inicialmente os neutréfilos obtidos de animais néo infectados, infectados com
PbA tratados ou ndo com LXA,; ou/e BOC-2 tiveram os seus neutrofilos medulares
isolados como descrito acima. Os ensaios de quimiocinesia e quimiotaxia de
neutrofilos foram realizados através do sistema de camara de Boyden modificada de
48 pocos (Neuroprobe Inc., EUA). Esta camara é composta por dois compartimentos
separados por uma membrana de policarbonato (filtro de policarbonato de 5 pum,
Neuroprobe Inc., EUA): o compartimento superior (onde € depositada a suspenséo
de células) e o compartimento inferior (onde é colocado o estimulo quimiotéatico).
Para os ensaios de quimiocinesia, 0os poc¢os inferiores foram preenchidos com 29 pl
de RPMI-1640. J& para os ensaios de quimiotaxia, os pocos inferiores foram
preenchidos com 29 pl de plasma de animais nao infectados (Nip), plasma de
animais infectados com PbA (Pbp) ou CXCL1 (250 nM), e 0s poc¢os superiores foram
preenchidos com neutréfilos em meio RPMI (10° células/poco; 50 pl). O mesmo
experimento foi realizado com animais tratados com o analogo 15-epi-LXA, e BOC-2
e 15-epi-LXA,.

Em outro grupo de experimentos para avaliar o efeito direto da LXA, sobre os
neutroéfilos, os neutrofilos isolados de animais saudaveis foram pré-tratados in vitro
com LXA, (10nM) ou BOC-2 (40 nM) e quinze minutos depois LXA,; (10 nM), por
uma hora e mantidas em estufa a 37°C com 5% de CO, antes do estimulo. Em
seguida foram colocados na camara de Boyden sobre RPMI-1640, plasma de
animais néo infectados (Nip), plasma de animais infectados com PbA (Pbp) ou
CXCL1 (250nM).
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Em todos os experimentos, as membranas foram coradas com Panotico rapido
(Laborclin — Brasil) para fixacdo e coloracdo das células. Em seguida, os neutrdéfilos
foram quantificados diretamente em microscopio 6tico (1000x) por 15 campos
consecutivos na linha média de cada poco. O experimento foi realizado em

quadruplicata e os resultados expressos em numero de neutrofilos/campo.

3.24 Ensaio de polimerizac&o do citoesqueleteto de actina

Neutrofilos da medula 6ssea isolados de animais saudaveis como descrito acima
foram plaqueados numa concentracdo de (5 x 10* neutréfilos/poco) em placas de 24
pocos (Nunc, Rochester, NY, EUA) contendo laminulas e deixados para aderir a 37°
C com 5% de CO, por trés horas. Apés esse periodo, as células foram pré-tratadas
in vitro com LXA4 (10 nM) ou BOC -2 (40 nM) e quinze minutos depois LXA4 (10 nM),
por uma hora e estimuladas por mais uma hora com plasma de animais n&o
infectados (Nip) ou plasma de animais infectados com PbA (Pbp) também a 37°C
com 5% de CO.,. As células foram entdo lavadas com PBS 1x e fixadas durante vinte
minutos com paraformaldeido a 4 %. A seguir, as células foram permeabilizadas
com Triton X-100 (0,25%) e coradas com faloidina conjugada a rodamina (1:100). Os
nacleos foram corados com DAPI (1:10000) por cinco minutos. As laminulas foram
montadas com Vecta Shield e seladas com esmalte incolor. As imagens de
fluorescéncia foram capturadas por microscopia de fluorescéncia (Nikon Inc., EUA)
em 10 campos distintos de cada lamina. A andlise foi realizada em pelo menos 300
células por lamina (3 laminas por grupo) em aumento de 400X sendo classificadas

com marcacéo de faloidina difusa ou polarizada.

3.25 Anélise estatistica

Os dados obtidos foram processados no software GraphPad Prism 6.00®
(GraphPad software, La Jolla, CA, EUA) e apresentados como média + erro padrao
da média (EPM). A analise estatistica dos dados e das curvas de sobrevida foi
realizada através dos testes de andlise de variancia (ANOVA) com pés-teste de
Bonferroni e do teste de Log-rank (Mantel-Cox), respectivamente. Os valores de

p<0,05 foram considerados significativos.
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4 RESULTADOS

4.1. Comparacao entre a suscetibilidade e tolerancia a infec¢éo por
P.berghei ANKA

Estudos anteriores ja demonstraram que as linhagens de camundongos
C57BL/6 e Balb/C diferem na resposta a infeccdo por P. berghei ANKA (PbA). Os
camundongos C57BL/6 sdo susceptiveis ao desenvolvimento da malaria grave com
acometimento sistémico dos 6rgédos, levando ao quadro de comprometimento da
funcdo cerebral e consequentemente a morte (134). Por outro lado, camundongos
da linhagem Balb/C séo tolerantes ao desenvolvimento da maléria grave e morrem
mais tardiamente devido a intensa anemia e a hiperparasitemia, sem que haja a
disfuncdo de multiplos 6rgdos (134, 135). Entretanto, ainda ndo esta completamente
compreendido os motivos pelos quais essas duas linhagens apresentam diferentes
comportamentos durante a infeccao por PbA. Considerando isso, primeiramente, foi
realizado o estudo comparativo entre as linhagens de camundongos C57BL/6 e
Balb/C no modelo experimental de maléaria grave utilizado ao longo deste trabalho.
Pode-se observar que nao houve diferenca na parasitemia entre as duas linhagens 5
dias apés a infeccao (Figura 4.1 A). Entretanto, os camundongos C57BL/6
apresentaram menor sobrevida quando comparados com os camundongos Balb/C
(Figura 4.1 B). O maior numero de mortes dos camundongos C57BL/6 ocorreu entre
0 5° e 0 9° dia de infec¢do. Ja os camundongos Balb/C permaneceram vivos durante
esse periodo, morrendo em dias posteriores: entre 0 9° e 0 12° dia apos a infecgéo.
Além disso, cerca de 20% dos animais continuaram vivos até o fim do experimento
(Figura 4.1 B). Corroborando com a curva de sobrevivéncia, os camundongos
C57BL/6 desenvolveram maior edema cerebral (Figura 4.1 C) e pulmonar (Figura 4.1
D) em comparagdo com camundongos C57BL/6 n&o infectados e com os Balb/C
infectados. Nao foi observado edema cerebral (Figura 4.1 C) nem edema pulmonar
(Figura 4.1 D) nos camundongos Balb/C infectados com PbA quando comparados
ao grupo de camundongos Balb/C nédo infectados. As analises dos testes de
SHIRPA demonstraram maior diferenca no score comportamental de camundongos

C57BL/6 do que o score dos camundongos Balb/C (Figura 4.1 E). Essa diferenca
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nos escores sugere que 5 dias apos a infeccao por PbA os camundongos C57BL/6
foram menos responsivos aos estimulos e apresentaram comportamentos diferentes
dos observados antes da infec¢do o que denota danos neurol6gicos nesses animais.
Vale ressaltar que os camundongos Balb/C n&o apresentaram alteracdes de
comportamento tao diferentes quanto os camundongos C57BL/6 durante 0 mesmo
periodo de andlise (Figura 4.1 E). A fim de se investigar se as diferencas observadas
durante a infecgao por PbA entre camundongos C57BL/6 e Balb/C teria relagdo com
niveis de producdo dos mediadores lipidicos anti-inflamatorios, foi investigada a
producdo enddgena de LXA,. Foi observado maior quantidade de LXA4 no plasma
de camundongos Balb/C do que no plasma de camundongos C57BL/6 (Figura 4.1
F). Entretanto ndo foi observada nenhuma modulacdo da producdo da LXA,; apds
cinco dias da infecgao por PbA em ambas as linhagens (Figura 4.1 F). Sugerindo
que os niveis basais de LXA, presentes no plasma de camundongos Balb/C seriam

suficientes para proteger o animal do processo inflamatorio desencadeado pelo PbA.
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Figura 4.1 Comparacdo entre a linhagem suscetivel C57BL/6 e a resistente Balb/C
guanto ao desenvolvimento da malaria grave. Camundongos C57BL/6 e Balb/C
saudaveis e infectados com P. berghei ANKA foram avaliados 5 dias ap6s a infeccdo (DPI)
por PbA (inéculo de 5x10° hemAcias infectadas/por animal) em relacdo aos seguintes
parametros: (A) Parasitemia; (B) Sobrevida; Edemas (C) cerebral e (D) pulmonar por injecdo
de Azul de Evans (2%); (E) Analises comportamentais pelo SHIRPA e (F) Dosagem de LXA,
enddégena por EIA. Os resultados foram expressos como média + EPM de 6 animais por
grupo de trés experimentos independentes. As analises estatisticas foram realizadas pelo
teste one-way ANOVA seguido pelo poOs-teste de Bonferroni. A andlise das curvas de
sobrevidas foi realizada pelo o teste de Log-rank (Mantel-Cox). As diferengas significativas
(p = 0,05) em relagao aos grupos nao infectados foram indicadas por (*) e entre as linhagens
C57BL/6 e Balb/C foram indicadas por (&).
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4.2. Papel dos mediadores anti-inflamatérios endégenos na

resisténcia ao desenvolvimento da malaria cerebral

Uma vez demonstrado que camundongos Balb/C apresentam maior producgéo
endégena de LXA,4 hipotetizamos que a resisténcia desses animais ao
desenvolvimento da malaria cerebral poderia estar relacionada a maior atividade de
agonistas endoégenos do receptor FPR2/ALXR. Para investigar essa hipoétese, foi
utilizado o tratamento com o BOC-2, antagonista ndo seletivo dos receptores FPRs

em camundongos Balb/C e avaliado parametros relacionados com o dano cerebral.

4.2.1 Avaliagdo do tratamento com o BOC-2 durante o desenvolvimento da
maléaria cerebral induzida por P. berghei ANKA

O pré-tratamento com o BOC-2 (antagonista do receptor FPR2/ALX) em
camundongos Balb/C infectados por PbA induziu o edema cerebral de maneira dose
dependente, sendo esse aumento significativo na dose de 100 pg/kg/dia (Figura 4.2
A). Essa mesma dose ndo alterou a permeabilidade da barreira hematoencefalica
em animais nao infectados (Figura 4.2 A, insert), a parasitemia (Figura 4.2 B), a
sobrevida (Figura 4.2 C) e os danos cognitivos dos animais infectados (Figura 4.2
D). No entanto, durante o periodo de tempo em que se observa morte por malaria
cerebral (entre 0 5° e 0 9° dia de infeccdo) foi observado que 50% dos animais
infectados e tratados com BOC-2 morriam enquanto apenas 20% dos camundongos
infectados ndo tratados sucumbiam a infec¢éo (Figura 4.2 C).

Apesar do comprometimento neuroldgico caracteristico da malaria cerebral ndo
ser induzido em camundongos Balb/C, a infec¢cdo por PbA aumentou a producao de
citocinas pro-inflamatérias como TNF-a (Figura 4.3 A), de IFN-y (Figura 4.3 B) e de
IL-12 (Figura 4.3 C), porém nao alterou os niveis da citocina anti-inflamatoria IL-10
(Figura 4.3 D) no tecido cerebral desses animais em comparagdo com 0S animais
ndo infectados. Além disso, o tratamento com a BOC-2 ndo alterou a producgédo de
nenhuma dessas citocinas no tecido cerebral em comparagdo com o0s animais

infectados que nao receberam o tratamento (Figura 4.3 A-D).
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Figura 4.2 Avaliacdo do tratamento com BOC-2 durante a infeccdo por P. berghei
ANKA em camundongos Balb/C. Camundongos Balb/C infectados com PbA (in6culo de
5x10° hemécias infectadas/por animal) tratados ou ndo com BOC-2 (100 ug/kg/dia, i.p.)
foram avaliados ap6s 5 dias de infeccao (DPI). (A) Efeito do pré-tratamento com diferentes
doses de BOC-2 (1 -100 ug/kg/dia, i.p.) no extravasamento proteico no tecido cerebral; (B)
parasitemia; (C) curva de sobrevida e (D) andlises comportamentais. Os resultados foram
expressos como média £ EPM de 6 animais por grupo de trés experimentos independentes.
As andlises estatisticas foram realizadas pelo teste one-way ANOVA seguido pelo pds-teste
de Bonferroni. A analise das curvas de sobrevidas foi realizada pelo o teste de Log-rank
(Mantel-Cox). As diferencas significativas (p < 0,05) em relacdo ao grupo nao infectado
foram indicadas por (*) e em relacdo ao grupo infectado sdo indicados por (+).
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Figura 4.3 Avaliagdo do tratamento com BOC-2 na produc¢do de citocinas no tecido
cerebral de camundongos Balb/C durante a infecgcdo por PbA. Animais néo infectados,
infectados sem tratamento e infectados tratados com BOC-2 (100 pg/kg/dia, i.p.) foram
avaliados apds 5 dias de infeccdo por PbA (indculo de 5x10° hemacias infectadas/por
animal). As produg¢bes das citocinas (A) TNF-a, (B) IFN-y, (C) IL-12 e (D) IL-10 foram
mensuradas no tecido cerebral por ELISA. Os resultados foram expressos como média *
EPM de 3 animais por grupo de trés experimentos independentes. As analises estatisticas
foram realizadas pelo teste one-way ANOVA seguido pelo pés-teste de Bonferroni. As
diferengas significativas (p < 0,05) em relagdo ao grupo nao infectado foram indicadas por

).
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4.2.2 Efeito do tratamento com BOC-2 na disfun¢&o da microvasculatura do
cortex cerebral

Considerando que o pré-tratamento com o BOC-2 causou extravasamento
proteico nos cérebros dos camundongos Balb/C, foi investigado o efeito desta
substancia na fungdo das células endoteliais da microcirculagdo do cortex cerebral
desses animais.

Através da técnica de microscopia intravital foi observado que a infeccdo por
PbA aumentou tanto o numero de leucdcitos em rolling (Figura 4.4 A) e aqueles
aderidos & parede endotelial das vénulas pdés-capilares do cortex cerebral (Figura
4.4 B e D) em comparacdo aos animais nado infectados (Figura 4.4 A, B, D). O
tratamento com o BOC-2 ndo alterou o aumento desses parametros durante a
infeccdo (Figura 4.4 A, B, D). J4 a analise do score do acumulo de hemécias na
microvasculatura cerebral em cortes histoldégicos por microscopia de luz, demonstrou
que a infeccdo por PbA também foi capaz de aumentar a adesdo de hemacias ao
endotélio em comparacdo aos animais nado infectados (Figura 4.4 C e E). Nesta
avaliacdo, o tratamento com BOC-2 aumentou ainda mais o acumulo de heméacias
no leito vascular desses animais em comparagao ao grupo infectado sem tratamento
(Figura4.4CeE).

Corroborando com o aumento da acumulo de hemécias, o tratamento com o
BOC-2 aumentou também a porcentagem de vasos ocluidos nos cérebros de
camundongos Balb/C quando comparado com os animais infectados sem tratamento
(Figura 4.5 A e C). Vale ressaltar que a infeccdo por PbA né&o induziu alteracdo na
oclusdo de vasos nos camundongos Balb/C (Figura 4.5 A e C). Pela microscopia
intravital ainda se observou a diminuicdo na densidade de capilares funcionais
(capilares espontaneamente perfundidos) durante a infeccdo com o PbA (Figura 4.5
B e D) que foi ainda mais diminuido apés o tratamento com BOC-2 (Figura 4.5 B e
D).
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Figura 4.4 Avaliacao do tratamento com BOC-2 na aderéncia de leucécitos e hemécias
na microvasculatura do cértex cerebral. Camundongos Balb/C nédo infectados, infectados
com PbA sem tratamento e infectados com PbA e tratados com BOC-2 (100 pg/kg/dia, i.p.)
foram avaliados ap6s 5 dias de infeccéo por PbA (in6culo de 5x10° hemAcias infectadas/por
animal). Andlises realizadas por microscopia intravital observando-se (A) o numero de
leucécitos em roling e (B) de leucocitos aderidos no leito vascular. (C) Analise
semiquantitativa por microscopia de luz da microvasculatura da pia mater do cortex cerebral
com hemacias infectadas (40 campos consecutivos em aumento de 1000x). (D) Imagens
representativas dos leucécitos e (E) hemacias aderidas a microvasculatura da pia mater
(Barras = 100 um). Os resultados foram expressos como média + EPM de 4 animais por
grupo de dois experimentos independentes. As andlises estatisticas foram realizadas pelo
teste one-way ANOVA seguido pelo pos-teste de Bonferroni. As diferencas significativas (p <
0,05) em relacdo ao grupo ndo infectado foram indicadas por (*) e em relagdo ao grupo
infectado sao indicados por (+).
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Figura 4.5 Avaliagcdo do tratamento com BOC-2 na oclusédo da microvasculatura do
coOrtex cerebral. Camundongos Balb/C néo infectados, infectados com PbA sem tratamento
e infectados com PbA e tratados com BOC-2 (100 ug/kg/dia, i.p.), foram avaliados apds 5
dias de infeccdo por PbA (in6culo de 5x10° hemécias infectadas/por animal). (A) Anélise
histolégica da microvasculatura cerebral. Quantificacdo da porcentagem (40 campos
consecutivos em aumento de 400x, Barras = 20 um) de vasos ocluidos da microvasculatura
da pia mater. (B) Analise realizada por microscopia intravital observando-se a densidade de
capilares funcionais. (C) Imagens representativas dos vasos ocluidos e (D) da densidade de
capilares funcionais da microvasculatura da pia mater (Barras = 100 um). Os resultados
foram expressos como média + EPM de 4 animais por grupo de dois experimentos
independentes. As analises estatisticas foram realizadas pelo teste one-way ANOVA
seguido pelo poés-teste de Bonferroni. As diferengas significativas (p < 0,05) em relagdo ao
grupo nao infectado foram indicadas por (*) e em relacéo ao grupo infectado séo indicados

por (+).
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4.2.3 Efeito do tratamento com BOC-2 no fluxo microvascular do cértex
cerebral de camundongos resistentes a malaria cerebral

Uma vez observado que o tratamento com o BOC-2 diminuiu diretamente a
densidade capilar funcional no cortex cerebral, foi investigada se essa diminuicao
estava relacionada a alteracdo do fluxo sanguineo de toda a superficie
microvascular no cortex cerebral pela técnica de laser speckle. Nado foi observada
nenhuma diferenga significativa entre os animais infectados por PbA em
comparacao com 0s animais saudaveis (Figura 4.6 A,B), nem quando os animais
infectados foram tratados com o BOC-2 (Figura 4.6 A,B). Sugerindo assim que a
modulagdo do receptor FPR2/ALXR tem um efeito direto apenas no fluxo capilar do

cortex cerebral de camundongos Balb/C.
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Figura 4.6 Avaliacdo do tratamento com BOC-2 fluxo microvascular do cortex
cerebral. Camundongos Balb/C foram avaliados apds 5 dias de infecgdo por PbA (indculo
de 5x10° hemécias infectadas/por animal). Andlise realizada por Laser speckle observando
(A) o fluxo sanguineo na microvasculatura do cértex cerebral. (B) Imagens representativas
de animais nao infectados, infectados com PbA sem tratamento e infectados com PbA e
tratados com BOC-2 (100 pg/kg/dia, i.p.). Os resultados foram expressos como média *
EPM de 4 animais por grupo de dois experimentos independentes. As analises estatisticas
foram realizadas pelo teste one-way ANOVA seguido pelo pés-teste de Bonferroni.
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4.3. Avaliacdo do efeito do pré-tratamento com a LXA,; na malaria

cerebral induzida por P.berghei ANKA

Até o momento foi demonstrado que o bloqueio da sinalizacdo dos receptores
FPRs reverte a resisténcia de camundongos Balb/C ao desenvolvimento da malaria
cerebral. Principalmente com o aumento da disfuncdo endotelial e da
consequentemente quebra da barreira hemato-encefélica. Ademais, camundongos
C57BL/6 apresentaram niveis mais baixos de LXA, enddgena. Considerando esses
resultados, foi investigado se o pré-tratamento com LXA, sintética, um agonista
exdgeno do FPR2/ALXR, poderia alterar a suscetibilidade de camundongos C57BL/6
a MCE.

4.3.1 Avaliacao do tratamento com LXA, durante o desenvolvimento da malaria
cerebral induzida por P. berghei ANKA

O tratamento com a LXA, preveniu a formacao do edema cerebral causado pela
infeccdo com PbA em camundongos C57BL/6 de maneira dose dependente, onde
foi observada inibicdo apenas na dose de 0,5 pg/kg/dia (Figura 4.7 A). Essa mesma
dose ndo alterou a permeabilidade da barreira hematoencefalica em animais nao
infectados (Figura 4.7 A, insert). A inibicdo do edema cerebral ndo foi causada pela
diminuicdo da parasitemia uma vez que a LXA, ndo alterou a contagem de parasitas
no sangue periférico (Figura 4.7 B). Além de atenuar o edema, o tratamento com a
LXA, foi capaz de diminuir os danos cognitivos observados durante a malaria
cerebral (Figura 4.7 D) o que refletiu no aumento da sobrevida dos animais
infectados no periodo de tempo em que se observa morte por malaria cerebral (5-9
dias apos a infecgdo, &rea em cinza na Figura 4.7 C).

Além disso, a infecgdo com PbA aumentou a producdo de TNF-a (Figura 4.8 A)
e de IL-10 (Figura 4.8 D), porém nao alterou os niveis de IFN-y (Figura 4.8 B) e IL-12
(Figura 4.8 C) no tecido cerebral desses animais em comparagdo com animais nao
infectados. O tratamento com a LXA, apenas inibiu a producédo de IL-10 (Figura 4.8
D) no cérebro em comparacdo com os animais infectados que ndo receberam

nenhum tratamento.
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Figura 4.7 Avaliacdo do tratamento com LXA, durante a infec¢cdo por P. berghei ANKA
em camundongos C57BL/6. Camundongos C57BL/6 infectados com PbA (inéculo de 5x10°
hemécias infectadas/por animal) tratados ou ndo com LXA, (0,5 pg/kg/dia, i.p.) foram
avaliados apos 5 dias de infeccdo (DPI). (A) Efeito do pré-tratamento com diferentes doses
de LXA; (0,5-2 pg/kg/dia, i.p.) no extravasamento proteico no tecido cerebral; (B)
parasitemia; (C) curva de sobrevida e (D) andlises comportamentais. Os resultados foram
expressos como média £ EPM de 6 animais por grupo de trés experimentos independentes.
As andlises estatisticas foram realizadas pelo teste one-way ANOVA seguido pelo pds-teste
de Bonferroni. A analise das curvas de sobrevidas foi realizada pelo o teste de Log-rank
(Mantel-Cox). As diferencas significativas (p < 0,05) em relagdo ao grupo néao infectado
foram indicadas por (*) e em relacdo ao grupo infectado sdo indicados por (+).
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Figura 4.8 Avaliacdo do tratamento com LXA, na producdo de citocinas no tecido
cerebral de camundongos C57BL/6 durante a infec¢cdo por PbA. Animais ndo infectados,
infectados sem tratamento e infectados tratados com LXA, (0,5 pg/kg/dia, i.p.) foram
avaliados apds 5 dias de infeccdo por PbA (indculo de 5x10° hemacias infectadas/por
animal). As produgbes das citocinas (A) TNF-a, (B) IFN-y, (C) IL-12 e (D) IL-10 foram
mensuradas em tecido cerebral por ELISA. Os resultados foram expressos como média +
EPM de 3 animais por grupo de trés experimentos independentes. As analises estatisticas
foram realizadas pelo teste one-way ANOVA seguido pelo pés-teste de Bonferroni. As
diferencgas significativas (p < 0,05) em relagdo ao grupo nao infectado foram indicadas por
(*) e em relagéo ao grupo infectado sdo indicados por (+).
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4.3.2 Avaliacdo do tratamento com LXA4 no acumulo e ativagcdo de linfocitos
durante a malaria cerebral

Os linfécitos T CD8" sdo os principais mononucleares observados na
microvasculatura cerebral durante a infecgcdo por PbA (66). Corroborando com a
literatura, em nosso modelo foi observado o actimulo de linfécitos T CD8" no tecido
cerebral dos animais durante a infeccdo com PbA (Figura 4.9 A e B). Entretanto o
tratamento com LXA4 nédo foi capaz de diminuir o acimulo desse subtipo de linfécitos
(Figura 4.9 A e B).

Para se investigar o efeito do pré-tratamento com a LXA,4 ha ativacao sistémica
dos linfécitos, avaliamos o acumulo e a producdo de citocinas por linfocitos T nos
bacos de camundongos C57BL/6 infectados com PbA. Foi observada durante a
infeccdo por PbA aumento do nimero de linfécitos TCD3" no baco de camundongos
C57BL/6, porém o tratamento com a LXA, ndo alterou esse aumento. (Figura 10 A).
Nos animais infectados também foi observado o acimulo de células TCD3IFN-y*
(Figura 4.10 B e D) mas ndo de células TCD3'TNF-a* (Figura 4.10 C e D) em
comparacao aos animais saudaveis. O tratamento com LXA4 ndo teve efeito sobre o
acumulo de nenhuma dessas duas popula¢des de linfécitos (Figura 4.10 B, C e D).
Também durante a infeccdo ocorreu tanto a diminuicdo do numero de linfocitos T
CD8" (Figura 4.11 A), como o acimulo de células TCD8'IFN-y* (Figura 4.11 Be D) e
TCD8'TNF-a* (Figura 4.11 C e D) em comparacdo aos animais saudaveis. O
tratamento com LXA, ndo alterou a diminuicdo do numero de linfécitos T CD8"
(Figura 4.11 A), nem a producéo de IFN-y por células TCD8" (Figura 4.11 B e D). A
LXA, apenas preveniu em parte a diminuicdo de células TCD8'TNF-a* quando

comparada com o grupo infectado sem tratamento (Figura 4.11 C e D).
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Figura 4.9 Avaliacdo do tratamento com LXA, no acimulo de linfécitos T CD8" no
cérebro de animais infectados com PbA. Animais ndo infectados, infectados sem
tratamento e infectados tratados com LXA, (0,5 pg/kg/dia, i.p.) foram avaliados apés 5 dias
de infecgdo por PbA (in6culo de 5x10° hemécias infectadas/por animal). Os linfocitos
TCD3'CD8" foram avaliados por citometria de fluxo. Os dot plots sdo representativos de
cada grupo experimental. Os resultados foram expressos como média + EPM de 6 animais
por grupo de dois experimentos independentes. As analises estatisticas foram realizadas
pelo teste one-way ANOVA seguido pelo poOs-teste de Bonferroni. As diferencas
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significativas (p < 0,05) em relagdo ao grupo nao infectado foram indicadas por (*).
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Figura 4.10 Avaliacdo do tratamento com LXA, no acumulo de linfécitos T CD3" no
baco de animais infectados com PbA. Animais ndo infectados, infectados sem tratamento
e infectados tratados com LXA, (0,5 pg/kg/dia, i.p.) foram avaliados ap6s 5 dias de infeccéo
por PbA (inéculo de 5x10° hemécias infectadas/por animal). (A) Populacéo de linfécitos
TCD3" total e produtora de (B) IFN-y ou (C) TNF-a. Os dot plots sdo representativos de
cada grupo experimental. Os resultados foram expressos como média + EPM de 6 animais
por grupo de dois experimentos independentes. As analises estatisticas foram realizadas
pelo teste one-way ANOVA seguido pelo poOs-teste de Bonferroni. As diferencas
significativas (p < 0,05) em relagdo ao grupo nao infectado foram indicadas por (*) € em
relag@o ao grupo infectado s&o indicados por (+).
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Figura 4.11 Avaliacdo do tratamento com LXA, no acumulo de linfécitos T CD8" no
baco de animais infectados com PbA. Animais ndo infectados, infectados sem tratamento
e infectados tratados com LXA, (0,5 pg/kg/dia, i.p.) foram avaliados ap6s 5 dias de infeccéo
por PbA (inéculo de 5x10° hemécias infectadas/por animal). (A) Populagéo de linfécitos
TCD3'CD8" total e produtora de (B) IFN-y ou (C) TNF-a. Os dot plots sdo representativos de
cada grupo experimental. Os resultados foram expressos como média + EPM de 6 animais
por grupo de dois experimentos independentes. As analises estatisticas foram realizadas
pelo teste one-way ANOVA seguido pelo poOs-teste de Bonferroni. As diferencas
significativas (p < 0,05) em relagao ao grupo nédo infectado foram indicadas por (*) e em
relagéo ao grupo infectado s&o indicados por (+).
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4.3.3 Efeito do tratamento com LXA,; na disfungcdo da microvasculatura do
cortex cerebral
Uma vez observado que a LXA4 ndo é capaz de alterar o acumulo de linfocitos

no cérebro, avaliamos se a melhora no quadro inflamatério cerebral seria devido a
modulacdo da interacédo leucocito-endotélio induzida pela malaria cerebral. Através
da técnica de microscopia intravital podemos observar que a infeccao pelo PbA
induziu o aumento do nimero de leucocitos em rolling (Figura 4.12 A) e aderidos
(Figura 4.12 B e D) a parede endotelial de vénulas poés-capilares do endotélio
cerebral. O tratamento com a LXA, diminuiu o nimero dos leucdcitos em rolling
(Figura 4.12 A), porém nado impediu a adesdo dos leucocitos na parede endotelial
(Figura 4.12 B e D). Ja na analise histoldgica dos cérebros, foi observado que a
infeccdo com PbA também aumentou a associacdo de hemécias ao endotélio
vascular (Figura 4.12 C e E) e o tratamento com LXA, preveniu esse evento (Figura
412 C e E).

Os resultados anteriores sugerem que a LXA, pode atuar sobre o endotélio
principalmente nos capilares cerebrais. De fato, a infecgdo com o PbA aumentou o
namero de vasos sanguineos ocluidos no cérebro dos animais infectados (Figura
4.13 A e C) e o tratamento com a LXA, foi capaz de prevenir a oclusdo desses vasos
sanguineos (Figura 4.13 A e C). Com o intuito de confirmar o efeito da LXA, sobre o
endotélio, foi realizado um ensaio de funcionalidade capilar. Durante a infeccdo com
o PbA foi observado diminuicdo da densidade de capilares funcionais (capilares
espontaneamente perfundidos) (Figura 4.13 B e D). O tratamento com LXA,
preveniu a disfuncdo endotelial, aumentando a densidade de capilares funcionais
(Figura 4.13 B e D) em comparagao com 0s animais infectados que nao receberam
o tratamento.

A disfuncédo dos vasos sanguineos também é caracterizada pela perda da sua
capacidade de distensdo e contracdo na presenca de substancias vasoativas. A
acetilcolina provoca a distensdo do vaso, ou seja, uma variagao positiva dos vasos
sanguineos como o observado nos animais nao infectados (Figura 4.14 A, B e E).
Entretanto, durante a infeccdo com PbA a administracdo de acetilcolina ndo teve
acao de distensdo vascular como nos animais nao infectados. Os vasos sanguineos
dos animais infectados ndo foram capazes de se dilatar na presenca dessa
substancia o que demonstra disfungdo das células endoteliais. Ao contrario, foi

observada contracdo (variacdo negativa) desses vasos sanguineos (Figura 4.14 A,
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C e F). Ja o tratamento com LXA; ndo preveniu significantemente a contracao
desses vasos frente ao estimulo da acetilcolina (Figura 4.14 A, D e G).
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Figura 4.12 Avaliagdo do tratamento com LXA, na aderéncia de leucocitos e hemacias
na microvasculatura do cortex cerebral. Camundongos C57BL/6 nado infectados,
infectados com PbA sem tratamento e infectados com PbA e tratados com LXA,; (0,5
ug/kg/dia, i.p.) foram avaliados apds 5 dias de infecgéo por PbA (in6culo de 5x10° hemécias
infectadas/por animal). Analises realizadas por microscopia intravital observando-se (A) o
namero de leucécitos em rolling e (B) de leucdcitos aderidos no leito vascular. (C) Analise
semi-quantitativa por microscopia de luz da microvasculatura da pia mater do cértex cerebral
com hemacias infectadas (40 campos consecutivos em aumento de 1000x). (D) Imagens
representativas dos leucécitos e (E) hemacias aderidas a microvasculatura da pia mater
(Barras = 100 um). Os resultados foram expressos como média + EPM de 4 animais por
grupo de dois experimentos independentes. As andlises estatisticas foram realizadas pelo
teste one-way ANOVA seguido pelo pos-teste de Bonferroni. As diferengas significativas (p <
0,05) em relacdo ao grupo ndo infectado foram indicadas por (*) e em relagdo ao grupo
infectado sao indicados por (+).
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Figura 4.13 Avaliacdo do tratamento com LXA, oclusdo da microvasculatura do
cortex cerebral. Camundongos C57BL/6 ndo infectados, infectados com PbA sem
tratamento e infectados com PbA e tratados com (0,5 pg/kg/dia, i.p.), foram avaliados apés 5
dias de infeccdo por PbA (in6culo de 5x10° hemécias infectadas/por animal). (A) Andlise
histolégica da microvasculatura cerebral. Quantificacdo da porcentagem (40 campos
consecutivos em aumento de 400x, Barras = 20 um) de vasos ocluidos da microvasculatura
da pia mater. (B) Analise realizada por microscopia intravital observando-se a densidade de
capilares funcionais. (C) Imagens representativas dos vasos ocluidos e (D) da densidade de
capilares funcionas da microvasculatura da pia mater (Barras = 100 pm). Os resultados
foram expressos como média + EPM de 4 animais por grupo de dois experimentos
independentes. As analises estatisticas foram realizadas pelo teste one-way ANOVA
seguido pelo poés-teste de Bonferroni. As diferengas significativas (p < 0,05) em relagdo ao
grupo néo infectado foram indicadas por (*) e em relagéo ao grupo infectado s&o indicados
por (+).
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Figura 4.14 Efeito do tratamento com LXA, na resposta vascular a acetilcolina (Ach)
durante a maléria cerebral. Camundongos C57BL/6 foram avaliados ap6s 5 dias de
infeccdo por PbA (indculo de 5x10° hemAcias infectadas/por animal). (A) Andlise realizada
por microscopia intravital observando-se porcentagem de variacao basal ap6s administracédo
de acetilcolina. Imagens representativas de animais n&o infectados (B, E), infectados com
PbA sem tratamento (C, F) e infectados com PbA e tratados com (0,5 pg/kg/dia, i.p.) (D, G).
Os resultados foram expressos como média + EPM de 6 animais por grupo de dois
experimentos independentes. As analises estatisticas foram realizadas pelo teste one-way
ANOVA seguido pelo pos-teste de Bonferroni. As diferengas significativas (p < 0,05) em
relacdo ao grupo nao infectado foram indicadas por (*) e em relacdo ao grupo infectado sédo
indicados por (+).
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4.3.4 Avaliagdo do tratamento com LXA, na modulagcdo de marcadores de
ativacdo de endotélio cerebral

Para avaliar o efeito da LXA4 no endotélio cerebral de camundongos infectados
com PbA, foram utilizados dois marcadores de ativagdo: a ICAM-1 e a HO-1. A
infeccdo com PbA diminuiu a expressao de HO-1 no tecido cerebral em comparacao
com os animais ndo infectados (Figura 4.15 A). J& o tratamento com LXA, preveniu
essa diminuicdo mantendo os niveis basais durante a infec¢do, sugerindo um efeito
protetor desse eicosanoide no tecido cerebral (Figura 4.15 A). Corroborando com
esse resultado, animais infectados com PbA apresentaram aumento de ICAM-1 e o
tratamento com LXA,; impediu o aumento dessa molécula de adesdo no tecido
cerebral (Figura 4.15 B).

Para investigar se o efeito da LXA, sobre endotélio cerebral de camundongos
infectados com PbA é por um mecanismo direto de modulacédo da HO-1 e ICAM-1. A
linhagem de células endoteliais murina (tEND-1) foi estimulada com hemécias de
camundongos parasitadas por PbA (Figura 4.16). Essa estimulacdo aumentou a
expressao de HO-1 em comparacao com as células endoteliais murinas estimuladas
com hemécias ndo parasitadas, e o pré-tratamento com LXA; aumentou ainda mais
a expressao de HO-1 (Figura 4.16 A). Corroborando com os resultados in vivo
observou-se também o aumento da expressdo de ICAM-1 nas células tEND-1
estimuladas hemécias murinas parasitadas por PbA e o pré-tratamento com LXA,
inibiu parcialmente esse aumento (Figura 4.16 B). Vale ressaltar que essa inibicédo
da LXA, foi revertida com o pré-tratamento com o BOC-2 o que demonstra a
participagédo do receptor FPR2/ALXR nesse processo (Figura 4.16 B).

Para confirmar se a LXA,também seria capaz de alterar a expresséao de HO-1 e
ICAM-1 em células endoteliais humanas durante o modelo experimental de infeccdo
por P. falciparum (Pf) in vitro, a linhagem de células endoteliais humana (ECV-304)
foi estimulada com hemécias humanas parasitadas por Pf (Figura 4.17). A
estimulacdo de células ECV-304 por hemacias humanas parasitadas por Pf néo
alterou a expressdo de HO-1 em comparacdo com as células endoteliais
estimuladas com hemécias néo parasitadas, porém o tratamento com LXA,
aumentou mais uma vez a expressao de HO-1 (Figura 4.17 A). De forma semelhante
ao observado nas células endoteliais murinas, o estimulo com hemacias humanas

parasitadas por Pf aumentou a expresséao de ICAM-1 nas células ECV-304 e o pré-
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tratamento com LXA, inibiu esse aumento. Mais uma vez a inibicdo da LXA, foi
revertida com o pré-tratamento com o BOC-2 (Figura 4.17 B).

Uma vez demonstrado o mecanismo pelo qual a LXA; atua nas células
endoteliais, foi investigado como as alteracées de HO-1 e ICAM-1 durante a malaria
afetariam a funcdo endotelial. As células endoteliais murinas e humanas foram
incubadas com PbA (Figura 4.18 A) ou com Pf (Figura 4.18 A) respectivamente, 0
gue resultou na inducédo de adesdo das hemacias ao endotélio em ambos os tipos
celulares. O tratamento com LXA, tanto em células endoteliais murinas quanto nas
células humanas diminuiu essa citoaderéncia (Figura 4.18 A, B, D e H) em
comparacao com as células estimuladas sem pré-tratamentos (Figura 4.18 A, B, C e
G). Além disso, a diminuicdo no indice de adesao foi revertida pelo pré-tratamento
com BOC-2 (Figura 4.18 A, B, E e |) e pelo tratamento concomitante com o inibidor
da atividade da HO-1, ZnPPIX (Figura 4.18 A, B, F e J). Esses dados assim sugerem
que a acdo da LXA,; na modulacdo de ICAM-1 em células endoteliais acontece via
HO-1.
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Figura 4.15 Avaliacdo do tratamento com LXA, na modulacdo da expressdo de
marcadores de ativagdo endotelial durante a maléaria cerebral. Camundongos C57BL/6
foram avaliados ap6s 5 dias de infec¢do por PbA (indculo de 5x10° hemAcias infectadas/por
animal). Andlises da expressao de (A) HO-1 e de (B) ICAM-1 foram realizadas por Western
blotting. Blotting representativo de dois animais de trés experimentos diferentes. Os
resultados foram expressos como média + EPM de 6 animais por grupo de dois
experimentos independentes. As analises estatisticas foram realizadas pelo teste one-way
ANOVA seguido pelo pos-teste de Bonferroni. As diferengas significativas (p < 0,05) em
relacdo ao grupo nao infectado foram indicadas por (*) e em relagcdo ao grupo infectado sédo
indicados por (+).
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Figura 4.16 Avaliagdo do tratamento com LXA, na modulagdo da expressao de
marcadores de ativagdo endotelial murina in vitro. Linhagem de células endoteliais
murina TEND-1 estimuladas com hemacias parasitadas por P.berghei ANKA (50:1) foram
avaliados ap6slh do estimulo. Andlise da expressédo de (A) HO-1 por Western blotting e de
(B) ICAM-1 demonstrada por andlise da imunofluorescéncia. Blotting representativo de um
experimento. Os resultados da fluorescéncia foram expressos como média de intensidade
de fluorescéncia + EPM (n=3 por grupo) de dois experimentos independentes. As andlises
estatisticas foram realizadas pelo teste one-way ANOVA seguido pelo pés-teste de
Bonferroni. As diferengas significativas (p < 0,05) em relagdo ao grupo nao infectado foram
indicadas por (*), em relagdo ao grupo infectado séo indicados por (+) e em relacdo ao
grupo infectado e tratado com LXA, s&o indicados por (#).
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Figura 4.17 Avaliagdo do tratamento com LXA, na modulagcdo da expressao de
marcadores de ativacdo endotelial humana in vitro. Linhagem de células endoteliais
humana ECV-304 estimuladas com hemacias parasitadas por P.falciparum (50:1) foram
avaliados apds 1h do estimulo. Analise da expressao de (A) HO-1 por Western blotting e de
(B) ICAM-1 demonstrada por andlise da imunofluorescéncia. Blotting representativo de um
experimento. Os resultados da fluorescéncia foram expressos como média de intensidade
de fluorescéncia £+ EPM (n=3 por grupo) de dois experimentos independentes. As andlises
estatisticas foram realizadas pelo teste one-way ANOVA seguido pelo pés-teste de
Bonferroni. As diferengas significativas (p < 0,05) em relagdo ao grupo néo infectado foram
indicadas por (*), em relacdo ao grupo infectado s&o indicados por (+) e em relacdo ao
grupo infectado e tratado com LXA, s&o indicados por (#).
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Figura 4.18 Efeito do tratamento com LXA, na citoaderéncia in vitro. Andlise do indice
de adesdo de (A) hemécias infectadas com PbA incubadas com células murinas (TEND-1) e
de (B) hemacias infectadas com Pf incubadas com células humanas (ECV-304). (C-J)
Imagens representativas das células endoteliais marcadas em azul com DAPI e as
hemacias infectadas em verde contendo o P. berghei ANKA-GFP ou P. falciparum marcado
com CFSE. Ambas as linhagens foram pré-tratadas com (C e G) RPMI; (D e H) LXA,
(10nM); (E e 1) LXA; (10 nM) e BOC-2 (40 nM) e (F e J) LXA, (10 nM) e ZnPPIX (50 uM).
Os resultados da fluorescéncia foram expressos como média + EPM (n=3 por grupo) de dois
experimentos independentes. As andlises estatisticas foram realizadas pelo teste one-way
ANOVA seguido pelo poés-teste de Bonferroni. As diferencas significativas (p < 0,05) em

relacdo ao grupo infectado foram indicadas por (*), em relagdo ao grupo infectado e tratado
com LXA, séo indicados por (+ ou #).
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4.4. Efeito da LXA; exdgena na M-SDRA induzida por P.berghei
ANKA

Durante a malaria grave outros 6rgdos sao acometidos além do cérebro, entre
eles o pulméo. Desta forma a préxima etapa deste trabalho foi investigar se o pré-
tratamento com LXA, sintética também teria efeito na lesdo pulmonar causada pela

infeccdo com P. berghei ANKA.

4.4.1 Avaliacdo do tratamento com LXA,; na disfuncdo pulmonar durante a
maléria grave induzida por P. berghei ANKA

A infeccdo com PbA em camundongos C57BL/6 causou, apés 6 dias, edema
pulmonar (Figura 4.19 A) além da disfuncdo pulmonar caracterizada pelo aumento
da elastancia estatica (Est) (Figura 4.19 B), da pressao de resisténcia (AP1) (Figura
4.19 C) e da pressao viscoelastica (AP2) (Figura 4.19 D). O pré-tratamento com a
LXA, (0,5 pg/kg/dia, i.p.) preveniu o aumento do edema pulmonar (Figura 4.19 A),
assim como a elastancia estatica (Est) (Figura 4.19 B), e as pressdes de vias aéreas
centrais (AP1) (Figura 4.19 C) e de vias aéreas distais (AP2) (Figura 4.19 D).

Corroborando os resultados da funcdo pulmonar, os animais saudaveis
apresentaram a histoarquitetura pulmonar preservada (Figura 4.20 A-G) enquanto os
camundongos infectados com PbA demonstraram aumento do colapso alveolar
(Figura 4.20 B), espessura do septo alveolar (Figura 4.20 C), edema intersticial
(Figura 4.20 D), infiltrado inflamatério (Figura 4.20 E) e aumento do dano alveolar
difuso (DAD) (Figura 4.20 G). Todas essas alteracfes morfolégicas foram atenuadas
pelo tratamento com LXA; (Figura 4.20 A-G). Pela contagem dos neutréfilos
presentes nos pulmdes verificamos que a infec¢cdo pelo PbA aumentou o nimero
desses polimorfonucleares no parénquima pulmonar quando comparado com 0sS
animais saudaveis (Figura 4.20 F), porém o tratamento com LXA; diminuiu a
guantidade desses neutrofilos no tecido pulmonar dos animais infectados (Figura
4.20 F).

A infeccdo com PbA também aumentou a producdo das citocinas IL-6 (Figura
4.21 A) e TNF-a (Figura 4.21 B), porém nao alterou os niveis de IL-10 (Figura 4.21
C) no tecido pulmonar desses camundongos. Em relacdo as quimiocinas, observou-
se um aumento de CXCL1 (Figura 4.21 D) e de CCL2 (Figura 4.21 F) nos pulmdes

dos animais infectados em comparacdo com animais nao infectados. O tratamento
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com a LXA, aumentou apenas a producdo da citocina anti-inflamatéria 1L-10 (Figura
4.21 D) no tecido pulmonar em comparagdo com 0S outros grupos experimentais,

sem alterar a producéo dos outros mediadores avaliados.
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Figura 4.19 Avaliagdo do tratamento com LXA, durante o desenvolvimento da
disfungdo pulmonar induzido pela infecgéo por P. berghei ANKA em camundongos
C57BL/6. Camundongos C57BL/6 infectados com PbA (in6culo de 1x10° heméacias
infectadas/por animal) tratados ou ndo com LXA, (0,5 pg/kg/dia, i.p.) foram avaliados apés 6
dias de infec¢do. (A) Efeito do pré-tratamento com LXA, no extravasamento proteico no
tecido pulmonar; andlises de (B) elastancia estética (Est), (C) pressao de resisténcia (AP1) e
de (D) viscoelasticidade (AP2). Os resultados foram expressos como média + EPM de 6
animais por grupo de trés experimentos independentes. As andlises estatisticas foram
realizadas pelo teste one-way ANOVA seguido pelo pos-teste de Bonferroni. As diferencas
significativas (p < 0,05) em relagdo ao grupo nao infectado foram indicadas por (*) € em
relagéo ao grupo infectado s&o indicados por (+).
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Figura 4.20 Avaliagdo do tratamento com LXA, na morfologia pulmonar durante a
malaria grave induzida pela infec¢céo por P. berghei ANKA em camundongos C57BL/6.
(A-C) Fotos representativas de pulmdes de animais saudaveis, infectados por PbA (indculo
de 1x10° hemacias infectadas/por animal) e tratados com LXA, (0,5ug/kg/dia, i.p). Analises
morfométricas de (D) colapso alveolar, (E) espessamento de septo alveolar, (F) edema
insterticial, (G) infiltrado inflamatério, (H) Acumulo de neutréfilos e (I) dano alveolar difuso
(DAD) nos cortes de tecido pulmonar. Os resultados foram expressos como média + EPM
de 6 animais por grupo de trés experimentos independentes. As analises estatisticas foram
realizadas pelo teste one-way ANOVA seguido pelo pds-teste de Bonferroni. As diferencas
significativas (p < 0,05) em relagdo ao grupo nao infectado foram indicadas por (*) e em
relacdo ao grupo infectado séo indicados por (+).
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Figura 4.21 Efeito do tratamento com LXA, na producdo de mediadores inflamatorios
no tecido pulmonar de camundongos C57BL/6 durante a infecgcdo por PbA. Animais
nao infectados, infectados sem tratamento e infectados tratados com LXA, (0,5 pg/kg/dia,
i.p.) foram avaliados ap6s 6 dias de infeccdo por PbA (in6culo de 1x10° hemécias
infectadas/por animal). As produc¢des de (A) IL-6, (B) TNF-a, (C) IL-10, (D) CXCL1 e (E)
CCL2 foram mensuradas no tecido pulmonar por ELISA. Os resultados foram expressos
como média + EPM de 3 animais por grupo de trés experimentos independentes. As
andlises estatisticas foram realizadas pelo teste one-way ANOVA seguido pelo pds-teste de
Bonferroni. As diferengas significativas (p < 0,05) em relagdo ao grupo nao infectado foram
indicadas por (*) e em relacdo ao grupo infectado s&o indicados por (+).
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4.4.2 Efeito anti-inflamatério sistémico da LXA, durante a malaria grave

Uma vez observado que o tratamento com LXA, diminuiu o numero de
neutrofilos, mas ndo modulou o aumento das quimiocinas no tecido pulmonar dos
animais infectados por PbA, avaliamos se esses resultados seriam uma
consequéncia do efeito sistémico do tratamento com LXA,. Desta forma, também foi
avaliada a contagem desses leucdcitos e o efeito do tratamento com LXA; no
sangue periférico dos animais. A infeccdo com PbA aumentou a quantidade de
leucdcitos totais circulantes (Figura 4.22 A), incluindo a de neutréfilos (Figura 4.22 B)
e de células mononucleares (Figura 4.22 C) em comparacdo aos animais nao
infectados, enquanto o tratamento com LXA, preveniu o aumento da quantidade de
leucdcitos totais, inclusive de neutrdéfilos no sangue periférico dos animais infectados
(Figura 4.22 A e B). Entretanto, a LXA; ndo modulou o aumento de células
mononucleares periféricas (Figura 4.22 C). Vale ressaltar que o tratamento
concomitante com o antagonista do receptor FPR2/ALXR reverteu o efeito inibitério
da LXA4 no influxo dos neutrofilos para a circulagdo sanguinea (Figura 4.22 B) o que
demonstra a participacdo do receptor FPR2/ALXR nesse processo.

Foi também observado se o tratamento com LXA, estaria modulando a producgéo
sistémica de quimiotaticos para os neutrdéfilos durante o desenvolvimento da malaria
grave. Durante a infeccdo por PbA foi observado aumento da producédo de LTB,
(Figura 4.23 A) e de CXCL-1 (Figura 4.23 B) no plasma dos animais infectados em
comparacao aos animais saudaveis. Ja o tratamento com LXA, ndo modulou o
aumento da producédo de LTB, durante a infeccdo com PbA. (Figura 4.23 A), mas
por outro lado preveniu o aumento da producdo de CXCL-1 nesses animais (Figura
4.23 B). Além disso, a inibicdo da producdo de CXCL-1 pela LXA,foi revertida com o
pré-tratamento com o BOC-2 (Figura 4.23 B) demonstrando a participacdo do

receptor FPR2/ALXR no processo de modulacdo desse quimiotatico.
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Figura 4.22 Efeito anti-inflamatorio sistémico da LXA, durante a malaria grave de
camundongos C57BL/6 durante a infec¢do por PbA. Animais néo infectados, infectados
sem tratamento, infectados tratados com LXA, (0,5 pg/kg/dia, i.p.) e infectados tratados com
BOC-2 (100 ug/kg/dia, i.p.) e LXA; (0,5 pg/kg/dia, i.p.) foram avaliados apdés 6 dias de
infeccdo por PbA (indculo de 1x10° hemécias infectadas/por animal). A contagem dos
leucécitos totais periféricos (A) foi realizada em sangue através do contador de particulas
(Counter) e as contagens diferenciais em esfregagco sanguineo desses animais para
qguantificacdo dos (B) neutrdéfilos e das (C) células mononucleares. Os resultados foram
expressos como média + EPM de 6 animais por grupo de dois experimentos independentes.
As andlises estatisticas foram realizadas pelo teste one-way ANOVA seguido pelo pés-teste
de Bonferroni. As diferencas significativas (p < 0,05) em relagdo ao grupo ndo infectado
foram indicadas por (*), em relacdo ao grupo infectado s&o indicados por (+) e em relacéo
ao grupo infectado e tratado com LXA, sdo indicados por (#).
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Figura 4.23 Efeito do tratamento com a LXA, na producéo sistémica de quimiotaticos
durante a maléaria grave em camundongos C57BL/6 Animais ndo infectados, infectados
sem tratamento, infectados tratados com LXA, (0,5 pg/kg/dia, i.p.) e infectados tratados com
BOC-2 (100 pg/kg/dia, i.p.) e LXA; (0,5 pg/kg/dia, i.p.) foram avaliados apdés 6 dias de
infeccdo por PbA (indculo de 1x10° hemécias infectadas/por animal). A medic&o dos niveis
plasméticos de (A) LTB, foi realizada por EIA e a de (B) CXCL-1 foi realizada por ELISA. Os
resultados foram expressos como média + EPM de 6 animais por grupo de dois
experimentos independentes. As analises estatisticas foram realizadas pelo teste one-way
ANOVA seguido pelo pos-teste de Bonferroni As diferencas significativas (p < 0,05) em
relacdo ao grupo néo infectado foram indicadas por (*), em relagdo ao grupo infectado sao
indicados por (+) e em relagdo ao grupo infectado e tratado com LXA, sdo indicados por (#).
4.4.3 Avaliacdo do tratamento com LXA,; em neutréfilos de medula 6ssea
durante a malaria grave

Considerando que a inibicdo de CXCL-1 pelo pré-tratamento com a LXA,
poderia ser responsavel pela reducdo dos numeros de neutréfilos periféricos,
avaliamos o papel desse quimiotatico presente no plasma de camundongos
infectados na migracéo de neutrdéfilos provenientes de medula 6ssea. Para isso foi
realizado um ensaio de quimiotaxia no qual neutréfilos de camundongos C57BL/6
foram estimulados com o plasma de animais néo infectados (Nip) e infectados com
PbA (Pbp). Os neutrofilos em contato com o Pbp migraram mais em comparacao
com os estimulados com Nip (Figura 4.24 A). Entretanto, quando o CXCL-1 presente
no Pbp foi neutralizado pela adicdo do anticorpo anti-CXCL-1 nesse plasma, a
migracao dos neutrofilos foi parcialmente inibida (Figura 4.23 B). Os resultados até o
momento sugerem que a LXA, possivelmente estaria agindo em outros mecanismos,
além da producgéo de CXCL-1, relacionados a migracdo dos neutrofilos durante a M-
SDRA. Desta forma, foi investigado se o tratamento com a LXA, teria um efeito

direto nos neutrofilos modulando a expressdo de CXCR2. A infecgdo por PbA
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aumentou a expressdo de CXCR2 em neutrofilos de medula 6ssea em comparagao
com neutrdfilos de animais ndo infectados, porém o tratamento com LXA4; ou o
tratamento com o BOC-2 e LXA4 ndo alterou esse aumento (Figura 4.24 B,C).

Em seguida, foi avaliado se a reducdo dos neutroéfilos circulantes nos animais
infectados e tratados com LXA, seria devido a diminuicdo da disponibilidade destas
células na medula 6ssea. Durante a infeccdo por PbA houve diminuicdo do numero
total de neutrdfilos (aqui representados como CD11bLy6G") na medula 6ssea dos
camundongos C57BL/6 quando comparados com os animais néo infectados (Figura
4.25 A, C). O tratamento com LXA4 aumentou o numero desses neutréfilos dentro da
medula 6ssea, mas ndo ao nivel basal dos animais saudaveis (Figura 4.25 A, C).
Além disso, o tratamento concomitante com o BOC-2 néo foi capaz de modular essa
acao da LXA,. Por outro lado, o numero de neutrofilos maduros (demonstrado como
a populacdo celular CD11bLy6G"™") (136) na medula 6ssea é maior nos animais
infectados por PbA quando comparado com os animais nao infectados (Figura 4.25
B, C). Entretanto, o tratamento com a LXA,4 ndo alterou a porcentagem de neutrofilos
maduros durante a infecgéo por PbA (Figura 4.25 B, C).

Uma vez que o tratamento com LXA, ndo atua na maturacdo de neutrdfilos, foi
investigada a capacidade desse mediador anti-inflamatorio de estimular a apoptose
de neutrofilos ainda dentro da medula 6ssea. Durante a infeccdo por PbA houve
aumento da apoptose de células CD11b*Ly6G" na medula 6ssea de camundongos
C57BL/6 gquando comparados com o0s animais nao infectados (Figura 4.26 A,B),
entretanto ndo houve modulagdo desse aumento pelo tratamento com LXA; nem

pelo tratamento concomitante com o BOC-2 e LXA, (Figura 4.26 A,B).
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Figura 4.24 Efeito da LXA, na modulagéo de fatores relacionados com a quimioatracéo
nos neutréfilos de camundongos C57BL/6 durante a maléaria grave. (A) Quimiotaxia de
neutrofilos retirados da medula 6ssea de animais saudaveis estimulados in vitro com o
plasma de animais ndo infectados (Nip), plasma de animais infectados por PbA (Pbp) ou
Pbp pré-tratado com o anticorpo anti-CXCL-1. Os resultados foram expressos como média
do numero de neutrdfilos por 15 campos consecutivos (n=4) por grupo. (B) Porcentagem de
neutréfilos (CD11b'Ly6G™*CXCR2") na medula 6ssea de animais néo infectados, infectados
sem tratamento e infectados tratados com LXA,; (0,5 pg/kg/dia, i.p.) ou com BOC-2 e LXA,
foram avaliados ap6s 6 dias de infeccéo por PbA (in6culo de 1x10° hemAcias infectadas/por
animal). (C) Dot plots representativos mostrando a porcentagem de células
CD11b'Ly6G™CXCR2" na medula 6ssea de camundongos C57BL/6. Os resultados foram
expressos como média + EPM, n=6 por grupo de dois experimentos independentes. As
andlises estatisticas foram realizadas pelo teste one-way ANOVA seguido pelo pés-teste de
Bonferroni. As diferengas significativas (p < 0,05) em relacdo ao grupo néo infectado foram
indicadas por (*), em relagdo ao grupo infectado s&o indicados por (+) e em relacdo ao
grupo infectado e tratado com LXA, s&o indicados por (#).
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Figura 4.25 Avaliacdo do tratamento com LXA, na maturacdo de neutrofilos da medula
6ssea de animais infectados por P.berghei ANKA (A) Porcentagem dos neutrofilos
(CD11b'Ly6G") e (B) de neutrdfilos maduros (CD11b*Ly6GHi*) na medula 6ssea de animais
nao infectados, infectados sem tratamento e infectados tratados com LXA, (0,5 pg/kg/dia,
i.p.) ou com BOC-2 e LXA, foram avaliados apds 6 dias de infeccdo por PbA (inéculo de
1x10° hemécias infectadas/por animal). (C) Dot plots representativos mostrando a
porcentagem de células CD11b'Ly6G* e CD11b*Ly6G"™" na medula 6ssea de camundongos
C57BL/6. Os resultados foram expressos como média + EPM, n=6 por grupo de dois
experimentos independentes. As analises estatisticas foram realizadas pelo teste one-way
ANOVA seguido pelo pos-teste de Bonferroni. As diferencas significativas (p < 0,05) em
relacdo ao grupo nédo infectado foram indicadas por (*), em relagdo ao grupo infectado séo
indicados por (+) e em relacéo ao grupo infectado e tratado com LXA, séo indicados por (#).
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Figura 4.26 Avaliagdo do tratamento com LXA, na apoptose de neutrofilos da medula
6ssea de animais infectados por P.berghei ANKA. (A) Porcentagem de neutréfilos
(Ly6G*Annexin V'PI") na medula éssea de animais ndo infectados, infectados sem
tratamento e infectados tratados com LXA, (0,5 pg/kg/dia, i.p.) ou com BOC-2 e LXA, foram
avaliados apds 6 dias de infeccdo por PbA (indculo de 1x10° hemacias infectadas/por
animal). (B) Dot plots representativos mostrando a porcentagem de células Ly6G*Annexin
V'PI" na medula éssea de camundongos C57BL/6. Os resultados foram expressos como
média + EPM, n=6 por grupo de dois experimentos independentes. As andlises estatisticas
foram realizadas pelo teste one-way ANOVA seguido pelo pés-teste de Bonferroni As
diferencas significativas (p < 0,05) em relagado ao grupo nao infectado foram indicadas por

(*).
4.4.4 Efeito da LXA4 no egresso dos neutréfilos medulares durante a maléaria
grave

Considerando que o tratamento com LXA, altera a producéo sistémica de CXCL-
1 sem afetar o amadurecimento, a apoptose, nem a expressao de CXCR2 de
neutréfilos medulares, foi investigada a capacidade da LXA, em modular o processo
migratorio de neutréfilos da medula Ossea. Neutrofilos recolhidos de animais
infectados por PbA migraram espontaneamente em ensaio ex vivo quando
comparados com neutrofilos recolhidos de animais néo infectados (Figura 4.27 A).
Entretanto o tratamento in vivo com a LXA, impediu a migracdo espontanea dos
neutréfilos de animais infectados, fenbmeno que foi revertido pelo tratamento
concomitante com o BOC-2 (Figura 4.27 A). Para avaliar se a auséncia de migracao
dos neutréfilos oriundos de animais tratados com LXA, seria devido a falta de
estimulo quimioatraente foi realizado um ensaio de re-estimulagdo in vitro de
neutroéfilos recolhidos dos animais néao infectados, infectados por PbA e infectados
por PbA tratados com LXA; ou com BOC-2 e LXA,4. Neutrofilos provenientes da
medula 6ssea dos grupos citados foram estimulados em ensaio de quimiotaxia in
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vitro com o plasma de animais nao infectados (Nip) ou plasma de animais infectados
(Pbp). Os neutrdfilos recolhidos de animais néo infectados estimulados com o Pbp
migraram em maior nimero do que os neutrofilos estimulados com o Nip (Figura
4.27 B). Desta forma confirmamos a capacidade migratoria dessas células frente a
um estimulo. Além disso, foram recolhidos neutroéfilos de animais infectados por PbA
tratados ou nédo in vivo com LXA, com ambos BOC-2 e LXA,. (Figura 4.27 B). A re-
estimulacdo desses neutrofilos com o Pbp n&o os fizeram migrar mais dos que 0s
estimulados com Nip demonstrando assim que a inibicdo da LXA, sobre o egresso
dos neutrdéfilos da medula 6ssea nos animais infectados é um efeito que ndo pode
ser revertido pela re-estimulacao in vitro (Figura 4.27 B).

Considerando que existem outros analogos da LXA, agonistas do FPR2/ALXR,
como seu epimero 15-epi-LXA,;, foram realizados os mesmos ensaios de
guimioatracdo com neutrofilos de animais tratados in vivo com este analogo
sintético. De maneira semelhante ao tratamento com a LXA,, o tratamento in vivo
com a 15-epi-LXA; inibiu a capacidade migratéria espontanea de neutréfilos
medulares recolhidos de animais infectados por PbA (Figura 4.28 A). Além disso, o
tratamento dos animais com a 15-epi-LXA, inibiu a capacidade de migracédo de seus
neutrdfilos frente ao quimiotatico CXCL-1 (Figura 4.28 B). Vale ressaltar que esses
efeitos inibitérios do analogo 15-epi-LXA; também foram revertidos com o pré-
tratamento do BOC-2 (Figura 4.28 A, B).

Para avaliar o efeito direto do tratamento da LXA4 nos neutrdéfilos oriundos da
medula éssea de camundongos C57BL/6 infectados por PbA., foram realizados
ensaios de quimiotaxia com tratamentos e estimulacdes in vitro. Neutréfilos isolados
de medula 6ssea de animais saudaveis foram recolhidos e pré-tratados com meio
(RPMI), LXA4 (10 nM), ou com BOC-2 (40 nM) e LXA4 (10 nM). Em seguida, essas
células foram colocadas frente aos estimulos Nip, Pbp ou CXCL-1 (250 nM). Os
neutroéfilos estimulados com Pbp (Figura 4.29 A) ou com CXCL-1 (Figura 4.29 B)
apresentaram capacidade migratéria aumentada quando comparados aos neutrofilos
estimulados com Nip ou RPMI (Figura 4.29 A, B, respectivamente). Além disso, o
tratamento com LXA, inibiu diretamente a migracao dos neutroéfilos estimulados com
Pbp (Figura 4.29 A) e inibiu parcialmente a migracéo de neutrdfilos estimulados com
CXCL-1 (Figura 4.29 B). O co-tratamento com o BOC-2 reverteu a agéo da LXA, em
relacdo ao estimulo Pbp (Figura 4.29 A). Desta maneira se confirma o efeito direto

da LXA, na capacidade migratoria de neutréfilos de medula éssea.
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Figura 4.27 Efeito do tratamento com a LXA,; no egresso dos neutréfilos medulares
durante a malaria grave em camundongos C57BL/6. (A) Quimiocinese pela camara de
Boyden de neutrdfilos recolhidos de animais saudaveis, infectados por PbA sem tratamento,
infectados por PbA tratados com LXA, e infectados por PbA tratados com BOC-2 e LXA,.
(B) Quimiotaxia pela cdmara de Boyden de neutréfilos recolhidos de animais saudaveis,
infectados por PbA sem tratamento, infectados por PbA tratados com LXA, e infectados por
PbA tratados com BOC-2 e LXA,. Os neutrdfilos foram reestimulados in vitro com o plasma
de animais néo infectados (Nip) ou, plasma de animais infectados por PbA (Pbp). Os
resultados foram expressos como média do numero de neutréfilos por 15 campos
consecutivos (n=4) por grupo. As analises estatisticas foram realizadas pelo teste one-way
ANOVA seguido pelo pos-teste de Bonferroni. As diferengas significativas (p < 0,05) em
relacdo ao grupo néo infectado foram indicadas por (*), em relagdo ao grupo infectado séo
indicados por (+) e em relagéo ao grupo infectado e tratado com LXA, séo indicados por (#).
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Figura 4.28 Efeito do anélogo 15-epi-LXA; no egresso dos neutrofilos medulares de
camundongos infectados por P.berghei ANKA (A) (A) Quimiocinese pela camara de
Boyden de neutréfilos recolhidos de animais saudaveis, infectados por PbA sem tratamento,
infectados por PbA tratados com 15-epi-LXA4 e infectados por PbA tratados com BOC-2 e
15-epi-LXA4. (B) Quimiotaxia pela camara de Boyden de neutréfilos recolhidos de animais
saudaveis, infectados por PbA sem tratamento, infectados por PbA tratados com 15-epi-
LXA4 e infectados por PbA tratados com BOC-2 e 15-epi-LXA4. Os neutréfilos foram
reestimulados in vitro com CXCL-1. Os resultados foram expressos como média do namero
de neutrofilos por 15 campos consecutivos (n=4) por grupo. As andlises estatisticas foram
realizadas pelo teste one-way ANOVA seguido pelo pos-teste de Bonferroni. As diferencas
significativas (p < 0,05) em relagdo ao grupo néao infectado foram indicadas por (*), em
relagdo ao grupo infectado séo indicados por (+) e em relacdo ao grupo infectado e tratado
com LXA, sdo indicados por (#).
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Figura 4.29 Efeito direto da LXA,; na capacidade migratoria dos neutrofilos da medula
6ssea de camundongos C57BL/6 infectados por P.berghei (A) Quimiocinese de
neutrdéfilos recolhidos de animais saudaveis, infectados por PbA sem tratamento, infectados
por PbA tratados com 15-epi-LXA4 e infectados por PbA tratados com BOC-2 e 15-epi-
LXA4. (B) Quimiotaxia de neutréfilos recolhidos de animais saudaveis, infectados por PbA
sem tratamento, infectados por PbA tratados com 15-epi-LXA4 e infectados por PbA
tratados com BOC-2 e 15-epi-LXA4. Os neutrdfilos foram reestimulados in vitro com CXCL-
1. Os resultados foram expressos como média do numero de neutréfilos por 15 campos
consecutivos (n=4) por grupo. As andlises estatisticas foram realizadas pelo teste one-way
ANOVA seguido pelo pos-teste de Bonferroni. As diferengas significativas (p < 0,05) em
relacdo ao grupo néo infectado foram indicadas por (*), em relagdo ao grupo infectado séo
indicados por (+) e em relacéo ao grupo infectado e tratado com LXA, séo indicados por (#).
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4.4.5 Mecanismo de acdo da LXA, sobre ainibicdo da migracdo dos neutréfilos
medulares durante a malaria grave

A fim de se investigar por qual mecanismo a LXA, seria capaz de impedir a
migracdo de neutrofilos medulares de camundongos C57BL/6, foi avaliado o
remodelamento de citoesqueleto nessas células através da marcacédo de faloidina
conjugada a rodamina. Os neutréfilos estimulados com Nip apresentaram
distribuicdo homogénea e difusa dos filamentos de actina em seus citoplasmas
(Figura 4.30 A e B). Entretanto, os neutroéfilos estimulados com Pbp demonstraram
filamentos de actina com distribuicdo heterogénea, concentrada na face interna da
membrana citoplasmética denotando polarizacdo dessas estruturas (Figura 4.30 A e
B). Este padrdo polarizado foi inibido quando os neutrofilos foram tratados in vitro
com LXA; (10 nM) e restaurado quando tratados com BOC-2 (40 nM) e LXA, (10
nM) (Figura 4.30 A e B), sugerindo que a LXA; impede a reorganizagdo do
citoesqueleto de actina em neutrdfilos impedindo-o de migrar em dire¢do ao estimulo

guimiotatico.
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Figura 4.30 Mecanismo de acdo da LXA; na inibicdo da capacidade migratéria dos
neutréfilos medulares de camundongos C57BL/6 durante a maléaria grave. Neutrdfilos
recolhidos de animais saudaveis pré-tratados com meio (RPMI), LXA; (10 nM), ou com
BOC-2 (40 nM) e LXA; (10 nM) e estimulados com Nip ou Pbp foram submetidos a
coloracdo dos filamentos de actina por faloidina conjugada a rodamina. As células foram
analisadas através da microscopia de fluorescéncia. (A) Fotomicrografias representativas da
polimerizacdo dos filamentos de actina mostrando as coloracbes de DAPI, faloidina
conjugada a rodamina e a sobreposicdo das duas colora¢gBes (400X. Barras = 50 um). As
setas indicam a F-actina polarizada. (B) Andlise morfolégica da porcentagem de neutréfilos
polarizados. Os resultados foram expressos como média de quatro laminas de neutrofilos
por grupo. As analises estatisticas foram realizadas pelo teste one-way ANOVA seguido
pelo poés-teste de Bonferroni. As diferencgas significativas (p < 0,05) em relagéo ao grupo nao
infectado foram indicadas por (*), em relagdo ao grupo infectado séo indicados por (+) e em
relagé@o ao grupo infectado e tratado com LXA, s&o indicados por (#).
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5 DISCUSSAO

A malaria € uma doenca caracteristica de areas tropicais que apresenta alta
morbidade e mortalidade (26). Apesar da disponibilidade de antimaléricos eficazes,
0os casos de resisténcia aos medicamentos de referéncia tém contribuido para a
manutencao dos altos nimeros de casos de malaria mundialmente (18). No caso de
sua manifestacdo mais letal, a maléria grave, o grau de comprometimento da
doenca esta diretamente relacionado ao intenso processo inflamatério sistémico que
acomete multiplos 6rgaos, dentre eles, o cérebro e os pulmdes (55). Considerando
essas observacoes, alguns autores propdem terapias adjuvantes ao tratamento com
antimaléricos visando o controle do intenso quadro inflamatério (137). Neste
contexto, o estudo da modulacdo dos receptores FPRs é de extrema importancia
para o desenvolvimento de terapias adjuvantes alternativas.

Uma ferramenta util para o entendimento da fisiopatologia da malaria grave é a
utilizacdo do modelo de maléaria cerebral experimental (MCE). Neste modelo a
infeccdo por P. berghei ANKA (PbA) apresenta caracteristicas semelhantes a
observadas em pacientes infectados por P. falciparum, como dano cognitivo, lesao
pulmonar aguda e insuficiéncia renal (55, 74, 138). No que diz respeito ao
desenvolvimento da MCE, os camundongos C57BL/6 e Balb/C exibem respostas
diferentes durante a infec¢cdo por PbA. Enquanto os camundongos C57BL/6 sao
suscetiveis ao desenvolvimento da malaria grave, os camundongos Balb/C séo
tolerantes (134). A tolerdncia ao desenvolvimento dos quadros mais graves
relacionados a infeccdo é caracterizada por poucas consequéncias negativas da
infeccdo ao hospedeiro sem a reducdo da carga parasitaria (135). Estudos
anteriores mostram que diferentes linhagens de camundongos possuem diferentes
respostas a infec¢ao por P. berghei ANKA. De acordo com o descrito por Epiphanio
e colaboradores (2010), camundongos C57BL/6 apresentam, entre outros sintomas,
comprometimento cerebral e pulmonar; ja os camundongos DBA apresentam SDRA
sem comprometimento cerebral. Os camundongos Balb/C, por sua vez, nao
desenvolvem nem a disfuncdo cerebral nem a pulmonar caracteristica morrendo por
anemia grave e hiperparasitemia (76, 139). Especula-se que a tolerancia do

camundongo Balb/C seja devido a um perfil molecular citoprotetor quando
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comparado com camundongos C57BL/6. Os camundongos Balb/C expressam
constitutivamente mediadores anti-inflamatorios como a hemeoxigenase-1 (HO-1) no
tecido cerebral (139). Corroborando com estas evidéncias, foi observado no
presente estudo que os camundongos Balb/C apresentaram sobrevida prolongada,
sem alteracdes neurologicas além de produzirem constitutivamente mais LXA, que
os camundongos C57BL/6. Estes resultados sugerem que a producdo enddgena de
LXA; aumentada pode também ser um fator que prediz a tolerancia ao
desenvolvimento da malaria grave (MG). Entretanto, outros mediadores anti-
inflamatoérios além da HO-1 e da LXA, podem estar contribuindo para a tolerancia
dos camundongos Balb/C. Animais deficientes na expresséo de anexina Al (AnxAl™”
) que possuem o background genético de Balb/C infectados com PbA apresentaram
aumento do edema cerebral que foi revertido pelo pré-tratamento com o
estabilizador de juncgbes intercelulares FTY-720, sugerindo um papel importante da
anexina Al na estabilizacdo da barreira hemato-encefélica (Figura 5.1 A). Além
disso, esses animais deficientes na expresséo de anexina Al apresentaram reducéo
da sobrevida apesar da contagem de hemacias parasitadas ndo estar alterada
quando comparados com animais selvagens (WT) (Figura 5.1 B e C). A anexina Al
€ um peptideo ligante do receptor FPR1 e seu papel no processo inflamatério esta
relacionado com a modulacdo da aderéncia de polimorfonucleares ao endotélio e a
sua consequente transmigracao para o sitio lesionado (140). Além disso, o receptor
FPR1, através de seu ligante anexina Al, se destaca pelo seu papel na manutencéo
da integridade vascular cerebral (141). Assim esses resultados sugerem que um
conjunto de ligantes dos receptores FPR podem regular barreira hemato-encefalica
durante a infeccao por PbA e contribuir para a resisténcia a MCE.
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Figura 5.1 Avaliagdo da auséncia de anexina Al durante o desenvolvimento da malaria
grave em camundongos Balb/C. Camundongos Balb/C wild type (WT) e Balb/C knockout
para anexina Al (AnxAl™") saudaveis e infectados com P. berghei ANKA , pré-tratados ou
ndo com FTY-720 (0,3 mg/kg/dia, p.o., durante 6 dias) foram avaliados 5 dias apés a
infeccdo por PbA (indculo de 5x10° hemaAcias infectadas/por animal) em relacdo ao
seguintes parametros: (A) edema cerebral; (B) parasitemia; (C) sobrevida. Os resultados
foram expressos como média + EPM de 6 animais por grupo de trés experimentos
independentes. As andlises estatisticas foram realizadas pelo teste one-way ANOVA
seguido pelo pds-teste de Bonferroni. A andlise das curvas de sobrevidas foi realizada pelo
o teste de Log-rank (Mantel-Cox). As diferencas significativas (p < 0,05) em relagdo aos
grupos nao infectados foram indicadas por (*) e entre as linhagens Balb/C wild type (WT) e
Balb/C AnxA1™ foram indicadas por (+).

De forma consistente com o0s resultados anteriores, o tratamento com o
antagonista dos receptores de FPR1 e FPR2/ALXR, o BOC-2, reverteu de maneira
dose dependente a resisténcia a MCE de animais Balb/C. Além disso, causou
aumento do edema cerebral, oclusdo vascular e diminuiu a densidade de capilares
funcionais durante a infeccao por PbA apesar dessas alteracdes nao influenciarem o
fluxo microvascular cerebral como um todo. Este resultado sugere uma possivel
compensacao pelo fluxo venular da rarefagcdo capilar. Durante a avaliacdo por
microscopia Otica e intravital a por¢cdo da microcirculacdo analisada € bastante
restrita e especifica, onde qualquer pequena alteracdo e perda de capilares é
evidente (128). Diferente da analise do fluxo sanguineo pelo laser speckle que
abrange uma regido maior do cérebro e inclui todos os vasos da microcirculacao
como vénulas, arteriolas, metarteriolas (142). Além disso, foi observado aumento do
nimero de linfécitos TCD3" e TCD8" nos bagos de animais infectados e tratados
com BOC-2 em comparacdo com os animais néo infectados (Figura 5.2). A diferenca
observada apenas entre esses dois grupos experimentais, junto com os resultados
comentados acima sugerem que o bloqueio da sinalizacdo dos receptores FPRs
mude o perfil anti-inflamatério e protetor caracteristico dos camundongos Balb/C

durante a infecgdo por PbA.
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Figura 5.2 Avaliacdo do tratamento com BOC-2 no acimulo de linfécitos TCD3" e
TCD8" no baco de animais infectados com PbA. Camundongos Balb/C infectados com
PbA (in6culo de 5x10° hemacias infectadas/por animal) tratados ou ndo com BOC-2 (100
ug/kg/dia, i.p.) foram avaliados apds 5 dias de infeccdo. Os bacos dos animais foram
coletados, macerados e submetidos a gradiente de histopaque para a separacdo dos
mononucleares e entdo as células marcadas com anticorpo (A) anti-CD3 murino e com (B)
anti-CD8 conjugados a fluorocromos. A subpopulagédo de CD3+ foi analisada em um gate
fisico de mononucleares, os linfécitos TCD3*CD8" em um gate de células CD3". Os dot plots
sdo representativos de cada grupo experimental. Os resultados foram expressos como
média + EPM de 6 animais por grupo de dois experimentos independentes. As analises
estatisticas foram realizadas pelo teste one-way ANOVA seguido pelo pés-teste de
Bonferroni. As diferengas significativas (p < 0,05) em relagdo ao grupo nao infectado foram
indicadas por (*) e em relacdo ao grupo infectado s&o indicados por (+).

Dentre os ligantes dos receptores FPR com atividades anti-inflamatérias, a LXA4
€ 0 agonista enddégeno do receptor FPR2/ALXR de maior afinidade (104). Desta
forma, corroborando com os resultados observados nos camundongos Balb/C
tratados com o BOC-2, foi verificado que houve uma melhora nos principais sinais
da MCE como sobrevida e andlises comportamentais (SHIRPA) nos animais
C57BL/6, suscetiveis a MCE, quando tratados com LXA, exdgena. Apesar da LXA,
ser reconhecida como um mediador anti-inflamatério (99), seu papel durante os
danos neuroldgicos induzidos pela infeccdo com PbA ainda é pouco compreendido.
Recentemente, Shryock e colaboradores (2013) demonstraram que o tratamento
com o epimero da LXA,; aumentou a sobrevida de camundongos por inibir a
producdo de IL-12 e o actimulo de células TCD8"/IFN-y* no tecido cerebral de
camundongos deficientes na expressado da enzima 5-lipoxigenase (125).

De forma interessante, quando foi realizada a analise da dose-resposta da LXA,,
foi observado que as menores doses foram mais eficazes. Esse padréo de resposta
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farmacoldgica j4 € descrito para ligantes dos receptores FPRs uma vez que estes
sdo receptores acoplados a proteina Gi (GPCR) cuja acdo é regulada por
dessensibilizacdo e internalizacdo induzida por seus agonistas (102, 143). Quando a
LXA,; € administrada em nosso modelo por cinco dias consecutivos em altas
concentragfes, provavelmente satura o receptor que se mantém dessensibilizado
por mais tempo, promovendo assim um efeito inverso. Além disso, a LXA, néo
interfere na porcentagem de parasitemia, o que sustenta a evidéncia que esse
mediador modula exclusivamente a resposta do hospedeiro durante a infeccéo por
PbA.

O dano ao tecido cerebral induzido durante a infeccdo por PbA é principalmente
causado pelo acumulo e ativacdo de células inflamatorias, pela producdo de
mediadores inflamatérios na vasculatura cerebral e pelo rompimento da barreira
hematoencefélica. Estudos demonstraram que a maioria dos leucécitos presentes
durante a MCE s&do mondcitos e estas células aumentam o recrutamento de
linfocitos TCD4"™ e TCD8" para a microvasculatura cerebral (66). Entretanto, na
auséncia dos monacitos, os linfécitos T continuam sendo recrutados para o cérebro
e iniciam a MCE (66). Ja o rompimento da barreira hematoencefélica € induzido pela
expressdo diminuida e desorganizacdo das proteinas juncionais das células
endoteliais cerebrais ativadas (64, 91, 144). J& foi descrito o papel das lipoxinas
como mediadores capazes de atenuar a ruptura da barreira hematoencefalica em
modelos experimentais ndo infecciosos pela modulacdo da expressdo da
metaloproteinase 9 (MMP 9) e ativagdo de MAPK (145, 146). Outros trabalhos
sugerem que o papel protetor da LXA4 em doencas como a toxoplasmose depende
da inibicdo da producédo de citocinas. Além disso, a producdo aumentada de IFN-y e
IL-12 foi demonstrada durante a MCE na auséncia da LXA; enddgena (125). Vale
ressaltar que o IFN-y e IL-12 sdo mais relevantes para a ativacdo de linfocitos do
que para a ativacao endotelial (147), o que explica a falta de atividade da LXA4 no
acumulo de linfocitos tanto no bagco como na microvasculatura cerebral nesse
trabalho. O TNF-a também tem sido demonstrado como uma citocina crucial na
disfuncéo endotelial durante a MCE (148). Entretanto, em nosso modelo, a LXA,
também nao foi capaz de modular a producdo de TNF-a durante a infecgdo. Como ja
foi descrito que a LXA, inibe a ativacdo das células endoteliais estimuladas por TNF-
a (118), podemos inferir que a prevencédo da formacdo do edema cerebral em

animais tratados com LXA4 ndo depende da producédo de TNF-a, muito embora néo
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possamos excluir a possibilidade da atividade da LXA,; sobre a produgédo de
citocinas durante a malaria cerebral. Vale ressaltar ainda que diferentes ligantes dos
receptores FPRs podem ativar diferentes vias de sinalizacdo. Como mostrado na
Figura 5.3 o pré-tratamento com a resolvina D1 (RvD1) inibiu o edema cerebral de
camundongos C57BL/6 sem alterar a parasitemia desses animais. Além disso,
diferentemente da LXA4, a RvD1 inibiu a producdo de TNF-a no tecido cerebral
desses animais que foi revertido parcialmente com o tratamento conjunto com BOC-
2. Ja esta descrito que além de se ligar ao FPR2/ALXR a RvD1 atua também via

GP32 (149), o que explica a reversao parcial do efeito da RvD1 pelo BOC-2.
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Figura 5.3 Avaliagdo do tratamento com RvD1 durante a infec¢c&o por P. berghei ANKA
em camundongos C57BL/6. Camundongos C57BL/6 infectados com PbA (inéculo de 5x10°
hemacias infectadas/por animal) tratados ou ndo com RvD1 (0,05 pg/kg/dia, i.p.) foram
avaliados apoés 5 dias de infecgdo. (A) Efeito dose resposta do pré-tratamento com RvD1
(0,05-5 pg/kg/dia, i.p.) no extravasamento proteico no tecido cerebral realizado pela injecédo
de Azul de Evans (2%); (B) Parasitemia; (C) Producdo da citocina TNF-a mensurada por
ELISA em extrato de tecido cerebral. Os resultados foram expressos como média + EPM de
6 animais por grupo de trés experimentos independentes. As analises estatisticas foram
realizadas pelo teste one-way ANOVA seguido pelo pés-teste de Bonferroni. As diferencas
significativas (p < 0,05) em relagdo ao grupo nao infectado foram indicadas por (*), em
relag@o ao grupo infectado séo indicados por (+) e em relagcdo ao grupo RvD1 séo indicados
por (#).

Embora ndo haja diferengca no acumulo de linfécitos no tecido cerebral nos
animais infectados tratados com LXA,, foi observada a melhora na densidade de
capilares funcionais e a reducédo na oclusdo vascular cerebral, além da diminuicédo
de leucécitos em rolling e de heméacias parasitadas aderidas a microvasculatura
cerebral. Diferentemente do que é observado em humanos, a adesao de leucdcitos
na microvasculatura cerebral durante a MCE esta bem descrita (55, 150). Foi

demonstrado por microscopia intravital que durante a infeccdo por PbA séo
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encontrados mais linfécitos T CD8", mondcitos, neutréfilos e plaquetas acumulados
nas vénulas poés-capilares cerebrais em comparacdo a infeccdo por P. yoelli XL,
plasmaodio que induz quadro de hiperparasitemia sem 0s sinais de comprometimento
neuroldgico (91), sugerindo a importancia do acumulo dos leucécitos no cérebro
para o desenvolvimento da MCE. Além disso, a MCE também esté associada com a
vasoconstriccdo, obstrucdo vascular e respostas prejudicadas a acetilcolina devido a
disfuncédo da enzima oOxido nitrico sintase (151, 152). De fato, ja foi descrito que a
obstrugéo do fluxo sanguineo, como a observada durante a MCE, aumenta o rolling
de leucdcitos, principalmente de mondcitos (66). Considerando que as alteraces
mais evidentes foram observadas em relacdo ao endotélio cerebral, esses dados
sugerem que, em nosso modelo, a LXA; ndo esta atuando sobre a atividade dos
leucdcitos na microcirculacdo cerebral, mas sim sobre a ativacdo de células
endoteliais.

Para confirmar a hipétese de que a LXA, estaria agindo na disfuncdo endotelial
induzida durante a MCE, a expressao de um dos marcadores de ativacdo da célula
endotelial, a ICAM-1, foi investigada. Neste estudo, a LXA, inibe a expressdo de
ICAM-1 no tecido cerebral de camundongos infectados, bem como nas células
endoteliais estimuladas in vitro com hemacias infectadas por P. berghei ANKA ou
por P. falciparum. A capacidade do complexo LXA;- FPR2/ALXR em modular a
expressdo das moléculas de adeséo, incluindo a de reduzir a expressédo de ICAM-1
em células endoteliais estimuladas com TNF-a in vitro, tem sido descrita em outros
modelos nédo infecciosos (153). Em condi¢fes inflamatorias, a sinalizacdo de ICAM-1
esta envolvida na ativacdo endotelial, no rearranjo do citoesqueleto de actina das
células endoteliais, na regulacdo da permeabilidade vascular e na transmigracdo das
células imunes para o parénquima cerebral (154). Diversos estudos também tém
descrito que a expresséo da HO-1 induzida pela LXA4 atenua a disfuncao endotelial
tanto in vivo (155) como in vitro (118). A HO-1 é uma isoenzima que cataboliza o
heme livre liberado em condi¢cbes patoldgicas, especialmente as que estédo
associadas a hemodlise intravascular, tal como queimaduras, microangiopatia e
malaria (156). De fato, a expressdo de HO-1 esta relacionada a protecédo do tecido
(156) e sua expressao limita o dano tecidual induzido durante a inflamacéo. Ja foi
demonstrado que a modulagédo farmacologica da expressdo ou atividade da HO-1
auxilia a manutencéo da integridade da barreira hematoencefélica (155). Além disso,

a HO-1 inibe a expressao de diversas moléculas de adesao, especialmente a de
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ICAM-1 (157). De forma interessante, a expressdao de HO-1 é induzida apos
tratamento com LXA; e modula a expressdo de moléculas de adesdo em células
estimuladas por TNF-a (118). Durante a MCE, a HO-1 € descrita por ter regulacéo
diferente dependendo do tecido e do estagio do ciclo de vida do Plasmodium (134).
A producéo de HO-1 no tecido cerebral estad associada com o aumento de sobrevida
de camundongos, edema cerebral diminuido e expressédo de ICAM-1 reduzida (134).
Entretanto, apesar da LXA, ter sido demonstrada por induzir a expressdao de HO-1
no tecido cerebral em modelos de doencas nao infecciosas (158), o seu efeito em
modelo de malaria ainda ndo havia sido investigado. Sendo assim, 0s nossos dados
em conjunto com a literatura sugerem que a LXA,reduz a expressao de ICAM-1 por
induzir a expressao de HO-1 atenuando desta forma, a disfuncdo cerebral durante a
MCE.

Além do comprometimento cerebral, outra caracteristica da malaria grave é a
disfuncdo pulmonar (68). Em humanos a SDRA induzida pela maléaria (M-SDRA) é
caracterizada pela presenca de eritrocitos parasitados, edema pulmonar e resposta
inflamatoria intensa (33). Estudos ja mostraram que durante a SDRA associada a
infeccdo por PbA observa-se diminuicdo da funcdo pulmonar (74), expressao
aumentada de VEGF (76), aumento da producao de citocinas e quimiocinas (74) e o
acumulo de leucécitos, principalmente de neutréfilos no tecido pulmonar (79).

A atividade anti-inflamatéria da LXA, tem sido descrita em diversos modelos
experimentais de doencas do trato respiratério como inflamacéo alérgica das vias
respiratérias (159) e tuberculose (160). Corroborando com a literatura, mostramos
nessa segunda parte do trabalho que o tratamento com a LXA, inibiu em parte o
processo inflamatério intenso vinculado com a M-ARDS. A LXA, exégena preveniu o
edema pulmonar, bem como preveniu o aumento da elastancia, da pressao nas vias
aéreas centrais (pressdo de resisténcia) como nas vias aéreas distais (pressao de
viscoelasticidade) observadas durante a infeccdo por PbA. Estudos ja demonstraram
gue o tratamento com LXA, previne o edema pulmonar em modelo de ARDS
induzida por LPS por preservar a integridade das juncdes aderentes da barreira
hemato-alveolar (161); dificultar o acimulo de agregados de neutrdfilos e plaguetas
no parénquima pulmonar (162); e por aumentar a capacidade das células epiteliais
de absorver o transudado do espaco alveolar (163). De fato, corroborando com o
descrito na literatura, em nosso modelo, a morfometria dos pulmbes dos animais

infectados pré-tratados com LXA, demonstrou reducdo do dano alveolar difuso,
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especialmente no acumulo dos neutréfilos no tecido pulmonar observado durante a
maléria grave experimental.

Apesar da LXA,; melhorar as caracteristicas morfofuncionais dos pulmdes, de
maneira semelhante ao que foi observado no tecido cerebral, ndo foi capaz de inibir
a producdo de citocinas inflamatérias como TNF-a e IL-6 nem de quimiocinas
relacionadas com o recrutamento de células inflamatdrias como CXCL1/KC e CCL2
no tecido pulmonar. Por outro lado, diferentemente do observado no cérebro, a LXA4
aumentou a producdo da citocina IL-10 no tecido pulmonar. Nosso grupo ja
demonstrou que a reacgdo inflamatéria no tecido pulmonar é muito mais aguda e
evidente do que a do tecido cerebral (74), sugerindo assim cinéticas de resposta
inflamatoria diferentes nesses dois tecidos. Além disso, estudos ja demonstraram
que a LXA,4 estimula a diferenciacdo de macrofagos resolutivos no sitio inflamatario,
0s quais passam a liberar mediadores imunomodulatérios como a IL-10 e promovem
a fagocitose de células apoptoticas e restos celulares (100). O aumento de IL-10
também corrobora com a diminuicdo de neutrofilos no tecido pulmonar uma vez que
esta citocina inibe da quimiotaxia de neutréfilos para o sitio inflamado (164). O
acumulo de neutrofilos nos pulmdes pode ser desencadeado pela hemozoina (78)
ou pela presenca dos eritrcitos infectados e é observado ja com 24 horas ap0s a
infeccdo (74). De fato, investigacdes histologicas e de ultraestrutura mostraram um
infiltrado neutrofilico no septo alveolar de camundongos infectados com PbA. Além
disso, ja foi descrito que a deplecédo de neutréfilos aumentou a sobrevida bem como
reduziu a M-SDRA em camundongos infectados com PbA (81), sugerindo que os
neutréfilos sejam células chave no desenvolvimento da SDRA induzida pela maléaria
e que a inibicdo do acumulo desta célula no tecido pulmonar pode ser protetora para
0 hospedeiro. No nosso modelo, o tratamento com LXA, durante a infeccao por PbA
reduziu o acumulo de leucdcitos, inclusive de neutrofilos no tecido pulmonar desses
animais e essa reducao também foi observada na circulagéo periférica. De acordo
com essas observacdes, o tratamento com LXA, também foi capaz de prevenir o
aumento dos niveis séricos de CXCL1 durante a infeccdo via receptor FPR2/ALXR,
porém nao de LTB,. Coletivamente estes resultados sugerem, até 0 momento, que 0
tratamento com LXA; previne a M-SDRA por mecanismos pulmonares e
extrapulmonares.

Os neutrofilos alcangam a circulacdo sanguinea a partir da medula 6ssea apos

receber sinalizagdo de fatores quimiotaticos do soro como CXCL1 produzida pelas
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células endoteliais (165, 166). Este fato esta de acordo com 0s nossos resultados e
de outros grupos que mostram que a LXA, diretamente inibe a ativacdo as células
endoteliais durante a MCE, o que provavelmente impede a producdo sistémica de
mediadores pré-inflamatorios (125). Entretanto a neutralizacdo in vitro de CXCL1 no
plasma desses animais ndo impediu totalmente a migracdo desses neutrofilos. Esse
dado sugere que outros mediadores quimiotaticos como LTB,, além do aumento da
expressdo de CXCR2 na superficie dos neutréfilos estariam envolvidos no
deslocamento desses leucdcitos (164). De fato, o tratamento com LXA4 né&o inibiu a
producédo de LTB,4 no plasma desses animais nem alterou o aumento de CXCR2 nos
neutréfilos medulares. O eixo CXCL-1/CXCR2/LTB4 tem sido descrito como um
mecanismo importante relacionado com o acumulo de neutréfilos nos sitios
inflamatorios (167). De acordo com Kolaczkowska e Kubes (2013) os neutrdfilos
obedecem ao gradiente de multiplos fatores quimiotaticos que os direcionam para 0s
sitios inflamatérios in vivo (168). Além disso, os mediadores quimiotaticos CXCL1 e
LTB4 aparentemente ativam a mesma via de sinalizacéo intracelular para induzir a
migracdo neutrofilica (168), sugerindo que o efeito migratério do Pbp é devido a
acdo conjunta desses dois quimiotéticos.

Ja foi descrito na literatura que a LXA,4 estimula a fagocitose de neutrdéfilos
apoptéticos no sitio inflamatério a fim de inibir a perpetuacdo da resposta
inflamatoria (169). Entretanto, no nosso modelo ndo observamos um efeito
regulatorio da LXA, sobre a apoptose nem sobre a maturacdo dos neutrdéfilos de
medula 6ssea de camundongos C57BL/6 infectados por PbA. Alguns trabalhos
demonstram que a LXA, diminui a disponibilidade de células blasticas circulantes em
doencas mieloproliferativas (170). Entretanto, ndo estd claro se a LXA; modula o
crescimento das células progenitoras (167, 168).

O efeito da LXA,4 sobre a migracdo dos neutrofilos tanto in vivo como in vitro tem
sido descrito (171, 172). No entanto, ndo existem dados sobre o efeito da LXA,; na
dindmica de mobilizagdo de neutrdfilos para o sitio inflamatoério, especialmente se a
LXA, pode atuar em neutrofilos da medula 6ssea. A mobilizacdo dos neutréfilos da
medula Ossea para o0 sitio inflamatorio depende tanto do balanco de fatores
produzidos no estroma medular quanto na expressao de receptores na sua
membrana (173). Em resposta a uma infeccdo a expressdo de mediadores
envolvidos na permanéncia dos neutrofilos na medula como CXCL-12 e o seu

receptor CXCR-4 esta diminuida, por outro lado a expresséo das citocinas CXCL-1 e
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CXCL-2 e de seu receptor CXCR2 estdo aumentadas promovendo assim a saida
dessas células para a circulagdo sanguinea (164). Considerando isso, no presente
estudo foram realizados ensaios de migracdo com tratamentos e estimulacdes tanto
in vivo como in vitro com neutréfilos de medula de animais infectados. A capacidade
migratéria dos neutrofilos dos animais infectados e tratados com LXA,; diminuiu.
Além disso, a reducdo da quimiocinese e da quimiotaxia dos neutrdfilos foi revertida
gquando os animais foram concomitantemente tratados com BOC-2 e LXA,
demonstrando a acdo da LXA; sobre a migracdo dos neutrofilos via o receptor
FPR2/ALXR. Os mesmos resultados foram observados durante os ensaios in vitro
confirmando o efeito direto da LXA, sobre os neutréfilos. Poucos estudos tém se
dedicado em estudar o mecanismo de acdo da LXA,; na mobilizacdo de neutrofilos.
Recentemente foi demonstrado que, durante a sepse induzida por CLP, a LXA4
diminuiu a migracao de neutréfilos para o peritdnio, porém induziu a fagocitose pelos
mesmos de restos celulares e bactérias sem exacerbar a produgéo de radicais livres
(171). A LXA,, através da ligacdo ao seu receptor, possui efeito de desativacédo de
neutrofilos, pois atua em vias como PKC, PKA, MAPK e PI3K (174). Tais vias atuam
diretamente em moléculas de adesdo envolvidas na diapedese e transmigracdo de
neutréfilos (174). Contudo, a migracdo dos leucécitos, inclusive de neutrofilos
depende além da ativacdo, do remodelamento do citoesqueleto mais
especificamente da polimerizacdo dos filamentos de actina (175). A actina € a
proteina citoplasmatica mais abundante nas células e a sua polimerizagcdo em actina
filamentosa (f-actina) é essencial para a motilidade celular (176). Nosso trabalho
demonstrou que o tratamento com LXA, inibiu a polimerizagdo dos filamentos de
actina dos neutrdéfilos via FPR2/ALXR. Estudos ja demonstraram que as vias de
sinalizacdo da PI3K gerando PIP3 a partir de PIP2 e da fosfolipase A2 agem em
paralelo e séo importantes para a quimiotaxia de neutrofilos [revisto em (177)]. Além
disso, Lei Du e colaboradores (2012) demonstraram que o bloqueio da polarizagéao
da f-actina por citocalasina B inibe a formacao da lamelipddia e os aglomerados de
CD11b na membrana de neutréfilos diminuindo a sua transmigracdo para o
parénquima pulmonar e melhorando o processo inflamatorio durante a ARDS (178).
Desta forma a LXA; melhora o quadro inflamatdrio caracteristico do modelo
experimental de M-ARDS provavelmente por modular a producdo sistémica de
mediadores inflamatérios e impedir o remodelamento do citoesqueleto dos

neutrofilos.
95



6 CONCLUSAO

6.1 Conclusdes Parciais

* A comparacdo do desenvolvimento da malaria grave revelou que a producéo
constitutiva maior de LXA, por camundongos Balb/C pode estar envolvida na

resisténcia a malaria grave caracteristica desta cepa de animal,

« O antagonismo do receptor FPR2/ALXR levou ao desenvolvimento de
complicagBes clinicas relacionadas a malaria grave como edema cerebral,

microvasculatura obstruida e aumento da expresséo de ICAM-1;

* A administracdo de LXA, melhora o fluxo sanguineo e reduz o numero de vasos
obstruidos no cérebro de camundongos infectados com P. berghei através da

reducao da ativacdo de células endoteliais;

* O pré-tratamento com a LXA, induz a melhora na funcdo pulmonar por um
mecanismo que envolve a alteracdo na polimerizacdo de actina em neutrdéfilos

medulares, causando diminuicdo da capacidade migratéria dos mesmos.

6.2 Conclusao Geral

Coletivamente, os resultados sugerem que, durante a malaria grave
experimental, a administracdo de ligantes lipidicos anti-inflamatérios ou pré-
resolutivos dos receptores FPR2/ALXR reduz a resposta inflamatéria de forma

tecido-especifica.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history: Abreakdown of the brain-blood barrier (BBB) due to endothelial dysfunction is a primary feature of cerebral ma-
Received 6 November 2014 laria (CM). Lipoxins (LX) are specialized pro-resolving mediators that attenuate endothelial dysfunction in differ-
Received in revised form 23 December 2014 ent vascular beds. It has already been shown that LXA4 prolonged Plasmodium berghei-infected mice survival by a
Accepted 24 December 2014

mechanism that depends on inhibiting IL-12 production and CD8 " IFN-y* T cells in brain tissue; however, the ef-
fects of this treatment on endothelial dysfunction induced during experimental cerebral malaria (ECM) remains
to be elucidated. Herein, we investigate the role of LXA, on endothelial dysfunction during ECM. The treatment of

Available online 7 January 2015

K ds:

Eﬁ{ivc:tol:elial dysfunction P. berghei-infected mice with LXA, prevented BBB breakdown and ameliorated behavioral symptoms but did not
Lipoxin modulate TNF-at production. In addition, microcirculation analysis showed that treatment with LXA,4 significant-
Malaria ly increased functional capillary density in brains of P. berghei-infected C57BL/6 mice. Furthermore, histological

Brain-blood barrier breakdown analyses of brain sections demonstrated that exogenous LXA, reduced capillary congestion that was accompa-
nied by reduced ICAM-1 expression in the brain tissue. In agreement, LXA4 treatment of endothelial cells stimu-
lated by Plasmodium berghei (Pb)- or Plasmodium falciparum (Pf)-parasitized red blood cells (RBCs) inhibited
ICAM-1 expression. Additionally, LXA, treatment restored the expression of HO-1 that is reduced during ECM.
As well, LXA, treatment inhibits PbRBC and PfRBC adhesion to endothelial cells that was reversed by the use of
an HO-1 inhibitor (ZnPPIX). Our results demonstrate for the first time that LXA4 ameliorates endothelial dysfunc-
tion during ECM by modulating ICAM-1 and HO-1 expression in brain tissue.

© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Malaria is the most widespread parasitic disease, and despite the
many efforts made to eradicate malaria, it still accounts for 1 million
deaths per year [1]. Death by cerebral malaria is closely associated

Abbreviations: Al, adhesion index; BBB, brain-blood barrier; BOC-2, N-Boc-Phe-Leu-
Phe-Leu-Phe; CFSE, carboxyfluorescein succinimidyl ester; CM, cerebral malaria; ECM, ex-
perimental cerebral malaria; ELISA, enzyme linked immuno sorbent assay; HO, heme oxy-
genase; ICAM, intercellular adhesion molecule; LX, lipoxin; NO, nitric oxide; Pb,
Pl dium berghei; Pf, Pl dium falciparum; RBC, red blood cell; TNF, tumor necrosis fac-
tor; ZnPPIX, zinc protoporphyrin IX.

* Corresponding author at: Laboratory of Applied Pharmacology, Farmanguinhos,
Oswaldo Cruz Foundation, Rio de Janeiro, R], Brazil.
E-mail address: gracahenriques@fiocruz.br (M.G. Henriques).
! These authors equally contributed to this work.

http://dx.doi.org/10.1016/j.intimp.2014.12.033
1567-5769/0© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

with the adhesion of parasitized erythrocytes to brain vasculature and
breakdown of the blood-brain barrier (BBB) [2,3]. In fact, it has been
widely demonstrated that murine experimental cerebral malaria
(ECM)-induced endothelial dysfunction depends on the adhesion of
parasitized erythrocytes to cerebral microvasculature [4-6]; the pro-
duction of inflammatory mediators, such as TNF-c, as well as increased
expression of adhesion molecules on endothelial cells [7,8]. Recent ad-
vances concerning malaria treatment have suggested that an adjuvant
therapy targeting endothelial activation improves patient outcome
[9-11]. Indeed, prevention of BBB disruption has been shown to dimin-
ish ECM [3], which can be achieved via pharmacological induction of the
stress-responsive protein heme oxigenase-1 (HO-1) and exposure to
carbon monoxide, the end-product of HO-1 activity [12].

Lipoxins (LX) are products of arachidonic acid metabolism and are
produced through sequential lipoxygenase activity following cell-cell

114



M.C. Souza et al. / International Immunopharmacology 24 (2015) 400-407 401

interactions in the inflammatory milieu (reviewed by [13]). The interac-
tion of LXA, and its receptor, ALX has an anti-inflammatory and pro-
resolving activity in several inflammatory models such as allergic air-
way inflammation [14], autoimmune diseases [15] and inflammatory
diseases triggered by bacterial infection [16]. The effect of LXA; on endo-
thelial cells includes the stimulation of cytoprotective pathways
[17-20]. It has been widely reported that LXA, upregulates the expres-
sion of heme-oxygenase 1 (HO-1), a stress-responsive enzyme with
cytoprotective activities [21]. In fact, the stimulation of HO-1 expression
by LXA, in endothelial cells is responsible for the inhibition of cellular
activation, including decreased expression of adhesion molecules [22].

Recently, Shryock and colleagues [23] demonstrated that, during se-
vere malaria, treatment with LX epimers (15-epi-LXA,4) prolonged sur-
vival by a mechanism that depends on inhibiting IL-12 production and
CD8"IFN-y™ T cell accumulation in brain tissue. However, the effects
of this treatment on endothelial dysfunction that is triggered during
ECM remain to be elucidated. In the present study, we provide evidence
that LXA, exerts a protective effect on brain's endothelial cells by bene-
ficially impacting cerebral edema formation and microcirculation. The
underlying mechanisms are shown to include the prevention of capil-
lary rarefaction and anti-adhesive/anti-inflammatory effects on endo-
thelial cells.

2. Materials and methods
2.1. Ethics statement

This work was carried out in strict accordance with the recommen-
dations in the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals of
the National Institutes of Health. The protocol was approved by the
Committee on Ethical Use of Laboratory Animals of the Oswaldo Cruz
Foundation (permit number L052/12).

2.2. Animal preparation and experimental protocol

Male C57BL/6 mice (5-6 weeks old) were provided by the Oswaldo
Cruz Foundation breeding unit (Rio de Janeiro, Brazil) and caged
with free access to food and fresh water at the Farmanguinhos experi-
mental facility, with a room temperature ranging from 22 to 24 °Cin a
12-hour light/dark cycle. The animals were randomly assigned to
three groups: uninfected, P. berghei-infected and LXAy-treated
P. berghei-infected mice. P. berghei ANKA GFPcon 259cl2 was donated
from Malaria Research and Reference Reagent Resource Center (MR4,
Manassas, VA; deposited by CJ Janse and AP Waters, MR4 number:
MRA-865). The infection was induced via intraperitoneal (i.p.) injection
of 5 x 106 P. berghei-parasitized red blood cells (PbRBCs) diluted in sa-
line solution (200 pl), which were withdrawn from a previously infected
mouse of the same strain. Uninfected animals received saline solution
(200 pl, i.p.). LXA4 treatment (0.5 pg/kg/day in 200 pl sterile saline)
was performed by i.p. injection 2 h before infection. Untreated mice re-
ceived the same volume of sterile saline. The treatment was performed
daily, from day 1 to day 6 post-infection. Six days post-infection, a thick
blood smear was performed for parasitemia determination using Diff-
Quick staining. ECM was defined as the presentation of at least 2 of
the following clinical signs of neurologic involvement: ataxia, limb pa-
ralysis, poor righting reflex, seizures, roll-over and coma. In addition, a
set of 6 behavioral tests (transfer arousal, locomotor activity, tail eleva-
tion, wire maneuver, contact righting reflex, and righting in arena)
adapted from the SHIRPA protocol [24,25] was used to provide a better
estimate of the overall clinical status of the mice during infection. The
performance in each test was assessed using the following scoring sys-
tem: 0 to 5 (transfer arousal), 0 to 4 (locomotor activity), O to 4 (tail el-
evation), 0 to 4 (wire maneuver), 0 to 3 (contact righting reflex), and 0
to 3 (righting in arena). Tests were performed at day 0 and day 6 post-
infection in 10 mice per group. The data are expressed as differences
between the values registered at day 0 (pre-infection) and day 6 post-

infection, from each individual mouse. Lower numbers represent maxi-
mum performance, whereas higher scores represent severe behavioral
impairment. During all experimental of the procedures, the mice were
monitored daily, and those that presented impaired locomotor activity
and no struggle response to sequential handling were euthanized.

2.3. TNF-« determination from brain tissue

TNF-a levels were evaluated from brain tissue. Briefly, brains from
non-infected, P. berghei-infected and LXAy-treated P. berghei-infected
mice were excised and homogenized in cell lysis buffer [20 mM TRIS,
150 mM Nacl, 5 mM KCl, 1% Triton X-100, protease inhibitor cocktail
(1:1000, Sigma-Aldrich, USA)] and immediately frozen at —80 °C. The
total protein content of each tissue homogenate was evaluated using
the Bradford method, followed by determination of cytokine production
using a standard sandwich ELISA, performed according to manufacturer's
instructions (BD Pharmingen, USA). The plates were read at 490 nm in
M5 Spectrophotometer (Molecular Devices, USA). The results were
expressed as ng of cytokine per mg of tissue.

2.4. Evaluation of blood-brain barrier disruption

BBB disruption was evaluated as previously described [26]. The mice
were infected and treated as described above. On day 5 post-infection,
mice received an intravenous (i.v.) injection of 1% Evans blue dye
(Sigma-Aldrich, Brazil) and were euthanized 1 h later. Their brains
were weighed and placed in formamide (2 ml, 37 °C, 48 h) to extract
the Evans blue dye from the brain tissue. Absorbance was measured at
620 nm (Spectramax 190, Molecular Devices, CA, USA). The concentra-
tion of Evans blue dye was calculated using a standard curve. The data
are expressed as mg of Evans blue dye per g of brain tissue.

2.5. Cerebral intravital microscopy with epi-illumination and fluorescence

For intravital microscopy, the mice were infected and treated as
described above. At day 5 post-infection, they were anesthetized via
i.p. injection with a mixture of ketamine (100 mg/kg) and xylazine
(10 mg/kg). Anesthesia was maintained via additional intravenous
(i.v.) doses of 5 mg/kg via the tail vein. Core temperature was monitored
with a rectal probe and was maintained at 37 °C with a homeothermic
blanket (Harvard Apparatus, Boston, MA, USA).

To visualize the cerebral microcirculation, a craniotomy of the right
parietal bone was performed using a drill to expose the pia mater micro-
vasculature, as described previously [27]. This window also enables vi-
sualization of in vivo leukocyte recruitment [28]. The assessed field
was continuously perfused with artificial cerebrospinal fluid at 37 °C,
pH 7.35. The perfusate was continuously aerated with 10% O,, 6% CO,
and 84% N, to maintain tension and gas levels comparable to physiolog-
ical pH and to avoid local inflammation.

Following i.v. administration of fluorescein dextran (FITC-dextran
150), images of the microcirculation were acquired using Archimed
3.7.0 software (Microvision, Evry, France). The capillary count was
made using Saisam 5.1.3 software (Microvision). Serial images were
taken with 10x ocular and 10 x objective lenses (Olympus BX150WI;
Center Valley, PA, USA) for 1 min/field from four fields. Only the contin-
uously perfused capillaries were counted to determine the mean func-
tional capillary density, expressed as the number of capillaries/mm?.

To label circulating leukocytes, 0.3 mg/kg rhodamine 6G was i.v.
injected. Fluorescing leukocytes were visualized via microscopy as de-
scribed above. The leukocyte-endothelial interaction was evaluated by
counting the number of leukocytes adhering to the venular wall
(100 pm long) over 30 s and expressed as the number of cells/min/
100 pm. Parameters were determined in pia mater venules with diame-
ters ranging from 50 to 70 pm.
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2.6. Brain histology

Brains from uninfected, P. berghei-infected and LXA4-treated
P. berghei-infected mice were carefully removed, fixed in 4% buffered
formaldehyde, and paraffin-embedded. Five-micrometer-thick slices
were cut and stained with hematoxylin and eosin. The cerebral micro-
vasculature was analyzed in the cortical-medullary region. Occlusive
vessels were examined in 30 consecutive fields under 400 x magnifica-
tion. Adhered parasitized red blood cells were assessed in 30 consecu-
tive fields under 1000 x magnification according to the following
semi-quantitative scoring: 0 = no adhered parasitized red blood cells;
1 = unique adhered parasitized red blood cells; 2 = adhered rosettes;
3 = diffuse adhered cells.

2.7. Immunodetection of HO-1 and ICAM-1

Brains were removed from perfused mice and homogenized in ice-
cold extraction buffer (50 mM Tris, pH 8.0, 150 mM NaCl, 1% NP-40)
freshly supplemented with phosphatase and protease inhibitors
(10 mM NaF, 5 mM Na3VO,4, 5 mM NayP,0; and 1x protease inhibitor
cocktail, Sigma-Aldrich, USA). The final protein concentration in
each condition was determined using the DC™ Protein assay reagent
(Bio-Rad, USA), using BSA as a standard. Aliquots containing 30 ug of
protein were re-suspended in SDS-PAGE loading buffer, resolved on
11% SDS acrylamide gels and transferred onto PVDF Hybond™
membranes (Amersham, UK). After blocking with 5% non-fat dry
milk/Tris-buffered saline containing 0.1% Tween-20 for 1 h at room
temperature, the membranes were probed overnight at 4 °C with spe-
cific primary antibodies followed by horseradish peroxidase-labeled
secondary antibodies. Rabbit polyclonal anti-mouse HO-1 (1:5000)
and horseradish peroxidase-labeled goat polyclonal anti-rabbit anti-
bodies (1:2500) were obtained from Enzo Life Sciences, Inc. (USA).
Mouse monoclonal anti-mouse ICAM-1 (1:1000) and horseradish
peroxidase-labeled goat monoclonal anti-mouse antibodies (1:500)
were obtained from Santa Cruz Biotechnologies, Inc. (USA). Then,
PVDF sheets were incubated with streptavidin-conjugated horseradish
peroxidase (1:10,000) for 1 h and developed by an ECL®-plus reagent
(Enhanced Chemiluminescence, Amersham Biosciences). The bands
were quantified by densitometry, using Image] (public domain) soft-
ware programs.

The probed membranes were stripped with Re-Blot Plus Western
Blot stripping solution (Millipore) for 30 min at room temperature
and re-probed with rabbit polyclonal [3-actin antibody to detect total
levels of protein.

2.8. Endothelial cell stimulation

The murine thymic endothelioma cell line (tEnd.1) [29] and the
human endothelial cell line ECV-304 [22] were kindly provided by
Dr. T.C. Barja-Fidalgo (Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
Brazil). The endothelial cell lines ECV-304 or tEnd.1 were cultured in
RPMI-1640 medium supplemented with 10% heat-inactivated FBS,
2 mM L-glutamine, 100 IU/ml penicillin and 100 mg/ml streptomycin.
The cells were plated onto 24-well culture plates (Nunc, Rochester,
NY, USA) and incubated (10 cells/well) at 37 °C in a humidified incuba-
tor containing 5% CO, chambers for 24 h. Before each experiment, ECV-
304 or tEnd.1 cells were pretreated or not with LXA4 (10 nM) for 1 h, the
LXA, receptor antagonist BOC-2 (N-Boc-Phe-Leu-Phe-Leu-Phe, 40 nM)
or the HO-1 inhibitor zinc protoporphyrin IX (ZnPPIX, 50 uM).
P. falciparum-infected RBCs (PfRBCs, kindly provided by Dr. M.G. Zalis,
Universidade Federal do Rio de Janeiro) or P. berghei-infected RBCs
(PbRBCs) were stained with CFSE (25 pM; Life Technologies, USA) for
30 min and then added to both non-treated or treated the ECV-304 or
tEnd.1 cultures (50 erythrocytes/cell, 5% parasitemia).

ology 24 (2015) 400-407

2.9. Cytoadherence assay

ECV-304 and tEnd.1 cells were cultured and treated as de-
scribed above, and PfRBCs or PhRBCs were allowed to adhere to
the ECV-304 or tEnd.1 cultures for 1 h. Non-adherent erythrocytes
were gently washed away with PBS, and the remaining cells were
subsequently fixed in ethanol and stained with Giemsa (Merck,
Brazil). The number of adhered erythrocytes per ECV-304 or
tEnd.1 cell was determined by direct counting under 400 x magni-
fication. The data are expressed as an association index calculated
as previously described [30]: Adhesion index (Al) = (cell with
bound erythrocytes) / total cell number x (erythrocytes bound to
cell) / (total cell number x 100).

2.10. Immunocytochemistry

ECV-304 or tEnd.1 pre-treatment and stimulation were performed
as described above. The immunofluorescent studies were performed
as described previously [26]. To evaluate ICAM-1 expression, cells
were fixed with 4% (w/v) paraformaldehyde and 4% (w/v) sucrose,
followed by blocking with 2% bovine serum albumin. The cells were
then incubated with anti-human ICAM-1 (1:50, BD Pharmingen, USA)
mADb or anti-mouse ICAM-1 (1:100 BD Pharmingen, USA) and subse-
quently incubated with the appropriate secondary FITC-conjugated an-
tibody (Santa Cruz Biotechnology, USA). Microscopic acquisition of the
fluorescent images was performed using a fluorescence microscope
(Nikon, Japan), and the fluorescence intensity was measured using
Volocity software (Perkin Elmer, USA).

2.11. Statistical analysis

Statistical significance was assessed using ANOVA followed by the
Bonferroni test. The results are expressed as the mean + SEM, and the
significance level in all cases was set at p < 0.05. A log-rank (Mantel-
Cox) test was used to compare the percent survival. The significance
level was set at p < 0.05.

3. Results

3.1. LXA, prevents cerebral dysfunction induced by P. berghei infection
independently of TNF-« production

To address the involvement of LXA; on vascular dysfunction
during ECM P. berghei-infected C57BL/6 mice were treated with LXA4
(0.5 pg/kg/day). Initially, LXA, dose-response curves were constructed,
and from these curves the threshold dose was defined (Supplemental
data 1). LXA4 treatment did not alter parasitemia levels 5 d post-
infection (Fig. Fig. 1A), however, in agreement with a previous study
[23], prolonged the survival of P. berghei-infected mice (Fig. Fig. 1B).
Treatment with LXA,4 reduced the Evans blue dye extravasation into
brain tissue observed during ECM (Fig. Fig. 1C). It is important to note
that treatment with LXA, did not modulate Evans blue dye extravasa-
tion to the brain tissue of uninfected mice (Supplementary data 2).
Moreover, LXA4 treatment further improved behavioral and functional
scores in treated mice compared with untreated mice (Fig. Fig. 1D).
To investigate if LXA4 ameliorates vascular dysfunction by modulating
TNF-a production that accounts for activation of endothelial cells,
we investigated TNF-a production in brain tissue of LXA4 treated
P. berghei-infected mice. A significant increase in TNF-a production
was observed in the brains of P. berghei infected C57BL/6 mice com-
pared to uninfected mice, however, the increased levels of TNF-c in-
duced by P. berghei infection were not affected by LXA, treatment
(Fig. Fig. 1E).

116



M.C. Souza et al. / International Immunopharmacology 24 (2015) 400-407 403
A B
25- HER P. berghei
20 10 =@~ Non Treated
- 0 XA,
= 754
2 154 —_
: .
- [d
% 101 2 %
B -
o
@ -
< | - 6-o
0‘ 0 T T T T T T T T - 1
LXA, - 05 © 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
(ng/kg/day) oI
C D E
33 Uninfected 3 Uninfected
60- W P. berghei 40 W P. berghei 0.08- B P. berghei
*
- . E .
: £ 30- & 0.06-
EE A @ + %
3 -
" ‘5 ‘—: 20+ E’ 0.04 ==
™ = 3
m o 2 g
& 2 20- s s
g 10+ £ 0.02-
- <
(=
Ikgld y = " 0.5 ”o“ -:0 05
(ng/kgiday) (nglkg/day) (ng/kg/day) - ’

Fig. 1. LXA, attenuates cerebral malaria. (A) Parasitemia levels were evaluated 5 days post-infection in C57BL/6 infected with P. berghei and treated with LXA, (0.5 pg/kg/day), as described
in Materials and methods. The results are expressed as the mean 4+ SEM from at least six animals per group in two independent experiments. (B) Survival rates for C57BL/6 mice infected
with P. berghei untreated (vehicle, closed symbols) or treated with LXA4 (0.5 pg/kg/day, open circle). The log-rank test revealed significantly different survival curves when untreated
P. berghei-infected (n = 10) and LXA-treated P. berghei-infected (n = 10) C57BL/6 mice were compared (p = 0.04). (C) Evans blue dye extravasation within brain tissue from C57BL/
6 mice uninfected (open bars) or P. berghei-infected (closed bars) 5 days prior. C57BL/6 mice were treated with LXA, (0.5 pg/kg/day). The results are expressed as the mean + SEM
from at least six animals per group in two independent experiments. (D) Behavioral and functional analyses were evaluated 5 days post-infection in C57BL/6 infected with P. berghei
and treated with LXA, (0.5 pg/kg/day), as described in Materials and methods. The results of behavioral and functional analyses are expressed as differences between values registered
pre- and post-infection (A) from at least six animals per group. (E) TNF-at levels from brain tissue were evaluated using ELISA. The results are expressed as the mean + SEM of six
animals per group. Statistically significant differences compared with the uninfected group (p < 0.05) are indicated by *, and statistically significant differences compared with the

P. berghei-infected group (p < 0.05) are indicated by +.

3.2. LXA, ameliorates cerebral microcirculation of P. berghei-infected mice

Accordingly, a significant decrease in functional capillary density
was observed due to diminished numbers of spontaneously perfused
capillaries in the brains of P. berghei-infected mice (Fig. Fig. 2A and C)
compared to uninfected mice (Fig. Fig. 2A and B). This phenomenon
was partially reversed in LXA4-treated mice (Fig. Fig. 2A and D). Accord-
ingly, histological analyses of brain sections from infected mice treated
with LXA4 showed a reduction in the number of congested capillaries
(Fig. Fig. 2E and H) compared to non-treated infected mice
(Fig. Fig. 2E and G). In histological analyses of brain sections from unin-
fected mice it was not observed glial cell swelling neither capillary con-
gestion (Fig. Fig. 2E and F). The diminished percentage of occluded
vessels observed in LXA,-treated mice was accompanied by lower
score of parasitized erythrocytes adhesion to brain vasculature
(Fig. Fig. 2I and L) then score observed in brain tissue of non-treated in-
fected mice (Fig. Fig. 2I and K). No leukocytes were observed adhering
to brain vasculature of non-infected mice (Fig. Fig. 2]).

3.3. LXA4 inhibits endothelial activation markers during ECM

To investigate if the effects of LXA, are dependent of endothelial cell
activation, the expression of endothelial activation marker ICAM-1 was

quantified in brain tissue of P. berghei infected mice, treated or not
treated with LXA,4. As expected, ICAM-1 expression was higher in
P. berghei infected mice than in uninfected mice, and LXA, treatment re-
duced ICAM-1 expression in the brains of P. berghei-infected mice
(Fig. Fig. 3A). Corroborating such results, the co-culture of murine endo-
thelial cells (tEnd.1 cells) and red blood cells parasitized by P. berghei
(PbRBCs) induced the expression of ICAM-1 expression (Fig. Fig. 3B).
In agreement, P. falciparum-infected red blood cells (PfRBCs) also in-
duced ICAM-1 expression in human endothelial cells (ECV-304 cells)
(Fig. Fig. 3C). Interestingly, the treatment of both endothelial cell lines
with LXA4 impaired ICAM-1 expression when compared with the
equivalent parasitized RBC-stimulated control group. Treatment with
BOC-2 reversed the decreased ICAM-1 expression induced by LXA4
(Fig. Fig. 3B and C).

3.4. LXA, triggers cytoprotective pathways during ECM

To address the hypothesis that LXA, triggers endothelial protective
effects during ECM, we evaluated a mechanism by which LXA, amelio-
rates endothelial cell function in P. berghei-infected mice. To this end,
the expression of HO-1 was quantified in brain tissue of P. berghei infect-
ed mice, treated or not treated with LXA,. Low levels of HO-1 were de-
tected in the brains of P. berghei infected mice when compared with
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mean + SEM from at least six animals per group in two independent experiments. Statistically significant differences compared with the uninfected group (p <0.05) are indicated by *, and
statistically significant differences compared with the P. berghei-infected group (p < 0.05) are indicated by +. Representative photomicrographs of brains from uninfected mice (Fand J),
P. berghei-infected mice (G and K) and P. berghei-infected and LXA,-treated (0.5 pg/kg/day; H and L) demonstrating occluded vessels (*), RBCs adhered to the endothelium (black arrows)

and leukocytes adhered to the endothelium (head arrows).

uninfected mice; and LXA4-treated mice expressed similarly elevated
levels of HO-1 over those observed in uninfected mice (Fig. Fig. 4A).
Additionally, the co-culture of endothelial cells and parasitized red
blood cells (either PbRBCs or PfRBCs) induced the adhesion of parasit-
ized RBCs to the membranes of the respective endothelial cells. Adhe-
sion was inhibited when both cell lines were pretreated with LXA,4
(10 nM) and treatment with BOC-2 (40 nM) reversed the inhibitory ef-
fect of LXA4. To evaluate the mechanism by which LXA; modulates par-
asitized RBC adhesion to endothelial cells, the cells were further treated
with ZnPPIX (50 uM) to block the activity of HO-1. We observed that
LXA4-reduced RBC adhesion was reversed by ZnPPIX pretreatment of
both endothelial cell lines (Fig. Fig. 4B and C, Supplementary data 2).

4. Discussion

Herein, using an experimental model of cerebral malaria, we dem-
onstrate for the first time that LXA4 exerts an endothelial protective ef-
fect during ECM by inducing cytoprotective pathways. Despite its
widely recognized role as anti-inflammatory mediator [13,19,31,32],

the role of LXA4 during cerebral dysfunction induced by malaria infec-
tion is poorly understood.

Previous data in the literature have shown that treatment with the
LXA4 epimer improved mouse survival by inhibiting IL-12 production
and CD8"IFN-y™ T cell accumulation in brain tissue [23]. In agreement
with these results, we observed amelioration of major signs of ECM as
cerebral edema and behavioral and functional scores. Interestingly,
when we performed a dose-response experiment aimed to pharmaco-
logically investigate the link between LXA4 levels and its effects, we ob-
served that lower doses were more effective. As described before, the
LXA, receptor, ALX/FPRL, is a G-protein coupled receptor (GPCR) in-
volved in cell- and agonist-specific signaling [33]. Furthermore, ALX/
FRPL is regulated by desensitization and agonist-induced internalization
[34]. Thus, in our model, where LXA, is administered for 6 days, higher
doses of LXA4 are most likely inducing internalization and/or desensiti-
zation. In addition, LXA, did not interfere with parasitemia levels,
supporting the evidence that LXA; modulates exclusively the host re-
sponse to P. berghei infection.

Cerebral tissue damage induced during P. berghei infection is primar-
ily due to inflammatory cell accumulation/activation, the production of
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Fig. 3. IXA4 inhibit ICAM-1 expression during P. berghei infection in vivo and in vitro.
(A) Representative membrane preparations of uninfected (lanes 1 and 2, open bars),
P. berghei-infected (lanes 3 and 4, closed bars) and P. berghei-infected and LXA4-treated
(0.5 pg/kg/day; lanes 5 and 6) underwent immunoblotting for the detection of ICAM-1 in
brain tissue. ICAM-1 expression levels were normalized to (3-actin. The results are expressed
as the means 4+ SEM (n = 6) of two independent experiments. Statistically significant differ-
ences compared with the uninfected group (p < 0.05) are indicated by *, and statistically signif-
icant differences compared with the P. berghei-infected group (p < 0.05) are indicated by +. The
murine tEnd.1 endothelial cell line (B) and human ECV-304 endothelial cell line (C) were used
to determine ICAM-1 expression under parasitized RBC stimulation. ICAM-1 expression levels
were evaluated in endothelial cells pretreated with LXA, (10 nM) or XA, plus BOC-2
(40 nM) and stimulated with parasitized (P. berghei — Pb; P. falciparum — Pf) RBCs. The results
are expressed as the MIF 4 SEM from three independent experiments. Statistically significant
differences compared with the parasitized RBC untreated group (p < 0.05) are indicated by
+, significant differences compared with the XA treated group are indicated by #, and signif-
icant differences between unstimulated and parasitized RBC-stimulated cells are indicated by *.

inflammatory mediators in the brain vasculature, and the breakdown of
the BBB. This latter effect is induced by decreased expression of junction
proteins in activated cerebral endothelial cells [3,35,36]. Lipoxins have
been described to ameliorate BBB breakdown in non-infectious experi-
mental models by modulating MMP9 expression and MAPK activation
[37,38]. Compelling evidence suggests that the protective role of LXA4
in diseases caused by apicomplexan parasites such as Toxoplasma gondii
[39,40] depends on inhibition of cytokine production. Accordingly, in-
creased production of [FN-y and IL-12 has been demonstrated during
ECM in the absence of endogenous LXA4 [23]. It is noteworthy
that IFN-y and IL-12 are more relevant in lymphocyte activation
rather than endothelial activation [41]. TNF-a has been demonstrated
as a crucial cytokine in endothelial dysfunction during ECM [42,43].
However, in our model, LXA4 did not modulate TNF-a production dur-
ing ECM. As well, LXA, impairs the activation of TNF-a-stimulated en-
dothelial cells [22,44], which suggests that prevention of brain edema
formation in LXA4-treated mice does not depend on TNF-« production.
Although the modulation of cytokines by LXA4 treatment during severe
malaria cannot be excluded, our results concerning cerebral dysfunction
strongly suggested an additional role to the many played by this lipid
mediator in ECM.

Although we did not observe a difference in lymphocyte accumula-
tion in the brain tissue of LXA4-infected mice (data not shown), we ob-
served an improved functional capillary density, a significant reduction
in vascular occlusion in the brains of LXA4-treated mice and reduced
P. berghei-infected erythrocytes adhered to brain vasculature. Indeed,
ECM is associated with vasoconstriction and impaired responses to ace-
tylcholine due to nitric oxide synthase dysfunction [45,46]. Thus, thera-
peutic approaches for improving endothelial function, such as the
induction of HO-1 expression and reduction of ICAM-expression
through the administration of either NO donors [47] or carbon monox-
ide [12], would be beneficial in P. berghei infection.

To confirm the hypothesis that LXA, is acting on endothelial
dysfunction induced during ECM, the expression of endothelial cell acti-
vation marker, [CAM-1, was investigated. In the current study, LXA4 im-
paired ICAM-1 expression in brain tissue of infected mice, as well as in
PbRBCs- and PfRBCs-stimulated endothelial cells in vitro. The ability
of the LXA4/ALX complex to modulate the expression of adhesion
molecules has been described in other non-infectious models, including
their capability to reduce the expression of ICAM-1 on TNF-a-
stimulated endothelial cells in vitro [48,49]. Under inflammatory condi-
tions, ICAM-1 signaling is involved in endothelial activation, the
rearrangement of the endothelial actin cytoskeleton, the regulation of
vascular permeability, and the transmigration of immune cells into the
brain parenchyma [50,51]. The essential role of ICAM-1 in cytoadherence
and vascular occlusion during ECM has been previously demonstrated
[26]; however, until now, the direct effect of LXA4 on the inhibition of
ICAM-1 expression during ECM had not been shown.

Several studies have described that LXA;-induced HO-1 expression
attenuates endothelial dysfunction both in vivo [52,53] and in vitro
[22,54]. HO-1 is an isoenzyme that catabolizes free heme released
under pathological conditions, especially in pathologies that are associ-
ated with intravascular hemolysis, such as burns, microangiopathy and
malaria. HO-1 expression is related to tissue protection [21]. Indeed, the
presence of HO-1 limits the damage induced during the inflammatory
response, and its pharmacological up-regulation helps maintain BBB in-
tegrity under pathological conditions in vivo and in vitro [55]. It has been
widely described that HO-1 inhibits the expression of several adhesion
molecules, especially ICAM-1 [56,57]. As well, the modulation of adhe-
sion molecules by LXA, via HO-1 expression in TNF-a-stimulated cells
has already been demonstrated [22]. In addition, parasites export pro-
tein to erythrocyte membrane that allows parasitized red blood cell ad-
hesion to adhesion molecules expressed on endothelial cells [42,58].
During ECM, HO-1 is known to be differentially regulated in certain
tissues at different stages of the Plasmodium life cycle [12,59]. Further-
more, HO-1 production in brain tissue is associated with mouse survival,
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decreased cerebral edema and decreased ICAM-1 expression [12]. How-
ever, even though LXA4 has been demonstrated to induce HO-1 expres-
sion in non-infectious models in vivo [60], this effect has not been
previously demonstrated in a malaria model. Thus, in our model, LXA4
probably reduces the ICAM-1 expression by inducing the expression of
HO-1.

Collectively, the results of this study suggest that LXA4 attenuates ce-
rebral dysfunction by regulating the expression of ICAM-1 and HO-1
both in vive and in vitro.
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Abstract

The use of experimental models of severe malaria has demonstrated that malaria-
induced acute respiratory distress syndrome (M-ARDS) may be triggered locally by hemozoin
and parasitized erythrocytes or occur secondary to the systemic inflammatory response.
Furthermore, experimental M-ARDS is well established to depend on neutrophil infiltration.
Lipoxin A4 (LXAy) is an anti-inflammatory eicosanoid whose effect on lung tissue during
endotoxin-induced ARDS is thought to hinder the sequestration of neutrophil-platelet
aggregates in the lung parenchyma. However, to date, the effect of LXA; on M-ARDS
remains unclear. We hypothesized that LXA, prevented neutrophil accumulation in the lung
tissue by modulating extrapulmonary inflammatory mechanisms in experimental M-ARDS.
Male C57BL/6 mice were randomly assigned to the following four groups: non-infected;
saline-treated Plasmodium berghei-infected; LXAy-treated P. berghei-infected (LXA4
administered 1 h before infection), and P. berghei-infected mice treated with both LXA, and
the ALX antagonist BOC-2. The treatments were performed daily (days 0 to 5 post-infection).
On day 6, pre-treatment with LXA, prevented lung edema, lung mechanic impairment, and
neutrophil accumulation in the pulmonary tissue and blood; however, the treatment did not
affect neutrophil maturation, apoptosis, or chemokine (C-X-C motif) receptor 2 expression in
the bone marrow. In vitro analysis showed that bone marrow neutrophils were unable to
migrate. Additionally, in vitro treatment with LXA, prevented neutrophils from migrating
towards plasma collected from P. berghei-infected mice. LXA, also impaired neutrophil
cytoskeleton remodeling by inhibiting F-actin polarization. In conclusion, LXA, prevented
M-ARDS by regulating neutrophil motility in the bone marrow through a mechanism

involving cytoskeletal remodeling impairment.
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Malaria is the most important parasitic disease worldwide, accounting for 1 million deaths each year. Severe malaria is a systemic
illness characterized by dysfunction of brain tissue and of one or more peripheral organs as lungs and kidney. The most severe
and most studied form of malaria is associated with cerebral complications due to capillary congestion and the adhesion of
infected erythrocytes, platelets, and leukocytes to brain vasculature. Thus, leukocyte rolling and adhesion in the brain vascular
bed during severe malaria is singular and distinct from other models of inflammation. The leukocyte/endothelium interaction
and neutrophil accumulation are also observed in the lungs. However, lung interactions differ from brain interactions, likely due to
differences in the blood-brain barrier and blood-air barrier tight junction composition of the brain and lung endothelium. Here, we
review the importance of endothelial dysfunction and the mechanism of leukocyte/endothelium interaction during severe malaria.
Furthermore, we hypothesize a possible use of adjunctive therapies to antimalarial drugs that target the interaction between the

leukocytes and the endothelium.

1. Introduction

Malaria is the most important parasitic disease worldwide.
It is present in more than 100 countries, putting 1.2 billion
people at risk and accounting for more than 800 thou-
sand deaths each year [I, 2]. Cerebral malaria (CM) is
the most severe form of malaria and is usually found in
children under five years old [3]. Clinically, CM is defined
by the identification of P. falciparum in peripheral blood,
convulsions, and coma, after ruling out any other cause
of coma such as meningitis [4, 5]. Pathological findings
such as capillary congestion, production of proinflammatory
cytokines, and adhesion of infected red blood cells (iRBC) to
brain vasculature are responsible for cerebral complications
associated with CM [6]. In some patients, a systemic illness
called severe malaria (SM) is observed which is characterized
by one or more peripheral organ dysfunctions as acute lung
injury (ALI)/acute respiratory distress syndrome (ARDS) [7]
and acute kidney injury [8, 9] and can be combined with

cerebral malaria signals [10]. Some authors suggest that SM
is due to pathological events such as parasitized erythrocytes,
leukocyte adhesion to the organ microvasculature, systemic
production of cytokines, and cytotoxic lymphocyte activation
[11, 12]. Despite systemic activation, the leukocyte/endothelial
cell interaction differs depending on the studied organ. Here,
we discuss endothelial dysfunction during severe malaria
and the mechanisms by which leukocytes adhere to the
endothelium in distinct organs during this pathology.

2. Leukocyte-Endothelium Interaction during
Cerebral Malaria

A main characteristic of brain physiology is the immune
privilege conferred by the BBB to brain tissue [13]. However,
the BBB composition, especially in the postcapillary venule,
allows leukocyte diapedesis during nonmalarial brain injury
(14, 15].
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During human cerebral malaria, the importance of
infected red blood cells adhesion to brain microvasculature
is well established [5]. Necropsy of fatal cases of severe
malaria shows the adhesion of iRBC in the venules and
capillaries, causing congestion [6, 16, 17]. The mechanism of
iRBC adhesion to brain microvasculature is well described
and depends on expression of membrane proteins such
as P. falciparum erythrocyte membrane proteins (PfEMP1)
[18]. However, the leukocyte-endothelium interaction during
human cerebral malaria is not completely clarified [12, 16,
19, 20]. Indeed, it is well established that both endothelium
[21] and leukocyte [22, 23] are activated in patients diagnosed
with CM; however, how they orchestrate the brain injury to
develop CM is still not well understood.

Endothelium activation markers have been used in clini-
cal studies to predict malaria severity [24, 25]. During CM,
the endothelium can be activated by different mechanisms
as the binding of soluble proteins present in host serum
[24], direct contact with iRBC [6], and activation induced by
parasite-derived molecules as hemozoin [26] and GPI [27].
Necropsy performed in fatal cases of CM showed increased
expression of adhesion molecules on brain microvasculature
[28] supporting the idea that the endothelium is able to pro-
mote leukocyte adhesion. Some studies show the presence of
leukocyte in brain vasculature lumen [16] or in perivascular
space [29], although there are no lines of evidence of the
importance of leukocyte adhesion to brain vasculature in
development of human CM. However, it cannot be ruled out
considering the lack of knowledge in this issue [16, 20].

The interaction between leukocytes and endothelial cells
during human CM could not depend on cell-cell contact.
Instead, leukocytes and lymphocytes produce inflammatory
mediators as TNF-a which activate endothelial cells [28, 30].
Endothelial activation induced by TNF-« accounts for many
factors involved in development of CM [31] as increased iRBC
adhesion [30], expression of leukocyte chemotactic factors
[32] and, costimulated by iRBC, increases ICAM-1 expression
that improve iRBC adhesion [30].

On the other hand, the adhesion of leukocytes to brain
vasculature is often observed during experimental cerebral
malaria [33, 34]. A recent report revealed that the majority
of leucocytes accumulated in the brain during experimental
severe malaria are monocytes. These cells are responsible
for the recruitment of CD4" and CD8" T cells to the CNS
vasculature [35]. However, in the absence of monocytes, T
cells are still recruited to the brain to initiate experimental
cerebral malaria [35]. Observation of the microvessels within
the brains of live animals demonstrated the marginalization
of leukocytes and platelets aggregates in postcapillary brain
venules but not in capillaries of P. berghei-infected mice,
showing that leukocytes do not accumulate in brains tissue
but induce endothelium dysfunction, leading to vascular
leakage, neurological signs, and coma [35, 36]. The role
of adhesion molecules, especially ICAM-1, in the leuko-
cyte/endothelium interaction to promote cerebral dysfunc-
tion during experimental severe malaria is controversial. The
impairment of the ICAM-1/f32-integrin complex abolishes
the development of cerebral dysfunction associated with P
berghei infection [36-38]. However, Ramos and colleagues
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deleted ICAM-1 in different cells and showed that only
ICAM-1 expressed in leukocytes accounts for experimental
severe malaria [39]. The authors speculated that because
endothelial cells do not express ICAM-1 counter receptor,
leukocytes, platelets, and iRBC aggregates occlude brain
microvessels and promote cerebral malaria [39].

A new approach of leukocyte and endothelium inter-
action in brain during CM has been proposed through
interaction between MHC class I molecules and CD8" T lym-
phocytes. Recent studies regarding experimental CM show
that the membranes of endothelial cells and iRBC fuse by tro-
gocytosis, resulting in the expression of Plasmodium antigens
[40]. Endothelial cells preferentially phagocytize merozoites
and, via proteasome digestion, present plasmodial antigens
by MHC class I molecules to CD8" T lymphocytes, thus con-
tributing to the adaptive immune response to P. berghei infec-
tion [41]. It is noteworthy that the same results were observed
within P, falciparum phagocytosis by human endothelial cells
[41]. However, P. falciparum phagocytosis by endothelial cells
in vivo and its clinical relevance remain to be elucidated.

Overall, microvascular congestion observed in both
human and experimental CM leads to severe cerebral
endothelial damage, resulting in the breakdown of the BBB
mainly at the level of postcapillary venules [16, 29, 31, 42]. The
postcapillary venule BBB (Figure 1) is functionally distinct
from other BBB areas and is in direct contact with the perivas-
cular space [42]. In light of the new findings concerning brain
anatomy in which the authors described the presence of lym-
phatic vessels in direct contact with the perivascular space in
the central nervous system, in the next few years, the dynam-
ics of the interaction between leukocytes and the endothe-
lium during cerebral malaria will likely be unveiled [43].

3. Leukocyte-Endothelium Interaction in
the Lung during Malaria

The brain is not the only organ affected during severe malaria.
Twenty percent of patients diagnosed with severe malaria
develop acute lung injury (ALI) and acute respiratory distress
syndrome (ARDS) [7, 9]. ALI/ARDS is a syndrome derived
from pathological conditions such as sepsis and traumatic
brain injury. ALI/ARDS diagnosis includes the identification
of respiratory failure, diffuse alveolar damage, and inflamma-
tory infiltration in lung tissue [44]. Necropsy in fatal cases of
severe malaria revealed that patients present classical symp-
toms of AL including pulmonary edema, pulmonary capil-
lary congestion, thickened alveolar septa, marked inflamma-
tory response in lung tissue, and macrophages in the lumen of
the pulmonary capillaries [11]. Murine experimental models
of severe malaria also present pulmonary pathology such as
edema, cell infiltration, tissue damage, and lung mechanical
impairment [45-48]. Furthermore, the lung appears to be a
large reservoir of metabolically active parasites, as described
inan elegant study by Lovegrove et al. who evaluated the tran-
scriptional responses to Plasmodium in different organs [49].

The lung vasculature in malaria infection is essential
to initiate the Plasmodium cycle within the host. When
merozoites leave the liver, they are located inside host-derived
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buds named merosomes, whose membranes are disrupted
within the pulmonary capillary beds to allow merozoites to
reach the erythrocytes [50, 51]. The close contact between
infected erythrocytes and pulmonary endothelial cells trig-
gers a remarkable inflammatory response 24 h after infection,
characterized by intense inflammatory cell infiltration as
well as the production of proinflammatory cytokines and
chemokines in lung tissue that persists for at least five days
after infection [45-47]. The quantity of parasites in lung

tissue defines the extent of chemokine production in lung
tissue [52]. Chemokines such as CCL2, CXCLI, and CCL5
are produced in lungs during experimental malaria and are
correlated with macrophage and neutrophil accumulation
in pulmonary tissue [45, 53, 54]. Intravital studies in lungs
of Plasmodium-infected mice reveled edema formation and
the migration of monocytes and neutrophils to lung tissue
[37]. However, due to the technical limitations in studying
leukocyte mobility within the lung [55], until now, there have
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been no available data on the dynamics of leukocytes and
lung endothelium during malaria-triggered ALI [37]. Indeed,
lung endothelial cells are activated during malaria infection
and express adhesion molecules. P-selectin, in addition to L-
and E-selectin, is part of a family of calcium-dependent (C-
type) lectins whose activation induces the expression of [32-
integrins and consequent leukocyte arrest in the vasculature
[56, 57]. P-selectin is expressed in both lung and brain
endothelium during experimental malaria. This molecule
mediates leukocyte rolling in brain microvessels of P. berghei-
infected mice; however, it is not essential for development
of experimental cerebral malaria signals [58]. On the other
hand, the monocyte/macrophage accumulation in lungs of P,
berghei-infected mice depends on the expression of ICAM-1
[52, 59], while ICAM-1 expression in the brains of infected
mice does not account for leukocyte adhesion [60]. It is
interesting to note that while inflammatory cell infiltration in
cerebral tissue was not observed in the brain, neutrophil and
macrophage infiltration is frequently observed in pulmonary
interstitial lung tissue during malaria [45]. Indeed, differ-
ences in the blood-brain barrier and blood-air barrier tight
junction constitution of the brain and lung are responsible
for this phenomenon (Figure 1).

The morphological and biochemical differences between
lung and brain endothelial cells account for the dis-
tinct inflammatory responses in both organs. Despite both
endothelial cell types containing nonfenestrated endothe-
lium, brain endothelial cells present fewer caveolae and are
richer in tight junctions than lung endothelium [61, 62].
The lung endothelial bed is rich in adherens junctions and
P-selectins and allows leukocyte transmigration by paracel-
lular and transcellular pathways [61, 62]. Endothelial cells
from lung tissue can be activated by VEGF [4], TNE-
a [63], LPS [64], and P. falciparum infected erythrocytes,
resulting in the reorganization of their junctional proteins
[63]. In addition to inflammatory mediators and pathogen-
associated molecular pattern (PAMP), the leukocyte contact
also contributes to endothelial cell reorganization, triggering
a dephosphorylation cascade followed by the endocytosis
of VE-cadherins, which support leukocyte transmigration
through lung endothelial cells [65]. Of note, in most organs,
leukocyte transmigration happens almost exclusively in post-
capillary venules. However, in the lung leukocyte transmigra-
tion occurs in capillaries of the blood-air barrier which are
surrounded by epithelium forming alveoli [61].

In addition to the direct interaction between leukocytes
and the endothelium described earlier, leukocytes can bind
platelets and then adhere to the endothelium. Piguet and
colleagues showed that platelet and mononuclear cell trap-
ping occurs in the lungs of P. berghei-infected mice [66].
In addition, the authors observed that the impairment of
platelet activation decreased leukocyte adhesion to the lung
vasculature of P. berghei-infected mice [66]. The stimulation
of the receptor P2Y, but not P2Y,, on platelets induces
the downstream activation of the RhoA pathway, resulting
in platelet/leukocyte aggregation and migration to the lung
[67]. In addition, platelets also contribute to the leuko-
cyte/endothelium interaction by releasing microparticles.
Neutrophils stimulated with platelet-derived microparticles
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increased the expression of aM integrin and adhered to
pulmonary endothelial cells via ICAM-1 [68].

The study of leukocyte/endothelium interactions within
the lung during malaria is limited but extremely impor-
tant. Mice depleted of neutrophils showed reduced malaria
associated ALI and delayed mortality [38], suggesting that
further studies are necessary to show the mechanism of the
leukocyte/endothelial interaction in the lung during severe
malaria.

4. Leukocyte/Endothelium Interaction during
Malaria as a Target for Treatment

In accordance with the findings presented above both in
human and animals, the leukocyte/endothelium interaction
plays a role in the development of pathogenesis of severe
malaria particularly in malaria-induced ALI [9, 12, 45, 47].
In fact, lung dysfunction triggered in both human and
experimental malaria shares similarities with lung mechanics
impairment, pulmonary edema, production of inflammatory
cytokines, and inflammatory cells infiltration in lung tissue
[9, 45]. Furthermore, the inflammatory response persists
even after the host is cured of infection [10, 69, 70] (unpub-
lished data), which suggests that modulation of inflammatory
response in addition to antimalarial therapy would be helpful
to patient outcome [71]. The leukocyte-endothelium interac-
tion is not the most important factor regarding development
of human cerebral malaria pathogenesis; however, it should
not be neglected as actor in severe malaria-induced organ
dysfunction.

Recently, Frosch and John suggested that an adjunctive
therapy that impaired the inflammatory response induced
during malaria should be combined with antimalarial drugs
[72]. Several approaches have already aimed at the modula-
tion of the malaria-induced inflammatory response. Figure 2
illustrates several potential targets described in the liter-
ature. Patients diagnosed with severe malaria have been
treated with modulators of TNF-a production [73], CD36
expression [74, 75], NO precursors [70, 76], or adhesion of
iRBC to vasculature [77] and presented decreased inflam-
mation scores when compared to a placebo treated group.
Despite evidence suggesting that the modulation of leukocyte
and endothelial activation supports the outcome of severe
malaria, it is not clear whether an adjunctive therapy targeting
the leukocyte/endothelium interaction would predict patient
outcome. It is worth noting that the most important class
of antimalarial drug to treat severe malaria is artemisinin
and its derivatives [78], which also have immunomodulatory
activities in pathologies such as microbial infections, tumor
growth, and inflammatory diseases [79-82]. Our group
demonstrated that, in addition to its antimalarial properties,
artesunate exerted a protective effect against severe malaria
via its immunomodulatory properties by inhibiting endothe-
lial cell activation, NF-«B nuclear translocation, and the
subsequent expression of ICAM-1[83].

Srinivas and colleagues studied the effect of treatment
with activated protein C on a patient with severe malaria
coinfected with leptospirosis and observed a rapid outcome
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and procoagulant activity of endothelial cells.

[84]. The binding of activated protein C to endothelial cell
protein C receptor in activated endothelial cells avoided
NE-xB p65 phosphorylation and induced AKT signaling,
which decreased the expression of adhesion molecules on the
endothelial cell surface [18, 85]. Thus, activated protein C in
malaria would increase endothelial barrier integrity, induce
antiapoptotic pathways, and decrease adhesion molecule
expression [86]. Other modulators of endothelial functions
have been used to evaluate malaria outcome in humans and
experimental models. Studies in which P. berghei-infected
mice were treated with statins, a class of drugs that inhibit
the rate-limiting step in cholesterol synthesis and that show
pleiotropic effects, demonstrated that statins decreased the
production of chemokines [87] and decreased the adhesion
of leukocytes to the brain microvasculature [88] probably
by inhibiting the binding site of LFA-1 on leukocytes [89].
Accordingly, in vitro treatment of human endothelial cells
with statins followed by stimulation with P falciparum-
infected erythrocytes decreased the expression of adhesion
molecules, suggesting that statins could exert an antiadhesive

role in the treatment of severe malaria [90]. Statins have
not been tested in clinical trials for malaria adjunctive
treatment. However, statins diminished the risk of sepsis-
related mortality in patients, probably by decreasing the
inflammatory response triggered during sepsis [91].

The endothelial barrier stabilizer sphingosine-1-phos-
phate (S1P) also rescued mice from severe malaria by decreas-
ing the numbers of CD8*, CD4", and CD45" cells in the
brain vasculature of P. berghei-infected mice, likely decreas-
ing ICAM-1 expression and stabilizing the tight junction
protein ZO-11in brains [36, 92]. Transfection of bone marrow
mesenchymal stromal cells and administration of SIP and
other endothelial barrier stabilizers such as neuregulin-1
induce the endogenous Ang-1 anti-inflammatory pathway,
which promotes decreased vascular permeability by stabiliz-
ing endothelial cell tight junctions, endothelial cell desensiti-
zation to TNF-«, and downregulating ICAM-1and VCAM-1.
These Ang-1actions resultin decreased leukocyte/endothelial
interaction and, consequently, host outcome [4, 93-97].
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Another family of lipids has been studied for its anti-
inflammatory activity during severe malaria. Lipoxins (LX)
are products of arachidonic acid metabolism and are pro-
duced through sequential lipoxygenase activity following
cell-cell interactions in the inflammatory milieu (reviewed
by [98]). The interaction of LXA, and its receptor ALX
has anti-inflammatory and proresolving activity in inflam-
matory models such as allergic airway inflammation [99]
and autoimmune diseases [100] by reducing leukocyte adhe-
sion to endothelial cells [101]. The administration of LXA,
improved survival in P. berghei-infected mice by decreasing
the production of proinflammatory cytokines but not the
accumulation of CD8*/IFN-y* cells in brain tissue [102]. In
addition to LXA, impairment of leukocyte activation, the
mechanism of action of LXA, on endothelium during severe
malaria was recently disclosed by intravital studies of the
microvasculature of P. berghei-infected mice. The authors
showed that treatment with LXA, did not modulate leukocyte
adhesion to the brain vasculature or decrease the expres-
sion of f2-integrin in leukocytes (unpublished data). On
the other hand, treatment with LXA, impaired endothelial
activation during severe malaria and restored the blood flow
in brains of P. berghei-infected mice [33]. The authors also
showed that LXA, exerted its effects by stimulating the
activity of heme oxygenase 1 (HO-1), an isoenzyme that
catabolizes free heme released under pathological conditions,
especially in pathologies such as malaria which are associ-
ated with intravascular hemolysis [33]. HO-1 upregulation
helps maintain BBB integrity under pathological conditions
[103]. During the inflammatory response, HO-1 inhibits
the expression of several adhesion molecules involved in
leukocyte adhesion to endothelial cells [104, 105]. During
experimental severe malaria, HO-1 is differentially regulated
in certain tissues at different stages of Plasmodium life cycle
[106, 107]. Furthermore, HO-1 production in brain tissue is
associated with mouse survival, decreased cerebral edema,
and decreased leukocyte adhesion to brain vasculature [106].

In hemolytic disorders such as malaria, low bioavailability
of NO is observed, as free hemoglobin is a potent scavenger
of this gaseous molecule [108]. Therefore, the administration
of L-arginine or inhaled NO (iNO) has also been tested as
adjunctive therapy in the treatment of severe malaria [4,
76]. Yeo and collaborators showed that impaired endothelial
NO production occurred in severe malaria in both children
and adults, supporting the idea that further trials of drugs
that led to increased endothelial NO bioavailability could
attenuate severe malaria symptoms [109]. Studies in which
severe malaria patients were treated with inhaled nitric oxide
demonstrated that NO reduced pulmonary edema in patients
with malaria-derived ALI and decreased pulmonary capillary
pressure through selective vasodilatory effects on postcap-
illary venules [110]. Thus, in severe malaria, nitric oxide
is hypothesized to promote vascular quiescence, decrease
cytoadherence of parasitized erythrocytes to the microvas-
cular endothelium as a critical mediator of VEGF and Ang-
1, and dampen inflammatory responses and thrombosis [4].
Nitric oxide (NO) is a short-lived free radical formed from
L-arginine conversion that is involved in many important
biological functions including neurotransmission, immune
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system, cytokine modulation platelet inhibition, vascular
homeostasis, and regulation of hematopoiesis [111]. Its pro-
duction occurs through three different NO synthase (NOS)
enzyme isoforms: neuronal NOS (nNOS or NOSI), inducible
NOS (iNOS or NOS2), and endothelial NOS (eNOS or NOS3)
[111]. The constitutive isoforms (neuronal and endothelial)
are calcium/calmodulin dependent and permanently active,
generating low concentrations of NO. The inducible isoform
(iNOS) is only expressed when its transcription is activated
by a variety of cytokines, growth factors, and inflammatory
stimuli on target cells, leading to the release of high levels
of NO [112]. In experimental severe malaria, treatment with
exogenous NO (NO donor dipropylenetriamine NONOate,
DPTA-NO) showed improved pial blood flow, diminished
hemorrhagic foci, and reduced leukocyte and platelet adher-
ence to the brain vasculature [113, 114]. The authors hypoth-
esize that NO attenuates malaria symptoms by (a) inhibition
of Weibel-Palade body exocytosis and the consequent release
of Ang-2 and increase in Ang-1 expression; (b) decreasing
the endothelial expression of ICAM-1 and VCAM-1; (c)
inhibiting TNF-a production; (d) inhibiting the procoagulant
activity of endothelial cells; and (e) decreasing intravascular
platelet aggregation [108, 110, 111].

Indeed, pathophysiological phenomena experienced dur-
ing experimental severe malaria are not fully translated to
human severe malaria [115-118]. Therefore, further studies
should be performed before initiating clinical studies of
immunomodulatory drugs as adjunctive therapy for severe
malaria.
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8 Abstract
9 Severe malaria is a systemic illness characterized by the dysfunction of one or more
10 peripheral organs, such as the lungs [acute respiratory distress syndrome (ARDS)] and
11 kidneys [acute kidney injury (AKI)]. Several clinical and experimental studies suggest
12 that features of the inflammatory response are related to the multi-organ dysfunction
13 observed in severe malaria. Our group has been dedicated to studying the roles of pro-
14 and anti-inflammatory mediators in the multi-organ dysfunction observed in experi-
15 mental severe malaria, especially in the lungs, kidneys, and cerebrum. Herein, we
16 explore severe malaria as a pathology derived from intense inflammatory responses in
17 different organs and further distinguish and compare these organ-specific inflammatory
18 responses. The pathophysiological mechanism of severe malaria is not fully elucidated;
19 however, it is important to study it as a complex inflammatory response assembled by
20 different actors, each one orchestrating a different mechanism.
21 Keywords: inflammation, cerebral malaria, acute respiratory distress syndrome, acute
22 kidney injury, vascular permeability
23 1. Introduction
24 Severe malaria is a systemic illness characterized by one or more clinical manifestations, such
5 as acute respiratory distress syndrome (ARDS), multiple convulsions, prostration, shock,
26 abnormalbleeding, jaundice, and acute kidney injury (AKI) [1-3]. Severe malaria is exclusively
27  attributed to Plasmodium falciparum infection. However, in the last 15-20 years, several reports
28  of severe malaria attributed to Plasmodium vivax [4-6] and Plasmodium knowlesi [7-9] have been
I m Ec H © 2016 The Author(s). Licensee InTech. This chapter is distributed under the terms of the Creative Commons
Attribution License (http://creativecommons org/licenses/by/3 0), which permits unrestricted use,
open science | open minds distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is properly cited. [{(cc) N
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described, which led the World Health Organization (WHO) to add these species as causes of
severe malaria [10]. According to the WHO, severe malaria evolves from an uncomplicated
illness due to several factors, such as the host response, parasite virulence, comorbidities, and
deficient health services for malaria patients. Beyond the three species cited above, Plasmodium
malariae and Plasmodium ovale also affect multiple organs in children and adults, however with
different intensity (Table 1). The multi-organ dysfunction observed during severe malaria is
associated with a systemicinflammatory response triggered by, among other factors, leukocyte
adhesion to organ microvasculature, parasitized erythrocytes and production of inflammatory
mediators [11, 12]. Despite the morphological and biochemical differences among Plasmodium
species, the mechanisms by which severe malaria develops appear to be similar. Herein, we
discuss the inflammatory response underlying the physiopathology of severe malaria and
human and experimental data. We further discuss triggers of the inflammatory response and
how chemicaland cellular mediators of inflammation cause severemalaria-induced multi-organ
damage[6, 7, 9, 13-36].

Clinical manifestation

ARDS CM Jaundice AKI
Species
P. falciparum [13, 14] [13, 15-22] [13, 14, 16,17, 23] [13, 14, 16, 18, 24]
P. vivax [6, 23, 25-27] [27] [ss] [6, 18, 27]
P. knowlesi [9, 28, 29] - [32, 36] [31, 32, 36]
P. malariae [31] [6, 18, 27] [7,28-30] [31, 32, 36]
P. ovale [31, 33, 34] - [33, 35] [31, 35]

ARDS, acute respiratory distress syndrome; CM, cerebral malaria; AKI, acute kidney injury.

Table 1. Studies describing severe malaria clinical manifestation according Plasmodium species.

2. Molecular and cellular features of the malaria-induced inflammatory
response

During severe malaria, leukocytes and lymphocytes produce soluble inflammatory mediators,
such as pro-inflammatory cytokines, which activate endothelial cells [37]. Furthermore,
proteins anchored on membranes of infected red blood cell (RBC) such as P falciparum
erythrocyte membrane protein 1 (PfEMP1), expressed by parasites, induce endothelium
activation resulting in increased expression of adhesion molecules [38, 39] and the activation
and adhesion of leukocytes to the microvasculature.

In both the pre-erythrocytic and erythrocytic phases, macrophages and monocytes are
responsible for the cytokine storm during an acute malarial infection [40]. Activation of
phagocytes is mediated by binding of the hemozoin/parasite DNA complex to TLR-9 and the
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1 consequent downstream activation of inflammasome signaling [41]. The hemozoin released
2 into circulation during infected RBC lysis is taken up by circulating monocytes and tissue
3 macrophages and activates inflammasome intracellular protein complexes, such as NOD-,
4 LRR-, and pyrin domain-containing (NLRP)3 and NLRP12, resulting in caspase 1 activation
5 and the subsequent release of interleukin (IL)-13, which is involved in fever during malaria
6 bursts [40, 42]. In addition to inducing pro-inflammatory cytokines, some studies demonstrate
7 that hemozoin can also induce the expression of anti-inflammatory cytokines in monocytes,
& such as IL-10, which tightly regulates IL-12 and regulated on activation, normal T-cell ex-
9 pressed and secreted (RANTES) production [43]. These cytokines and chemokines, respec-
10 tively, are directly involved in the development of the immune response [44]. Mononuclear
11 cell activation leads to the production of TNF-a and IL-12 by neutrophils. These cytokines
12 stimulate innate immune cells, such as natural killer (NK) cells and yd T cells (including yd
13 NKT cells), to rapidly produce IFN-y. As a consequence, IL-12 and IFN-y activate monocytes
14 and macrophages to enhance the phagocytosis of infected RBCs (reviewed in [45, 46]) and
15 produce reactive oxygen and nitrogen radicals, which kill parasites [47].

16 The activation of the cellular components of the innate immune system, such as dendritic cells
17 (DCs), isimportant for the establishment of acquired immunity [40]. In the spleen, DCs present
18  their processed antigens to naive T cells (Th0) and induce a pro-inflammatory response (Th1)
19 with mainly CD4* T cells that produce IFN-y. This lymphocyte subtype is involved in the
20 beginning of malarial infection by further stimulating Th1 differentiation and subsequently
21 stimulating B cells to produce specific antibodies to eliminate malaria parasites [46]. In
22 addition, CD8" T cells act in the effector phase, contributing to permeability changes in the
23 blood-brain barrier (BBB) through perforin-dependent mechanisms [48].

24 Beyond leukocytes and lymphocytes, endothelial cells also play a crucial role in the inflam-
25  matory response during severe malaria. In the erythrocytic phase, endothelial activation
26 accounts for many factors involved in the development of severe malaria [49], such as increased
27  adhesion of infected RBCs [50], increased expression of chemokines [51], and increased
28  adhesion of leukocytes to peripheral organ microvasculature [52]. Several soluble proteins
29 have been described such as inflammatory markers of endothelial activation during severe
30 malaria. The angiopoietin (Ang)-Tie2 axis is a critical regulator of endothelial quiescence,
31 activation and dysfunction in infectious and oncologic diseases, atherosclerosis, and pulmo-
32 nary hypertension [53, 54]. Ang-1 signals through its cognate receptor Tie-2 (a tyrosine kinase
33 with immunoglobulin and endothelial growth factor homology domains), which is expressed
34 on endothelial cells [53]. In addition, Ang-2 (partial/weak agonist of Tie-2) is released by
35 endothelial cells and acts as an Ang-1 antagonist [55]. During cerebral malaria (CM), Ang-1
36 exerts anti-inflammatory effects by decreasing adhesion molecule expression and maintaining
37 theintegrity of the BBB by reinforcing VE-cadherin tight junctions [53, 54]. In contrast, Ang-2
38  isstored in Weibel-Palade bodies (WPB) within endothelial cells and is involved in the response
39  to inflammatory stimuli. High levels of Ang-2 are observed in children with severe malaria
40 [56]. In healthy subjects, the basal Ang-1 level is higher than that of Ang-2, while the opposite
41 ratio is observed in fatal cases of severe malaria [57]. Another inflammatory marker of
42 endothelial activation during sever malaria is the activation of endothelial cell protein C
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receptor (EPCR). EPCR is widely expressed on endothelial cells and leukocytes, and its
activation is associated with severe malaria [58, 59]. EPCR is referred to as the cell surface
conductor of cytoprotective coagulation factor signaling because it enhances the conversion of
protein C into its activated state, activated protein C (APC). The EPCR/APC complex has anti-
inflammatory and endothelial cytoprotective activities that help maintain vascular integrity
[60, 61]. The binding of infected RBCs to EPCR impairs the formation of the EPCR/APC
complex, which may lead to sequestration, complement activation, and endothelial dysfunc-
tion, as reflected by Weibel-Palade (WP) body exocytosis, with the release of von Willebrand
factor (vWF) and angiopoietin-2 and the increased expression of other endothelial receptors,
such as ICAM-1 [60].

3. Organ-specific inflammatory responses

The inflammatory features described above occur in different organs and at different intensi-
ties. Although there are few examples of leukocyte adhesion in the brain vasculature in the
development of human cerebral malaria [62], necropsy in fatal cases of severe malaria reveals
marked inflammatory cell infiltration in lung tissue [11]. Endothelium/leukocyte interactions
in the lung differ from their interactions in the brain, likely due to differences in the BBB and
the blood-air barrier tight junction compositions of the brain and lung endothelium. However,
the malaria-induced inflammatory response that is responsible for kidney dysfunction is not
related to inflammatory cell accumulation in renal tissue but depends on immunocomplex
deposition and infected RBC adhesion to the renal vasculature [63].

3.1. Inflammatory components in the development of cerebral malaria

Cerebral malaria is mainly attributed to P. falciparum infection, especially in children under
five years [64]. Cerebral complications during malaria are triggered by the mechanisms
described above; however, the inflammatory response observed in the brain is unique.

Taylor and coworkers have been studying the pathogenesis of cerebral malaria (CM) and have
observed three different pathologies: (i) CM1 —presence of sequestered parasitized erythro-
cytes in the cerebral microvasculature; (ii) CM2— presence of sequestered parasitized eryth-
rocytes in the cerebral microvasculature and vascular pathology; and (iii) CM3 —non-malarial
components involved in cerebral damage. Inflammatory mediators are involved in CM1 and
CM2. As described above, adhesion molecules and EPCR expressed in brain endothelial cells
induce parasitized erythrocyte adhesion [58]. Likewise, during CM2, leukocytes are observed
in the intravascular space, and plasmatic proteins are found in the brain tissue, suggesting
edema formation [62]. The role of leukocytes in the pathogenesis of cerebral malaria is unclear.
A main characteristic of brain anatomy is the presence of the BBB, which confers protection
against circulating cell diapedesis into brain tissue. Nevertheless, the BBB composition of
postcapillary venules allows leukocyte diapedesis during non-malarial brain injury [65, 66].
However, leukocytes are not observed within brain tissue during CM2 [62, 67], suggesting an
indirect contribution of these cells to the development of cerebral malaria. Cytokine production
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by leukocytes during P. falciparum infection may contribute to brain endothelial cell activation,
indicating that leukocyte involvement in cerebral malaria does not depend on cell-cell contact
[68, 69]. Wassmer and colleagues hypothesized that higher endothelial responses to TNF-a
increase the probability of a patient developing cerebral malaria. The authors suggest that
endothelial activation by TNF-a increases the expression of adhesion molecules, which
facilitates the binding of parasitized erythrocytes, leading to CM1/CM2. Thus, CM1/CM2 is a
pathogenesis triggered by parasitized erythrocytes but sustained by a local inflammatory
response (Figure 1).

Cerebral malaria

Blood vessel

L) Monocyte . Lymphoeyte .&3 Neutrophil ® rec

Microglialcell  [(® ) Endotheliaicell€c) @  RBC . Platelet

Figure 1 Inflammatory response during cerebral malaria—during cerebral malaria, it is possible to observe the pres-
ence of sequestered parasitized erythrocytes in the cerebral microvasculature, vascular pathology, leukocytes in the in-
travascular space and plasmatic proteins in brain tissue, suggesting edema formation. Figure created in the Mind the
Graph platform (www.mindthegraph.com).

Although experimental models of severe malaria could not be used to predict human pathol-
ogy, they have been extensively used to elucidate cellular and molecular pathophysiological
processes. Several findings observed in human cerebral malaria are also observed in experi-
mental models, including cytokine activity [70], endothelial activation [71], and edema
formation [72]; however, the sequestration of parasitized erythrocytes during experimental
cerebral malaria (ECM) is not well understood. Recent evidence showed that Plasmodium
berghei-ANKA infected RBCs adhere to brain microvascular endothelial cells in a VCAM-1-
dependent manner [73]. In addition, another study suggests transient contact between infected
RBCs and the endothelium [74]. The expression of Pf-erythrocyte membrane protein (EMP)s
and their ability to adhere to host adhesion molecules depends on the expression of structural
proteins, such as knob-associated histidine-rich protein (KAHRP), that allow the formation of
knobs on erythrocyte membranes [75]. Plasmodium species incapable of forming knobs in
infected erythrocytes (knobless Plasmodium) show a passive adhesion of infected RBCs to
activated endothelial cells [75]. Thus, knobless Plasmodium activates endothelial cells to the
same extent as knob-forming Plasmodium [66, 73], which suggests that ECM may also be
induced by parasitized erythrocytes.
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The participation of leukocytes and lymphocytes in ECM has been extensively described [76].
Different from that observed in humans, during ECM, the adhesion of leukocytes and
lymphocytes in the brain vasculature is well described [71, 74, 77]. In fact, monocytes, CD4* T
cells, CD8" T cells and platelets adhere in brain post capillary venules but do not transmigrate
to the brain tissue of P. berghei infected mice, supporting the idea that the brain disorder is due
to leukocyte induced-endothelial dysfunction. Thus, strategies targeting endothelial stabili-
zation revert ECM and prolong survival in mice [71, 78].

3.2. The inflammatory response in severe malaria-induced ARDS

Beyond the brain, the lungs are the most affected organ in severe malaria. Lung dysfunction
occurs in 20% of all cases of adults with falciparum [3] or vivax [27] severe malaria. In knowlesi
severe malaria, more than 50% of patients develop acute respiratory distress syndrome (ARDS)
(reviewed in [3]). Recently, the methods for ARDS diagnosis are redefined, and ARDS is now
classified as mild, moderate, or severe according to chest imaging, the origin of edema,
oxygenation, and respiratory dysfunction timing [79], which supports the idea that the
epidemiological data regarding malaria-induced ARDS may be underestimated. Nevertheless,
ARDS can be caused by direct lung injury (pulmonary infection, aspiration, lung contusion,
etc.) or by indirect lung injury (systemic inflammation, transfusion, burn injury, etc.) (reviewed
in [80]). Thus, during severe malaria, lung dysfunction can be triggered directly by adhesion
of infected RBCs to the lung vasculature or indirectly as a consequence of the activity of
endothelial activators (Figure 2).

Malaria-induced ARDS
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Figure 2 Inflammatory components observed in severe malaria-induced ARDS—in the lungs of patients with severe
malaria who develop ARDS, increases in vascular permeability, infected erythrocytes, and intense neutrophil infiltra-
tion are often observed. Figure created in the Mind the Graph platform (www.mindthegraph.com).

140



Multiple Organ Dysfunction during Severe Malaria: The Role of the Inflammatory Response 7

I Although CM is common in children, ARDS is often observed in adults [81]. In fact, the
2 pathology observed in the lung tissue differs between adults and children. In children, few
3 cases of pneumonia are observed [11], while an intense inflammatory cell infiltration is
4 frequently noted [11, 82]. Milner and coworkers hypothesize that ARDS in children is an
5 indirect effect of the inflammatory response induced by CM because non-specific lung
6 dysfunction is observed. In fact, it has already been demonstrated that the inflammatory
7 response triggered by brain injury directly affects the respiratory system by altering vascular
8 permeability and allowing leukocyte influx into the lung parenchyma [83]. However, in adults,
9 the presence of infected RBCs likely induces a local inflammatory response. Gillrie and
10 coworkers proposed that merozoite-derived histones bind to pathogens-associated molecular
11 patterns (PAMPs) expressed on endothelial cell membranes, leading to MAPK activation and
12 the consequent production of pro-inflammatory mediators. In addition to the production of
13 inflammatory mediators, Plasmodium also induces cell death and alterations in the expression
14 of junctional proteins, which facilitates the influx of leukocytes to pulmonary tissue [84, 85].

15 Experimental models of severe malaria have revealed that ARDS begins when merosomes
16 activate endothelial cells within pulmonary capillary beds [86, 87]. Thus, some authors suggest
17  that the erythrocytic cycle starts in the lung capillaries [86]. In addition to merosomes,
18 hemozoin and the close contact between infected erythrocytes and pulmonary endothelial cells
19 triggeraninflammatory response 24 h after infection. This is characterized by intense leukocyte
20 infiltration, as well as the production of proinflammatory mediators in the lung tissue, which
21 persists for at least five days after infection [88-91]. Different from that observed in brain
22 pathology, the inflammatory cellular infiltration in the lungs is mainly composed of neutro-
23 phils[90]. In fact, depletion of neutrophils impairs experimental severe malaria-induced ARDS
24 and prolongs survival in mice [92, 93]. The participation of leukocytes in lung dysfunction
25 during malaria may be explained, in part, by their interaction with the endothelium. In the
26 brain, there is no leukocyte transmigration, while in the lung, tight junctional constitution and
27  adhesion molecules expressed in the endothelium allow leukocyte transmigration and the
28  consequent accumulation of these cells in the lung parenchyma. Thus, despite constitutional
29  differences, the preservation of endothelial integrity in both the lungs and the brain may
30 contribute to the attenuation of severe malaria symptoms.

31 3.3. The inflammatory response observed in severe malaria-induced acute kidney injury

32 Systemic disorders often resultin secondary damage, such as functional and structural changes
33 in the kidneys and consequent acute renal failure (ARF). The term ARF was replaced by the
34 term acute kidney injury (AKI), which represents more than renal failure characteristics,
35 according to the risk, injury, failure, loss, and end-stage renal failure (RIFLE) criteria [94, 95].
36 At present, the RIFLE criteria are widely used to diagnose AKI [96]. Severe malaria-derived
37 AKI (smAKI) is more common in adults than in children [81]. Beyond the AKI reported in
38  severe cases of P. falciparum and P. vivax malaria [97, 98], there have previously been reports of
39 AKlin conjunction with the rare complications derived from infection with P. ovale, P. malar-
40 iae, or P. knowlesi [35,99, 100]. AKI is diagnosed in almost 50% of severe malaria cases. Currently,
41 smAKI is diagnosed according to the WHO 2006 criteria; however, Thanachartwet and
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colleagues suggest that, according the RIFLE criteria, these numbers are underestimated.
Instead, according the RIFLE criteria, almost 75% of severe malaria patients are developing
AKI [96].

The pathophysiology of smAKI is still unclear. Because AKI can develop as a secondary effect
of a systemic disease, some authors suggest that the systemic inflammatory response induced
in peripheral organs during severe malaria contributes to smAKI development [101]. However,
ultra-structural and histological studies of renal tissue in fatal cases of severe malaria reveal
an intense inflammatory cell accumulation, indicating that sm AKI can also be locally induced
[18, 102].

Malaria-induced AKI
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Figure 3 Severe malaria-induced AKI—during severe malaria-induced AKI, there is an intense mononuclear cell accu-
mulation in renal tissue, endothelial cell swelling, hypertrophy, and cytoplasmatic vacuolation, suggesting endothelial
activation. Different from that observed in the lungs and brain, this suggests that AKI results from deposition of immu-
noglobulins in the kidneys. Figure created in the Mind the Graph platform (www.mindthegraph.com).

In general, endothelial cell swelling, hypertrophy, and cytoplasmatic vacuolation suggest
endothelial activation and are characteristic of smAKI [18, 102]. Such characteristics are similar
between affected organs [3, 62]; however, unlike brain endothelial cells [103], kidney endo-
thelial cells do not phagocytose infected RBCs. Regarding leukocytes, smAKI is characterized
by the intense presence of mononuclear cells in peritubular capillaries, but not neutrophils,
platelets, or eosinophils (Figure 3). Increased levels of plasmatic TNF-a [104], soluble uroki-
nase-type plasminogen activator receptor (suPAR) expression [105], and mononuclear
activation markers correlate with AKI in patients with severe malaria, suggesting that
mononuclear activation induces tissue damage. Furthermore, mononuclear cells do not
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infiltrate the renal tissue interstitium as they do in the lungs [3], likely because, despite the
activation of the renal endothelium, the tight junctions in renal tissue are not fully disrupted
during severe malaria [106]. Another inflammatory characteristic that is mainly attributed to

1
2
‘g
4 AKlis the deposition of immune complexes in the kidneys. The nephropathy associated with
5 the deposition of immunoglobulin (Ig) isotypes G and M in the kidneys has previously been
6 described in patients with severe malaria; however, the pathological events that result in
7 immune complex deposition depend on the Plasmodium species and the time of patient death

8 [107,108].

9 Inflammatory components of AKI are also observed in experimental models of severe malaria.
10 Endothelial dysfunction assessed through the evaluation of increased vascular permeability
11 [109] and the expression of adhesion molecules [110] is also observed in experimental models
12 of severe malaria. The activation of the glomerular endothelium may be involved in the
13 accumulation of inflammatory cells and infected erythrocytes in glomeruli [111]. Furthermore,
14 inflammatory cells presentin the kidneys produce pro-inflammatory cytokines that perpetuate
15 renal damage [111]. In fact, studies in which mice were rescued from severe malaria, i.e., were
16 cured of P. berghei infection, showed that renal dysfunction persists for at least 14 days after
17 cure, suggesting that severe malaria-induced AKI is mainly sustained by inflammatory
18  components [112].

19 Overall, further studies are required to unveil the pathophysiology of smAKI. To date, it is not
20 clear how kidney tissue damage begins. SmAKI may be a secondary effect of the systemic
21 inflammatory response, may begin locally, or may be the sum of both of these processes;
22 however, once established, smAKI persists even after parasite clearance by antimalarial drugs
23 [24], which raise the possibility for new therapeutic approaches that target the inflammatory
24 response in the kidney.

25 4, Conclusions

26 The findings presented above show the influence of the inflammatory response in the devel-
27  opment and perpetuation of severe malaria. It has been shown that Plasmodium-associated
28  molecular patterns such as homozoin/parasite DNA and proteins expressed on membrane of
29 infected red blood cells trigger inflammatory response including macrophage activation, T cell
30  differentiation, endothelial cell activation, and the production of several pro-inflammatory
31 mediators. Plasmodium-induced inflammatory response occurs systemically, however, due to
32 different anatomical and physiological characteristics, each organ develops a particular
33 inflammatory response that may lead to organ dysfunction (Figure 4). Although brain
34 dysfunction is associated with activation of endothelial cells by the cytoadhesion of infected
35  erythrocytes, severe malaria-induced ARDS is correlated with inflammatory cell accumulation
36 inlung parenchyma.
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Figure 4 According to the WHO, severe malaria can be caused by P. falciparum, P. vivax, and P. knowlesi. However, the
five Plasmodium species that infect humans are able to induce organ dysfunction due to a particular inflammatory re-
sponse. Figure created in the Mind the Graph platform (www.mindthegraph.com).

Even though artemisinin derivatives are the treatment of choice for severe malaria, it accounts
only for antimalarial purpose. In the last few years, host-directed therapies for malaria and
other infectious diseases have been studied [113]. Several approaches aiming the inflammatory
response have been studied in patients diagnosed with uncomplicated malaria [114, 115];
however, the treatment of severe malaria includes only supportive treatment. On the other
hand, the use of experimental models of severe malaria suggested that the induction of
cytoprotective pathways in brain as well the administration of anti-inflammatory drugs
improve the survival of P. berghei-infected mice, especially when administrated as adjunctive
treatment to antimalarial drugs [71, 76, 116, 117]. Indeed, a robust clinical evidence is yet
necessary to provide the effectiveness of the treatment with inflammatory modulators as an
adjunctive therapy to antimalarial drugs to improve patient outcomes.
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Abstract

Introduction: Malaria is the most relevant parasitic disease worldwide, and still accounts for 1 million deaths each year.
Since current antimalarial drugs are unable to prevent death in severe cases, new therapeutic strategies have been
developed. Mesenchymal stromal cells (MSC) confer host resistance against malaria; however, thus far, no study has
evaluated the therapeutic effects of MSC therapy on brain and distal organ damage in experimental cerebral malaria.

Methods: Forty C57BL/6 mice were injected intraperitoneally with 5 x 10° Plasmodium berghei-infected erythrocytes
or saline. After 24 h, mice received saline or bone marrow (BM)-derived MSC (1x10%) intravenously and were housed
individually in metabolic cages. After 4 days, lung and kidney morphofunction; cerebrum, spleen, and liver histology;
and markers associated with inflammation, fibrogenesis, and epithelial and endathelial cell damage in lung tissue were
analyzed.

Results: In P. berghei-infected mice, BM-MSCs: 1) reduced parasitemia and mortality; 2) increased phagocytic
neutrophil content in brain, even though BM-MSCs did not affect the inflammatory process; 3) decreased malaria
pigment detecticn in spleen, liver, and kidney; 4) reduced hepatocyte derangement, with an increased number
of Kupffer cells; 5) decreased kidney damage, without effecting significant changes in serum creatinine levels or
urinary flow; and 6) reduced neutrophil infiltration, interstitial edema, number of myofibroblasts within interstitial
tissue, and collagen deposition in lungs, resulting in decreased lung static elastance. These merphological and
functional changes were not associated with changes in levels of tumor necrosis factor-a, keratinocyte-derived
chemokine (KC, a mouse analog of interleukin-8), or interferon-y, which remained increased and similar to those
of P. berghei animals treated with saline. BM-MSCs increased hepatocyte growth factor but decreased VEGF in the
P. berghei group.

Conclusions: BM-MSC treatment increased survival and reduced parasitemia and malaria pigment accumulation
in spleen, liver, kidney, and lung, but not in brain. The two main crgans associated with worse prognosis in
malaria, lung and kidney, sustained less histological damage after BM-MSC therapy, with a more pronounced
improvement in lung function.
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Introduction

Malaria is the most relevant parasitic disease worldwide.
Despite efforts toward its eradication, malaria still
accounts for 1 million deaths each year [1]. Cerebral
malaria is characterized by multiple organ dysfunction
triggered by circulating parasitized red blood cells
(RBCs). Besides the brain, highly vascularized organs
such as the lungs and kidneys are especially affected
during cerebral malaria. In fact, of patients with cerebral
malaria 20-30 % develop acute respiratory distress syn-
drome (ARDS) [2] and 40-50 % develop acute renal fail-
ure [3]. Disruption of the blood-brain barrier (BBB),
sequestration of parasitized RBCs in the brain, lung, and
kidneys, and a systemic inflammatory response, includ-
ing production of cytokines and activation of inflamma-
tory cells, have been consistently observed in both
human and nonprimate models of cerebral malaria [4].
Recent studies report that current antimalarial drugs are
insufficient to prevent death in severe cases of malaria;
thus, adjunctive therapies aiming to modulate the sys-
temic inflammatory response triggered by malaria have
been proposed [5].

The beneficial effects of cell therapy have been demon-
strated not only in infectious diseases [6—8] but also in
parasitic diseases [9-12]. Mesenchymal stromal cells
(MSCs) attenuated liver injury by diminishing the pro-
duction of proinflammatory mediators in schistosomiasis
[10] and decreased liver fibrosis induced by Trypano-
soma cruzi infection [11]. Using a model of noncerebral
malaria, Belyaev et al. [12] reported that treatment of
mice infected with Plasmodium chabaudi (a Plasmo-
dium species that does not induce cerebral malaria) with
lymphoid-primed multipotent progenitor cells decreased
parasitemia, probably by inducing a phagocytic active
cell population. Accordingly, experimental cerebral mal-
aria (ECM)-resistant mice treated with cells expressing
stem cell antigen-1 exhibited decreased parasitemia and
an increased survival rate when compared with non-
treated mice [13]. However, no study has thus far evalu-
ated the effects of mesenchymal stem cell therapy on
brain, spleen, liver, kidney, and lung damage in ECM. In
the present study, we hypothesized that bone marrow-
derived mesenchymal stromal cells (BM-MSCs) might
reduce mortality in ECM by acting not only in the brain
but also in other organs,

Methods

This work was carried out in strict accordance with the
recommendations of the US National Research Council
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals. The
study protocol was approved by the Committee on Ethical
Use of Laboratory Animals of the Oswaldo Cruz Founda-
tion (permit number L.W52/12) and by the Research Eth-
ics Committee of the Federal University of Rio de Janeiro
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Health Sciences Center (CEUA-CCS-019). All animals
received humane care in compliance with the “Principles
of Laboratory Animal Care” formulated by the National
Society for Medical Research.

Extraction, isolation, and characterization of BM-MSCs
Bone marrow cells were obtained from femurs and tib-
ias. After isolation, 1 x 107 bone marrow-derived cells
were cultured (37 °C, 5 % CQO,) in T25 culture flasks
(TPP, Schaffhausen, Switzerland) with Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (DMEM; Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
containing 15 mM HEPES (Sigma, St. Louis, MO, USA),
15 % inactivated fetal bovine serum (FBS; Invitrogen), 100
units/ml penicillin, and 100 mg/ml streptomycin antibiotic
solution (Gibco, Carlsbad, MO, USA) [14]. On day 3 of
culture, the medium was changed and nonadherent cells
were removed. Adherent cells reaching 80 % confluence
were passaged with 0.05 % trypsin—Ethylenediaminetetra-
acetic acid solution (Gibco) and then maintained in
DMEM with 10 % FBS (complete medium). At the third
passage, approximately 1 x 10° cells were characterized as
BM-MSCs according to the International Society of Cellu-
lar Therapy Consensus, ie, adherent to plastic under
standard conditions, expressing some surface markers
(CD73, CDY0, and CD105) and lacking expression of
others (CD34, CD45, CD11b, and CD19), and demonstrat-
ing capacity to differentiate into mesenchymal lineages
under in vitro conditions [15]. Flow cytometry was per-
formed with antibodies against CD45 (leukocytes), CD34
(hematopoietic precursors), CD29 and CD45 (nonhemato-
poietic precursors), and Sca-1 (stem/progenitor cells) (BD
Biosciences, San Jose, CA, USA). The absence of CD34
and CD45 and the presence of CD29 and Sca-1 were used
to identify MSCs [16]. To measure the small-angle for-
ward scatter (FSC) intensity (~0-5°) and the limited-angle
side scatter (SSC) intensity (~85-95°), a photodiode and a
photomultiplier tube were used respectively. Additionally,
the potential of MSCs to differentiate into mesenchymal
lineages including osteoblasts and chondroblasts under
in vitro conditions was evaluated. Osteogenic differenti-
ation was induced by culturing MSCs for up to 3 weeks in
DMEM 10 % FBS and 15 mM HEPES (Sigma), supple-
mented with 10 ® M/l dexamethasone (Sigma), 5 pg/ml
ascorbic acid 2-phosphate (Sigma), and 10 mM/l f3-
glycerolphosphate (Sigma). To observe calcium depos-
ition, cultures were stained with Alizarin Red S (Nuclear,
Sao Paulo, SP, Brazil). To induce chondrogenic differenti-
ation, MSCs were cultured in DMEM supplemented with
10 ng/ml transforming growth factor (TGF)-p1 (Sigma),
50 nM ascorbic acid 2-phosphate (Sigma), and 6.25 mg/
ml insulin for 3 weeks. To confirm differentiation, cells
were fixed with 4 % paraformaldehyde in phosphate-
buffered saline (PBS) for 1 hour at room temperature and
stained with Alcian Blue pH 2.5.
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Animal preparation and experimental protocols

A total of 92 C57BL/6 male mice (6—7 weeks old) were
used. In 72 mice, the lung mechanics, renal function,
and brain, spleen, liver, kidney, and lung histology were
analyzed, and enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) was performed in lung tissue. All experimental
conditions were repeated in triplicate (n = 6/group). The
remaining 20 mice were used to evaluate the survival
rate. Mice were provided by the Oswaldo Cruz Founda-
tion breeding unit (Rio de Janeiro, R], Brazil) and kept in
cages in a room at the Farmanguinhos experimental
facility, with free access to food and fresh water,
temperature ranging from 22 to 24 °C, and a standard
12-hour light/dark cycle, until experimental use. All ani-
mals were randomly assigned to two groups: uninfected
or Plasmodium berghei-infected. P.  berghei ANKA
GFPcon 259 cl2 was kindly provided by Dr. L. Carvalho
(Fiocruz, Rio de Janeiro, R], Brazil) and is a donation
from the Malaria Research and Reference Reagent
Resource Center—MR4 (Manassas, VA, USA; deposited
by C.J. Janse and A.P. Waters; MR4 number: MRA-865).
Mice were infected by injection intraperitoneally (i.p.) of
P. berghei-infected RBCs withdrawn from a previously
infected mouse (5 x 10° infected RBCs diluted in 200 pl
sterile saline solution). Uninfected mice received saline
alone (200 pl, i.p.). Twenty-four hours after infection,
the uninfected and P. berghei groups were further ran-
domized into subgroups to receive saline (0.05 ml) or
BM-MSC (1 x 10° in 0.05 ml saline) intravenously into
the internal jugular vein. Five days after infection, sur-
viving mice were euthanized by injection i.p. of a mix-
ture of ketamine (100 mg/kg) and xylazine (10 mg/kg)
followed by pentobarbital sodium (150 mg/kg). Five days
after infection, a thick blood smear was performed for
determination of parasitemia by rapid panoptic staining
(Laborclin, Parand, Brazil).

To calculate the survival rate, lethality in the treated
(n = 10) and untreated (r = 10) subgroups of P. berghei-
infected mice was recorded daily until day 20 post
infection.

Immunofluorescent staining and flow cytometric analysis

Splenocytes from C57BL/6 mice were isolated by
Histopaque-1077 (Sigma, St. Loius, MO, USA). One hour
after treatment, cells were washed and then incubated in
PBS plus 10 % FBS and 0.1 % sodium azide (PBS-S;
Sigma-Aldrich) and blocked with FeyIIR monoclonal anti-
bodies (mAbs; 1:100, CD16/CD32; BD Pharmingen, San
Jose, CA, USA) for 30 minutes at 4 °C. After blocking,
cells were labeled with fluorescein isothiocyanate (FITC)-
conjugated mAb anti-mouse CD11b antibodies diluted in
PBS-S and incubated for another 30 minutes at 4 °C. Cells
were then washed and resuspended in PBS/0.1 % sodium
azide for data acquisition in an Accuri flow cytometer (BD
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Biosciences). FSC and SSC were set to exclude dead cells,
and at least 10* lymphocytes were analyzed per sample.
Control staining to determine the positive population was
performed based on an irrelevant IgG isotype labeled with
FITC. Once determined, the gate was rigorously main-
tained for all analyses, Data analysis was performed using
FlowJo software (Tree Star, Inc., Ashland, OR, USA).

Measurement of renal and lung function

Immediately after treatment with BM-MSCs, mice were al-
located individually to metabolic cages and kept in a
temperature-controlled room under a 12-hour light/dark
cycle, with free access to food and water. After 24 hours of
adaptation, 24-hour urine samples were collected from the
different experimental groups 1 day before euthanasia,
which was performed on postinfection day 5. Urine samples
were clarified by centrifugation at 600 x g for 5 minutes and
the supernatant was separated and stored at —20 °C until
use. Urine samples were assayed colorimetrically to deter-
mine total protein levels, using specific commercially avail-
able kits (Gold Analisa kit 498 M; Gold Analisa Diagndstica,
Belo Horizonte, MG, Brazil) in accordance with the manu-
facturer’s instructions. On postinfection day 5, the animals
were anesthetized with ketamine (80 mg/kg body weight)
and xylazine (5 mg/kg body weight), tracheotomized, para-
lyzed (vecuronium bromide, 0.005 mg/kg intravenously),
and ventilated with a constant flow ventilator (Samay VR15;
Universidad de la Republica, Montevideo, Uruguay) set to
the following parameters: rate 100 breaths/minute, tidal vol-
ume (Vp) 02 ml, and fraction of inspired oxygen (FiO,)
0.21. The anterior chest wall was surgically removed and a
positive end-expiratory pressure of 2 emH,O was applied.
Airflow and tracheal pressure (Ptr) were measured. Lung
mechanics were analyzed by the end-inflation occlusion
method. In an open chest preparation, Ptr reflects transpul-
monary pressure (Pp). Static lung elastance (Est,L) was deter-
mined by dividing the elastic recoil pressure (Pel) by V.
Lung mechanics parameters were measured ten times in
each animal. All data were analyzed using ANADAT soft-
ware (RHT-InfoData, Inc., Montreal, QC, Canada). All ex-
periments lasted less than 15 minutes. Blood samples were
then collected via cardiac puncture into heparinized tubes
and centrifuged at 600 x g for 5 minutes to separate plasma.
Urine and blood samples were assayed to determine the
levels of creatinine (Gold Analisa kit 427F; Gold Analisa
Diagndstica, Belo Horizonte, MG, Brazil) and blood urea ni-
trogen (BUN; Gold Analisa kit 335; Gold Analisa Diagnés-
tica, Belo Horizonte, MG, Brazil). The glomerular filtration
rate (GFR) was derived from the creatinine clearance.

Prior to removal of the brain, liver, kidney, spleen, and
lungs, a laparotomy was performed, heparin injected
intravenously, the trachea clamped at end expiration,
and the abdominal aorta and vena cava sectioned to kill
the animals by exsanguination.
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Brain, spleen, liver, kidney, and lung histology

The brain, liver, kidney, spleen, and lungs were fixed in 4 %
buffered formaldehyde, embedded in paraffin, and cut into
4-um-thick slices, which were stained with hematoxylin
and eosin (Vetec Quimica Fina, Rio de Janeiro, Brazil). A
five-point, semiquantitative, severity-based scoring system
was used to assess the degree of injury as follows: 0 = nor-
mal tissue; 1 = damage to 1-25 % of total tissue examined;
2 = damage to 26-50 % of total tissue examined; 3 = dam-
age to 51-75 % of total tissue examined; and 4 = damage to
76-100 % of total tissue examined. The following
parameters were analyzed: presence of malaria pigment,
inflammation, fibrosis, and histoarchitectural damage. Lung
histology was also examined using an integrating eyepiece
with a coherent system consisting of a grid with 100 points
and 50 lines of known length coupled to a conventional
light microscope (Olympus BX51; Olympus Latin America
Inc., Sdo Paulo, SB Brazil). The number of mononuclear
and polymorphonuclear cells in pulmonary tissue was de-
termined by the point-counting technique [17] across ten
random, noncoincident microscopic fields [18]. These ana-
lyses were performed by an expert in lung pathology
blinded to the experimental protocol.

ELISA in lung tissue

Levels of tumor necrosis factor (TNF)-«, interferon (IFN)-
vy, chemokine (C-X-C motif) ligand (CXCL)-1, hepatocyte
growth factor (HGF), TGF-p, and vascular endothelial
growth factor (VEGF) were quantified in lung tissue.
Briefly, the lungs were excised and homogenized in cell
lysis buffer (20 mM Tris, 150 mM NaCl, 5 mM KCl, 1 %
Triton X-100, protease inhibitor cocktail (1:1000); Sigma-
Aldrich), and immediately frozen at -80 °C. The total
protein content of each tissue homogenate was evaluated
by the Bradford method, followed by determination of

—
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cytokine production by a standard sandwich ELISA, per-
formed in accordance with manufacturer instructions
(R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). Plates were read
at 490 nm in an M5 Spectrophotometer (Molecular De-
vices, Sunnyvale, CA, USA),

Statistical analysis

Survival analysis was performed using the Kaplan—Meier
method and the log-rank (Mantel-Cox) test. Comparison
between groups was performed using two-way analysis of
variance followed by Tukeys test. Parametric data were
expressed as mean + standard deviation (SD), and nonpara-
metric data were expressed as median and interquartile
range. All tests were performed using PASW Statistics for
Windows, Version 18.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Stat-
istical significance was established as p <0.05.

Results

BM-MSC treatment increased survival rate in P. berghei-
infected mice

All untreated P. berghei-infected mice succumb to infection
within 12 days. Even though BM-MSC therapy appeared to
increase the mortality rate at early time points, evaluation
of the full time course allows for the conclusion that BM-
MSC therapy increased survival as compared with non-
treatment of P. berghei-infected mice (Fig. la). At day 5
after infection, parasitemia was analyzed, and treatment
with BM-MSCs was found to have decreased parasitemia
levels (Fig. 1b).

Cerebral damage observed during ECM was not modulated
by BM-MSC administration

Photomicrographs of brain tissue (Fig. 2a) from uninfected
and P. berghei-infected mice treated or not with BM-MSC
were obtained on postinfection day 5. Brains collected from

=~

A B
so-  P=0.012
— 404 .
e & .
[ E 30 . Op
2 o
z % 20- %
> o
7 o o
©
o 10-
0 1 L - 1 0
0 5 10 15
BM-MSC - -

Days pos-infection

Fig. 1 Survival rate and parasitemia of F. berghei-infected mice. Mice were infected with 5 x 10° parasitized RBCs or mock-infected with saline
and, 24 hours after infection, were treated with BM-MSCs. a Survival of mice infected with P. berghei. b Parasitemia was analyzed 5 days after infection
using light microscopy. Values are expressed as means + SD of six animals per group out of three experiments. BM-MSC bone marrow-derived

mesenchymal stromal cell, Sal saline
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Fig. 2 a Photomicrographs of brain tissue stained with hematoxylin and eosin. Original magnification x 1000; bars = 100 um. Mice were inoculated
with 5 x 10° parasitized RBCs or saline and treated with BM-MSCs. Brains were excised 5 days after infection. Normal brain cortex with neurons,
astrocytes, and oligodendrocytes (single white arrows). Treatment with BM-MSCs did not affect the brain cortex, which displays normal neurons, astrocytes,
and oligodendrocytes (black single arrows). In P. berghei-infected mice treated with saline, neurons were damaged, with an increased number of astrocytes
and oligodendrocytes (double white arrows). In P. berghei-infected mice treated with BM-MSCs, brain damage was repaired, with an increased number of
astrocytes and oligodendrocytes within neutrophils (double black arrows). b A semiquantitative, severity-based score was used to measure inflammation
and histoarchitectural damage in brains of mice infected with P. berghei or mock-infected with saline. Twenty-four hours after infection, mice were treated
with BM-MSCs. Values are expressed as median (interquartile range) of six animals in each group. *Significantly different from uninfected group (p <005).
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both groups of uninfected mice (treated or not with BM-
MSCs) exhibited similar histological patterns, characterized
by normal brain cortex with neurons, astrocytes, and oligo-
dendrocytes. In brains from P. berghei-infected mice we ob-
served neuron damage associated with an increased
number of astrocytes and oligodendrocytes. In brains from
BM-MSC-treated P. berghei-infected mice there was a fur-
ther increase in the number of astrocytes and oligodendro-
cytes, suggesting tissue repair. Semiquantitative analysis of

brain damage revealed no significant differences in tissue
inflammation or degree of histoarchitectural damage be-
tween the treated and nontreated P. berghei-infected groups
(Fig. 2b). Neither malaria pigment nor fibrosis was detected
in brain tissue of animals from either of the studied groups.

BM-MSC treatment increased clearance of parasitized RBCs
Spleens from P. berghei-infected mice showed evidence of
tissue damage, with activation of lymphocytes in white
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pulp and increased deposition of malaria pigment in red
pulp (Fig, 3b). BM-MSC administration did not affect
spleen histology in uninfected mice (Fig. 3a, b); however,
administration of BM-MSCs reduced levels of malaria pig-
ment and increased the CD11b" cell count in spleens of P.
berghei-infected mice (Fig. 3c).

BM-MSC treatment increased the number of Kupffer cells
in liver

Administration of BM-MSCs to uninfected mice did not
alter the liver architecture (Fig. 4a). In P. berghei-infected
mice, we observed hepatocyte derangement, increased de-
position of malaria pigment, and an increased number of
Kupffer cells (Fig. 4b). After BM-MSC therapy, there was
an increase in the number of regenerated hepatocytes and
Kupffer cells (phagocytic cells) (Fig. 4a).

BM-MSC treatment mitigated the histopathological
features of P. berghei-induced kidney injury, but did not
improve renal function

Administration of BM-MSCs to uninfected mice did not
affect the normal kidney architecture (Fig. 5a, b). P. berghei
infection induced mesangial proliferation in the glomeruli
accompanied by increased deposition of malaria pigment
(Fig. 5a, b). P. berghei-infected mice treated with BM-MSCs
exhibited restoration of mesangial cell architecture and
tubular cells, as well as decreased deposition of malaria pig-
ment (Fig. 5b).

Concerning renal function, P. berghei-infected mice
exhibited a 50 % reduction in urinary flow (Fig. 6a),
while there was a threefold increase in serum creatinine
(Fig. 6b) and BUN (Fig. 6¢) as compared with the unin-
fected group. The alterations in urinary flow and serum
creatinine were reflected by a sixfold decrease in creatin-
ine clearance (Fig. 6d). No changes in the BUN/serum
creatinine ratio or in urinary creatinine levels were ob-
served in the infected group (Fig. 6e and {, respectively).
BM-MSC treatment in infected mice did not change any
of these parameters. Interestingly, uninfected mice that
received BM-MSCs had increased serum creatinine and
a significant reduction in urinary creatinine. The base-
line creatinine clearance of uninfected mice was there-
fore reduced by BM-MSC treatment. The enhancement
in serum creatinine levels observed in uninfected mice
treated with BM-MSCs led to a decrease in the BUN/
serum creatinine ratio. Furthermore, we observed that
the increased urinary protein/creatinine ratio (UPCr) in-
duced by P. berghei was significantly lower after BM-
MSC treatment (Fig. 6g).

BM-MSC improved lung mechanics and reduced lung
inflammation in P. berghei-infected mice

D. berghei-infected mice also exhibited lung damage, as
characterized by structural derangements, thickening of
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the alveolar—capillary membrane, increased mononuclear
cell and fibroblast counts, and malaria pigment deposition
(Fig. 7a, b). After BM-MSC administration, reductions
were observed in the thickness of the alveolar—capillary
barrier, the number of myofibroblasts within interstitial
tissue, collagen deposition (Fig. 7a), and neutrophil counts
(Fig. 8b); however, there was an increase in the number of
mononuclear cells (Fig. 8a).

Static lung elastance (Est,.) was increased in P.
berghei-infected mice when compared with uninfected
mice (Fig. 8¢). BM-MSC administration reduced Est,L in
P. berghei-infected mice.

P. berghei-infected mice exhibited increased levels of
TNEF-o, IFN-y, CXCL-1/KC, and VEGF and reduced
levels of TGF-B1 in lung tissue as compared with unin-
fected animals. No significant differences in HGF levels
were observed between the P. berghei-infected and unin-
fected groups. BM-MSC administration increased TNF-
o, TGF-B1, and HGF levels and reduced VEGF levels,
but did not modulate the production of IFN-y or CXCL-
1/KC in P. berghei-infected mice (Fig. 9).

Discussion

In the model of ECM employed in this study, the reduc-
tion in mortality rate observed after BM-MSC therapy
was not associated with a reduction in brain damage.
Even though histological evidence of lung, liver, kidney,
and spleen injury was reduced, only lung function im-
proved after therapy. These morphological and func-
tional changes were not associated with a reduction in
proinflammatory mediators, but rather with decreased
peripheral parasitemia.

The use of BM-MSCs in diseases characterized by
brain dysfunction has been extensively described. Au-
thors have reported that BM-MSCs exert a beneficial ef-
fect in a paracrine fashion, by enhancing synaptic
transmission and ameliorating microglial signaling [19-
21]. In addition, the use of BM-MSCs as a therapeutic
approach that targets host defenses has been proposed
in bacterial diseases, including tuberculosis [22] and
parasitic diseases [10, 11]. It is interesting to note that
the parasitic conditions in which BM-MSC therapy has
been studied are characterized by involvement of specific
organs, such as the liver and heart, which reinforces the
need for studies of parasitosis that feature multiple
organ dysfunction, such as malaria. Indeed, previous
studies concerning cell therapy during malaria infection
have already been performed [12, 13, 23]. However, our
study was the first designed to evaluate the effects of
BM-MSC therapy in multiple organ dysfunction during
ECM.

Accordingly, for the present study we used a model of
ECM known to be associated with multiple organ dys-
function [24]. Mice succumb to ECM between 5 and 10
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(See figure on previous page.)

Fig. 3 a Photomicrographs of spleen tissue stained with hematoxylin and eosin. Original magnification x 1000; bars = 100 um. Mice were inoculated
with 5 x 10° parasitized RBCs or saline and treated with BM-MSCs. Spleens were excised 5 days after infection. Normal spleen architecture with white pulp
(double black arrows). Uninfected mice treated with BM-MSCs also displayed normal spleen architecture (double black arrows). In P. berghei-infected mice,
spleen damage was observed with activation of lymphocytes in white pulp, increased deposition of malaria pigment in red pulp (single white arrows), and
increased number of lymphoblasts and lymphocytes in white pulp (red double arrows). b A semiquantitative, severity-based score was used to measure
malaria pigment deposition, inflammation, fibrosis, and histoarchitectural damage in spleens of mice infected with P. berghei or mock-infected with

saline and, 24 hours after infection, treated with BM-MSCs. Values are expressed as median (interquartile range) of six animals in each group. *Significantly
different from uninfected group (p <005). *Significantly different from P. berghei-infected group (p <0.05). ¢ Representative dot-plots demonstrating
CD11b* fluorescence in splenocytes. BM-MSC bone marrow-derived mesenchymal stromal cell, FSC forward scatter, Sal saline
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Fig. 4 a Photomicrographs of liver tissue stained with hematoxylin and eosin. Original magnification x 1000; bars = 100 um. Mice were inoculated with

5 x 10° parasitized RBCs or saline and treated with BM-MSCs. Livers were excised 5 days after infection. Note the intact hepatocytes (single black arrows)
involving the centrolobular vein. Administration of BM-MSCs did not alter the liver architecture (double black arrows) or centrolobular vein in control mice.
P. berghei-infected, saline-treated mice exhibited hepatocyte derangement (double white arrowhead), increased deposition of malaria pigment, and an
increased number of Kupffer cells (single white arrows). BM-MSC therapy increased the number of regenerated hepatocytes and Kupffer cells (double white
arrows). b A semiquantitative, severity-based score was used to measure malaria pigment deposition, inflammation, fibrosis, and histoarchitectural damage
in livers of mice infected with P. berghei or mock-infected with saline and, 24 hours after infection, treated with BM-MSCs. Values are expressed as median
(interquartile range) of six animals in each group. *Significantly different from uninfected group (p <0.05). *Significantly different from P. bergher-infected
group (p <0.05). BM-MSC bone marrow-derived mesenchymal stromal cell, Sal saline
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Fig. 5 a Photomicrographs of kidney tissue stained with hematoxylin and eosin. Original magnification x 1000; bars = 100 um. Mice were inoculated with
5 x 10° parasitized RBCs or saline and treated with BM-MSCs. Uninfected mice treated or not with BM-MSCs also showed normal kidney architecture (black
arrows). In P. berghei-infected mice treated with saline, mesangial proliferation occurred in the glomeruli (*) with hydropic degeneration of kidney tubular
epithelium (#) and increased deposition of malaria pigment (arrowhead). In P. bergherinfected mice treated with BM-MSCs, normal mesangial cell
architecture (*) and tubular cells (#), and sparse deposition of malaria pigment (arrowhead) were observed. b A semiquantitative, severity-based score

was used to measure malaria pigment deposition, inflammation, fibrosis, and histoarchitectural damage in kidneys of mice infected with P. berghei or
mock-infected with saline and, 24 hours after infection, treated with BM-MSCs. Values are expressed as median (interquartile range) of six animals in each
group. *Significantly different from uninfected group (p <005). *Significantly different from P. berghei-infected group (p <0.05). *Significantly different from
uninfected untreated group (p <0.05). BM-MSC bone mamrow-derived mesenchymal stromal cell, Saf saline
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Fig. 6 Effects of BM-MSC therapy on renal function in P, bergherinfected
animals. Mice were infected with P. berghei or mock-infected with saline
and, 24 hours after infection, treated with BM-MSCs. Five days after
infection, plasma and urine samples were collected for analysis of renal
function. Analysis of a urinary flow, b plasma creatinine, ¢ blood urea
nitrogen (BUN), d creatinine clearance, @ BUN/plasma creatinine, f urinary
creatinine, and g urinary protein/creatinine ratio (UPCr) in different
experimental groups is depicted. Values are expressed as mean + SD of
six animals per group out of two experiments. *Significantly different from
uninfected group (p <005). "Significantly different from £. berghei-infected
group (p <0.05). BM-MSC bone marrow-derived mesenchymal stromal
cell, UPC urinary protein/creatinine
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days post infection. Animals that survive longer than 7
days are considered resistant, and die from pathological
conditions not related to ECM [4]. BM-MSCs were there-
fore administered 24 hours after P. berghei infection, when
the inflammatory process in different organs was already
present and intense. If treatment was started late in the
course of malaria, when the mortality rate is high, this
would have hampered interpretation of results. Mice were
euthanized 5 days post infection because, at this time
point, several pathological conditions were already present
[25] but the mice were still alive; this approach prevented
misinterpretation of results due to the presence of resist-
ant animals.

Histologically, brains from mice with ECM exhibit cor-
tical edema, congested capillaries, increased numbers of
microglial cells, and glial cell swelling [26-28]. In addition,
Nacer et al. [29] proposed recently that intracranial hyper-
tension plays a crucial role in ECM development. The
authors suggest that intracranial hypertension could be pro-
moted by the presence of late-stage infected erythrocytes,
i.e, schizonts, in postcapillary venules. Interestingly, the re-
duction in parasitemia shown in Fig. 1 was mainly due to
reduction of early-stage (i.e, ring) forms, but not schizonts,
which may explain why BM-MSC treatment did not im-
prove brain tissue damage despite increasing the survival
rate in P. berghei-infected mice. On the other hand, the
number of astrocytes and oligodendrocytes was further in-
creased, which suggests tissue repair [30]. Glial cells have
been described as undergoing apoptosis during ECM [31];
nevertheless, the outcome of ECM does not depend on the
attenuation of glial cell dysfunction [32, 33], suggesting that
this process is not involved in ECM development. Further-
more, glial cells increase neutrophil survival and phagocyt-
osis, which could provide protection against brain infection
[34]. Since cell-based therapy decreases parasite load in
noncerebral malaria models [12, 13], we hypothesized that
BM-MSC administration would stimulate phagocytosis and
promote parasite clearance, which has been extensively de-
scribed in the literature as occurring in the spleen [35, 36].
The spleen is well characterized as a hematopoietic site
during experimental malaria [37]; the increased numbers of
constitutive hematopoietic stem progenitor cells observed
in the spleen during P. herghei infection impair parasitemia
exacerbation and increase mouse survival [23]. This fact
corroborates the hypothesis that treatment with BM-MSCs
promotes parasite clearance and increases survival of in-
fected mice. In the present study, we observed a reduction
in the levels of malaria pigment in the spleen after BM-
MSC therapy, providing further evidence for the aforemen-
tioned improvement in parasite clearance.

In our experiment, C57Bl/6 mice infected with P. berghei
developed not only ECM but also kidney injury, which was
characterized by reduced urinary flow and creatinine
clearance [38]. This renal function impairment has been
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Fig. 9 Cytokine production in lung tissue after BM-MSC treatment of P. berghel-infected mice. a Tumor necrosis facter (TNF)-q, b interferon (IFN)-y,

¢ chemokine C-X-C motif (CXCL)1/KC, d hepatocyte growth factor (HGF), e transforming growth factor (TGF)-(3, and f vascular endothelial growth factor
(VEGF) were evaluated by ELISA. Results are expressed as the mean + SD of six animals per group. *Significantly different from uninfected group

(p < 005). *Significantly different from P. berghei-infected group (p < 005). BM-MSC bone marrow-derived mesenchymal stromal cell

thus, our findings cannot be extrapolated to other models
of malaria associated with different degrees of severity or
to human malaria. Second, BM-MSCs were administered
1 day after infection, when the severity of ECM was
reduced compared with day 5 [25]. However, if treatment
had been started late in the course of malaria, the mortal-
ity rate would be high, hampering interpretation of the
results. Additionally, as noted above, mice that survive
longer than 7 days are considered resistant and die of
pathological conditions not related to cerebral malaria [4].
Third, the observation time was relatively short (5 days
post infection), precluding evaluation of the dynamics of
malaria-induced multiple organ dysfunction. However,
several organs were already damaged at day 5—including
the brain, as demonstrated by impaired behavior and cog-
nition. Fourth, no specific antimalarial therapy was given
with BM-MSCs because this study was designed as a proof
of concept rather than an evaluation of optimal therapy.

Fifth, BM-MSCs were not tracked within the organs be-
cause markers used for this purpose are usually present for
up to 24 hours and our analysis was carried out on day 5,
when many organs had already been affected by P. berghei
infection.

Conclusions

BM-MSC treatment increased survival and reduced para-
sitemia and malaria pigment deposition in the spleen,
liver, kidney, and lung, but not in the brain. The two main
organs associated with worse prognosis in malaria—the
lung and the kidney—sustained less histological damage
after BM-MSC therapy, with a more pronounced im-
provement in lung function,
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