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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

PAPEL DO EIXO FPR2/ALXR-LIPOXINA A4 DURANTE O DESENVOLVIMENTO DA MALÁRIA 

GRAVE EXPERIMENTAL  

 

RESUMO 

 

TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR 

Tatiana Almeida Pádua 

 

A malária continua sendo a principal doença parasitária presente em 106 países, 
com um número estimado de 214 milhões de casos em todo o mundo, levando a 
438.000 mortes em 2015. A forma mais grave da doença frequentemente causada 
pelo Plasmodium falciparum é caracterizada por malária cerebral, síndrome do 
desconforto respiratório agudo (SDRA) e injúria renal aguda. Essas decorrências 
ocorrem devido ao intenso processo inflamatório sistêmico e local presentes durante 
a infecção. De fato, alguns autores sugerem que a modulação da resposta 
inflamatória induzida durante a infecção proporcionaria a melhora dos pacientes. 
Nesse contexto os mediadores anti-inflamatórios pró-resolutivos como a Lipoxina A4 
(LXA4), via sinalização do receptor FPR2/ALXR, pode ser uma ferramenta útil para a 
descoberta de novos tratamentos adjuvantes. Desta forma, o objetivo deste trabalho 
foi avaliar o efeito da modulação do receptor FPR2/ALXR e da administração de 
LXA4 durante a fisiopatologia da malárica grave pela infecção 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 à malária cerebral), 
levou a formação de edema cerebral e acúmulo de linfócitos e hemácias parasitadas 
na microvasculatura cerebral. Já o tratamento com LXA4 protegeu camundongos 
C57BL/6 da malária cerebral induzida pela infecção com P. berghei ANKA de forma 
independente da ativação de linfócitos. No entanto, a LXA4 atua no endotélio 
cerebral aumentando a densidade de capilares funcionais, diminuindo a expressão 
de ICAM-1 e aumentando a expressão de HO-1 tanto no tecido cerebral quanto em 
células endoteliais in vitro. Além disso, o tratamento com LXA4 nesses animais 
também diminuiu o edema pulmonar e o influxo de neutrófilos para o pulmão, 
melhorando assim a função desse órgão. Vimos, ainda, que a LXA4 atua diretamente 
sobre neutrófilos da medula impedindo sua motilidade através da inibição do 
remodelamento do citoesqueleto. Esses resultados apontam para a importância da 
participação dos agonistas anti-inflamatórios do receptor FPR2/ALXR durante o 
desenvolvimento da malária grave experimental. 
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

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 Pádua 

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 (LXA4) 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 
LXA4 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 LXA4 protected C57BL/6 
mice from P. berghei ANKA-induced cerebral malaria in an independent way of 
lymphocytes activation. Instead, LXA4 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 LXA4 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 INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 Malária 

 

1.1.1 Histórico e desenvolvimento de políticas antimaláricas 

Malária (do italiano medieval; mal’ aria: maus ares), também denominada como 

paludismo (do latin; palus: pântano), é uma doença descrita desde 2700 a.C. pelos 

chineses [revisto por (1)]. Por mais de 2500 anos acreditou-se na ideia que a malária 

fazia parte de um grupo de doenças causadas por miasma, palavra grega que 

significa “vapor venenoso” ou “névoa contendo partículas de matéria decomposta” 

[revisto por (2)]. Seguindo essa teoria, Hipócrates discutiu as características das 

“febres dos pântanos” e baços aumentados dos pacientes que viviam em regiões de 

terrenos alagados em seu tratado On Airs, Waters, and Places, 400 a.C. [revisto por 

(2)]. A identificação dos microrganismos como causa das doenças infecciosas e o 

desenvolvimento da teoria dos germes por Louis Pasteur e Robert Koch só ocorreu 

entre 1878 e 1879, derrubando a teoria do miasma e levando à descoberta do 

agente etiológico da malária (3). Em 1880, o médico francês Charles Louis Alphonse 

Laveran observou protozoários de diferentes formas dentro dos eritrócitos dos 

soldados com malária em missão na Argélia. Estes parasitas foram denominados 

por ele como Oscillaria malariae e assim ficou demonstrado que a malária é causada 

por um protozoário e não por uma bactéria (3). Durante os anos posteriores (1882-

1900), os avanços das técnicas de coloração histológica e dos microscópios 

permitiram a descoberta de outros protozoários intracelulares. Por volta de 1885, o 

fisiologista russo chamado Vassily Danilewsky identificou os três parasitas intra-

eritrocíticos mais comuns de aves atualmente conhecidos como Plasmodium, 

Haemoproteus e Leucocytozoon (3). Em seguida, iniciou-se uma intensa busca por 

outros parasitas causadores da malária em répteis, aves e mamíferos e então por 

volta de 1890, após muita controvérsia, era senso comum que a malária era 

causada por um protozoário que invadia e se multiplicava nos eritrócitos. Viram 

também que existiam três espécies com periodicidades características, responsáveis 

pelo quadro terçã benigno (Haemamoeba vivax), terçã maligno (Laverania malariae) 
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e quartã maligna (Haemamoeba malariae) hoje em dia denominadas 

respectivamente, Plasmodium vivax, P. falciparum e P. malariae. Essa situação foi 

elegantemente resumida na monografia “Studi di uno Zoologo Sulla Malaria” de 

Giovanni Battista Grassi (2). Em 1918, John Stephens na costa oeste da África 

descobriu a quarta espécie que se assemelhava com o P. vivax descrita como P. 

ovale em 1922 [revisto em (2, 3)]. No mesmo período, Ronald Ross observou que 

mosquitos alimentados com sangue de aves com malária apresentavam o parasita 

nas suas glândulas salivares (2). Simultaneamente, cientistas italianos como, por 

exemplo, Giovanni Battista Grassi identificaram o mosquito anófeles (do Grego; 

anofelís: bom para nada) como o vetor para a malária humana (2). Atualmente, 

sabe-se que existem cerca de 400 espécies diferentes de mosquitos anófeles, 

porém apenas 30 destes são vetores de grande importância para a transmissão da 

malária (3). 

No Brasil, a malária foi introduzida por volta de 1560 durante a colonização 

portuguesa com o tráfico de escravos africanos e foi primeiramente descrita em 

1587 como febres terçã e quartã que acometiam os índios Tupinambás [revisto por 

(4)]. Por volta de 1900, com o desenvolvimento das ferrovias e da indústria da 

borracha, a malária chegou a acometer cerca de 6 milhões pessoas, o que 

representava naquela época, 50% da população do Brasil (5). Nesse período 

apareceram as primeiras iniciativas para o controle da malária (6). Expedições 

comandadas por Oswaldo Cruz, Carlos Chagas e Arthur Neiva iam até áreas 

endêmicas com o objetivo de implementar métodos preventivos e terapêuticos 

inspirados em Ronald Ross. Os métodos ofensivos incluíam o uso de larvicidas para 

a eliminação do mosquito e os métodos defensivos o uso de quinina pelos 

trabalhadores como medida profilática (4). Desta forma, em 1920 foi criado pelo 

governo o Departamento Nacional de Saúde Pública (DNSP) e mais tarde, em 1957, 

a campanha de erradicação da malária (CEM) que promoveram ações visando o 

controle contínuo da malária (4, 7). Algumas ações foram promissoras nesse 

período, como a conscientização da população sobre o seu importante papel no 

controle desta doença. Outras diretrizes não foram tão eficazes, como o uso 

indiscriminado do diclorodifeniltricloroetano (DDT) e a adição de cloroquina no sal de 

cozinha (Método de Pinotti), que aceleraram os casos de resistência do parasita (8). 

Entretanto, apesar da contínua preocupação com o controle e a eliminação da 

malária, mudanças no cenário histórico/econômico prolongam a existência dessa 
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doença em território brasileiro (6). Ao longo da história do Brasil, diversas alterações 

políticas e os períodos críticos para a economia prejudicam o desenvolvimento das 

medidas de saúde pública que visam o controle das doenças negligenciadas como a 

malária (6). Atualmente o Brasil está inserido dentro do plano de metas de 

desenvolvimento sustentável das nações unidas que tem como objetivo reduzir 90% 

dos casos mundiais de malária até 2030 e, eventualmente, a sua eliminação em 35 

países (9). 

 

1.1.2 Dados Epidemiológicos  

Segundo a Organização Mundial de saúde (OMS), a malária ainda está presente 

em 106 países e, em apenas no ano de 2015, foram registrados 214 milhões de 

casos, sendo 88% na África, seguido de 10% no sudeste asiático e de 2% na região 

do Mediterrâneo Oriental (10). Dentre esses casos, 438.000 foram fatais sendo 

306.000 crianças com idade menor do que 5 anos (10). No continente americano, de 

acordo com a Organização de Saúde Pan-americana (PAHO), a malária ainda é 

endêmica em 21 países com 389.390 casos confirmados (9). Atualmente no Brasil, 

apesar do número de casos serem os menores em 35 anos, ainda representa 42% 

dos casos reportados nas Américas (9). Em 2013, foram reportados 166.689 casos 

de malária em terras brasileiras (4, 9). A grande maioria desses casos está restrita 

na área amazônica (99,5%), e os poucos casos que ocorrem fora da região 

amazônica são em áreas que já foram endêmicas, tais como Piauí e Ceará (4, 6). 

Apesar da redução dos casos reportados a malária continua sendo um dos 

principais problemas de saúde pública em países de região tropical como o Brasil e 

estudos para melhor compreender a fisiopatologia desta infecção assim como propor 

novos tratamentos se fazem necessários. 

 

1.1.3 Plasmodium spp e o desenvolvimento da patogênese da malária 

Atualmente são descritas cinco espécies de protozoários pertencentes ao gênero 

Plasmodium que causam malária em humanos (11). Em quatro destas, P. 

falciparum, P. vivax, P. malariae e P. ovale, a infecção ocorre de homem para 

homem através do repasto sanguíneo do mosquito fêmea do gênero anófeles. Mais 

recentemente, uma quinta espécie do gênero Plasmodium foi classificada como 

causadora da doença em humanos. O P. knowlesi foi primeiramente identificado a 

partir de transmissão zoonótica, no entanto atualmente a espécie é transmitida de 
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humano para humano (12). Além de humanos e primatas não humanos, espécies de 

Plasmodium infectam répteis e aves. Atualmente são descritas 24 espécies de 

Plasmodium que infectam as aves como, por exemplo, P. relictum e P. gallinaceum 

(3). A infecção de aves serviu como principal modelo experimental para estudos 

quimioterápicos para a malária até a descoberta da malária em roedores (3). Já para 

roedores são 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 científicas assim como o P. yoelii após a demonstração de que estas 

espécies eram capazes de gerar esquizontes no fígado de roedores de laboratório 

por seus esporozoítos de forma semelhante ao observado durante a infecção por P. 

falciparum. (14, 15). Atualmente, o P. berghei ANKA é o mais utilizado em modelos 

experimentais de malária uma vez que reproduz os sintomas de malária grave (13).  

O Plasmodium spp. apresenta um ciclo heteroxênico (Figura 1.1), incluindo o 

ciclo sexuado e assexuado. O primeiro ocorre no mosquito anófeles, o hospedeiro 

definitivo, e o segundo em um mamífero, o hospedeiro intermediário (11). O ciclo 

sexuado se inicia quando a fêmea do anofelino durante a sua alimentação 

hematófaga em um hospedeiro infectado ingere eritrócitos contendo gametócitos do 

Plasmodium spp. Estes gametócitos saem das hemácias, 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 móvel que atravessa a 

parede do estômago e se aloja na membrana basal do tecido estomacal 

diferenciando-se em oocisto no qual milhares de esporozoítos se desenvolvem (15). 

Quando maduros esses esporozoítos são então liberados e migram para as 

glândulas salivares do inseto (15). O ciclo assexuado se inicia durante a próxima 

alimentação hematófaga em um mamífero saudável em que o mosquito inocula os 

esporozoítos na corrente sanguínea do hospedeiro intermediário (11). Devido ao 

tropismo do Plasmodium pelo tecido hepático, este migra da corrente sanguínea 

para o fígado. No tecido hepático os esporozoítos passam através de alguns 

hepatócitos até se alojarem em uma dessas células e se desenvolverem em 

merozoítos (16). Esta fase denominada de pré-eritrocítica dura aproximadamente 14 

dias, e corresponde ao período de incubação da doença (15). Algumas espécies 

como o P. vivax e P. ovale evoluem para a forma de hipnozoítos. Estas formas 

podem ficar em latência durante anos e evoluir para uma recidiva da infecção (15). 
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 Os merozoítos contidos dentro de uma vesícula sólida constituída pela 

membrana dos hepatócitos denominada merossoma caem na circulação sanguínea 

dando início ao ciclo eritrocítico (16). Uma vez na circulação sanguínea, os 

merozoítos invadem os eritrócitos e iniciam a sua replicação (que dura 24 horas para 

a infecção em roedores e 48-72 horas em humanos) resultando na sintomatologia da 

malária (15). Durante esse processo ocorre a maturação do parasita que passa da 

forma de trofozoíto jovem (do inglês; ring form: forma de anel) para trofozoíto 

maduro (17). Estes trofozoítos, por sua vez, evoluem para a forma esquizonte, que 

causa a lise da hemácia infectada, liberando na corrente sanguínea cerca de 16 a 32 

merozoítos filhos que irão invadir novas hemácias e recomeçar o ciclo eritrocítico 

(17). Alguns parasitas dentro das hemácias ainda se diferenciam em gametócitos 

que serão as formas responsáveis pela sua transmissão a novos mosquitos, 

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

 

 

Figura 1.1: Ciclo de vida do Plasmodium spp. (adaptado de White, N.J. e colaboradores, 

2014). 

 

 Os primeiros sintomas da malária são descritos como mal-estar associados a 

dores de cabeça, fadiga, dores musculares e desconforto abdominal, seguidos por 

febres irregulares (18). A maioria dos pacientes com malária não complicada 

apresentam febre, anemia leve e, depois de vários dias, um baço palpável. O fígado 

também pode tornar-se aumentado, especialmente em crianças pequenas, enquanto 
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a icterícia leve é mais provável em adultos (11). Também ocorrem frequentemente 

náuseas, vômitos e hipotensão ortostática. Entretanto, estes sintomas estão 

associados especificamente à malária por P. falciparum que pode evoluir para a 

forma mais grave da doença (18).  

 O ciclo eritrocítico do P. falciparum apresenta uma particularidade em relação às 

outras espécies de Plasmodium que infectam o homem (16). Os estágios de 

trofozoíto maduro ou esquizonte do P. falciparum na sua maioria expressam na 

superfície das hemácias infectadas uma família proteínas altamente variáveis como 

as proteínas de membrana do eritrócito 1 de P. falciparum (PfEMP1). Estas 

proteínas criam protuberâncias na superfície dos eritrócitos infectados denominadas 

"knobs" que permitem a sua adesão ao endotélio e a outros eritrócitos (19). A 

PfEMP1 é o principal ligante relacionado a adesão das hemácias infectadas. Esta 

família de proteínas é codificada por aproximadamente 60 var (variant antigen) 

genes que são transcritos mutualmente através de um mecanismo que permite 

somente uma ou algumas poucas cópias de genes var transcricionalmente ativas de 

cada genoma (19, 20). Desta forma, o parasita expressa de cada vez uma única 

versão de PfEMP1 na superfície da hemácia modificando o seu fenótipo adesivo e 

sua propriedade antigênica constantemente (21, 22). Sua função de ligação ocorre 

através de estruturas extracelulares semi-conservadas (2-9 domínios) compostos de 

domínios semelhantes aos ligantes de Duffy (DBL) seguidos de regiões 

interdomínios ricas em cisteína (CIDR) (21, 22). Estes domínios possuem 

especificidade a determinados ligantes: o CIDR se liga ao receptor CD36 (presente 

tanto nas células endoteliais como em plaquetas e em leucócitos) e os DLBβ (um 

tipo de domínio DBL) que estão relacionados com a molécula de adesão intercelular 

1 (ICAM-1) (22). Entretanto, são descritos outros ligantes para PfEMP1, como a 

molécula de adesão célula endotelial/plaquetas (PECAM), receptor de proteína 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 

hemácia infectada aderir ao endotélio ou a outras hemácias (parasitada ou não) 

formando aglomerados de hemácias denominados rosetas. Assim, os eritrócitos 

infectados ficam retidos na microvasculatura do hospedeiro para maximizar a 

replicação do parasita e evitar a sua destruição por macrófagos no baço (18, 21, 23).  
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1.1.4 Malária grave  

 Alguns pacientes desenvolvem a malária para a sua forma mais grave. Esta é 

uma condição sistêmica caracterizada por uma ou mais manifestações clínicas como 

malária cerebral, síndrome do desconforto respiratório agudo (SDRA), convulsões, 

prostração, hemorragias, icterícia e injúria renal aguda que pode levar ao coma e, 

consequentemente, a morte (24, 25). De acordo com a OMS, a malária grave pode 

evoluir a partir da doença sem complicações devido a diversos fatores, tais como a 

resposta do hospedeiro, a virulência do parasita, co-morbidades e serviços de saúde 

deficientes para os pacientes infectados (23, 26). A malária grave costumava ser 

exclusivamente atribuída à infecção por P. falciparum, uma vez que esta 

sintomatologia está associada à malária cerebral. Entretanto, nos últimos 15 a 20 

anos, diversos estudos têm demonstrado sintomas de malária grave sendo 

atribuídos ao P. vivax e ao P. knowlesi, o que levou a OMS a adicionar estas 

espécies como causadoras da malária grave (27). Alguns estudos já descreveram o 

potencial de citoaderência de hemácias infectadas por P. vivax às células 

endoteliais, sugerindo um mecanismo pelo qual essa espécie causa malária grave 

(28, 29). Além destas espécies, o P. malariae e o P. ovale também afetam múltiplos 

órgãos em crianças e em adultos, entretanto com intensidades diferentes (30-32). A 

disfunção de múltiplos órgãos observada durante a forma grave da malária é 

associada a uma resposta inflamatória sistêmica desencadeada por, entre outros 

fatores, adesão de leucócitos à microvasculatura dos órgãos, hemácias parasitadas 

obstruindo o fluxo sanguíneo, e a produção exacerbada de mediadores inflamatórios 

(33, 34). Apesar das diferenças morfológicas e bioquímicas entre as espécies de 

Plasmodium, os mecanismos patogênicos pelo qual a malária grave se desenvolve 

parecem ser similares. 

Além das hemácias parasitadas, outras células estão envolvidas no 

desenvolvimento da patogênese da malária. Em ambas as fases pré-eritrocíticas e 

eritrocíticas, os macrófagos e os monócitos são os responsáveis pela produção de 

citocinas durante a infecção por malária (19). A ativação desses fagócitos pode ser 

mediada pela ligação do complexo hemozoína/DNA do parasita ao receptor Toll-like 

9 (TLR-9) e a subsequente ativação da sinalização do inflamossoma (35). A 

hemozoína, um biocristal resultante da digestão de hemoglobina pelo parasita (19), 

uma vez liberada durante a lise de eritrócitos infectados na circulação, é fagocitada 

por monócitos circulantes e macrófagos teciduais. Desta forma, a hemozoína ativa 
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complexos proteicos intracelulares de inflamossoma desses fagócitos como: NOD-, 

LRR- e o domínio pirina contendo (NLRP)3 e NLRP12, o que resulta na ativação de 

caspase 1 e a subsequente liberação de interleucina-1β (IL-1β), eventos que estão 

associados às febres periódicas da malária (19, 35, 36). Além de induzir a produção 

de citocinas pró-inflamatórias como a IL-1β, alguns estudos demonstraram que a 

hemozoína também pode induzir a produção de citocinas imunomodulatórias como a 

IL-10 que, por sua vez, regula intimamente a produção de IL-12 e RANTES 

(Regulada por Ativação, célula T Normal, Expressa e Secretada) (37). A presença 

dessas citocinas e quimiocinas, respectivamente, está diretamente envolvida no 

desenvolvimento da resposta imunológica durante a malária (38). A ativação das 

células mononucleares também leva a produção do fator de necrose tumoral-α 

(TNF-α) e IL-12 pelos neutrófilos. Estas citocinas estimulam células imunes inatas 

como as células “natural killers” (NK) e linfócitos T γδ (incluindo linfócitos T γδ NK) a 

produzir rapidamente interferon-γ (IFN-γ). Como consequência, a IL-12 e o IFN-γ 

ativam os monócitos e os macrófagos levando-os a aumentar a fagocitose de 

hemácias infectadas (19, 39) e a produzirem espécies reativas de oxigênio (EROs) e 

nitrogênio (ERNs), com o objetivo de matar o parasita (40). A ativação dos 

componentes celulares do sistema imune inato, como as células dendríticas, 

também é importante para o estabelecimento da imunidade adquirida (19). No baço, 

as células dendríticas apresentam os antígenos do parasita processados às células 

T “naive” (Th0) e induzem uma resposta pró-inflamatória (Th1), principalmente de 

linfócitos T CD4+ produtores de IFN-γ. Este subtipo de linfócito está envolvido no 

início da infecção por malária estimulando a diferenciação da resposta para Th1 e 

subsequentemente, estimulando células B a produzirem anticorpos específicos para 

eliminarem o parasita (39). Além disso, já foi demonstrado em modelo experimental 

de malária que os linfócitos T CD8+ atuam na fase efetora, contribuindo para as 

alterações de permeabilidade na barreira hemato-encefálica através de mecanismos 

dependentes de perforina (41). 

 As células endoteliais também desempenham um papel crucial na resposta 

inflamatória durante a malária grave. Na fase eritrocítica, como já foi anteriormente 

descrito, os leucócitos e linfócitos produzem mediadores inflamatórios solúveis, 

como o TNF-α, que ativam as células endoteliais (42). Além disso, os eritrócitos 

infectados também ativam o endotélio por expressar proteínas específicas do 

parasita como PfEMP1. A ativação endotelial resulta no aumento da expressão de 
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moléculas de adesão como ICAM-1 (43) e a consequente ativação e adesão de 

leucócitos à microvasculatura periférica dos órgãos (44). Diversas proteínas têm sido 

descritas como marcadores inflamatórios da ativação endotelial durante a malária 

grave. O REPC, por exemplo, amplamente expresso nas células endoteliais e nos 

leucócitos, funciona como ligante para a família das PfEMP1 (22, 45). O REPC é 

referenciado como um receptor de membrana associado à sinalização de fatores de 

coagulação, já que este aumenta a conversão da proteína C para o seu estado 

ativado, proteína C ativada (PCA). O complexo REPC/PCA possui atividades 

citoproteroras endoteliais e anti-inflamatórias que auxiliam na manutenção da 

integridade vascular (46, 47). Desta forma, a ligação das hemácias infectadas ao 

REPC impede a formação do complexo REPC/PCA, que pode levar ao sequestro de 

outras células, à ativação do sistema complemento e à disfunção endotelial (46). 

Outro importante marcador é a angiopoietina (Ang) que faz parte do eixo Ang–Tie2, 

descrito como um importante regulador da quiescência, ativação e disfunção 

endotelial em doenças infecciosas, oncológicas, na aterosclerose e na hipertensão 

pulmonar (48, 49). Tanto a sinalização da Ang-1 como da Ang-2 em células 

endoteliais ocorre através do seu receptor Tie-2, uma tirosina quinase com domínios 

homólogos ao fator de crescimento endotelial (EGF) e às imunoglobulinas (48). A 

Ang-2 (agonista parcial do receptor Tie2) é liberada pelas células endoteliais e atua 

de maneira antagônica a resposta de Ang-1(18). Durante a malária cerebral, a Ang-1 

exerce efeitos anti-inflamatórios por diminuir a expressão de moléculas de adesão e 

manter a integridade da barreira hemato-encefálica reforçando as junções de 

oclusão VE-caderinas. Por outro lado, a Ang-2 é estocada nos corpúsculos de 

Weibel-Palade (WP) das células endoteliais que são liberados em resposta a um 

estímulo inflamatório (48, 49). Em indivíduos saudáveis, o nível basal de Ang-1 é 

maior do que de Ang-2, enquanto a razão oposta é observada em casos fatais de 

malária (50). Além disso, altos níveis de Ang-2 também são observados em crianças 

com malária grave (51). 

Entretanto, vale ressaltar que os eventos descritos acima ocorrem em diferentes 

órgãos com diferentes intensidades. Embora existam poucos exemplos de adesão 

de leucócitos na microvasculatura cerebral no desenvolvimento da malária cerebral 

em humanos (52), a necropsia em casos fatais de malária revela um intenso 

infiltrado inflamatório no tecido pulmonar (33). As interações entre o endotélio e 

células inflamatórias no pulmão diferem das interações observadas no cérebro, 
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provavelmente pelas diferenças morfológicas entre a barreira hemato-encefálica e a 

barreira hemato-alveolar, como por exemplo, as diferentes composições de junções 

oclusivas dessas barreiras. As células endoteliais cerebrais expressam menos 

CD36, apresentam menos cavéolas e são mais ricas em junções de oclusão que as 

células endoteliais pulmonares (53, 54). Além disso, o endotélio pulmonar é rico em 

junções aderentes e P-selectinas o que permite a transmigração de leucócitos por 

vias paracelulares e transcelulares (53, 54).  

 

1.1.5 Malária cerebral 

 A malária cerebral (MC) é definida ao se identificar a presença do P. falciparum 

no cérebro, convulsões e coma excluindo qualquer outra causa para o coma, como 

as meningites (55, 56).  

 A severidade da doença está correlacionada diretamente com o nível de 

sequestro de eritrócitos parasitados e a porcentagem de vasos obstruídos tanto para 

adultos como crianças (52, 57-60). No entanto, existem algumas diferenças entre a 

MC de crianças e de adultos que incluem: anéis hemorrágicos e acúmulo de células 

inflamatórias mais frequentes na microvasculatura cerebral de crianças (61, 62). 

Mais recentemente, Taylor e colaboradores (2015) descreveram três diferentes 

subtipos de malária cerebral: a MC1 que é caracterizada pela presença de hemácias 

infectadas na microvasculatura cerebral; a MC2 com a presença de hemácias 

infectadas sequestradas na microvasculatura cerebral e a patologia vascular; e a 

MC3 que apresenta dano cerebral não relacionado com a patogênese da malária 

(63). Os mediadores inflamatórios estão presentes na MC1 e na MC2. Como 

descrito anteriormente, moléculas de adesão e o REPC expresso nas células 

endoteliais cerebrais induzem a adesão de hemácias infectadas (45). Da mesma 

forma, durante a MC2, os leucócitos são observados no espaço intravascular e as 

proteínas plasmáticas são encontradas no tecido cerebral o que denota quebra da 

barreira hemato-encefálica e, consequentemente, edema cerebral (52). Esses 

estudos demonstram assim a importância do processo inflamatório durante a 

patogênese da MC.  

 Apesar desses trabalhos, os mecanismos celulares associados à malária 

cerebral humana (MCH) não podem ser observados diretamente nos cérebros dos 

pacientes. A técnica oftalmológica de exame da retina não permite a observação 

dinâmica dos eventos característicos desta patologia. Além do local exato das 
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hemácias infectadas, dos leucócitos e das plaquetas individualmente nas vênulas 

pós-capilares, a oclusão da microvasculatura cerebral e o extravasamento proteico 

vascular (63). Portanto, para se investigar a patogênese da MC é frequentemente 

utilizado o modelo de malária cerebral experimental (MCE). Neste modelo a infecção 

por P. berghei ANKA (PbA) em camundongos suscetíveis, como os C57BL6 causa 

sintomatologia semelhante a observada durante a MCH por P. falciparum (13, 55). 

Ambas, MCH e MCE são caracterizadas por vasculopatia severa, com ativação e 

disfunção endotelial, além de micro hemorragias levando ao comprometimento 

neurológico (13, 52). Além dessas características, alguns autores sugerem que, 

assim como as hemácias infectadas pelo P. falciparum, as hemácias infectadas com 

PbA também fazem citoaderência, mesmo que passiva, causando lesão cerebral 

(13, 64, 65). Uma particularidade da MCE é a participação de leucócitos. Monócitos, 

linfócitos T CD4+, linfócitos T CD8+ e plaquetas aderem nas vênulas pós-capilares 

cerebrais, no entanto não transmigram para o tecido cerebral do camundongo 

infectado com PbA (66). Isso corrobora com a ideia de que o comprometimento 

cerebral seja devido à disfunção endotelial induzida por esses leucócitos 

 De fato, a ativação e disfunção endotelial no cérebro (Figura 1.2) é o ponto 

crucial para a patogênese da MC e ocorre principalmente nas vênulas pós-capilares 

cerebrais que são funcionalmente distintas das outras áreas de barreiras hemato-

encefálicas e estão em contato direto com o espaço perivascular (56, 62, 67). 

 

Figura 1.2: Barreira hemato-encefálica antes e durante a malária cerebral. (adaptado de 

Souza, M.C. e colaboradores, 2015). 
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1.1.6 Síndrome do desconforto respiratório agudo induzida pela malária (M-

SDRA) 

 O pulmão é o segundo órgão mais afetado durante a malária grave. A disfunção 

pulmonar (Figura 1.3) ocorre em 20% de todos os casos de malária grave de adultos 

causada por P. falciparum (68) ou por P. vivax (69). Durante a malária grave 

induzida por P. knowlesi, mais de 50% dos pacientes desenvolvem SDRA (68). 

Porém estes dados epidemiológicos podem estar subestimados uma vez que os 

métodos para o diagnóstico e a classificação da SDRA foram redefinidos durante a 

Convenção de Berlim em 2012 (70). Atualmente a SDRA é classificada como leve, 

moderada ou severa de acordo com a imagem do tórax, a origem do edema, a 

oxigenação e o tempo da disfunção respiratória (70). Essa síndrome pode ser 

causada por uma lesão pulmonar direta como infecção pulmonar, aspiração ou 

contusão pulmonar (71) ou por lesões indiretas como sepse, transfusão sanguínea 

massiva ou por lesões não pulmonares (72). Histopatologicamente a SDRA é 

caracterizada por uma inflamação pulmonar desregulada, rica em proteína 

intersticial e edema alveolar, com consequente aumento da permeabilidade e/ou 

rompimento da barreira alvéolo-capilar (72). Desta forma, durante a malária grave, a 

disfunção pulmonar pode ser causada diretamente pela adesão das hemácias 

infectadas na microvasculatura pulmonar ou indiretamente como consequência da 

atividade de fatores inflamatórios endoteliais. A análise de casos fatais de malária 

grave revelou que os pacientes apresentaram sintomas clássicos de SDRA como: 

edema pulmonar, congestão dos capilares pulmonares, espessamento de alvéolos 

pulmonares e intenso infiltrado inflamatório no tecido pulmonar (33). 

 Apesar da MC ser comum em crianças, a SDRA induzida pela malária (M-

SDRA) é mais frequentemente observada nos adultos (11). De fato, a patologia 

observada no tecido pulmonar difere entre adultos e crianças. Poucos casos de 

pneumonia são observados em crianças (33), enquanto em adultos é 

frequentemente observado um intenso infiltrado de células inflamatórias no tecido 

pulmonar (30, 33). Milner e colaboradores (2014) sugeriram que a SDRA em 

crianças é um efeito indireto da malária cerebral que acarreta intensa resposta 

inflamatória induzindo uma disfunção pulmonar não específica (34). Já foi 

demonstrado que a resposta inflamatória oriunda de lesão cerebral afeta 

diretamente o sistema respiratório alterando a permeabilidade vascular e, 

consequentemente, permitindo o influxo de leucócitos para o parênquima pulmonar 
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(73). Entretanto, em adultos com malária, a presença de hemácias infectadas 

provavelmente induz a uma resposta inflamatória local.  

 Modelos experimentais de malária grave também apresentam edema pulmonar, 

infiltrado celular, dano tecidual e disfunção da mecânica pulmonar, características 

semelhantes às observadas nos pacientes com M-SDRA (74-77). A hemozoína e o 

contato íntimo entre os eritrócitos parasitados e o endotélio pulmonar desencadeia 

uma resposta inflamatória apenas 24 horas após a infecção (74). Isto é 

caracterizado por intenso infiltrado leucocitário, assim como pela produção de 

citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias no tecido pulmonar, que persiste por pelo 

menos cinco dias após a infecção (74-76, 78). Além disso, a quantidade dos 

parasitas nos pulmões define a extensão da produção de quimiocinas como CCL2, 

CXCL1 e CCL5 as quais estão correlacionadas com o acúmulo de leucócitos no 

tecido pulmonar (74, 78-80). Diferente do que é observado na patologia cerebral, no 

infiltrado inflamatório pulmonar ocorre a presença de neutrófilos, além das células 

mononucleares (75). Nesse contexto, a depleção de neutrófilos impede o 

desenvolvimento da M-SDRA e prolonga a sobrevida de camundongos mostrando a 

importância dos neutrófilos nesse modelo (81). 

 

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 inflamatória induzida pela malária como alvo terapêutico 

 Os dados revisados acima mostram a importância da resposta inflamatória do 

hospedeiro durante o desenvolvimento e a perpetuação da malária grave. Tem sido 

mostrado que os padrões moleculares associados ao Plasmodium, tanto nas 

infecções em humanos como em camundongos, desencadeiam respostas 

inflamatórias sistêmicas e órgão específica. Devido a diferenças anatômicas e 

fisiológicas, cada órgão desenvolve uma resposta inflamatória particular que culmina 

na disfunção do órgão em questão. Nos últimos anos diversas terapias direcionadas 

à resposta do hospedeiro têm sido investigadas para o tratamento da malária e para 

outras doenças infecciosas (82). Esses trabalhos demostram que o tratamento com 

moduladores inflamatórios como terapia adjuvante aos antimaláricos pode melhorar 

a condição dos pacientes concomitante a resolução da infecção (Figura 1.4).  

Figura 1.4: Ações das terapias adjuvantes durante a malária grave. (adaptado de 

Souza, M.C. e colaboradores, 2015). 

 

 Pacientes diagnosticados com malária grave têm sido tratados com moduladores 

da produção de TNF-α (83), de precursores de óxido nítrico (NO) (84, 85) ou da 

adesão das hemácias infectadas à vasculatura (86) e apresentaram escores 

inflamatórios diminuídos em comparação com o grupo tratado com placebo.  
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 Na linha da modulação da resposta do hospedeiro concomitante ao antimalárico, 

diversas abordagens terapêuticas têm sido avaliadas para a melhora durante a 

malária em modelos experimentais. O tratamento com atorvastatina, constituinte da 

classe de fármacos que inibem a etapa limitante da síntese de colesterol e 

apresenta efeitos pleiotrópicos, demonstrou inibir a produção de quimiotáticos tais 

como eotaxina/CCL11, IL-13, LIX/CXCL5, MIP1β/CCL4 e MIP2 (87), além de 

diminuir a adesão de leucócitos na microvasculatura cerebral em animais infectados 

com PbA (88) provavelmente por inibir a ligação de CD11a em leucócitos (89). 

Esses fármacos ainda não foram utilizados em testes clínicos como tratamento 

adjuvante da malária, entretanto diminuíram o risco de morte relacionado à sepse 

em pacientes (90). O uso do estabilizador de barreira endotelial esfingosina-1-fosfato 

(S1P) também levou a proteção ao desenvolvimento da malária grave por diminuir a 

quantidade de linfócitos T CD8+, CD4+ e CD45+ aderidos na vasculatura cerebral, 

sugerindo diminuição da expressão de ICAM-1 e estabilização das proteínas 

juncionais ZO-1 nos cérebros de camundongos (91, 92). Além disso, outros 

tratamentos como a transfecção de células mesenquimais do estroma de medula 

óssea, a administração de S1P e a administração de neuregulina-1 (outro 

estabilizador de barreira endotelial) induzem a via anti-inflamatória de Ang-1, a qual 

mantém a integridade endotelial e reduz a permeabilidade da barreira hemato-

encefálica (23, 48, 93-96). 

 

1.2 Mediadores lipídicos anti-inflamatórios 

 Até pouco tempo atrás, acreditava-se que a resolução da inflamação seria um 

processo passivo. Atualmente, estudos têm fornecido fortes evidências que a 

resolução da inflamação é um mecanismo ativo orquestrado por mediadores pró-

resolutivos especializados (SPMs) via sinalização de receptores específicos (97). 

Nesse contexto os mediadores anti-inflamatórios e pró-resolutivos como as lipoxinas, 

anexinas e resolvinas, protectinas e maresinas podem ser um foco de estudo para 

tratamentos adjuvantes à administração de antimaláricos.  

 

1.2.1 Receptores FPRs 

Os SPMs são ligantes da classe de receptores formil peptídeo (FPRs) e seu 

variante FPRL-1 (FPR-like 1) descritos como receptores de quimioatraentes 
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derivados de patógenos como o formil-metionina-leucina-felnilalanina (fMLF) (98). 

Esses receptores são amplamente expressos em diversas linhagens celulares como 

mielóide, epitelial e mesenquimal (99). Dessa forma possuem papel importante na 

defesa do hospedeiro e no processo inflamatório (100). Os receptores FPR humanos 

foram definidos bioquimicamente em 1976 como receptores contendo sete domínios 

transmembranares acoplados à proteína G (GPCRs) apresentando efeitos 

pleiotrópicos (101) [revisado em (102)]. Isso acontece porque, após a ligação do 

agonista, as proteínas G inibitórias (Gi) triméricas acopladas ao receptor FPR 

rapidamente se dissociam em subunidades α e βγ e levam a fluxos transientes de 

cálcio, fosforilação da ERK e polarização de membrana favorecendo a quimiotaxia 

(101). 

Em humanos são descritos três tipos de FPRs: FPR1, FPRL1 (ou FPR2/ALXR) e 

FPR3. Já em camundongos foram descritos até agora oito subtipos (103), sendo 

mFPR1 ortólogo do receptor FPR1 (com homologia de 77%) e mFPR2-RS1/RS2 

ortólogo para o FPR2/ALXR (com homologia de 76%) (97, 104). Esse padrão 

espelhado pelos genes ortólogos murinos sugerem que essas espécies 

compartilham os papéis fisiológicos desses receptores (97). De fato, de acordo com 

Giebeler A. e colaboradores (2014) a deleção de mFPR1 ou de mFPR2-RS1/RS2 

está associada à desregulação da resposta inflamatória, com aumento do processo 

inflamatório e injúria hepática mais severa (105). 

O FPR2/ALXR possui 351 aminoácidos e compartilha 69% dos seus aminoácidos 

com o FPR1 humano (98). É considerado um receptor promíscuo, pois se liga ao 

fMLF, a ligantes peptídicos não formilados e a ligantes lipídicos. Dada a variedade 

de ligantes e sua composição bioquímica, a sinalização por FPR2/ALXR pode 

resultar em efeitos pró-inflamatórios a anti-inflamatório e pró-resolutivos (97, 98). As 

vias de sinalização ativadas por esse receptor incluem ativação de fosfolipase C 

(PLC), de isoformas da proteína quinase C (PKC), via fosfatidilinositol-3-

quinase/serina-treonina quinase (PI3K/Akt), da via das MAPKs, assim como, a 

fosforilação de tirosinas quinases citosólicas e de fatores de transcrição, liberação 

de cálcio e produção de oxidantes [revisado em (106)]. Estas vias levam à 

fagocitose de neutrófilos apoptóticos pelos macrófagos, estimulam a produção de 

citocinas imunomodulatórias como IL-10 e do fator de crescimento transformante 

(TGF) (104). O sétimo domínio transmembranar e as regiões adjacentes do receptor 

FPR2/ALXR são essenciais para o reconhecimento de ligantes lipídicos, enquanto 



17 

as outras regiões são necessárias para o reconhecimento de ligantes peptídicos de 

alta afinidade (106). Um dos mecanismos de troca de função do receptor é a N-

glicosilação do FPR2/ALXR, que não altera dramaticamente a interação dele com os 

lipídios, porém diminui significantemente a afinidade por ligantes peptídicos (107). 

Os agonistas lipídicos de FPR2/ALXR são, em sua maioria, mediadores lipídicos 

derivados da ação de enzimas sobre o ácido docosahexaenóico (DHA), ácido 

araquidônico (AA) e ácido eicosapentaenóico (EPA) (108). Tais mediadores são 

descritos como anti-inflamatórios por modular negativamente a resposta inflamatória. 

Por outro lado, também são descritos como pró-resolutivos por estimular uma 

resposta antagônica à resposta inflamatória, como estimular a apoptose de células 

inflamatórias e a fagocitose das mesmas (108). Sendo assim a modulação do 

receptor FPR2/ALXR é um importante alvo terapêutico, pois está envolvido em uma 

gama de processos biológicos assim como nas doenças patológicas (106). 

 

1.2.2 Lipoxinas 

 A lipoxina é um eicosanoide natural que foi primeiramente isolado em 1984 por 

Serhan e colaboradores a partir de leucócitos humanos como um produto oriundo do 

ácido araquidônico via ação de lipoxigenases (LO) (109). Nesta família estão a 

lipoxina A4 (LXA4, 5S,6R,15S-trihidroxi-eicosa-7E,9E,11Z,13E-ácido tetranóico), a 

lipoxina B4 (LXB4, 5S,14R,15S-trihidroxi-eicosa-6E,8Z,10E,12E-ácido tetranóico) 

além dos epímeros 15-epi-lipoxinas, também conhecidos como lipoxinas 

desencadeadas pela aspirina (ATLs) (110, 111). Dentre os agonistas lipídicos do 

receptor FPR2/ALXR, a LXA4 é o ligante endógeno de maior afinidade e 

primeiramente identificado (104). O termo lipoxina foi proposto uma vez que esses 

trihidroxitetranos surgem rapidamente de interações das vias de sinalização das 

lipoxigenases de forma autócrina ou parácrina [revisado em (112)]. 

 As lipoxinas são geradas nos locais de inflamação por ações sequenciais das 5 

e 12-lipoxigenases ou das 15- e 5-lipoxigenase dependendo do contexto celular 

(Figura 1.5). A via clássica envolve dois estágios do metabolismo do ácido 

araquidônico a partir da interação dos leucócitos com plaquetas ou com células 

epiteliais. Os leucócitos expressam 5-LO, o que é capaz de converter o ácido 

araquidônico em leucotrieno A4, LXA4 ou em seu isômero LXB4. A segunda via 

envolve a 15-LO das células epiteliais que oxigenam o AA em 15S-ácido 

hidroxileicosatetranóico. Este metabólito é prontamente captado pelos leucócitos e 
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convertido pela 5-LO em lipoxinas ativas (113). A terceira forma de sintetizar 

endogenamente a lipoxina é via acetilação da ciclo-oxigenase-2 (COX-2) pela 

aspirina. Estas espécies, as ATLs, mantêm várias características das lipoxinas 

endógenas induzindo a vasodilatação, síntese de prostaciclinas e síntese de óxido 

nítrico (114, 115). 

 

Figura 1.5: Vias de geração das lipoxinas e das ATLs. (adaptado de Nan Chiang e 

colaboradores, 2006). 

 

Classicamente, a LXA4 estimula a fagocitose de células apoptóticas pelos 

macrófagos, processo denominado eferocitose, tanto in vitro como in vivo através de 

um mecanismo mediado por PKC e PI3K (100). Entretanto a LXA4 não ativa os 

macrófagos de uma maneira clássica (formando o perfil inflamatório M1), mas sim 

por mecanismos alternativos que resultam em um fenótipo “reparador” não 

fisiológico com secreções reduzidas citocinas pró-inflamatórias como IL-8, MCP-1 e 

TGF-β [revisado em (99)]. Além disso, a LXA4 inibe a quimiotaxia de 

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

suprimir mecanismos de interação dos leucócitos com as células endoteliais (116). 

Entretanto vem sendo descrito outros inúmeros efeitos do tratamento com LXA4 

sintética. A LXA4 tem sido envolvida nos mecanismos citoprotetores das células 



19 

endoteliais, por estimular a geração de prostaciclinas, NO e heme-oxigenase (HO-1) 

(99). Trabalhos também demonstram que a inibição da produção de citocinas pró-

inflamatórias como IL1β, por inibir fatores de transcrição NFκB e AP1, além da 

estimulação da produção de IL-10 via ativação de FPR2/ALXR pela LXA4 em 

diferentes tecidos (117-119). 

 

1.2.3 Lipoxinas como tratamento adjuvante de doenças infecciosas 

 Alguns trabalhos têm demonstrado a ação da lipoxina durante o 

desenvolvimento de doenças infecciosas. Durante infecções virais, como a do vírus 

Influenza A, ocorre uma regulação negativa de genes envolvidos com ações pró-

resolutivas do hospedeiro, dentre elas ações mediadas pelas lipoxinas como tráfego 

de células inflamatórias e indução de citocinas (120). Além disso, o tratamento de 

camundongos deficientes em 5-LO com lipoxina e resolvina E1 restaura o fenótipo 

ativado de macrófagos e melhoram a condição do trato respiratório durante a 

infecção por vírus respiratório sincicial (RSV) (121). 

 Em modelos de infecção por microrganismos intracelulares o papel da LXA4 

ainda é controverso (122). Já foi mostrado que a LXA4 regula negativamente a 

resposta inflamatória durante a infecção por Toxoplasma gondii por controlar a 

produção de citocinas como IL-12 e IFN-γ, contribuindo para o aumento da 

sobrevida dos animais infectados (120, 123). Sabe-se que a produção excessiva de 

citocinas pró-inflamatória é desfavorável para o hospedeiro levando ao quadro de 

caquexia, dano tecidual e morte prematura (120). Por outro lado, durante a infecção 

por Mycobacterium tuberculosis o aumento de citocinas pró-inflamátórias em animais 

deficientes na enzima 5-LO auxiliou na manutenção da taxa de sobrevida desses 

animais (124). Sugere-se que as diferenças nesses dois modelos sejam por 

diferença de taxas de replicação desses agentes infeciosos e pelo local de 

biossíntese e das ações da lipoxina, como por exemplo, no cérebro e nos pulmões 

durante essas infecções (122).  

Recentemente, Shryock e colaboradores investigaram o papel da LXA4 durante a 

malária. Foi observado que o tratamento com LXA4 ou com a 15-epi- LXA4 diminuiu a 

produção de citocinas pró-inflamatórias como IL-12 e o acúmulo de linfócitos T 

CD8+/IFN-γ+ no tecido cerebral (125). No entanto, não está claro o potencial que 

estes mediadores anti-inflamatórios possuem no comprometimento dos vários 

órgãos afetados durante a malária grave.   
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1.3 Justificativa 

 

 A Malária é uma das principais doenças parasitárias do mundo e está incluída 

em planos mundiais de erradicação como: World Health Assembly Resolution 

WHA58.2 de 2005 e The Global Malaria Action Plan for a malaria-free world (GMAP) 

de 2008. Segundo a OMS, entre o período de 2000-2015, houve uma redução de 

50-75% dos casos reportados e de 60% da sua taxa de mortalidade. Ainda assim, a 

forma mais grave da malária apresenta alta taxa de mortalidade principalmente entre 

as crianças acometidas menores de cinco anos. Além disso, são crescentes os 

casos de resistência aos antimaláricos disponíveis no mercado justificando a 

necessidade de desenvolvimento de novos medicamentos e terapias 

complementares. Para isso, estudos sobre a imunopatologia da malária e a 

identificação de novos alvos terapêuticos são de suma importância para a 

continuidade desse processo de erradicação da malária. 
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2 OBJETIVOS 

  

 

2.1 Objetivo Geral 

 Avaliar o efeito do eixo FPR2/ALXR-LXA4 no desenvolvimento da malária grave 

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

 

2.2 Objetivos Específicos 

• Comparar o desenvolvimento da malária grave experimental induzida por P. 

berghei ANKA e o papel da LXA4 em cepas de camundongos resistentes (Balb/C) e 

suscetíveis (C57BL/6) à malária cerebral; 

 

• Estudar a participação do receptor FPR2/ALXR no desenvolvimento da malária 

grave experimental; 

 

• Estudar o efeito da administração de LXA4 exógena no dano cerebral causado 

durante a infecção por P. berghei ANKA; 

 

• Avaliar o efeito da administração de LXA4 exógena sobre componentes 

pulmonares e extrapulmonares que dão origem a síndrome do desconforto 

respiratório agudo desenvolvida durante a malária grave experimental. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

3.1 Aspectos éticos 

 Todos os procedimentos previstos neste projeto estão licenciados no Certificado 

de Qualidade em Biossegurança (CQB 342/12) para o uso de OGM (P. berghei 

ANKA-GFP) e na Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA-FIOCRUZ), licença: 

L-052/12 sob a responsabilidade da Dra. Mariana Conceição de Souza; na 

Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA-FIOCRUZ), licença: L-038/2015 sob a 

responsabilidade do Dr. Eduardo Vera Tibiriçá; e pelo Comitê de Ética em Pesquisa 

do Hospital Universitário Clementino Fraga Filho – UFRJ, licença: CEUA-CCS-019, 

sob a responsabilidade da Dra. Patrícia 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 Criação de Animais de Laboratório (CECAL) 

da Fundação Oswaldo Cruz (Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Os animais foram mantidos 

no biotério do Laboratório de Farmacologia Aplicada de Farmanguinhos até o 

momento de uso, com temperatura controlada de 23°C ± 2°C, livre acesso à água e 

ração 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. Ácido 

etileno diamino-tetra acético (EDTA), ácido etilenodiaminotetracético de etilenoglicol 

(EGTA), acrilamida, azul de bromofenol, bisacrilamida, coquetel de inibidores de 

protease, cloreto de sódio (NaCl), cloreto de magnésio (MgCl2), cloreto de potássio 

(KCl), ditioeritrol (DTT), formamida, corante Azul de Evans, RPMI-1640 

(Roosevelt Park Memorial Institute), dodecil sulfato de sódio (SDS), fenil-metil-

sulfonil-fluoreto (PMSF), glicerol, ácido N-(2-hidroxietil) piperazina-N'-etanosulfônico 

(HEPES), 2-mercaptoetanol, nitrito de sódio, persulfato de amônio (APS), salina 
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tamponada com fosfato (PBS), HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution) 

trisaminometano (Tris, Trizma®), Tween 20, cacodilato de sódio, 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 carboxifluoresceína (CFSE) e Nonidet 

(N)P-40 foram adquiridos da Gibco/Life Technologies (EUA). Os pares de anticorpos 

e o mediador recombinante para o ELISA foram adquiridos da R&D Systems (EUA). 

O Kit de EIA para dosagem de LTB4, Lipoxin A4 (5S,6R,15S-trihidroxi-eicosa-

7E,9E,11Z,13E-ácido tetranóico), 15-epi-LXA4 foram adquiridos da Cayman 

Chemical Company (EUA). O Kit de EIA para dosagem de LXA4 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-IgG 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 propídeo (PI) 

foi adquirido na Biolegend (EUA). Solução de Giemsa, May Grünwald e Entellan® 

foram adquiridas da Merck (Alemanha). Pentobarbital sódico 3 % (Hypnol® - 

Synthec, Brasil), cloridrato de xilazina 2 % (Xilazin® - Synthec, Brasil) e cloridrato de 

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

 

3.4 Infecção por P.berghei ANKA  

 Para o estudo da malária cerebral, a infecção de camundongos C57BL/6 e 

Balb/C foi induzida pela injeção intraperitoneal (i.p.) de 5 x 106 hemácias parasitadas 

com P.berghei ANKA-GFP diluídas em solução salina tamponada com fosfato (PBS 

1x, volume final 200µl) retiradas de um camundongo previamente infectado da 

mesma linhagem. Os animais não infectados receberam o mesmo volume do veículo 
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(PBS 1x, 200 µl, i.p.). Para o estudo sobre da M-SDRA a infecção de camundongos 

C57BL/6 foi induzida pela injeção i.p. de 1 x 106 hemácias parasitadas com P. 

berghei ANKA-GFP diluídas em PBS 1x (volume final 200 µl) retiradas de um 

camundongo previamente infectado da mesma linhagem. Os animais não infectados 

receberam o mesmo volume do veículo (PBS 1x, 200 µl, i.p.). 

 Nos tempos indicados, a porcentagem de hemácias infectadas foi examinada 

por citometria de fluxo (FACSCalibur, Beckton Dickinson - EUA) e esfregaços 

sanguíneos corados por panótico rápido (Laborclin) foram realizados para a 

contagem dos leucócitos periféricos. 

 

3.5 Tratamentos 

 Camundongos C57BL/6 e Balb/C foram distribuídos randomicamente em quatro 

grupos experimentais: animais não infectados, animais infectados por P. berghei 

ANKA (PbA) sem tratamento (receberam apenas o veículo dos tratamentos, PBS 1x, 

200 µl, i.p.), animais infectados por PbA tratados com LXA4 (0,5 µg/kg/dia, 200 µl, 

i.p.) e animais infectados por PbA tratados com BOC-2 (100 µg/kg/dia, 100µl, i.p.) e 

depois com LXA4 (0,5 µg/kg/dia, 100 µl, i.p.). 

 Primeiramente, para avaliação da malária cerebral camundongos Balb/C foram 

tratados com BOC-2 (1-100 µg/kg/dia, 200 µl, i.p.) duas horas antes da infecção e 

por mais quatro dias consecutivos, totalizando cinco dias de tratamentos. Os 

camundongos C57BL/6 foram tratados com LXA4 (0,5-2 µg/kg/dia, 200 µl, i.p.) duas 

horas antes da infecção 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 µg/kg/dia, 100µl, 

i.p.) e meia hora depois tratados com LXA4 (0,5 µg/kg/dia, 100 µl, i.p.). O esquema 

de tratamento foi repetido por quatro dias consecutivos e as analise de parâmetros 

de malária cerebral foi avaliado no quinto dia após a infecção conforme o esquema a 

seguir.   

 Para avaliação da M-SDRA camundongos C57BL/6 foram tratados com LXA4 

(0,5 µg/kg/dia, 200 µl, i.p.) duas horas antes da infecção 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 µg/kg/dia, 100µl, i.p.) e meia hora depois tratados com LXA4 (0,5 
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µg/kg/dia, 100 µl, i.p.). O esquema de tratamento foi repetido por cinco dias 

consecutivos e as analise de parâmetros da M-SDRA foi avaliado no sexto dia após 

a infecção conforme o esquema a seguir. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 Nos tempos indicados os animais foram submetidos a eutanásia ou perfusão 

seguida de eutanásia, dependendo da técnica que seria aplicada em seguida. Para 

a realização da eutanásia os animais receberam excesso de anestésico (200 µl de 

pentobarbital sódico 3 %, i.p. - Hypnol®). Para perfusão seguida de eutanásia, os 

animais foram sedados com quetamina (100 mg/kg, i.p.) e xilazina (10 mg/kg, i.p.) e 

anestesiados via i.p. com 70 µl pentobarbital sódico 3% (Hypnol®). Depois de 

detectada a ausência de resposta a estímulos nociceptivos, os animais foram 

perfundidos com uma solução salina heparinizada (100 UI/ml) em média por 5 

minutos.  

 

3.6 Sobrevida 

 Os camundongos foram tratados e infectados como descrito acima e mantidos 

em biotério, com o mesmo ambiente acima citado, para avaliação diária da 

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

 

3.7 Avaliação da quebra das barreiras hemato-encefálicas e 

hemato-alveolar 

  Para a avaliação do edema cerebral e pulmonar, foi administrado via intravenosa 

(i.v.) 150 µL do corante Azul de Evans (2%) em cada animal (126). Após duas horas 

os camundongos foram eutanasiados para retirada de seus cérebros e pulmões, que 

foram pesados e reservados em 2 mL ou 4 mL de formamida PA, respectivamente, 

por 48 horas a 37°C. Após este período o sobrenadante foi recolhido e a 



26 

absorbância foi mensurada por espectrofotometria (λ=620 nm) (Spectramax 190, 

Molecular Devices, CA, USA) de acordo com as concentrações da curva padrão 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 malária cerebral experimental foi definida pela presença de pelo menos dois 

dos seguintes sinais clínicos de envolvimento neurológico: ataxia, paralisia dos 

membros, mau reflexo de correção, convulsões 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 alterações 

comportamentais, motoras e neurológicas durante o desenvolvimento da infecção 

por PbA (127). Foram selecionados alguns testes voltados para avaliação dos 

parâmetros cognitivos e comportamentais com o objetivo de avaliar o 

comprometimento cerebral dos camundongos. Os testes descritos a seguir 

inicialmente foram realizados nos animais ainda não infectados. Em seguida estes 

mesmos camundongos foram tratados e infectados conforme descrito acima. Cinco 

dias após a infecção, os testes foram repetidos e os resultados expressos como 

diferença entre a soma dos scores após a infecção e antes da inoculação do PbA.  

 Comportamento registrado na arena: Inicialmente, o animal foi colocado dentro 

de uma estrutura cônica de vidro, localizada sobre uma plataforma branca, e foram 

observados: posição corporal, atividade espontânea, taxa de respiração, tremor, 

número de headings (apoio apenas sobre as patas traseiras) e groomings 

(movimentos de “limpar” dirigidos a cabeça ou corpo, efetuados com as patas 

dianteiras) dos animais.  

 Excitação de transferência: Transcorrido cinco minutos do teste descrito acima, o 

animal foi transferido para a arena sem ser tocado. Iniciou-se então a observação 

durante trinta segundos das reações 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 maníaco). 

 Atividade locomotora: Ainda na arena é quantificado durante trinta segundos o 

número de quadrados de 11 cm2 da arena que o animal pisou com as quatro patas 

ao mesmo tempo.   
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 Elevação de cauda: Durante a avaliação da atividade locomotora observou-se 

também o nível de elevação da cauda do animal e foi registrado através de um score 

no qual “0” arrastando a cauda no chão 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 intenção de se soltar até ser posto 

em cima da grade.  

 Manobra de grade: O animal foi segurado acima da grade por suspensão da 

cauda de forma que ele conseguiu pegar a grade com as patas dianteiras. Em 

seguida o animal é mantido estendido e girado horizontalmente até que seu corpo 

ficasse por cima da grade e então foi liberado. A reação 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 restrição supina: O animal foi contido em 

posição supina e observou-se a capacidade de posicionamento visual, força ao 

agarrar, tônus 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 correção postural por contato: O animal foi colocado dentro de um 

tubo com quatro centímetros de diâmetro e virado de cabeça para baixo. Foi 

registrada a capacidade do animal se virar e ficar de cabeça para cima ou não. 

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

 

3.9 Quantificação de citocinas e mediadores lipídicos 

 A quantificação de citocinas e mediadores lipídicos foi feita em cérebros, 

pulmões e plasma conforme descrito a seguir.  

 Os animais foram perfundidos e tiveram seus cérebros e pulmões retirados e 

congelados em N2 líquido. Os órgãos foram então macerados durante dois minutos 

em 1 mL de tampão de lise celular (20 mM TRIS,150 mM NaCl, 5 mM KCl, 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, após a anestesia, o sangue foi 

retirado por punção cardíaca utilizando-se citrato de sódio 1,8 % como 
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anticoagulante e centrifugado a 200 G por dez minutos a 4°C. O plasma então foi 

recolhido e congelado a -20°C para as análises posteriores.  

 Em todas as amostras foi dosada a quantidade de proteínas totais pelo método 

de Lowry (BioRad) para a normalização dos resultados.  

 As concentrações de citocinas e quimiocinas foram avaliadas pelo método de 

ELISA sanduíche (Enzyme-linked immunosorbent assay) usando pares de 

anticorpos correspondentes de acordo com as instruções do fabricante (R&D 

System, EUA). Placas de 96 poços (Nunc-Maxsorp™, Thermo Scientific, EUA) foram 

incubadas a 4°C com a concentração ótima de anticorpos monoclonais purificados 

contra cada citocina analisada. Após dezoito horas, os poços foram lavados com 

200 μL de uma solução de tween 20 a 0,05% diluído em PBS-tween. O bloqueio dos 

sítios inespecíficos foi feito com 200 μL de PBS contendo 1% de albumina sérica 

bovina (BSA). Decorridos vinte e quatro horas a placa foi lavada e incubada com 

anticorpo de detecção. Após lavagens a placa foi incubada com estreptoavidina 

peroxidase e a revelação foi realizada após a adição de tampão citrato/perborato de 

sódio contendo OPD (500 μg/mL). A reação foi bloqueada pela adição de ácido 

sulfúrico (H2SO4), 2 M, a leitura realizada por espectrofotometria (Spectra Max 

190/Molecular Device, EUA) a 490 nm. As concentrações de citocinas e quimiocinas 

foram determinadas a partir de valores obtidos com a curva padrão realizada com 

diferentes diluições da proteína recombinante fornecida pelo fabricante. O resultado 

foi expresso em nanograma (ng) de citocina por miligrama (mg) de proteína total das 

amostras. 

 As concentrações de LXA4 e LTB4 foram mensuradas por EIA de acordo com as 

instruções 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 μL/poço das amostras ou 50 μL/poço das soluções padrão 

diluídas em série de LXA4 ou LTB4 em placas de 96 poços pré-revestidas com 

anticorpo IgG murino. Em seguida, foram adicionados o anticorpo contra LXA4 ou 

LTB4 (50 μL/poço) e LXA4 ou LTB4 conjugados com colinesterase (50 μL/poço) e 

incubados durante cerca de dezoito horas em temperatura ambiente. Os poços 

correspondentes ao controle receberam somente o tampão de EIA e a LXA4 ou LTB4 

conjugada com colinesterase (50 μL/poço). Após esta etapa, a placa foi lavada (5x) 

com tampão fosfato de potássio 0,01 M contendo tween 20 a 0,05%. Em seguida, 

foram adicionados 200 μL/poço do reagente de Elmmans (contém o substrato para a 
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enzima colinesterase diluído em água deionizada, segundo instruções do fabricante) 

para revelação. A placa foi incubada sob agitação ao abrigo da luz até ocorrer a 

reação e lida em leitora de placa a 405 nm. Os dados foram analisados com auxílio 

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-iluminação e 

fluorescência 

 A técnica microscopia intravital foi realizada no laboratório de Investigação 

cardiovascular (IOC-Fiocruz) sob a coordenação do Dr. Eduardo Tibiriçá. 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 máter foi visualizada em um sistema de microscopia 

(Olympus BX150WI, EUA) através de uma craniotomia do osso parietal direito 

realizada por uma broca (128). Esta janela também permite a visualização do 

recrutamento dos leucócitos in vivo (129). A área avaliada foi continuamente 

perfundida com um fluido cefalorraquidiano artificial a 37°C, pH 7,35. A solução de 

perfusão foi continuamente arejada com 10% O2, 6% CO2 e 84% N2 para a 

manutenção da tensão e dos níveis de gases comparáveis ao pH fisiológico para se 

evitar a inflamação local.  

 Após a administração i.v. de fluoresceína (FITC)-dextrana (FITC-dextran 150), 

imagens da microcirculação foram adquiridas pelo Archimed 3.7.0 software 

(Microvision, Evry, França). 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 número de 

capilares por mm2. 

 Para a marcação dos leucócitos circulantes, os animais receberam uma injeção 

i.v. de rodamina 6G (0,3 mg/kg). Os leucócitos fluorescentes foram visualizados por 

microscopia como descrito acima. A interação dos leucócitos com o endotélio foi 
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avaliada pela contagem dos leucócitos aderindo à parede vascular (ao longo de 

100µm) durante trinta segundos e expressa como o número de células/min/100 µm. 

Os parâmetros acima foram determinados nas vênulas da pia mater com diâmetro 

entre 50 a 70 µm. 

 

3.11 Análise morfológicas do cérebro 

 Os animais foram perfundidos e tiveram seus cérebros retirados, fixados em 

formalina 4%, processados e incluídos em parafina. Os cortes de 5 µm foram 

corados com hematoxilina e eosina (HE) para as análises morfológicas dos cérebros 

e pulmões.  

 A obstrução da microvasculatura cerebral e a citoaderência foi analisada na 

região cortical-medular. Vasos ocluídos foram avaliados durante 30 campos 

consecutivos em aumento de 400X. Já as hemácias parasitadas aderidas foram 

observadas em 30 campos consecutivos em aumento de 1000X de acordo com o 

seguinte score semi-quantitativo: “0” = nenhuma hemácia parasitada aderida; “1” = 

únicas hemácias parasitadas aderidas; “2” = rosetas aderidas; “3” = células aderidas 

de forma difusa. 

 

3.12 Laser Speckle Contrast Imaging 

 O fluxo sanguíneo cerebral foi mensurado através do aparelho de Laser Speckle 

Contrast Imaging. (PeriCam PSI System, Perimed, Suécia). Esta técnica foi realizada 

no laboratório de Investigação cardiovascular (IOC-Fiocruz) sob a coordenação do 

Dr. Eduardo Tibiriçá e proporciona o índice de perfusão microvascular que é 

proporcional à concentração e velocidade dos eritrócitos.   

 Para esta análise os animais anestesiados foram mantidos em uma superfície 

estável, em uma sala com temperatura estável 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 contínua da perfusão sanguínea tecidual em tempo real. Para a 

determinação das alterações no fluxo sanguíneo da microcirculação 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 arbitrárias. 
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3.13 Isolamento de mononucleares cerebrais e esplênicos 

 Os animais foram perfundidos e tiveram seus cérebros e baços retirados para a 

análise fenotípica dos mononucleares. Para isso o tecido cerebral foi macerado em 

RPMI puro com auxílio de uma peneira, centrifugado a 400 x G por cinco minutos e 

cada pellet ressuspendido em dois mL de tampão HEPES contendo 0,05% de 

colagenase. Essa suspensão ficou em movimentação no Shaker a 37°C durante 

trinta minutos. Em seguida, a suspensão foi filtrada em tecido voal e centrifugada a 

80 x G por trinta segundos. Os mononucleares foram obtidos por meio de separação 

em gradiente constituídos por soluções a 80 e 40 % de Percoll. Para isso, as células 

foram centrifugadas a 1620 x G durante trinta minutos sem aceleração e 

desaceleração, em temperatura ambiente. A camada de células mononucleares foi 

recolhida na interface entre a solução de 80 e 40 % de Percoll e lavados duas vezes 

com Hank’s sem Ca+2 e Mg+2. Já os baços foram macerados em Hank’s sem Ca+2 e 

Mg+2 e o leucócitos de cada baço foram obtidos por meio de separação em 2 mL de 

gradiente de histopaque 1083. Para isso, as células foram centrifugadas a 400 x G 

durante trinta minutos sem aceleração e desaceleração, em temperatura ambiente. 

A camada de leucócitos foi recolhida, sobre a solução de histopaque e lavada duas 

vezes com Hank’s sem Ca+2 e Mg+2. Em ambos os tecidos a contagem do número 

de células foi realizada em câmara de Neubauer e todas as populações de células 

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

 

3.14 Preparação de suspensão celular para aplicação em citometria 

de fluxo 

 As células submetidas à citometria de fluxo foram semeadas em uma placa de 

96 poços com fundo em “U” e centrifugadas (400 x G por dois minutos). Os pellets 

foram ressuspendidos em 100 μl de PBS contendo 0,1 % de azida sódica (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 sítios inespecíficos de ligação. Após 

centrifugação as células foram incubadas (trinta minutos, 4°C) com os 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 

avaliação da apoptose, a marcação foi realizada com anexina V (APC) e iodeto de 
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propídeo (PI).  Além disso, para a marcação intracelular de citocinas, as células 

foram fixadas em paraformaldeído 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. Após a 

permeabilização, as células foram ressuspendidas e incubadas em uma solução de 

30 μl contendo os anticorpos anti-TNF-α conjugado a PE (1:100) e anti-IFN-γ 

biotinilado (1:100) (trinta minutos, 4°C). As células foram então lavadas com 100 µl 

PBS-azida-saponina 0,1% por duas vezes e uma vez com PBS-azida. Os isotipos 

IgG foram utilizados como controle negativo de marcação. Em seguida, as células 

foram lavadas uma vez com PBS-azida, centrifugadas e então ressuspendidas em 

PBS-azida e transferidas para tubos tubo em FACScalibur (Becton Dickinson, EUA). 

As análises dos marcadores de superfície 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 fluorescência e 

apresentados como dot plots ou histogramas. A população de células de interesse 

foi primeiramente identificada em uma região física de acordo com tamanho e 

granulosidade das células e em seguida pela intensidade de fluorescência. As 

células de interesse foram representadas como porcentagem do número total de 

células. 

 

3.15 Estimulação 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 IU/ml de penicilina e 100 mg/ml streptomicina), acondicionadas em estufa com 5 

% de CO2 à 37° C e plaqueadas numa concentração de 104 células por poço em 

placas de vinte e quatro poços. Após vinte e quatro horas, as células foram pré-

tratadas com LXA4 (10 nM), BOC-2 (40 nM) ou com o inibidor da atividade da HO-1, 

ZnPPIX (50 µM) por uma hora e estimuladas (50:1) com hemácias não infectadas ou 

infectadas com P. berghei-GFP ou com P. falciparum previamente corados com 

CFSE (25 µM) por trinta minutos, respectivamente. Em seguida, as células foram 

submetidas a protocolos de Western blotting ou imunocitoquímica para identificação 

e quantificação de proteínas, ou citoaderência de hemácias. 
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3.16 Western Blotting 

 A técnica de western blotting foi aplicada em cérebros de camundongos após 

perfusão e congelamento em N2 líquido 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 µl respectivamente, de tampão de extração 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 Na3VO4, 5 mM Na4P2O7 e coquetel inibidor de protease 1x), mantidas no 

gelo por quinze minutos com agitação periódica e sonicadas a 4 °C por um minuto 

seguido de centrifugação a 18620 G, 4° C por dez minutos. A concentração de 

proteínas totais foi determinada pelo método de Lowry. 

 As amostras foram desnaturadas em tampão de amostra Laemmli (Tris-HCl 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 μg dos lisados 

totais ou nucleares foram submetidos à 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 tampão de transferência (Tris 48 mM e 

Glicina 39 mM). Após a transferência, as membranas foram incubadas com solução 

bloqueadora de BSA 5 % em TBST (Tris-HCl a 50 mM, pH 7,4; NaCl a 150 mM; 

Tween 20 a 0,1 %) por uma hora à temperatura ambiente. Posteriormente, as 

membranas foram incubadas (overnight, a 4 °C) com o anticorpo policlonal primário 

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 

primário produzido em camundongo para ICAM-1 (1:1000) e posteriormente com o 

anticorpo conjugado a HRP anti-IgG de camundongo (1:500). Após a incubação as 

membranas foram lavadas três vezes com TBST e duas vezes com TBS. A detecção 

foi feita usando o Sistema ECL e as membranas expostas a filme de 

autorradiografia. As membranas então foram estripadas com NaOH (1N) e então 

incubadas com o anticorpo policlonal produzido em coelho para β-actina (1:5000) 

para a detecção das proteínas totais. As bandas foram quantificadas por 

densitometria usando o software Image J® (domínio público).  
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3.17 Imunocitoquímica 

 Para avaliação da expressão de ICAM-1, as células de linhagens endoteliais 

murina (tEnd.1) ou humana (ECV 304) tratadas e estimuladas como descrito acima 

foram fixadas em paraformaldeído 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 secundários apropriados conjugado ao flurocromo PE. A aquisição 

microscópica da fluorescência das imagens foi realizada através do microscópico de 

fluorescência (Nikon, Japan), e a intensidade de fluorescência foi mensurada no 

software Volocity® (Perkin Elmer, EUA). 

 

3.18 Ensaio de citoaderência 

 As células de linhagens endoteliais murina (tEnd.1) ou humana (ECV 304) 

tratadas e estimuladas como descrito acima foram incubadas sob agitação à 37° C 

por uma hora para a adesão das hemácias. Após esse período, as hemácias não 

aderidas foram gentilmente retiradas com lavagens de PBS 1X (x 3) e as células 

remanescentes foram fixadas em etanol e coradas com Giemsa. O número dos 

eritrócitos aderidos por ECV-304 ou por tEnd-1 foi determinado pela contagem direta 

das células no microscópio em aumento de 400X (Olympus BX41, Japão). Os 

resultados foram expressos como índice de adesão calculado como previamente 

descrito (130):  

 

 

 

3.19 Mecânica ventilatória  

 A metodologia da mecânica ventilatória foi realizada no Laboratório de 

Investigação Pulmonar (IBCCF- UFRJ) sob a coordenação da Dra. Patricia R. M. 

Rocco. Para isso seis dias após o início do tratamento, camundongos C57BL/6 

foram sedados (diazepam, 1 mg via i.p.), anestesiados (pentobarbital sódico, 20 

mg/kg via i.p.) e submetidos a traqueostomia. Os dados foram registrados baseados 

no fluxo aéreo, volume (V) e pressão transpulmonar (PL) em função do tempo. Em 

seguida os animais foram paralisados com brometo de vecurônio (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 

parâmetros: taxa respiratória = 100 respirações/min, volume corrente (VT) = 0,2 ml e 

a fração de oxigênio inspirado (FiO2) = 0,21. A parte anterior da caixa torácica foi 

removida cirurgicamente e a pressão positiva ao final da expiração (positive end-

expiratory pressure - PEEP) de 2 cm H2O foi aplicada. A utilização da PEEP evita o 

colapso alveolar e o desenvolvimento de atelectasias resultantes da retirada da 

parede torácica. Após dez minutos do período de ventilação, a mecânica pulmonar 

foi computada. Os parâmetros da mecânica respiratória foram obtidos através do 

método da oclusão ao final da inspiração (131). Este método permite analisar os 

componentes elástico, resistivo e viscoelástico e/ou inomogêneo do pulmão. Após a 

oclusão das vias aéreas durante cinco segundos ao final da inspiração, sob fluxo 

constante, ocorre uma queda súbita da pressão transpulmonar (PL) até um ponto de 

inflexão (Pi,L), a partir do qual, o decaimento da pressão assume caráter mais lento, 

atingindo um platô em sua porção terminal. Esta fase de platô corresponde à 

pressão de retração elástica do pulmão (Pel,L). O valor da elastância estática do 

pulmão (Est,L) foi calculado dividindo-se o Pel,L pelo volume inspirado (VT). Para a 

realização da oclusão, o aparelho utiliza uma válvula com tempo de fechamento 

definido (10 ms). Como este fechamento não é absolutamente instantâneo, o fluxo 

nunca cai à zero imediatamente após a oclusão, proporcionando a existência de um 

pequeno volume. Esse fluxo é responsável pelo aumento do volume pulmonar e, 

consequentemente, da Pi,L e da Pel,L. Após a oclusão das vias aéreas, há uma 

queda rápida na PL (∆P1) que corresponde a pressão máxima menos a Pi (pressão 

dissipada para vencer viscosidade do pulmão) seguida por uma queda lenta (∆P2), 

pressão dissipada para vencer os componentes viscoelástico e/ou inomogêneo do 

pulmão, até um ponto de equilíbrio elástico, representado pela pressão de retração 

elástica pulmonar (Pel). A pressão resistiva do equipamento foi subtraída da pressão 

resistiva dos pulmões de tal forma que os resultados representem as propriedades 

mecânicas intrínsecas. As medições foram feitas pelo menos 10 vezes em cada 

animal e analisados usando o software ANADAT® (RHT-InfoData, Inc., Montreal, 

Quebec, Canadá). 
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3.20 Análises morfométricas do tecido pulmonar 

 Foram realizadas análises morfométricas dos pulmões de camundongos 

perfundidos, em trinta campos consecutivos em aumento de 200X e 400X. O dano 

alveolar difuso (DAD) foi quantificado por uma pontuação 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 inflamatório e edema intersticial, sendo “0” 

histoarquitetura normal e “4” as máximas alterações. A pontuação cumulativa do 

DAD foi calculada como a soma de cada pontuação característica, e variou 0-64 

(132). Para a quantificação dos leucócitos no parênquima pulmonar em aumento de 

1000X, foram avaliados 10 campos aleatórios e não coincidentes por lâmina, que 

foram determinados pela técnica de contagem de pontos (133). Computou-se o 

número de pontos do campo que coincidiam com a área de tecido, células 

mononucleares e polimorfonucleares, obtendo-se desta forma o número de células 

por área de tecido em porcentagem. 

 

3.21 Contagem de leucócitos periféricos 

 As contagens de leucócitos totais periféricos e da medula óssea foram 

realizadas em um contador automático de partículas (Counter Z1, Beckman-Coulter 

Inc., EUA). Para isso 50 µl do sangue coletado dos animais por punção cardíaca ou 

da suspensão com os leucócitos medulares foram diluídos (1:200) em uma solução 

isotônica tamponada (ISOTON®, Beckman Coulter). A diferenciação dos leucócitos 

periféricos foi realizada esfregaços sanguíneos corados com Panótico rápido 

(Laborclin). A contagem diferencial de pelo menos 100 células por animal foi 

realizada em microscópio óptico (Olympus BX41, Japão) com aumento de 1000X. 

 

3.22 Isolamento de neutrófilos 

  Os camundongos foram eutanasiados e seus fêmures e tíbias de ambas as 

patas traseiras foram dissecados e removidos. As extremidades distais dos ossos 

foram removidas e cada fêmur e tíbia foi lavado com 2 mL de Hank’s sem Ca+2 e 

Mg+2 com 1,8 % de citrato de sódio. Em seguida, a suspensão de células foi 

centrifugada a 400 G durante quinze minutos a 22° C e ressuspendida em 2 mL de 

Hank’s sem Ca+2 e Mg+2. Os polimorfonucleares foram obtidos por meio de 
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separação em gradiente constituídos por soluções a 72 e 65 % de Percoll. Para isso, 

as células foram centrifugadas a 1200 х G durante trinta e cinco minutos sem 

aceleração e desaceleração, em temperatura ambiente. A camada de células 

mononucleares, sobre a solução de Percoll a 65 % foi descartada e os 

polimorfonucleares foram recolhidos na interface entre a solução de 72 e 65 % de 

Percoll e lavados duas vezes com Hank’s sem Ca+2 e Mg+2. A contagem do número 

de células foi realizada em câmara de Neubauer e a pureza dos neutrófilos foi feita a 

partir de citoesfregaço em lâminas de vidro corados por panótico rápido (> 90 % de 

pureza). 

 

3.23 Ensaios de quimiocinesia e quimiotaxia 

 Inicialmente os neutrófilos obtidos de animais não infectados, infectados com 

PbA tratados ou não com LXA4 ou/e BOC-2 tiveram os seus neutrófilos medulares 

isolados como descrito acima. Os ensaios de quimiocinesia e quimiotaxia de 

neutrófilos foram realizados através do sistema de câmara de Boyden modificada de 

48 poços (Neuroprobe Inc., EUA). Esta câmara é composta por dois compartimentos 

separados por uma membrana de policarbonato (filtro de policarbonato de 5 µm, 

Neuroprobe Inc., EUA): o compartimento superior (onde é depositada a suspensão 

de células) e o compartimento inferior (onde é colocado o estímulo quimiotático).  

Para os ensaios de quimiocinesia, os poços inferiores foram preenchidos com 29 µl 

de RPMI-1640. Já para os ensaios de quimiotaxia, os poços inferiores foram 

preenchidos com 29 µl de plasma de animais não infectados (Nip), plasma de 

animais infectados com PbA (Pbp) ou CXCL1 (250 nM), e os poços superiores foram 

preenchidos com neutrófilos em meio RPMI (105 células/poço; 50 µl). O mesmo 

experimento foi realizado com animais tratados com o análogo 15-epi-LXA4 e BOC-2 

e 15-epi-LXA4.  

 Em outro grupo de experimentos para avaliar o efeito direto da LXA4 sobre os 

neutrófilos, os neutrófilos isolados de animais saudáveis foram pré-tratados in vitro 

com LXA4 (10nM) ou BOC-2 (40 nM) e quinze minutos depois LXA4 (10 nM), por 

uma hora e mantidas em estufa a 37°C com 5% de CO2 antes do estímulo. Em 

seguida foram colocados na câmara de Boyden sobre RPMI-1640, plasma de 

animais não 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 Panótico rápido 

(Laborclin – Brasil) para fixação e coloração das células. Em seguida, os neutrófilos 

foram quantificados diretamente em microscópio ótico (1000x) por 15 campos 

consecutivos na linha média de cada poço. O experimento foi realizado em 

quadruplicata e os resultados expressos em número de neutrófilos/campo. 

 

3.24 Ensaio de polimerização do citoesqueleteto de actina  

 Neutrófilos da medula óssea isolados de animais saudáveis como descrito acima 

foram plaqueados numa concentração de (5 x 104 neutrófilos/poço) em placas de 24 

poços (Nunc, Rochester, NY, EUA) contendo lamínulas e deixados para aderir a 37° 

C com 5% de CO2 por três horas. Após esse período, 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 não 

infectados (Nip) ou plasma de animais infectados com PbA (Pbp) também a 37°C 

com 5% de CO2. As células foram então lavadas com PBS 1x e fixadas durante vinte 

minutos com paraformaldeído a 4 %. A seguir, as células foram permeabilizadas 

com Triton X-100 (0,25%) e coradas com faloidina conjugada à rodamina (1:100). Os 

núcleos foram corados com DAPI (1:10000) por cinco minutos. As lâmínulas foram 

montadas com Vecta Shield e seladas com esmalte incolor. As imagens de 

fluorescência foram capturadas por microscopia de fluorescência (Nikon Inc., EUA) 

em 10 campos distintos de cada lâmina. A análise foi realizada em pelo menos 300 

células por lâmina (3 lâminas por grupo) em aumento de 400X sendo classificadas 

com marcação de faloidina difusa ou polarizada.  

 

3.25 Análise estatística 

Os dados obtidos foram processados no software GraphPad Prism 6.00® 

(GraphPad software, La Jolla, CA, EUA) e apresentados como média ± erro padrão 

da média (EPM). A análise estatística dos dados e das curvas de sobrevida foi 

realizada através dos testes de análise de variância (ANOVA) com pós-teste de 

Bonferroni e do teste de Log-rank (Mantel-Cox), respectivamente. Os valores de 

p≤0,05 foram considerados significativos. 

 

 



39 

4 RESULTADOS 

 

4.1. Comparação entre a suscetibilidade e tolerância à infecção por 

P.berghei ANKA 

 Estudos anteriores já demonstraram que as linhagens de camundongos 

C57BL/6 e Balb/C diferem na resposta à infecção por P. berghei ANKA (PbA). Os 

camundongos C57BL/6 são susceptíveis ao desenvolvimento da malária grave com 

acometimento sistêmico dos órgãos, levando ao quadro de comprometimento da 

função cerebral e consequentemente a morte (134). Por outro lado, camundongos 

da linhagem Balb/C são tolerantes ao desenvolvimento da malária grave e morrem 

mais tardiamente devido à intensa anemia e à hiperparasitemia, sem que haja a 

disfunção de múltiplos órgãos (134, 135). Entretanto, ainda não está completamente 

compreendido os motivos pelos quais essas duas linhagens apresentam diferentes 

comportamentos durante a infecção por PbA. Considerando isso, primeiramente, foi 

realizado o estudo comparativo entre as linhagens de camundongos C57BL/6 e 

Balb/C no modelo experimental de malária grave utilizado ao longo deste trabalho. 

Pode-se observar que não houve diferença na parasitemia entre as duas linhagens 5 

dias após a infecção (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 número de mortes dos camundongos C57BL/6 ocorreu entre 

o 5° e o 9° dia de infecção. Já os camundongos Balb/C permaneceram vivos durante 

esse período, morrendo em dias posteriores: entre o 9° e o 12° dia após a infecção. 

Além disso, cerca de 20% dos animais continuaram vivos até o fim do experimento 

(Figura 4.1 B). Corroborando com a curva de sobrevivência, os camundongos 

C57BL/6 desenvolveram maior edema cerebral (Figura 4.1 C) e pulmonar (Figura 4.1 

D) em comparação com camundongos C57BL/6 não infectados e com os Balb/C 

infectados. Não 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 não infectados. As análises dos testes de 

SHIRPA demonstraram maior diferença no score comportamental de camundongos 

C57BL/6 do que o score dos camundongos Balb/C (Figura 4.1 E). Essa diferença 
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nos escores sugere que 5 dias após a infecção por PbA os camundongos C57BL/6 

foram menos responsivos aos estímulos e apresentaram comportamentos diferentes 

dos observados antes da infecção o que denota danos neurológicos nesses animais. 

Vale ressaltar que os camundongos Balb/C não apresentaram alterações de 

comportamento tão diferentes quanto os camundongos C57BL/6 durante o mesmo 

período de análise (Figura 4.1 E). A fim de se investigar se as diferenças observadas 

durante a infecção por PbA entre camundongos C57BL/6 e Balb/C teria relação com 

níveis de produção dos mediadores lipídicos anti-inflamatórios, foi investigada a 

produção endógena de LXA4. 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 não foi observada nenhuma modulação da produção da LXA4 após 

cinco dias da infecção por PbA em ambas as linhagens (Figura 4.1 F). Sugerindo 

que os níveis basais de LXA4 presentes no plasma de camundongos Balb/C seriam 

suficientes para proteger o animal do processo inflamatório desencadeado pelo PbA. 
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Figura 4.1 Comparação entre a linhagem suscetível C57BL/6 e a resistente Balb/C 
quanto ao desenvolvimento da malária grave. Camundongos C57BL/6 e Balb/C 
saudáveis e infectados com P. berghei ANKA foram avaliados 5 dias após a infecção (DPI) 
por PbA (inóculo de 5x106 hemácias infectadas/por animal) em relação aos seguintes 
parâmetros: (A) Parasitemia; (B) Sobrevida; Edemas (C) cerebral e (D) pulmonar por injeção 
de Azul de Evans (2%); (E) Análises comportamentais pelo SHIRPA e (F) Dosagem de LXA4 
endógena por EIA. Os resultados foram expressos como média ± EPM de 6 animais por 
grupo de três experimentos independentes. As análises estatísticas foram realizadas pelo 
teste one-way ANOVA seguido pelo pós-teste de Bonferroni. A análise das curvas de 
sobrevidas foi realizada pelo o teste de Log-rank (Mantel-Cox). As diferenças significativas 
(p ≤ 0,05) em relação aos grupos não 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-inflamatórios endógenos na 

resistência ao desenvolvimento da malária cerebral 

 Uma vez demonstrado que camundongos Balb/C apresentam maior produção 

endógena de LXA4, hipotetizamos que a resistência desses animais ao 

desenvolvimento da malária cerebral poderia estar relacionada a maior atividade de 

agonistas endógenos do receptor FPR2/ALXR. Para investigar essa hipótese, foi 

utilizado o tratamento com o BOC-2, antagonista não seletivo dos receptores FPRs 

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

4.2.1 Avaliação do tratamento com o BOC-2 durante o desenvolvimento da 

malária 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 µg/kg/dia (Figura 4.2 

A). Essa mesma dose não alterou a permeabilidade da barreira hematoencefálica 

em animais não 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 período de tempo em que se observa morte por malária 

cerebral (entre o 5° e o 9° dia de infecção) foi observado que 50% dos animais 

infectados e tratados com BOC-2 morriam enquanto apenas 20% dos camundongos 

infectados não tratados sucumbiam à infecção (Figura 4.2 C). 

 Apesar do comprometimento neurológico característico da malária cerebral não 

ser induzido em camundongos Balb/C, a infecção por PbA aumentou a produção de 

citocinas pró-inflamatórias como TNF-α (Figura 4.3 A), de IFN-γ (Figura 4.3 B) e de 

IL-12 (Figura 4.3 C), porém não alterou os níveis da citocina anti-inflamatória IL-10 

(Figura 4.3 D) no tecido cerebral desses animais em comparação com os animais 

não infectados. Além disso, o tratamento com a BOC-2 não alterou a produção de 

nenhuma dessas citocinas no tecido cerebral em comparação com os animais 

infectados que não receberam o tratamento (Figura 4.3 A-D). 
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Figura 4.2 Avaliação do tratamento com BOC-2 durante a infecção por P. berghei 
ANKA em camundongos Balb/C. Camundongos Balb/C infectados com PbA (inóculo de 
5x106 hemácias infectadas/por animal) tratados ou não com BOC-2 (100 µg/kg/dia, i.p.) 
foram avaliados após 5 dias de infecção (DPI). (A) Efeito do pré-tratamento com diferentes 
doses de BOC-2 (1 -100 µg/kg/dia, i.p.) no extravasamento proteico no tecido cerebral; (B) 
parasitemia; (C) curva de sobrevida e (D) análises comportamentais. Os resultados foram 
expressos como média ± EPM de 6 animais por grupo de três experimentos independentes. 
As análises estatísticas foram realizadas pelo teste one-way ANOVA seguido pelo pós-teste 
de Bonferroni. A análise das curvas de sobrevidas foi realizada pelo o teste de Log-rank 
(Mantel-Cox). As diferenças significativas (p ≤ 0,05) em relação ao grupo não infectado 
foram indicadas por (*) e em relação ao grupo infectado são indicados por (+). 
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Figura 4.3 Avaliação do tratamento com BOC-2 na produção de citocinas no tecido 
cerebral de camundongos Balb/C durante a infecção por PbA. Animais não infectados, 
infectados sem tratamento e infectados tratados com BOC-2 (100 µg/kg/dia, i.p.) foram 
avaliados após 5 dias de infecção por PbA (inóculo de 5x106 hemácias infectadas/por 
animal).  As produções das citocinas (A) TNF-α, (B) IFN-γ, (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 três experimentos independentes. As análises estatísticas 
foram realizadas pelo teste one-way ANOVA seguido pelo pós-teste de Bonferroni. As 
diferenças significativas (p ≤ 0,05) em relação ao grupo não infectado foram indicadas por 
(*). 
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4.2.2 Efeito do tratamento com BOC-2 na disfunção da microvasculatura do 

córtex cerebral 

 Considerando que o pré-tratamento com o BOC-2 causou extravasamento 

proteico nos cérebros dos camundongos Balb/C, foi investigado o efeito desta 

substância na função das células endoteliais da microcirculação do córtex cerebral 

desses animais. 

 Através da técnica de microscopia intravital foi observado que a infecção por 

PbA aumentou tanto o número de leucócitos em rolling (Figura 4.4 A) e aqueles 

aderidos à parede endotelial das vênulas pós-capilares do córtex cerebral (Figura 

4.4 B e D) em comparação aos animais não infectados (Figura 4.4 A, B, D). O 

tratamento com o BOC-2 não alterou o aumento desses parâmetros durante a 

infecção (Figura 4.4 A, B, D). Já a análise do score do acúmulo de hemácias na 

microvasculatura cerebral em cortes histológicos por microscopia de luz, demonstrou 

que a infecção por PbA também foi capaz de aumentar a adesão de hemácias ao 

endotélio em comparação aos animais não infectados (Figura 4.4 C e E). Nesta 

avaliação, o tratamento com BOC-2 aumentou ainda mais o acúmulo de hemácias 

no leito vascular desses animais em comparação ao grupo infectado sem tratamento 

(Figura 4.4 C e E). 

 Corroborando com o aumento da acúmulo de hemácias, o tratamento com o 

BOC-2 aumentou também a porcentagem de vasos ocluídos nos cérebros de 

camundongos Balb/C quando comparado com os animais infectados sem tratamento 

(Figura 4.5 A e C). Vale ressaltar que a infecção por PbA não induziu alteração na 

oclusão de vasos nos camundongos Balb/C (Figura 4.5 A e C). Pela microscopia 

intravital ainda se observou a diminuição na densidade de capilares funcionais 

(capilares espontaneamente perfundidos) durante a infecção com o PbA (Figura 4.5 

B e D) que foi ainda mais diminuído após o tratamento com BOC-2 (Figura 4.5 B e 

D).   
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Figura 4.4 Avaliação do tratamento com BOC-2 na aderência de leucócitos e hemácias 
na microvasculatura do córtex cerebral. Camundongos Balb/C não infectados, infectados 
com PbA sem tratamento e infectados com PbA e tratados com BOC-2 (100 µg/kg/dia, i.p.) 
foram avaliados após 5 dias de infecção por PbA (inóculo de 5x106 hemácias infectadas/por 
animal). Análises realizadas por microscopia intravital observando-se (A) o número de 
leucócitos em rolling e (B) de leucócitos aderidos no leito vascular. (C) Análise 
semiquantitativa por microscopia de luz da microvasculatura da pia mater do córtex cerebral 
com hemácias infectadas (40 campos consecutivos em aumento de 1000x). (D) Imagens 
representativas dos leucócitos e (E) hemácias aderidas a microvasculatura da pia mater 
(Barras = 100 µm). Os resultados foram expressos como média ± EPM de 4 animais por 
grupo de dois experimentos independentes. As análises estatísticas foram realizadas pelo 
teste one-way ANOVA seguido pelo pós-teste de Bonferroni. As diferenças significativas (p ≤ 
0,05) em relação ao grupo não infectado foram indicadas por (*) e em relação ao grupo 
infectado são indicados por (+). 
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Figura 4.5 Avaliação do tratamento com BOC-2 na oclusão da microvasculatura do 
córtex cerebral. Camundongos Balb/C não infectados, infectados com PbA sem tratamento 
e infectados com PbA e tratados com BOC-2 (100 µg/kg/dia, i.p.), foram avaliados após 5 
dias de infecção por PbA (inóculo de 5x106 hemácias infectadas/por animal). (A) Análise 
histológica da microvasculatura cerebral. Quantificação da porcentagem (40 campos 
consecutivos em aumento de 400x, Barras = 20 µm) de vasos ocluídos da microvasculatura 
da pia mater. (B) Análise realizada por microscopia intravital observando-se a densidade de 
capilares funcionais. (C) Imagens representativas dos vasos ocluídos e (D) da densidade de 
capilares funcionais da microvasculatura da pia mater (Barras = 100 µm). Os resultados 
foram expressos como média ± EPM de 4 animais por grupo de dois experimentos 
independentes. As análises estatísticas foram realizadas pelo teste one-way ANOVA 
seguido pelo pós-teste de Bonferroni. As diferenças significativas (p ≤ 0,05) em relação ao 
grupo não infectado foram indicadas por (*) e em relação ao grupo infectado são indicados 
por (+). 
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4.2.3 Efeito do tratamento com BOC-2 no fluxo microvascular do córtex 

cerebral de camundongos resistentes à malária cerebral 

 Uma vez observado que o tratamento com o BOC-2 diminuiu diretamente a 

densidade capilar funcional no córtex cerebral, foi investigada se essa diminuição 

estava relacionada à alteração do fluxo sanguíneo de toda a superfície 

microvascular no córtex cerebral pela técnica de laser speckle. Não foi observada 

nenhuma diferença significativa entre os animais infectados por PbA em 

comparação com os animais saudáveis (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 

modulação do receptor FPR2/ALXR tem um efeito direto apenas no fluxo capilar do 

córtex cerebral de camundongos Balb/C. 

 

 

Figura 4.6 Avaliação do tratamento com BOC-2 fluxo microvascular do córtex 
cerebral. Camundongos Balb/C foram avaliados após 5 dias de infecção por PbA (inóculo 
de 5x106 hemácias infectadas/por animal). Análise realizada por Laser speckle observando 
(A) o fluxo sanguíneo na microvasculatura do córtex cerebral. (B) Imagens representativas 
de animais não infectados, infectados com PbA sem tratamento e infectados com PbA e 
tratados com BOC-2 (100 µg/kg/dia, i.p.). Os resultados foram expressos como média ± 
EPM de 4 animais por grupo de dois experimentos independentes. As análises estatísticas 
foram realizadas pelo teste one-way ANOVA seguido pelo pós-teste de Bonferroni.  
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4.3. Avaliação do efeito do pré-tratamento com a LXA4 na malária 

cerebral induzida por P.berghei ANKA 

 Até o momento foi demonstrado que o bloqueio da sinalização dos receptores 

FPRs reverte a resistência de camundongos Balb/C ao desenvolvimento da malária 

cerebral. Principalmente com o aumento da disfunção endotelial e da 

consequentemente quebra da barreira hemato-encefálica. Ademais, camundongos 

C57BL/6 apresentaram níveis mais baixos de LXA4 endógena. Considerando esses 

resultados, foi investigado se o pré-tratamento com LXA4 sintética, um agonista 

exógeno do FPR2/ALXR, poderia alterar a suscetibilidade de camundongos C57BL/6 

à MCE.  

 

4.3.1 Avaliação do tratamento com LXA4 durante o desenvolvimento da malária 

cerebral induzida por P. berghei ANKA  

 O tratamento com a LXA4 preveniu a formação do edema cerebral causado pela 

infecção com PbA em camundongos C57BL/6 de maneira dose dependente, onde 

foi observada inibição apenas na dose de 0,5 µg/kg/dia (Figura 4.7 A). Essa mesma 

dose não alterou a permeabilidade da barreira hematoencefálica em animais não 

infectados (Figura 4.7 A, insert). A inibição do edema cerebral não foi causada pela 

diminuição da parasitemia uma vez que a LXA4 não alterou a contagem de parasitas 

no sangue periférico (Figura 4.7 B). Além de atenuar o edema, o tratamento com a 

LXA4 foi capaz de diminuir os danos cognitivos observados durante a malária 

cerebral (Figura 4.7 D) o que refletiu no aumento da sobrevida dos animais 

infectados no período de tempo em que se observa morte por malária cerebral (5-9 

dias após a infecção, área em cinza na Figura 4.7 C). 

 Além disso, a infecção com PbA aumentou a produção de TNF-α (Figura 4.8 A) 

e de IL-10 (Figura 4.8 D), porém não alterou os níveis de IFN-γ (Figura 4.8 B) e IL-12 

(Figura 4.8 C) no tecido cerebral desses animais em comparação com animais não 

infectados. O tratamento com a LXA4 apenas inibiu a produção de IL-10 (Figura 4.8 

D) no cérebro em comparação com os animais infectados que não receberam 

nenhum tratamento. 
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Figura 4.7 Avaliação do tratamento com LXA4 durante a infecção por P. berghei ANKA 
em camundongos C57BL/6. Camundongos C57BL/6 infectados com PbA (inóculo de 5x106 
hemácias infectadas/por animal) tratados ou não com LXA4 (0,5 µg/kg/dia, i.p.) foram 
avaliados após 5 dias de infecção (DPI). (A) Efeito do pré-tratamento com diferentes doses 
de LXA4 (0,5-2 µg/kg/dia, i.p.) no extravasamento proteico no tecido cerebral; (B) 
parasitemia; (C) curva de sobrevida e (D) análises comportamentais. Os resultados foram 
expressos como média ± EPM de 6 animais por grupo de três experimentos independentes. 
As análises estatísticas foram realizadas pelo teste one-way ANOVA seguido pelo pós-teste 
de Bonferroni. A análise das curvas de sobrevidas foi realizada pelo o teste de Log-rank 
(Mantel-Cox). As diferenças significativas (p ≤ 0,05) em relação ao grupo não infectado 
foram indicadas por (*) e em relação ao grupo infectado são indicados por (+). 
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Figura 4.8 Avaliação do tratamento com LXA4 na produção de citocinas no tecido 
cerebral de camundongos C57BL/6 durante a infecção por PbA. Animais não infectados, 
infectados sem tratamento e infectados tratados com LXA4 (0,5 µg/kg/dia, i.p.) foram 
avaliados após 5 dias de infecção por PbA (inóculo de 5x106 hemácias infectadas/por 
animal). As produções das citocinas (A) TNF-α, (B) IFN-γ, (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 três experimentos independentes. As análises estatísticas 
foram realizadas pelo teste one-way ANOVA seguido pelo pós-teste de Bonferroni. As 
diferenças significativas (p ≤ 0,05) em relação ao grupo não infectado foram indicadas por 
(*) e em relação ao grupo infectado são indicados por (+). 
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4.3.2 Avaliação do tratamento com LXA4 no acúmulo e ativação de linfócitos 

durante a malária cerebral 

 Os linfócitos T CD8+ são os principais mononucleares observados na 

microvasculatura cerebral durante a infecção por PbA (66). Corroborando com a 

literatura, em nosso modelo foi observado o acúmulo de linfócitos T CD8+ no tecido 

cerebral dos animais durante a infecção com PbA (Figura 4.9 A e B). Entretanto o 

tratamento com LXA4 não foi capaz de diminuir o acúmulo desse subtipo de linfócitos 

(Figura 4.9 A e B).  

 Para se investigar o efeito do pré-tratamento com a LXA4 na ativação sistêmica 

dos linfócitos, avaliamos o acúmulo e a produção de citocinas por linfócitos T nos 

baços de camundongos C57BL/6 infectados com PbA. Foi observada durante a 

infecção por PbA aumento do número de linfócitos TCD3+ no baço de camundongos 

C57BL/6, porém o tratamento com a LXA4 não alterou esse aumento. (Figura 10 A). 

Nos animais infectados também foi observado o acúmulo de células TCD3+IFN-γ+ 

(Figura 4.10 B e D) mas não de células TCD3+TNF-α+ (Figura 4.10 C e D) em 

comparação aos animais saudáveis. O tratamento com LXA4 não teve efeito sobre o 

acúmulo de nenhuma dessas duas populações de linfócitos (Figura 4.10 B, C e D). 

Também durante a infecção ocorreu tanto a diminuição do número de linfócitos T 

CD8+ (Figura 4.11 A), como o acúmulo de células TCD8+IFN-γ+ (Figura 4.11 B e D) e 

TCD8+TNF-α+ (Figura 4.11 C e D) em comparação aos animais saudáveis. O 

tratamento com LXA4 não alterou a diminuição do número de linfócitos T CD8+ 

(Figura 4.11 A), nem a produção de IFN- por células TCD8+ (Figura 4.11 B e D). A 

LXA4 apenas preveniu em parte a diminuição de células TCD8+TNF-α+ quando 

comparada com o grupo infectado sem tratamento (Figura 4.11 C e D).  
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Figura 4.9 Avaliação do tratamento com LXA4 no acúmulo de linfócitos T CD8+ no 
cérebro de animais infectados com PbA. Animais não infectados, infectados sem 
tratamento e infectados tratados com LXA4 (0,5 µg/kg/dia, i.p.) foram avaliados após 5 dias 
de infecção por PbA (inóculo de 5x106 hemácias infectadas/por animal). Os linfócitos 
TCD3+CD8+ foram avaliados por citometria de fluxo. Os dot plots são representativos de 
cada grupo experimental. Os resultados foram expressos como média ± EPM de 6 animais 
por grupo de dois experimentos independentes. As análises estatísticas foram realizadas 
pelo teste one-way ANOVA seguido pelo pós-teste de Bonferroni. As diferenças 
significativas (p ≤ 0,05) em relação ao grupo não infectado foram indicadas por (*). 
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Figura 4.10 Avaliação do tratamento com LXA4 no acúmulo de linfócitos T CD3+ no 
baço de animais infectados com PbA. Animais não infectados, infectados sem tratamento 
e infectados tratados com LXA4 (0,5 µg/kg/dia, i.p.) foram avaliados após 5 dias de infecção 
por PbA (inóculo de 5x106 hemácias infectadas/por animal). (A) População de linfócitos 
TCD3+ total e produtora de (B) IFN-γ ou (C) TNF-α. Os dot plots são representativos de 
cada grupo experimental. Os resultados foram expressos como média ± EPM de 6 animais 
por grupo de dois experimentos independentes. As análises estatísticas foram realizadas 
pelo teste one-way ANOVA seguido pelo pós-teste de Bonferroni. As diferenças 
significativas (p ≤ 0,05) em relação ao grupo não infectado foram indicadas por (*) e em 
relação ao grupo infectado são indicados por (+). 
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Figura 4.11 Avaliação do tratamento com LXA4 no acúmulo de linfócitos T CD8+ no 
baço de animais infectados com PbA. Animais não infectados, infectados sem tratamento 
e infectados tratados com LXA4 (0,5 µg/kg/dia, i.p.) foram avaliados após 5 dias de infecção 
por PbA (inóculo de 5x106 hemácias infectadas/por animal). (A) População de linfócitos 
TCD3+CD8+ total e produtora de (B) IFN-γ ou (C) TNF-α. Os dot plots são representativos de 
cada grupo experimental. Os resultados foram expressos como média ± EPM de 6 animais 
por grupo de dois experimentos independentes. As análises estatísticas foram realizadas 
pelo teste one-way ANOVA seguido pelo pós-teste de Bonferroni. As diferenças 
significativas (p ≤ 0,05) em relação ao grupo não infectado foram indicadas por (*) e em 
relação ao grupo infectado são indicados por (+). 
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4.3.3 Efeito do tratamento com LXA4 na disfunção da microvasculatura do 

córtex cerebral 

 Uma vez observado que a LXA4 não é capaz de alterar o acúmulo de linfócitos 

no cérebro, avaliamos se a melhora no quadro inflamatório cerebral seria devido à 

modulação da interação leucócito-endotélio induzida pela malária cerebral. Através 

da técnica de microscopia intravital podemos observar que a infecção pelo PbA 

induziu o aumento do número de leucócitos em rolling (Figura 4.12 A) e aderidos 

(Figura 4.12 B e D) à parede endotelial de vênulas pós-capilares do endotélio 

cerebral. O tratamento com a LXA4 diminuiu o número dos leucócitos em rolling 

(Figura 4.12 A), porém não impediu a adesão dos leucócitos na parede endotelial 

(Figura 4.12 B e D). Já na análise histológica dos cérebros, foi observado que a 

infecção com PbA também aumentou a associação de hemácias ao endotélio 

vascular (Figura 4.12 C e E) e o tratamento com LXA4 preveniu esse evento (Figura 

4.12 C e E).  

 Os resultados anteriores sugerem que a LXA4 pode atuar sobre o endotélio 

principalmente nos capilares cerebrais. De fato, a infecção com o PbA aumentou o 

número de vasos sanguíneos ocluídos no cérebro dos animais infectados (Figura 

4.13 A e C) e o tratamento com a LXA4 foi capaz de prevenir a oclusão desses vasos 

sanguíneos (Figura 4.13 A e C). Com o intuito de confirmar o efeito da LXA4 sobre o 

endotélio, foi realizado um ensaio de funcionalidade capilar. Durante a infecção com 

o PbA foi observado diminuição da densidade de capilares funcionais (capilares 

espontaneamente perfundidos) (Figura 4.13 B e D). O tratamento com LXA4 

preveniu a disfunção endotelial, aumentando a densidade de capilares funcionais 

(Figura 4.13 B e D) em comparação com os animais infectados que não receberam 

o tratamento.  

 A disfunção dos vasos sanguíneos também é caracterizada pela perda da sua 

capacidade de distensão e contração na presença de substâncias vasoativas. A 

acetilcolina provoca a distensão do vaso, ou seja, uma variação positiva dos vasos 

sanguíneos como o observado nos animais não infectados (Figura 4.14 A, B e E). 

Entretanto, durante a infecção com PbA a administração de acetilcolina não teve 

ação de distensão vascular como nos animais não infectados. Os vasos sanguíneos 

dos animais infectados não foram capazes de se dilatar na presença dessa 

substância o que demonstra disfunção das células endoteliais. Ao contrário, foi 

observada contração (variação negativa) desses vasos sanguíneos (Figura 4.14 A, 
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C e F). Já o tratamento com LXA4 não preveniu significantemente a contração 

desses vasos frente ao estímulo da acetilcolina (Figura 4.14 A, D e G). 
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Figura 4.12 Avaliação do tratamento com LXA4 na aderência de leucócitos e hemácias 
na microvasculatura do córtex cerebral. Camundongos C57BL/6 não infectados, 
infectados com PbA sem tratamento e infectados com PbA e tratados com LXA4 (0,5 
µg/kg/dia, i.p.) foram avaliados após 5 dias de infecção por PbA (inóculo de 5x106 hemácias 
infectadas/por animal). Análises realizadas por microscopia intravital observando-se (A) o 
número de leucócitos em rolling e (B) de leucócitos aderidos no leito vascular. (C) Análise 
semi-quantitativa por microscopia de luz da microvasculatura da pia mater do córtex cerebral 
com hemácias infectadas (40 campos consecutivos em aumento de 1000x). (D) Imagens 
representativas dos leucócitos e (E) hemácias aderidas a microvasculatura da pia mater 
(Barras = 100 µm). Os resultados foram expressos como média ± EPM de 4 animais por 
grupo de dois experimentos independentes. As análises estatísticas foram realizadas pelo 
teste one-way ANOVA seguido pelo pós-teste de Bonferroni. As diferenças significativas (p ≤ 
0,05) em relação ao grupo não infectado foram indicadas por (*) e em relação ao grupo 
infectado são indicados por (+). 
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Figura 4.13 Avaliação do tratamento com LXA4 oclusão da microvasculatura do 
córtex cerebral. Camundongos C57BL/6 não infectados, infectados com PbA sem 
tratamento e infectados com PbA e tratados com (0,5 µg/kg/dia, i.p.), foram avaliados após 5 
dias de infecção por PbA (inóculo de 5x106 hemácias infectadas/por animal). (A) Análise 
histológica da microvasculatura cerebral. Quantificação da porcentagem (40 campos 
consecutivos em aumento de 400x, Barras = 20 µm) de vasos ocluídos da microvasculatura 
da pia mater. (B) Análise realizada por microscopia intravital observando-se a densidade de 
capilares funcionais. (C) Imagens representativas dos vasos ocluídos e (D) da densidade de 
capilares funcionas da microvasculatura da pia mater (Barras = 100 µm). Os resultados 
foram expressos como média ± EPM de 4 animais por grupo de dois experimentos 
independentes. As análises estatísticas foram realizadas pelo teste one-way ANOVA 
seguido pelo pós-teste de Bonferroni. As diferenças significativas (p ≤ 0,05) em relação ao 
grupo não infectado foram indicadas por (*) e em relação ao grupo infectado são indicados 
por (+). 
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Figura 4.14 Efeito do tratamento com LXA4 na resposta vascular à acetilcolina (Ach) 
durante a malária cerebral. Camundongos C57BL/6 foram avaliados após 5 dias de 
infecção por PbA (inóculo de 5x106 hemácias infectadas/por animal). (A) Análise realizada 
por microscopia intravital observando-se porcentagem de variação basal após administração 
de acetilcolina. Imagens representativas de animais não infectados (B, E), infectados com 
PbA sem tratamento (C, F) e infectados com PbA e tratados com (0,5 µg/kg/dia, i.p.) (D, G). 
Os resultados foram expressos como média ± EPM de 6 animais por grupo de dois 
experimentos independentes. As análises estatísticas foram realizadas pelo teste one-way 
ANOVA seguido pelo pós-teste de Bonferroni. As diferenças significativas (p ≤ 0,05) em 
relação ao grupo não infectado foram indicadas por (*) e em relação ao grupo infectado são 
indicados por (+). 
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4.3.4 Avaliação do tratamento com LXA4 na modulação de marcadores de 

ativação de endotélio cerebral 

 Para avaliar o efeito da LXA4 no endotélio cerebral de camundongos infectados 

com PbA, foram utilizados dois marcadores de ativação: a ICAM-1 e a HO-1. A 

infecção com PbA diminuiu a expressão de HO-1 no tecido cerebral em comparação 

com os animais não infectados (Figura 4.15 A). Já o tratamento com LXA4 preveniu 

essa diminuição mantendo os níveis basais durante a infecção, 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 LXA4 impediu o aumento dessa molécula de adesão no tecido 

cerebral (Figura 4.15 B).  

 Para investigar se o efeito da LXA4 sobre endotélio cerebral de camundongos 

infectados com PbA é por um mecanismo direto de modulação da HO-1 e ICAM-1. A 

linhagem de células endoteliais murina (tEND-1) foi estimulada com hemácias de 

camundongos parasitadas por PbA (Figura 4.16). Essa estimulação aumentou a 

expressão de HO-1 em comparação com as células endoteliais murinas estimuladas 

com hemácias não parasitadas, e o pré-tratamento com LXA4 aumentou ainda mais 

a expressão de HO-1 (Figura 4.16 A). Corroborando com os resultados in vivo 

observou-se também o aumento da expressão de ICAM-1 nas células tEND-1 

estimuladas hemácias murinas parasitadas por PbA e o pré-tratamento com LXA4 

inibiu parcialmente esse aumento (Figura 4.16 B). Vale ressaltar que essa inibição 

da LXA4 foi revertida com o pré-tratamento com o BOC-2 o que demonstra a 

participação do receptor FPR2/ALXR nesse processo (Figura 4.16 B). 

 Para confirmar se a LXA4 também seria capaz de alterar a expressão de HO-1 e 

ICAM-1 em células endoteliais humanas durante o modelo experimental de infecção 

por P. falciparum (Pf) in vitro, a linhagem de células endoteliais humana (ECV-304) 

foi estimulada com hemácias humanas parasitadas por Pf (Figura 4.17). A 

estimulação de células ECV-304 por hemácias humanas parasitadas por Pf não 

alterou a expressão de HO-1 em comparação com as células endoteliais 

estimuladas com hemácias não parasitadas, porém o tratamento com LXA4 

aumentou mais uma vez a expressão de HO-1 (Figura 4.17 A). De forma semelhante 

ao observado nas células endoteliais murinas, o estímulo com hemácias humanas 

parasitadas por Pf aumentou a expressão de ICAM-1 nas células ECV-304 e o pré-
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tratamento com LXA4 inibiu esse aumento. Mais uma vez a inibição da LXA4 foi 

revertida com o pré-tratamento com o BOC-2 (Figura 4.17 B). 

 Uma vez demonstrado o mecanismo pelo qual a LXA4 atua nas células 

endoteliais, foi investigado como as alterações de HO-1 e ICAM-1 durante a malária 

afetariam a função endotelial. As células endoteliais murinas e humanas foram 

incubadas com PbA (Figura 4.18 A) ou com Pf (Figura 4.18 A) respectivamente, o 

que resultou na indução de adesão das hemácias ao endotélio em ambos os tipos 

celulares. O tratamento com LXA4 tanto em células endoteliais murinas quanto nas 

células humanas diminuiu essa citoaderência (Figura 4.18 A, B, D e H) em 

comparação com as células estimuladas sem pré-tratamentos (Figura 4.18 A, B, C e 

G). Além disso, a diminuição no índice de adesão foi revertida pelo pré-tratamento 

com BOC-2 (Figura 4.18 A, B, E e I) 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 ação da LXA4 na modulação de ICAM-1 em células endoteliais acontece via 

HO-1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



63 

Figura 4.15 Avaliação do tratamento com LXA4 na modulação da expressão de 
marcadores de ativação endotelial durante a malária cerebral. Camundongos C57BL/6 
foram avaliados após 5 dias de infecção por PbA (inóculo de 5x106 hemácias infectadas/por 
animal). Análises da expressão de (A) HO-1 e de (B) ICAM-1 foram realizadas por Western 
blotting. Blotting representativo de dois animais de três experimentos diferentes. Os 
resultados foram expressos como média ± EPM de 6 animais por grupo de dois 
experimentos independentes. As análises estatísticas foram realizadas pelo teste one-way 
ANOVA seguido pelo pós-teste de Bonferroni. As diferenças significativas (p ≤ 0,05) em 
relação ao grupo não infectado foram indicadas por (*) e em relação ao grupo infectado são 
indicados por (+). 
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Figura 4.16 Avaliação do tratamento com LXA4 na modulação da expressão de 
marcadores de ativação endotelial murina in vitro. Linhagem de células endoteliais 
murina TEND-1 estimuladas com hemácias parasitadas por P.berghei ANKA (50:1) foram 
avaliados após1h do estímulo. Análise da expressão de (A) HO-1 por Western blotting e de 
(B) ICAM-1 demonstrada por análise da imunofluorescência. Blotting representativo de um 
experimento. Os resultados da fluorescência foram expressos como média de intensidade 
de fluorescência ± EPM (n=3 por grupo) de dois experimentos independentes. As análises 
estatísticas foram realizadas pelo teste one-way ANOVA seguido pelo pós-teste de 
Bonferroni. As diferenças significativas (p ≤ 0,05) em relação ao grupo não infectado foram 
indicadas por (*), em relação ao grupo infectado são indicados por (+) e em relação ao 
grupo infectado e tratado com LXA4 são indicados por (#). 
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Figura 4.17 Avaliação do tratamento com LXA4 na modulação da expressão de 
marcadores de ativação endotelial humana in vitro. Linhagem de células endoteliais 
humana ECV-304 estimuladas com hemácias parasitadas por P.falciparum (50:1) foram 
avaliados após 1h do estímulo. Análise da expressão de (A) HO-1 por Western blotting e de 
(B) ICAM-1 demonstrada por análise da imunofluorescência. Blotting representativo de um 
experimento. Os resultados da fluorescência foram expressos como média de intensidade 
de fluorescência ± EPM (n=3 por grupo) de dois experimentos independentes. As análises 
estatísticas foram realizadas pelo teste one-way ANOVA seguido pelo pós-teste de 
Bonferroni. As diferenças significativas (p ≤ 0,05) em relação ao grupo não infectado foram 
indicadas por (*), em relação ao grupo infectado são indicados por (+) e em relação ao 
grupo infectado e tratado com LXA4 são indicados por (#). 
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Figura 4.18 Efeito do tratamento com LXA4 na citoaderência in vitro. Análise do índice 
de adesão de (A) hemácias infectadas com PbA incubadas com células murinas (TEND-1) e 
de (B) hemácias infectadas com Pf incubadas com células humanas (ECV-304). (C-J) 
Imagens representativas das células endoteliais marcadas em azul com DAPI e as 
hemácias 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) LXA4 

(10nM); (E e I) LXA4 (10 nM) e BOC-2 (40 nM) e (F e J) LXA4 (10 nM) e ZnPPIX (50 µM).  
Os resultados da fluorescência foram expressos como média ± EPM (n=3 por grupo) de dois 
experimentos independentes. As análises estatísticas foram realizadas pelo teste one-way 
ANOVA seguido pelo pós-teste de Bonferroni. As diferenças significativas (p ≤ 0,05) em 
relação ao grupo infectado foram indicadas por (*), em relação ao grupo infectado e tratado 
com LXA4 são indicados por (+ ou #). 
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4.4. Efeito da LXA4 exógena na M-SDRA induzida por P.berghei 

ANKA 

 Durante a malária grave outros órgãos são acometidos além do cérebro, entre 

eles o pulmão. Desta forma a próxima etapa deste trabalho foi investigar se o pré-

tratamento com LXA4 sintética também teria efeito na lesão pulmonar causada pela 

infecção com P. berghei ANKA.  

 

4.4.1 Avaliação do tratamento com LXA4 na disfunção pulmonar durante a 

malária grave induzida por P. berghei ANKA 

 A infecção com PbA em camundongos C57BL/6 causou, após 6 dias, edema 

pulmonar (Figura 4.19 A) além da disfunção pulmonar caracterizada pelo aumento 

da elastância estática (Est) (Figura 4.19 B), da pressão de resistência (ΔP1) (Figura 

4.19 C) e da pressão viscoelástica (ΔP2) (Figura 4.19 D). O pré-tratamento com a 

LXA4 (0,5 µg/kg/dia, i.p.) preveniu o aumento do edema pulmonar (Figura 4.19 A), 

assim como a elastância estática (Est) (Figura 4.19 B), e as pressões de vias aéreas 

centrais (ΔP1) (Figura 4.19 C) e de vias aéreas distais (ΔP2) (Figura 4.19 D).  

 Corroborando os resultados da função pulmonar, os animais saudáveis 

apresentaram a histoarquitetura pulmonar preservada (Figura 4.20 A-G) enquanto os 

camundongos infectados com PbA demonstraram aumento do colápso alveolar 

(Figura 4.20 B), espessura do septo alveolar (Figura 4.20 C), edema intersticial 

(Figura 4.20 D), infiltrado inflamatório (Figura 4.20 E) e aumento do dano alveolar 

difuso (DAD) (Figura 4.20 G). Todas essas alterações morfológicas foram atenuadas 

pelo tratamento com LXA4 (Figura 4.20 A-G). Pela contagem dos neutrófilos 

presentes nos pulmões verificamos que a infecção pelo PbA aumentou o número 

desses polimorfonucleares no parênquima pulmonar quando comparado com os 

animais saudáveis (Figura 4.20 F), porém o tratamento com LXA4 diminuiu a 

quantidade desses neutrófilos no tecido pulmonar dos animais infectados (Figura 

4.20 F). 

 A infecção com PbA também aumentou a produção das citocinas IL-6 (Figura 

4.21 A) e TNF-α (Figura 4.21 B), porém não alterou os níveis de IL-10 (Figura 4.21 

C) no tecido pulmonar desses camundongos. Em relação as quimiocinas, observou-

se um aumento de CXCL1 (Figura 4.21 D) e de CCL2 (Figura 4.21 F) nos pulmões 

dos animais infectados em comparação com animais não infectados. O tratamento 
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com a LXA4 aumentou apenas a produção da citocina anti-inflamatória IL-10 (Figura 

4.21 D) no tecido pulmonar em comparação com os outros grupos experimentais, 

sem alterar a produção dos outros mediadores avaliados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.19 Avaliação do tratamento com LXA4 durante o desenvolvimento da 
disfunção pulmonar induzido pela infecção por P. berghei ANKA em camundongos 
C57BL/6. Camundongos C57BL/6 infectados com PbA (inóculo de 1x106 hemácias 
infectadas/por animal) tratados ou não com LXA4 (0,5 µg/kg/dia, i.p.) foram avaliados após 6 
dias de infecção. (A) Efeito do pré-tratamento com LXA4 no extravasamento proteico no 
tecido pulmonar; análises de (B) elastância estática (Est), (C) pressão de resistência (ΔP1) e 
de (D) viscoelasticidade (ΔP2). Os resultados foram expressos como média ± EPM de 6 
animais por grupo de três experimentos independentes. As análises estatísticas foram 
realizadas pelo teste one-way ANOVA seguido pelo pós-teste de Bonferroni. As diferenças 
significativas (p ≤ 0,05) em relação ao grupo não infectado foram indicadas por (*) e em 
relação ao grupo infectado são indicados por (+). 
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Figura 4.20 Avaliação do tratamento com LXA4 na morfologia pulmonar durante a 
malária grave induzida pela infecção por P. berghei ANKA em camundongos C57BL/6. 
(A-C) Fotos representativas de pulmões de animais saudáveis, infectados por PbA (inóculo 
de 1x106 hemácias infectadas/por animal) e tratados com LXA4 (0,5µg/kg/dia, i.p). Análises 
morfométricas de (D) colápso alveolar, (E) espessamento de septo alveolar, (F) edema 
insterticial, (G) infiltrado inflamatório, (H) Acúmulo de neutrófilos e (I) dano alveolar difuso 
(DAD) nos cortes de tecido pulmonar. Os resultados foram expressos como média ± EPM 
de 6 animais por grupo de três experimentos independentes. As análises estatísticas foram 
realizadas pelo teste one-way ANOVA seguido pelo pós-teste de Bonferroni. As diferenças 
significativas (p ≤ 0,05) em relação ao grupo não infectado foram indicadas por (*) e em 
relação ao grupo infectado são indicados por (+). 
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Figura 4.21 Efeito do tratamento com LXA4 na produção de mediadores inflamatórios 
no tecido pulmonar de camundongos C57BL/6 durante a infecção por PbA. Animais 
não infectados, infectados sem tratamento e infectados tratados com LXA4 (0,5 µg/kg/dia, 
i.p.) foram avaliados após 6 dias de infecção por PbA (inóculo de 1x106 hemácias 
infectadas/por animal).   As produções de (A) IL-6, (B) TNF-α, (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 três experimentos independentes. As 
análises estatísticas foram realizadas pelo teste one-way ANOVA seguido pelo pós-teste de 
Bonferroni. As diferenças significativas (p ≤ 0,05) em relação ao grupo não infectado foram 
indicadas por (*) e em relação ao grupo infectado são indicados por (+). 
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4.4.2 Efeito anti-inflamatório sistêmico da LXA4 durante a malária grave 

 Uma vez observado que o tratamento com LXA4 diminuiu o número de 

neutrófilos, mas não modulou o aumento das quimiocinas no tecido pulmonar dos 

animais infectados por PbA, avaliamos se esses resultados seriam uma 

consequência do efeito sistêmico do tratamento com LXA4. Desta forma, também foi 

avaliada a contagem desses leucócitos e o efeito do tratamento com LXA4 no 

sangue periférico dos animais. A infecção com PbA aumentou a quantidade de 

leucócitos totais circulantes (Figura 4.22 A), incluindo a de neutrófilos (Figura 4.22 B) 

e de células mononucleares (Figura 4.22 C) em comparação aos animais não 

infectados, enquanto o tratamento com LXA4 preveniu o aumento da quantidade de 

leucócitos totais, inclusive de neutrófilos no sangue periférico dos animais infectados 

(Figura 4.22 A e B). Entretanto, a LXA4 não 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 inibitório 

da LXA4 no influxo dos neutrófilos para a circulação sanguínea (Figura 4.22 B) o que 

demonstra a participação do receptor FPR2/ALXR nesse processo.  

 Foi também observado se o tratamento com LXA4 estaria modulando a produção 

sistêmica de quimiotáticos para os neutrófilos durante o desenvolvimento da malária 

grave. Durante a infecção por PbA foi observado aumento da produção de LTB4 

(Figura 4.23 A) e de CXCL-1 (Figura 4.23 B) no plasma dos animais infectados em 

comparação aos animais saudáveis. Já o tratamento com LXA4 não modulou o 

aumento da produção de LTB4 durante a infecção com PbA. (Figura 4.23 A), mas 

por outro lado preveniu o aumento da produção de CXCL-1 nesses animais (Figura 

4.23 B). Além disso, a inibição da produção de CXCL-1 pela LXA4 foi revertida com o 

pré-tratamento com o BOC-2 (Figura 4.23 B) demonstrando a participação do 

receptor FPR2/ALXR no processo de modulação desse quimiotático.  
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Figura 4.22 Efeito anti-inflamatório sistêmico da LXA4 durante a malária grave de 
camundongos C57BL/6 durante a infecção por PbA. Animais não infectados, infectados 
sem tratamento, infectados tratados com LXA4 (0,5 µg/kg/dia, i.p.) e infectados tratados com 
BOC-2 (100 µg/kg/dia, i.p.) e LXA4 (0,5 µg/kg/dia, i.p.) foram avaliados após 6 dias de 
infecção por PbA (inóculo de 1x106 hemácias infectadas/por animal). A contagem dos 
leucócitos totais periféricos (A) foi realizada em sangue através do contador de partículas 
(Counter) e as contagens diferenciais em esfregaço sanguíneo desses animais para 
quantificação dos (B) neutrófilos e das (C) células mononucleares. Os resultados foram 
expressos como média ± EPM de 6 animais por grupo de dois experimentos independentes. 
As análises estatísticas foram realizadas pelo teste one-way ANOVA seguido pelo pós-teste 
de Bonferroni. As diferenças significativas (p ≤ 0,05) em relação ao grupo não infectado 
foram indicadas por (*), em relação ao grupo infectado são indicados por (+) e em relação 
ao grupo infectado e tratado com LXA4 são indicados por (#). 
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Figura 4.23 Efeito do tratamento com a LXA4 na produção sistêmica de quimiotáticos 
durante a malária grave em camundongos C57BL/6 Animais não infectados, infectados 
sem tratamento, infectados tratados com LXA4 (0,5 µg/kg/dia, i.p.) e infectados tratados com 
BOC-2 (100 µg/kg/dia, i.p.) e LXA4 (0,5 µg/kg/dia, i.p.) foram avaliados após 6 dias de 
infecção por PbA (inóculo de 1x106 hemácias infectadas/por animal). A medição dos níveis 
plasmáticos de (A) LTB4 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 análises estatísticas foram realizadas pelo teste one-way 
ANOVA seguido pelo pós-teste de Bonferroni As diferenças significativas (p ≤ 0,05) em 
relação ao grupo não infectado foram indicadas por (*), em relação ao grupo infectado são 
indicados por (+) e em relação ao grupo infectado e tratado com LXA4 são indicados por (#). 

 
4.4.3 Avaliação do tratamento com LXA4 em neutrófilos de medula óssea 

durante a malária grave 

 Considerando que a inibição de CXCL-1 pelo pré-tratamento com a LXA4 

poderia ser responsável pela redução dos números de neutrófilos periféricos, 

avaliamos o papel desse quimiotático presente no plasma de camundongos 

infectados na migração de neutrófilos provenientes de medula óssea. Para isso foi 

realizado um ensaio de quimiotaxia no qual neutrófilos de camundongos C57BL/6 

foram estimulados com o plasma de animais não infectados (Nip) e infectados com 

PbA (Pbp). Os neutrófilos em contato com o Pbp migraram mais em comparação 

com os estimulados com Nip (Figura 4.24 A). Entretanto, quando o CXCL-1 presente 

no Pbp foi neutralizado pela adição do anticorpo anti-CXCL-1 nesse plasma, a 

migração dos neutrófilos foi parcialmente inibida (Figura 4.23 B). Os resultados até o 

momento sugerem que a LXA4 possivelmente estaria agindo em outros mecanismos, 

além da produção de CXCL-1, relacionados a migração dos neutrófilos durante a M-

SDRA. Desta forma, foi investigado se o tratamento com a LXA4 teria um efeito 

direto nos neutrófilos modulando a expressão de CXCR2. A infecção por PbA 
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aumentou a expressão de CXCR2 em neutrófilos de medula óssea em comparação 

com neutrófilos de animais não infectados, porém o tratamento com LXA4 ou o 

tratamento com o BOC-2 e LXA4 não alterou esse aumento (Figura 4.24 B,C). 

 Em seguida, foi avaliado se a redução dos neutrófilos circulantes nos animais 

infectados e tratados com LXA4 seria devido à diminuição da disponibilidade destas 

células na medula óssea. Durante a infecção por PbA houve diminuição do número 

total de neutrófilos (aqui representados como CD11b+Ly6G+) na medula óssea dos 

camundongos C57BL/6 quando comparados com os animais não infectados (Figura 

4.25 A, C). O tratamento com LXA4 aumentou o número desses neutrófilos dentro da 

medula óssea, mas não ao nível basal dos animais saudáveis (Figura 4.25 A, C). 

Além disso, o tratamento concomitante com o BOC-2 não foi capaz de modular essa 

ação da LXA4. Por outro lado, o número de neutrófilos maduros (demonstrado como 

a população celular CD11b+Ly6GHi+) (136) na medula óssea é maior nos animais 

infectados por PbA quando comparado com os animais não infectados (Figura 4.25 

B, C). Entretanto, o tratamento com a LXA4 não alterou a porcentagem de neutrófilos 

maduros durante a infecção por PbA (Figura 4.25 B, C). 

 Uma vez que o tratamento com LXA4 não atua na maturação de neutrófilos, foi 

investigada a capacidade desse mediador anti-inflamatório de estimular a apoptose 

de neutrófilos ainda dentro da medula óssea. Durante a infecção por PbA houve 

aumento da apoptose de células CD11b+Ly6G+ na medula óssea de camundongos 

C57BL/6 quando comparados com os animais não infectados (Figura 4.26 A,B), 

entretanto não houve modulação desse aumento pelo tratamento com LXA4 nem 

pelo tratamento concomitante com o BOC-2 e LXA4 (Figura 4.26 A,B). 
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Figura 4.24 Efeito da LXA4 na modulação de fatores relacionados com a quimioatração 
nos neutrófilos de camundongos C57BL/6 durante a malária grave. (A) Quimiotaxia de 
neutrófilos retirados da medula óssea de animais saudáveis estimulados in vitro com o 
plasma de animais não 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 número de neutrófilos por 15 campos consecutivos (n=4) por grupo. (B) Porcentagem de 
neutrófilos (CD11b+Ly6GHi+CXCR2+) na medula óssea de animais não infectados, infectados 
sem tratamento e infectados tratados com LXA4 (0,5 µg/kg/dia, i.p.) ou com BOC-2 e LXA4 
foram avaliados após 6 dias de infecção por PbA (inóculo de 1x106 hemácias infectadas/por 
animal). (C) Dot plots representativos mostrando a porcentagem de células 
CD11b+Ly6GHi+CXCR2+ na medula óssea de camundongos C57BL/6. Os resultados foram 
expressos como média ± EPM, n=6 por grupo de dois experimentos independentes. As 
análises estatísticas foram realizadas pelo teste one-way ANOVA seguido pelo pós-teste de 
Bonferroni. As diferenças significativas (p ≤ 0,05) em relação ao grupo não infectado foram 
indicadas por (*), em relação ao grupo infectado são indicados por (+) e em relação ao 
grupo infectado e tratado com LXA4 são indicados por (#). 

0,21% 0,34% 0,31% 0,32% 
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Figura 4.25 Avaliação do tratamento com LXA4 na maturação de neutrófilos da medula 
óssea de animais infectados por P.berghei ANKA (A) Porcentagem dos neutrófilos 
(CD11b+Ly6G+) e (B) de neutrófilos maduros (CD11b+Ly6GHi+) na medula óssea de animais 
não infectados, infectados sem tratamento e infectados tratados com LXA4 (0,5 µg/kg/dia, 
i.p.) ou com BOC-2 e LXA4 foram avaliados após 6 dias de infecção por PbA (inóculo de 
1x106 hemácias infectadas/por animal). (C) Dot plots representativos mostrando a 
porcentagem de células CD11b+Ly6G+ e CD11b+Ly6GHi+ na medula óssea de camundongos 
C57BL/6. Os resultados foram expressos como média ± EPM, n=6 por grupo de dois 
experimentos independentes. As análises estatísticas foram realizadas pelo teste one-way 
ANOVA seguido pelo pós-teste de Bonferroni. As diferenças significativas (p ≤ 0,05) em 
relação ao grupo não infectado foram indicadas por (*), em relação ao grupo infectado são 
indicados por (+) e em relação ao grupo infectado e tratado com LXA4 são indicados por (#). 
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Figura 4.26 Avaliação do tratamento com LXA4 na apoptose de neutrófilos da medula 
óssea de animais infectados por P.berghei ANKA. (A) Porcentagem de neutrófilos 
(Ly6G+Annexin V+PI+) na medula óssea de animais não infectados, infectados sem 
tratamento e infectados tratados com LXA4 (0,5 µg/kg/dia, i.p.) ou com BOC-2 e LXA4 foram 
avaliados após 6 dias de infecção por PbA (inóculo de 1x106 hemácias infectadas/por 
animal). (B) Dot plots representativos mostrando a porcentagem de células Ly6G+Annexin 
V+PI+ na medula óssea de camundongos C57BL/6. Os resultados foram expressos como 
média ± EPM, n=6 por grupo de dois experimentos independentes. As análises estatísticas 
foram realizadas pelo teste one-way ANOVA seguido pelo pós-teste de Bonferroni As 
diferenças significativas (p ≤ 0,05) em relação ao grupo não infectado foram indicadas por 
(*). 

 

4.4.4 Efeito da LXA4 no egresso dos neutrófilos medulares durante a malária 

grave  

 Considerando que o tratamento com LXA4 altera a produção sistêmica de CXCL-

1 sem afetar o amadurecimento, a apoptose, nem a expressão de CXCR2 de 

neutrófilos medulares, foi investigada a capacidade da LXA4 em modular o processo 

migratório de neutrófilos da medula óssea. Neutrófilos recolhidos de animais 

infectados por PbA migraram espontaneamente em ensaio ex vivo quando 

comparados com neutrófilos recolhidos de animais não infectados (Figura 4.27 A). 

Entretanto o tratamento in vivo com a LXA4 impediu a migração espontânea dos 

neutrófilos de animais infectados, fenômeno que foi revertido pelo tratamento 

concomitante com o BOC-2 (Figura 4.27 A). Para avaliar se a ausência de migração 

dos neutrófilos oriundos de animais tratados com LXA4 seria devido à falta de 

estímulo quimioatraente foi realizado um ensaio de re-estimulação in vitro de 

neutrófilos recolhidos dos animais não infectados, infectados por PbA e infectados 

por PbA tratados com LXA4 ou com BOC-2 e LXA4. Neutrófilos provenientes da 

medula óssea dos grupos citados foram estimulados em ensaio de quimiotaxia in 
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vitro com o plasma de animais não infectados (Nip) ou plasma de animais infectados 

(Pbp). Os neutrófilos recolhidos de animais não infectados estimulados com o Pbp 

migraram em maior número do que os neutrófilos estimulados com o Nip (Figura 

4.27 B). Desta forma confirmamos a capacidade migratória dessas células frente a 

um estímulo. Além disso, foram recolhidos neutrófilos de animais infectados por PbA 

tratados ou não in vivo com LXA4 com ambos BOC-2 e LXA4. (Figura 4.27 B). A re-

estimulação desses neutrófilos com o Pbp não os fizeram migrar mais dos que os 

estimulados com Nip demonstrando assim que a inibição da LXA4 sobre o egresso 

dos neutrófilos da medula óssea nos animais infectados é um efeito que não pode 

ser revertido pela re-estimulação in vitro (Figura 4.27 B). 

 Considerando que existem outros análogos da LXA4 agonistas do FPR2/ALXR, 

como seu epímero 15-epi-LXA4, foram realizados os mesmos ensaios de 

quimioatração com neutrófilos de animais tratados in vivo com este análogo 

sintético. De maneira semelhante ao tratamento com a LXA4, o tratamento in vivo 

com a 15-epi-LXA4 inibiu a capacidade migratória espontânea de neutrófilos 

medulares recolhidos de animais infectados por PbA (Figura 4.28 A). Além disso, o 

tratamento dos animais com a 15-epi-LXA4 inibiu a capacidade de migração de seus 

neutrófilos frente ao quimiotático CXCL-1 (Figura 4.28 B). Vale ressaltar que esses 

efeitos inibitórios do análogo 15-epi-LXA4 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 neutrófilos oriundos da 

medula óssea de camundongos C57BL/6 infectados por PbA., foram realizados 

ensaios de quimiotaxia com tratamentos e estimulações in vitro. Neutrófilos isolados 

de medula óssea de animais saudáveis 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 estímulos Nip, Pbp ou CXCL-1 (250 nM). Os 

neutrófilos estimulados com Pbp (Figura 4.29 A) ou com CXCL-1 (Figura 4.29 B) 

apresentaram capacidade migratória aumentada quando comparados aos neutrófilos 

estimulados com Nip ou RPMI (Figura 4.29 A, B, respectivamente). Além disso, o 

tratamento com LXA4 inibiu diretamente a migração dos neutrófilos estimulados com 

Pbp (Figura 4.29 A) e inibiu parcialmente a migração de neutrófilos estimulados com 

CXCL-1 (Figura 4.29 B). O co-tratamento com o BOC-2 reverteu a ação da LXA4 em 

relação ao estímulo Pbp (Figura 4.29 A). Desta maneira se confirma o efeito direto 

da LXA4 na capacidade migratória de neutrófilos de medula óssea. 
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Figura 4.27 Efeito do tratamento com a LXA4 no egresso dos neutrófilos medulares 
durante a malária grave em camundongos C57BL/6. (A) Quimiocinese pela câmara de 
Boyden de neutrófilos recolhidos de animais saudáveis, infectados por PbA sem tratamento, 
infectados por PbA  tratados com LXA4 e infectados por PbA tratados com BOC-2 e LXA4. 
(B) Quimiotaxia pela câmara de Boyden de neutrófilos recolhidos de animais saudáveis, 
infectados por PbA sem tratamento, infectados por PbA tratados com  LXA4 e infectados por 
PbA  tratados com BOC-2 e LXA4. Os neutrófilos foram reestimulados in vitro com o plasma 
de animais não infectados (Nip) ou, plasma de animais infectados por PbA (Pbp). Os 
resultados foram expressos como média do número de neutrófilos por 15 campos 
consecutivos (n=4) por grupo. As análises estatísticas foram realizadas pelo teste one-way 
ANOVA seguido pelo pós-teste de Bonferroni. As diferenças significativas (p ≤ 0,05) em 
relação ao grupo não infectado foram indicadas por (*), em relação ao grupo infectado são 
indicados por (+) e em relação ao grupo infectado e tratado com LXA4 são indicados por (#). 
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Figura 4.28 Efeito do análogo 15-epi-LXA4 no egresso dos neutrófilos medulares de 
camundongos infectados por P.berghei ANKA (A) (A) Quimiocinese pela câmara de 
Boyden de neutrófilos recolhidos de animais saudáveis, 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 câmara de Boyden de neutrófilos recolhidos de animais 
saudáveis, 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 neutrófilos foram 
reestimulados in vitro com CXCL-1. Os resultados foram expressos como média do número 
de neutrófilos por 15 campos consecutivos (n=4) por grupo. As análises estatísticas foram 
realizadas pelo teste one-way ANOVA seguido pelo pós-teste de Bonferroni. As diferenças 
significativas (p ≤ 0,05) em relação ao grupo não infectado foram indicadas por (*), em 
relação ao grupo infectado são indicados por (+) e em relação ao grupo infectado e tratado 
com LXA4 são indicados por (#). 
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Figura 4.29 Efeito direto da LXA4 na capacidade migratória dos neutrófilos da medula 
óssea de camundongos C57BL/6 infectados por P.berghei (A) Quimiocinese de 
neutrófilos recolhidos de animais saudáveis, 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 neutrófilos recolhidos de animais saudáveis, 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 neutrófilos foram reestimulados in vitro com CXCL-
1. Os resultados foram expressos como média do número de neutrófilos por 15 campos 
consecutivos (n=4) por grupo. As análises estatísticas foram realizadas pelo teste one-way 
ANOVA seguido pelo pós-teste de Bonferroni. As diferenças significativas (p ≤ 0,05) em 
relação ao grupo não infectado foram indicadas por (*), em relação ao grupo infectado são 
indicados por (+) e em relação ao grupo infectado e tratado com LXA4 são indicados por (#). 
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4.4.5 Mecanismo de ação da LXA4 sobre a inibição da migração dos neutrófilos 

medulares durante a malária grave  

 A fim de se investigar por qual mecanismo a LXA4 seria capaz de impedir a 

migração de neutrófilos medulares de camundongos C57BL/6, foi avaliado o 

remodelamento de citoesqueleto nessas células através da marcação de faloidina 

conjugada a rodamina. Os neutrófilos estimulados com Nip apresentaram 

distribuição homogênea e difusa dos filamentos de actina em seus citoplasmas 

(Figura 4.30 A e B). Entretanto, os neutrófilos estimulados com Pbp demonstraram 

filamentos de actina com distribuição heterogênea, concentrada na face interna da 

membrana citoplasmática denotando polarização dessas estruturas (Figura 4.30 A e 

B). Este padrão polarizado foi inibido quando os neutrófilos foram tratados in vitro 

com LXA4 (10 nM) e restaurado quando tratados com BOC-2 (40 nM) e LXA4 (10 

nM) (Figura 4.30 A e B), sugerindo que a LXA4 impede a reorganização do 

citoesqueleto de actina em neutrófilos impedindo-o de migrar em direção ao estímulo 

quimiotático.  
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Figura 4.30 Mecanismo de ação da LXA4 na inibição da capacidade migratória dos 
neutrófilos medulares de camundongos C57BL/6 durante a malária grave. Neutrófilos 
recolhidos de animais saudáveis pré-tratados com meio (RPMI), LXA4 (10 nM), ou com 
BOC-2 (40 nM) e LXA4 (10 nM) e estimulados com Nip ou Pbp foram submetidos à 
coloração dos filamentos de actina por faloidina conjugada à rodamina. As células foram 
analisadas através da microscopia de fluorescência. (A) Fotomicrografias representativas da 
polimerização dos filamentos de actina mostrando as colorações de DAPI, faloidina 
conjugada à rodamina e a sobreposição das duas colorações (400X. Barras = 50 µm). As 
setas indicam a F-actina polarizada. (B) Análise morfológica da porcentagem de neutrófilos 
polarizados. Os resultados foram expressos como média de quatro lâminas de neutrófilos 
por grupo. As análises estatísticas foram realizadas pelo teste one-way ANOVA seguido 
pelo pós-teste de Bonferroni. As diferenças significativas (p ≤ 0,05) em relação ao grupo não 
infectado foram indicadas por (*), em relação ao grupo infectado são indicados por (+) e em 
relação ao grupo infectado e tratado com LXA4 são indicados por (#). 
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5 DISCUSSÃO 

 

  

 A malária é uma doença característica de áreas tropicais que apresenta alta 

morbidade e mortalidade (26). Apesar da disponibilidade de antimaláricos eficazes, 

os casos de resistência aos medicamentos de referência têm contribuído para a 

manutenção dos altos números de casos de malária mundialmente (18). No caso de 

sua manifestação mais letal, a malária grave, o grau de comprometimento da 

doença está diretamente relacionado ao intenso processo inflamatório sistêmico que 

acomete múltiplos órgãos, dentre eles, o cérebro e os pulmões (55). Considerando 

essas observações, alguns autores propõem terapias adjuvantes ao tratamento com 

antimaláricos visando o controle do intenso quadro inflamatório (137). Neste 

contexto, o estudo da modulação dos receptores FPRs é de extrema importância 

para o desenvolvimento de terapias adjuvantes alternativas.  

 Uma ferramenta útil para o entendimento da fisiopatologia da malária grave é a 

utilização do modelo de malária cerebral experimental (MCE). Neste modelo a 

infecção por P. berghei ANKA (PbA) apresenta características semelhantes a 

observadas em pacientes infectados por P. falciparum, como dano cognitivo, lesão 

pulmonar aguda e insuficiência renal (55, 74, 138). No que diz respeito ao 

desenvolvimento da MCE, os camundongos C57BL/6 e Balb/C exibem respostas 

diferentes durante a infecção por PbA. Enquanto os camundongos C57BL/6 são 

suscetíveis ao desenvolvimento da malária grave, os camundongos Balb/C são 

tolerantes (134). A tolerância ao desenvolvimento dos quadros mais graves 

relacionados à infecção é caracterizada por poucas consequências negativas da 

infecção ao hospedeiro sem a redução da carga parasitária (135). Estudos 

anteriores mostram que diferentes linhagens de camundongos possuem diferentes 

respostas à infecção 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; já os camundongos DBA apresentam SDRA 

sem comprometimento cerebral. Os camundongos Balb/C, por sua vez, não 

desenvolvem nem a disfunção cerebral nem a pulmonar característica morrendo por 

anemia grave e hiperparasitemia (76, 139). Especula-se que a tolerância do 

camundongo Balb/C seja devido a um perfil molecular citoprotetor quando 



86 

comparado com camundongos C57BL/6. Os camundongos Balb/C expressam 

constitutivamente mediadores anti-inflamatórios como a hemeoxigenase-1 (HO-1) no 

tecido cerebral (139). Corroborando com estas evidências, foi observado no 

presente estudo que os camundongos Balb/C apresentaram sobrevida prolongada, 

sem alterações neurológicas além de produzirem constitutivamente mais LXA4 que 

os camundongos C57BL/6. Estes resultados sugerem que a produção endógena de 

LXA4 aumentada pode também ser um fator que prediz a tolerância ao 

desenvolvimento da malária grave (MG). Entretanto, outros mediadores anti-

inflamatórios além da HO-1 e da LXA4 podem estar contribuindo para a tolerância 

dos camundongos Balb/C. Animais deficientes na expressão de anexina A1 (AnxA1-/-

) 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 junções intercelulares FTY-720, sugerindo um papel importante da 

anexina A1 na estabilização da barreira hemato-encefálica (Figura 5.1 A). Além 

disso, esses animais deficientes na expressão de anexina A1 apresentaram redução 

da sobrevida apesar da contagem de hemácias parasitadas não estar alterada 

quando comparados com animais selvagens (WT) (Figura 5.1 B e C). A anexina A1 

é um peptídeo ligante do receptor FPR1 e seu papel no processo inflamatório está 

relacionado com a modulação da aderência de polimorfonucleares ao endotélio e a 

sua consequente transmigração para o sítio lesionado (140). Além disso, o receptor 

FPR1, através de seu ligante anexina A1, se destaca pelo seu papel na manutenção 

da integridade vascular cerebral (141). Assim esses resultados sugerem que um 

conjunto de ligantes dos receptores FPR podem regular barreira hemato-encefálica 

durante a infecção por PbA e contribuir para a resistência à MCE. 
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Figura 5.1 Avaliação da ausência de anexina A1 durante o desenvolvimento da malária 
grave em camundongos Balb/C. Camundongos Balb/C wild type (WT) e Balb/C knockout 
para anexina A1 (AnxA1-/-) saudáveis e infectados com P. berghei ANKA , pré-tratados ou 
não com FTY-720 (0,3 mg/kg/dia, p.o., durante 6 dias) foram avaliados 5 dias após a 
infecção por PbA (inóculo de 5x106 hemácias infectadas/por animal) em relação ao 
seguintes parâmetros: (A) edema cerebral; (B) parasitemia; (C) sobrevida. Os resultados 
foram expressos como média ± EPM de 6 animais por grupo de três experimentos 
independentes. As análises estatísticas foram realizadas pelo teste one-way ANOVA 
seguido pelo pós-teste de Bonferroni. A análise das curvas de sobrevidas foi realizada pelo 
o teste de Log-rank (Mantel-Cox). As diferenças significativas (p ≤ 0,05) em relação aos 
grupos não infectados foram indicadas por (*) e entre as linhagens Balb/C wild type (WT) e 
Balb/C AnxA1-/- foram indicadas por (+). 

 
 De forma consistente com os resultados anteriores, o tratamento com o 

antagonista dos receptores de FPR1 e FPR2/ALXR, o BOC-2, reverteu de maneira 

dose dependente a resistência à MCE de animais Balb/C. Além disso, causou 

aumento do edema cerebral, oclusão vascular e diminuiu a densidade de capilares 

funcionais durante a infecção por PbA apesar dessas alterações não influenciarem o 

fluxo microvascular cerebral como um todo. Este resultado sugere uma possível 

compensação pelo fluxo venular da rarefação capilar. Durante a avaliação por 

microscopia ótica e intravital a porção da microcirculação analisada é bastante 

restrita e específica, onde qualquer pequena alteração e perda de capilares é 

evidente (128). Diferente da análise do fluxo sanguíneo pelo laser speckle que 

abrange uma região maior do cérebro e inclui todos os vasos da microcirculação 

como vênulas, arteríolas, metarteríolas (142). Além disso, foi observado aumento do 

número de linfócitos TCD3+ e TCD8+ nos baços de animais infectados e tratados 

com BOC-2 em comparação com os animais não infectados (Figura 5.2). A diferença 

observada apenas entre esses dois grupos experimentais, junto com os resultados 

comentados acima sugerem que o bloqueio da sinalização dos receptores FPRs 

mude o perfil anti-inflamatório e protetor característico dos camundongos Balb/C 

durante a infecção por PbA.  
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Figura 5.2 Avaliação do tratamento com BOC-2 no acúmulo de linfócitos TCD3+ e 

TCD8+ no baço de animais infectados com PbA. Camundongos Balb/C infectados com 

PbA (inóculo de 5x106 hemácias infectadas/por animal) tratados ou não com BOC-2 (100 

µg/kg/dia, i.p.) foram avaliados após 5 dias de infecção. Os baços dos animais foram 

coletados, macerados e submetidos a gradiente de histopaque para a separação dos 

mononucleares e então as células marcadas com anticorpo (A) anti-CD3 murino e com (B) 

anti-CD8 conjugados a fluorocromos. A subpopulação de CD3+ foi analisada em um gate 

físico de mononucleares, os linfócitos TCD3+CD8+ em um gate de células CD3+. Os dot plots 

são representativos de cada grupo experimental. Os resultados foram expressos como 

média ± EPM de 6 animais por grupo de dois experimentos independentes. As análises 

estatísticas foram realizadas pelo teste one-way ANOVA seguido pelo pós-teste de 

Bonferroni. As diferenças significativas (p ≤ 0,05) em relação ao grupo não infectado foram 

indicadas por (*) e em relação ao grupo infectado são indicados por (+). 

 

 Dentre os ligantes dos receptores FPR com atividades anti-inflamatórias, a LXA4 

é o agonista endógeno 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 análises comportamentais (SHIRPA) nos animais 

C57BL/6, suscetíveis à MCE, quando tratados com LXA4 exógena. Apesar da LXA4 

ser reconhecida como um mediador anti-inflamatório (99), seu papel durante os 

danos neurológicos induzidos pela infecção com PbA ainda é pouco compreendido. 

Recentemente, Shryock e colaboradores (2013) demonstraram que o tratamento 

com o epímero da LXA4 aumentou a sobrevida de camundongos por inibir a 

produção de IL-12 e o acúmulo de células TCD8+/IFN-γ+ no tecido cerebral de 

camundongos deficientes na expressão da enzima 5-lipoxigenase (125). 

 De forma interessante, quando foi realizada a análise da dose-resposta da LXA4, 

foi observado que as menores doses foram mais eficazes. Esse padrão de resposta 
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farmacológica já é descrito para ligantes dos receptores FPRs uma vez que estes 

são receptores acoplados à proteína Gi (GPCR) cuja ação é regulada por 

dessensibilização e internalização induzida por seus agonistas (102, 143). Quando a 

LXA4 é administrada em nosso modelo por cinco dias consecutivos em altas 

concentrações, provavelmente satura o receptor que se mantém dessensibilizado 

por mais tempo, promovendo assim um efeito inverso. Além disso, a LXA4 não 

interfere na porcentagem de parasitemia, o que sustenta a evidência que esse 

mediador modula exclusivamente a resposta do hospedeiro durante a infecção por 

PbA.  

 O dano ao tecido cerebral induzido durante a infecção por PbA é principalmente 

causado pelo acúmulo e ativação de células inflamatórias, pela produção de 

mediadores inflamatórios na vasculatura cerebral e pelo rompimento da barreira 

hematoencefálica. Estudos demonstraram que a maioria dos leucócitos presentes 

durante a MCE são monócitos e estas células aumentam o recrutamento de 

linfócitos TCD4+ e TCD8+ para a microvasculatura cerebral (66). Entretanto, na 

ausência dos monócitos, os linfócitos T continuam sendo recrutados para o cérebro 

e iniciam a MCE (66). Já o rompimento da barreira hematoencefálica é induzido pela 

expressão diminuída e desorganização das proteínas juncionais das células 

endoteliais cerebrais ativadas (64, 91, 144). Já foi descrito o papel das lipoxinas 

como mediadores capazes de atenuar a ruptura da barreira hematoencefálica em 

modelos experimentais não infecciosos pela modulação da expressão da 

metaloproteinase 9 (MMP 9) e ativação de MAPK (145, 146). Outros trabalhos 

sugerem que o papel protetor da LXA4 em doenças como a toxoplasmose depende 

da inibição da produção de citocinas. Além disso, a produção aumentada de IFN-γ e 

IL-12 foi demonstrada durante a MCE na ausência da LXA4 endógena (125). Vale 

ressaltar que o IFN-γ e IL-12 são mais relevantes para a ativação de linfócitos do 

que para a ativação endotelial (147), o que explica a falta de atividade da LXA4 no 

acúmulo de linfócitos tanto no baço como na microvasculatura cerebral nesse 

trabalho. O TNF-α também tem sido demonstrado como uma citocina crucial na 

disfunção endotelial durante a MCE (148). Entretanto, em nosso modelo, a LXA4 

também não foi capaz de modular a produção de TNF-α durante a infecção. Como já 

foi descrito que a LXA4 inibe a ativação das células endoteliais estimuladas por TNF-

α (118), podemos inferir que a prevenção da formação do edema cerebral em 

animais tratados com LXA4 não depende da produção de TNF-α, muito embora não 
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possamos excluir a possibilidade da atividade da LXA4 sobre a produção de 

citocinas durante a malária cerebral. Vale ressaltar ainda que diferentes ligantes dos 

receptores FPRs podem ativar diferentes vias de sinalização. 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 produção de TNF-α no tecido cerebral 

desses animais que foi revertido parcialmente com o tratamento conjunto com BOC-

2. Já está descrito que além de se ligar ao FPR2/ALXR a RvD1 atua também via 

GP32 (149), o que explica a reversão parcial do efeito da RvD1 pelo BOC-2.  

 

Figura 5.3 Avaliação do tratamento com RvD1 durante a infecção por P. berghei ANKA 
em camundongos C57BL/6. Camundongos C57BL/6 infectados com PbA (inóculo de 5x106 
hemácias infectadas/por animal)  tratados ou não com RvD1 (0,05 µg/kg/dia, i.p.) foram 
avaliados após 5 dias de infecção. (A) Efeito dose resposta do pré-tratamento com RvD1 
(0,05-5 µg/kg/dia, i.p.) no extravasamento proteico no tecido cerebral realizado pela injeção 
de Azul de Evans (2%); (B) Parasitemia; (C) Produção da citocina TNF-α mensurada por 
ELISA em extrato de tecido cerebral. Os resultados foram expressos como média ± EPM de 
6 animais por grupo de três experimentos independentes. As análises estatísticas foram 
realizadas pelo teste one-way ANOVA seguido pelo pós-teste de Bonferroni. As diferenças 
significativas (p ≤ 0,05) em relação ao grupo não infectado foram indicadas por (*), em 
relação ao grupo infectado são indicados por (+) e em relação ao grupo RvD1 são indicados 
por (#). 

 Embora não haja diferença no acúmulo de linfócitos no tecido cerebral nos 

animais infectados tratados com LXA4, foi observada a melhora na densidade de 

capilares funcionais e a redução na oclusão vascular cerebral, além da diminuição 

de leucócitos em rolling e de hemácias parasitadas aderidas à microvasculatura 

cerebral. Diferentemente do que é observado em humanos, a adesão de leucócitos 

na microvasculatura cerebral durante a MCE está bem descrita (55, 150). Foi 

demonstrado por microscopia intravital que durante a infecção por PbA são 
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encontrados mais linfócitos T CD8+, monócitos, neutrófilos e plaquetas acumulados 

nas vênulas pós-capilares cerebrais em comparação a infecção por P. yoelli XL, 

plasmódio que induz quadro de hiperparasitemia sem os sinais de comprometimento 

neurológico (91), sugerindo a importância do acúmulo dos leucócitos no cérebro 

para o desenvolvimento da MCE. Além disso, a MCE também está associada com a 

vasoconstricção, obstrução vascular e respostas prejudicadas à acetilcolina devido a 

disfunção da enzima óxido nítrico sintase (151, 152). De fato, já foi descrito que a 

obstrução do fluxo sanguíneo, como a observada durante a MCE, aumenta o rolling 

de leucócitos, principalmente de monócitos (66). Considerando que as alterações 

mais evidentes foram observadas em relação ao endotélio cerebral, esses dados 

sugerem que, em nosso modelo, a LXA4 não está atuando sobre a atividade dos 

leucócitos na microcirculação cerebral, mas sim sobre a ativação de células 

endoteliais. 

 Para confirmar a hipótese de que a LXA4 estaria agindo na disfunção endotelial 

induzida durante a MCE, a expressão de um dos marcadores de ativação da célula 

endotelial, a ICAM-1, foi investigada. Neste estudo, a LXA4 inibe a expressão de 

ICAM-1 no tecido cerebral de camundongos infectados, bem como nas células 

endoteliais estimuladas in vitro com hemácias infectadas por P. berghei ANKA ou 

por P. falciparum. A capacidade do complexo LXA4- FPR2/ALXR em modular a 

expressão das moléculas de adesão, incluindo a de reduzir a expressão de ICAM-1 

em células endoteliais estimuladas com TNF-α in vitro, tem sido descrita em outros 

modelos não infecciosos (153). Em condições inflamatórias, a sinalização de ICAM-1 

está envolvida na ativação endotelial, no rearranjo do citoesqueleto de actina das 

células endoteliais, na regulação da permeabilidade vascular e na transmigração das 

células imunes para o parênquima cerebral (154). Diversos estudos também têm 

descrito que a expressão da HO-1 induzida pela LXA4 atenua a disfunção endotelial 

tanto in vivo (155) como in vitro (118). A HO-1 é uma isoenzima que cataboliza o 

heme livre liberado em condições patológicas, especialmente as que estão 

associadas à hemólise intravascular, tal como queimaduras, microangiopatia e 

malária (156). De fato, a expressão de HO-1 está relacionada à proteção do tecido 

(156) e sua expressão limita o dano tecidual induzido durante a inflamação. Já foi 

demonstrado que a modulação farmacológica da expressão ou atividade da HO-1 

auxilia a manutenção da integridade da barreira hematoencefálica (155). Além disso, 

a HO-1 inibe a expressão de diversas moléculas de adesão, especialmente a de 
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ICAM-1 (157). De forma interessante, a expressão de HO-1 é induzida após 

tratamento com LXA4 e modula a expressão de moléculas de adesão em células 

estimuladas por TNF-α (118). Durante a MCE, a HO-1 é descrita por ter regulação 

diferente dependendo do tecido e do estágio do ciclo de vida do Plasmodium (134). 

A produção de HO-1 no tecido cerebral está associada com o aumento de sobrevida 

de camundongos, edema cerebral diminuído e expressão de ICAM-1 reduzida (134). 

Entretanto, apesar da LXA4 ter sido demonstrada por induzir a expressão de HO-1 

no tecido cerebral em modelos de doenças não infecciosas (158), o seu efeito em 

modelo de malária ainda não havia sido investigado. Sendo assim, os nossos dados 

em conjunto com a literatura sugerem que a LXA4 reduz a expressão de ICAM-1 por 

induzir a expressão de HO-1 atenuando desta forma, a disfunção cerebral durante a 

MCE. 

 Além do comprometimento cerebral, outra característica da malária grave é a 

disfunção pulmonar (68). Em humanos a SDRA induzida pela malária (M-SDRA) é 

caracterizada pela presença de eritrócitos parasitados, edema pulmonar e resposta 

inflamatória intensa (33). Estudos já mostraram que durante a SDRA associada à 

infecção por PbA observa-se diminuição da função pulmonar (74), expressão 

aumentada de VEGF (76), aumento da produção de citocinas e quimiocinas (74) e o 

acúmulo de leucócitos, principalmente de neutrófilos no tecido pulmonar (79).  

 A atividade anti-inflamatória da LXA4 tem sido descrita em diversos modelos 

experimentais de doenças do trato respiratório como inflamação alérgica das vias 

respiratórias (159) e tuberculose (160). Corroborando com a literatura, mostramos 

nessa segunda parte do trabalho que o tratamento com a LXA4 inibiu em parte o 

processo inflamatório intenso vinculado com a M-ARDS. A LXA4 exógena preveniu o 

edema pulmonar, bem como preveniu o aumento da elastância, da pressão nas vias 

aéreas centrais (pressão de resistência) como nas vias aéreas distais (pressão de 

viscoelasticidade) observadas durante a infecção por PbA. Estudos já demonstraram 

que o tratamento com LXA4 previne o edema pulmonar em modelo de ARDS 

induzida por LPS por preservar a integridade das junções aderentes da barreira 

hemato-alveolar (161); dificultar o acúmulo de agregados de neutrófilos e plaquetas 

no parênquima pulmonar (162); e por aumentar a capacidade das células epiteliais 

de absorver o transudado do espaço alveolar (163). De fato, corroborando com o 

descrito na literatura, em nosso modelo, a morfometria dos pulmões dos animais 

infectados pré-tratados com LXA4 demonstrou redução do dano alveolar difuso, 
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especialmente no acúmulo dos neutrófilos no tecido pulmonar observado durante a 

malária grave experimental.  

 Apesar da LXA4 melhorar as características morfofuncionais dos pulmões, de 

maneira semelhante ao que foi observado no tecido cerebral, não foi capaz de inibir 

a produção de citocinas inflamatórias como TNF-α e IL-6 nem de quimiocinas 

relacionadas com o recrutamento de células inflamatórias como CXCL1/KC e CCL2 

no tecido pulmonar. Por outro lado, diferentemente do observado no cérebro, a LXA4 

aumentou a produção da citocina IL-10 no tecido pulmonar. Nosso grupo já 

demonstrou que a reação inflamatória no tecido pulmonar é muito mais aguda e 

evidente do que a do tecido cerebral (74), sugerindo assim cinéticas de resposta 

inflamatória diferentes nesses dois tecidos. Além disso, estudos já demonstraram 

que a LXA4 estimula a diferenciação de macrófagos resolutivos no sítio inflamatório, 

os quais passam a liberar mediadores imunomodulatórios como a IL-10 e promovem 

a fagocitose de células apoptóticas e restos celulares (100). O aumento de IL-10 

também corrobora com a diminuição de neutrófilos no tecido pulmonar uma vez que 

esta citocina inibe da quimiotaxia de neutrófilos para o sítio inflamado (164). O 

acúmulo de neutrófilos nos pulmões pode ser desencadeado pela hemozoína (78) 

ou pela presença dos eritrócitos infectados e é observado já com 24 horas após a 

infecção (74). De fato, investigações histológicas e de ultraestrutura mostraram um 

infiltrado neutrofílico no septo alveolar de camundongos infectados com PbA. Além 

disso, já foi descrito que a depleção de neutrófilos aumentou a sobrevida bem como 

reduziu a M-SDRA em camundongos infectados com PbA (81), sugerindo que os 

neutrófilos sejam células chave no desenvolvimento da SDRA induzida pela malária 

e que a inibição do acúmulo desta célula no tecido pulmonar pode ser protetora para 

o hospedeiro. No nosso modelo, o tratamento com LXA4 durante a infecção por PbA 

reduziu o acúmulo de leucócitos, inclusive de neutrófilos no tecido pulmonar desses 

animais e essa redução também foi observada na circulação periférica. De acordo 

com essas observações, o tratamento com LXA4 também foi capaz de prevenir o 

aumento dos níveis séricos de CXCL1 durante a infecção via receptor FPR2/ALXR, 

porém não de LTB4. Coletivamente estes resultados sugerem, até o momento, que o 

tratamento com LXA4 previne a M-SDRA por mecanismos pulmonares e 

extrapulmonares.  

 Os neutrófilos alcançam a circulação sanguínea a partir da medula óssea após 

receber sinalização de fatores quimiotáticos do soro como CXCL1 produzida pelas 
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células endoteliais (165, 166). Este fato está de acordo com os nossos resultados e 

de outros grupos que mostram que a LXA4 diretamente inibe a ativação as células 

endoteliais durante a MCE, o que provavelmente impede a produção sistêmica de 

mediadores pró-inflamatórios (125). Entretanto a neutralização in vitro de CXCL1 no 

plasma desses animais não impediu totalmente a migração desses neutrófilos. Esse 

dado sugere que outros mediadores quimiotáticos como LTB4, além do aumento da 

expressão de CXCR2 na superfície dos neutrófilos estariam envolvidos no 

deslocamento desses leucócitos (164). De fato, o tratamento com LXA4 não inibiu a 

produção de LTB4 no plasma desses animais nem alterou o aumento de CXCR2 nos 

neutrófilos medulares. O eixo CXCL-1/CXCR2/LTB4 tem sido descrito como um 

mecanismo importante relacionado com o acúmulo de neutrófilos nos sítios 

inflamatórios (167). De acordo com Kolaczkowska e Kubes (2013) os neutrófilos 

obedecem ao gradiente de múltiplos fatores quimiotáticos que os direcionam para os 

sítios inflamatórios in vivo (168). Além disso, os mediadores quimiotáticos CXCL1 e 

LTB4 aparentemente ativam a mesma via de sinalização intracelular para induzir a 

migração neutrofílica (168), sugerindo que o efeito migratório do Pbp é devido a 

ação conjunta desses dois quimiotáticos.  

 Já foi descrito na literatura que a LXA4 estimula a fagocitose de neutrófilos 

apoptóticos no sítio inflamatório a fim de inibir a perpetuação da resposta 

inflamatória (169). Entretanto, no nosso modelo não observamos um efeito 

regulatório da LXA4 sobre a apoptose nem sobre a maturação dos neutrófilos de 

medula óssea de camundongos C57BL/6 infectados por PbA. Alguns trabalhos 

demonstram que a LXA4 diminui a disponibilidade de células blásticas circulantes em 

doenças mieloproliferativas (170). Entretanto, não está claro se a LXA4 modula o 

crescimento das células progenitoras (167, 168). 

 O efeito da LXA4 sobre a migração dos neutrófilos tanto in vivo como in vitro tem 

sido descrito (171, 172). No entanto, não existem dados sobre o efeito da LXA4 na 

dinâmica de mobilização de neutrófilos para o sítio inflamatório, especialmente se a 

LXA4 pode atuar em neutrófilos da medula óssea. A mobilização dos neutrófilos da 

medula óssea para o sítio inflamatório depende tanto do balanço de fatores 

produzidos no estroma medular quanto na expressão de receptores na sua 

membrana (173). Em resposta a uma infecção a expressão de mediadores 

envolvidos na permanência dos neutrófilos na medula como CXCL-12 e o seu 

receptor CXCR-4 está diminuída, por outro lado a expressão das citocinas CXCL-1 e 
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CXCL-2 e de seu receptor CXCR2 estão aumentadas promovendo assim a saída 

dessas células para a circulação sanguínea (164). Considerando isso, no presente 

estudo foram realizados ensaios de migração com tratamentos e estimulações tanto 

in vivo como in vitro com neutrófilos de medula de animais infectados. A capacidade 

migratória dos neutrófilos dos animais infectados e tratados com LXA4 diminuiu. 

Além disso, a redução da quimiocinese e da quimiotaxia dos neutrófilos foi revertida 

quando os animais foram concomitantemente tratados com BOC-2 e LXA4 

demonstrando a ação da LXA4 sobre a migração dos neutrófilos via o receptor 

FPR2/ALXR. Os mesmos resultados foram observados durante os ensaios in vitro 

confirmando o efeito direto da LXA4 sobre os neutrófilos. Poucos estudos têm se 

dedicado em estudar o mecanismo de ação da LXA4 na mobilização de neutrófilos. 

Recentemente foi demonstrado que, durante a sepse induzida por CLP, a LXA4 

diminuiu a migração de neutrófilos para o peritônio, porém induziu a fagocitose pelos 

mesmos de restos celulares e bactérias sem exacerbar a produção de radicais livres 

(171). A LXA4, através da ligação ao seu receptor, possui efeito de desativação de 

neutrófilos, pois atua em vias como PKC, PKA, MAPK e PI3K (174). Tais vias atuam 

diretamente em moléculas de adesão envolvidas na diapedese e transmigração de 

neutrófilos (174). Contudo, a migração dos leucócitos, inclusive de neutrófilos 

depende além da ativação, do remodelamento do citoesqueleto mais 

especificamente da polimerização dos filamentos de actina (175). A actina é a 

proteína citoplasmática mais abundante nas células e a sua polimerização em actina 

filamentosa (f-actina) é essencial para a motilidade celular (176). Nosso trabalho 

demonstrou que o tratamento com LXA4 inibiu a polimerização dos filamentos de 

actina dos neutrófilos via FPR2/ALXR. Estudos já demonstraram que as vias de 

sinalização da PI3K gerando PIP3 a partir de PIP2 e da fosfolipase A2 agem em 

paralelo e são importantes para a quimiotaxia de neutrófilos [revisto em (177)]. Além 

disso, Lei Du e colaboradores (2012) demonstraram que o bloqueio da polarização 

da f-actina por citocalasina B inibe a formação da lamelipódia e os aglomerados de 

CD11b na membrana de neutrófilos diminuindo a sua transmigração para o 

parênquima pulmonar e melhorando o processo inflamatório durante a ARDS (178).  

 Desta forma a LXA4 melhora o quadro inflamatório característico do modelo 

experimental de M-ARDS provavelmente por modular a produção sistêmica de 

mediadores inflamatórios e impedir o remodelamento do citoesqueleto dos 

neutrófilos. 



96 

6 CONCLUSÃO 

 

 

 6.1 Conclusões Parciais 

• A comparação do desenvolvimento da malária grave revelou que a produção 

constitutiva maior de LXA4 por camundongos Balb/C pode estar envolvida na 

resistência à malária grave característica desta cepa de animal; 

 

• O antagonismo do receptor FPR2/ALXR levou ao desenvolvimento de 

complicações clínicas relacionadas à malária grave como edema cerebral, 

microvasculatura obstruída e aumento da expressão de ICAM-1; 

 

• A administração de LXA4 melhora o fluxo sanguíneo e reduz o número de vasos 

obstruídos no cérebro de camundongos infectados com P. berghei através da 

redução da ativação de células endoteliais; 

 

• O pré-tratamento com a LXA4 induz a melhora na função pulmonar por um 

mecanismo que envolve a alteração na polimerização de actina em neutrófilos 

medulares, causando diminuição da capacidade migratória dos mesmos. 

 

6.2 Conclusão Geral  

 Coletivamente, os resultados sugerem que, durante a malária grave 

experimental, a administração de ligantes lipídicos anti-inflamatórios ou pró-

resolutivos dos receptores FPR2/ALXR reduz a resposta inflamatória de forma 

tecido-específica. 
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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 (LXA4) 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 LXA4 on M-ARDS 

remains unclear. We hypothesized that LXA4 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; LXA4-treated P. berghei-infected (LXA4 

administered 1 h before infection), and P. berghei-infected mice treated with both LXA4 and 

the ALX antagonist BOC-2. The treatments were performed daily (days 0 to 5 post-infection). 

On day 6, pre-treatment with LXA4 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 LXA4 prevented neutrophils from migrating 

towards plasma collected from P. berghei-infected mice. LXA4 also impaired neutrophil 

cytoskeleton remodeling by inhibiting F-actin polarization. In conclusion, LXA4 prevented 

M-ARDS by regulating neutrophil motility in the bone marrow through a mechanism 

involving cytoskeletal remodeling impairment. 
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