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Avaliacéo do papel da heme oxigenase na plaquetopenia e na injuria pulmonar aguda
durante malaria experimental murina

RESUMO
TESE DE DOUTORADO
Isaclaudia Gomes de Azevedo Quintanilha

A maléria € uma doenca infecciosa grave, causada pelo protozoario do género Plasmodium,
transmitido de uma pessoa para outra pela picada do mosquito do género Anopheles. Segundo
a OMS a maléria ocasiona até 500 mil mortes por ano. A injuria pulmonar desencadeada pela
malaria pode ocorrer tanto em casos graves quanto ndo graves, ja tendo sido relatado em
infeccBes ocasionadas pelos cinco tipos de Plasmodio infectantes de humano. O processo
infeccioso envolve a interacdo de diversas células e uma intensa resposta do hospedeiro
buscando controlar a infeccdo. As plaquetas podem interagir com hemécias parasitadas,
leucocitos e o endotélio, e acumular em focos inflamatorios. Esse acumulo pode levar a
eventos de obstrucdo e aumento da liberacdo de mediadores inflamatérios, sendo este um
fenbmeno importante no microambiente pulmonar. A inducdo da enzima heme oxigenase €
importante na resposta do hospedeiro frente ao heme livre e a diversos outros PAMPs e
DAMPs, como ADP, ATP, LPS gerado por doencas infecciosas ou ndo. Além disso, o papel
do isotipo heme oxigenase-1 ja foi demonstrado na malaria experimental cerebral e em casos
clinicos. Portanto, o presente trabalho tem como objetivo determinar a influéncia da proteina
heme oxigenase na plaguetopenia e na injuria pulmonar aguda durante a infeccdo pelo
Plasmodium berghei NK65. E neste trabalho observamos que o nosso modelo de malaria foi
capaz de gerar uma injuria pulmonar intensa, uma vez que 0s animais infectados apresentaram
a evolucdo esperada da infeccdo através da analise da parasitemia; e do aumento da liberagéo
de mediadores inflamatorios, do edema e da migracdo de células para o pulmdo. O nosso
modelo também apresentou plaquetopenia acentuada, acompanhada de agregaggédo
plaguetaria a hemacias e a leucécitos avaliados no sangue periférico e foi sugestivo para
reducdo de producdo de plaquetas nos dois principais sitios, ou seja, tanto na medula 6ssea
como no pulmdo. Ao realizamos o tratamento dos animais infectados e controles com o indutor
da atividade da enzima HO-1 o cobalto protoporfirina 1X (CoPPIX), ou com o inibidor da
atividade a zinco protoporfirina 1X (ZnPPIX), observamos mudancas no quadro inflamatorio.
O tratamento dos animais com o CoPPIX e com ZnPPIX, ndo desencadeou diferenga na
evolucdo da infeccdo com relacdo a parasitemia. Contudo os animais tratados com CoPPIX
apresentaram uma melhora no quadro de injuria pulmonar, com menor infiltrado inflamatério,
no tecido pulmonar e maior nimero de células no sangue periferico e ndo houve formacéo de
edema. Complementarmente observamos uma menor queda no numero de plaquetas,
influenciada por uma possivel maior producdo no pulmdo. Nossos dados sugerem que a HO-1
influencia na injaria pulmonar e na plaquetopenia durante a infeccdo malarica.
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ABSTRACT
TESE DE DOUTORADO
Isaclaudia Gomes de Azevedo Quintanilha

Malaria is a serious infectious disease caused by the protozoan of the genus Plasmodium,
transmitted from one person to another by the mosquito bite of the genus Anopheles.
According to WHO, malaria causes up to 500,000 deaths per year. Malaria-triggered lung
injury can occur in both severe and non-severe cases and has been reported in infections
caused by the five types of Plasmodium sp. The infectious process involves the interaction of
several cells and an intense host response seeking to control the infection. Platelets may
interact with parasitized erythrocytes, leukocytes and the endothelium, and accumulate in the
inflammatory loci. This accumulation can lead to obstruction events and increase the release
of inflammatory mediators, being this an important phenomenon in the pulmonary
microenvironment. Induction of the heme oxygenase enzyme is important in the host's
response to free heme and to several other PAMPs and DAMPs like ADP, ATP, LPS
generated by infectious or non-infectious diseases. In addition, an important role for the heme
oxygenase-1 isotype has been demonstrated in experimental cerebral malaria and in clinical
cases. Therefore, the present work aims to determine the influence of heme oxygenase protein
in thrombocytopenia and acute pulmonary injury during Plasmodium berghei NK65 infection.
In this work we showed that our malaria model was able to generate an intense lung injury,
since we observed that the infected animals presented the expected evolution of the infection
through the parasitemia analysis; and increased release of inflammatory mediators, edema,
and migration of cells into the lung. Our model also presented marked thrombocytopenia,
accompanied by platelet aggregation to red blood cells and leukocytes, evaluated in peripheral
blood, and was suggestive of reduced platelet production in the two main sites, that is, both
bone marrow and lung. When we performed the treatment of the infected animals and controls
with the HO-1 inducer cobalt protoporphyrin IX (CoPPIX) or inhibitor zinc protoporphyrin
IX (ZnPPIX), we observed changes in the inflammatory picture. The treatment of the animals
with CoPPIX and with ZnPPIX showed no difference in the evolution of the infection in
relation to parasitemia. However, the animals treated with CoPPIX showed an improvement
in lung injury, with a lower inflammatory infiltrate in the pulmonary tissue and a greater
number of cels in the peripheral blood, no formation of edema and a smaller decrease in the
number of platelets. Our data suggest that HO-1 influences lung injury and thrombocytopenia
during malaria infection.
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1. INTRODUGCAO

1.1. EPIDEMIOLOGIA E CONTROLE DA MALARIA

A maléria é uma doenca infecciosa, causada por protozoarios do género Plasmodium,
sendo transmitidos atraves do repasto sanguineo de mosquitos fémeas do género Anopheles
(Baker, 2010). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) a malaria continua sendo
um grande problema de satde publica. Em 2015 estima-se que ocorreram em torno de 212
milhdes de casos ao redor do mundo, com 429 mil casos fatais (OMS, 2016). O mesmo
relatorio descreve que a mortalidade mundial por maléria teve uma reducdo de mais de 21%
entre 2010 e 2015. Contudo, a maioria das mortes por malaria continua sendo de criancas,
tendo sido estimado em 70% no ano de 2015, o que corresponde a uma morte a cada 2
minutos em média (OMS, 2016).

A maior incidéncia de casos de malaria ocorre na Africa, no Sudeste Asiatico e
Américas Central e do Sul. Dentre estas areas tropicais, a maior parte dos casos ocorre na

Africa Subsaariana. Segundo dados da OMS, a maior parte da morbidade e da mortalidade

continua sendo atribuida a infeccdes pelo Plasmodium falciparum (OMS, 2016).

Paises endémicos para malaria, 2016 I Paises endémicos em 2000, e n&o mais endémicos em2016

[ Paises nao endémicos para malaria, 2000 Nao aplicavel

Figura 1.1.1: Areas com ocorréncia de malaria no mundo. Distribui¢&o dos casos de malaria ao
redor do mundo. Adantado da OMS. 2016

Nas Américas, a malaria ocorre em 18 paises, onde estima-se que 132 milhdes de
pessoas encontram-se em areas de risco, e mais 21 milhdes em areas de alto risco. Entre 0s

anos de 2010 e 2015 o nimero de casos reportados caiu em torno de 31%, sendo o principal
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agente de maléria nesta regido o Plasmodium vivax. O Brasil, no ano de 2015, foi responsavel
por 24% dos casos de malaria (OMS, 2016).

A maléria continua a ser um grave problema no Brasil, principalmente na regido da
Amazonia Legal, que compreende os estados do Acre, Amapd, Amazonas, parte do
Maranhdo, Mato Grosso, Pard, Rondonia, Roraima e Tocantins, que € responsavel por volta
de 99,5% dos casos do pais (SIVEP, 2011; SUS, 2016). A alta incidéncia dificulta o turismo e
os efeitos debilitantes da doenca reduzem a capacidade produtiva da populagéo e, portanto, da
regido como um todo. No Brasil existem trés espécies de plasmddios causadores da malaria:
P. falciparum, P. vivax e Plasmodium malariae. No final da década de 80 o nimero de casos
de maléria vivax suplantou os casos de malaria falciparum e desde entdo tem sido a forma
predominante, sendo responsavel por mais de 80% dos casos de malaria no Brasil (OMS,
2016).

No ano de 2015 foram por volta de 150 mil casos confirmados de maléria no Brasil,
sendo mais de 90% dos casos autoctones (SUS, 2016). No Brasil, as areas de transmissao séo
classificadas de acordo com o seu indice Parasitario Anual (IPA), sendo classificado como de
alto risco de transmissdo aqueles municipios com IPA>50 casos/1000 habitantes, de médio
risco com IPA entre 10 e 50 casos/1000 habitantes, de baixo risco aqueles que possuem
menos de 10 casos/1000 habitante e sem risco séo as areas com IPA menor de 1 caso/1000
habitantes. Como observamos na figura 1.1.2, ainda sdo muitos 0s municipios no Brasil

classificados como de alto e médio risco de transmissao.

Mapa de risco da malaria por municipio de infeccdo, Brasil, 2014 .
Figura 1.1.2: Areas com

T\ de baixo risco < 10

) /“«;{N{ N casos/1000 habitante e

o BN | 4 J/ | [t sem risco < 1 caso/1000
- “\(/’ I o risco habitantes. SUS, 2016

Fonte: Sinan/SVS/MS e Sivep-Maléria/SVS/MS

ocorréncia de malaria no
Brasil. No Brasil os
municipios sdo
classificados de acordo
com o indice parasitario
anual em alto risco >50
casos/1000 habitantes, de
médio risco entre 10 e 50
casos/1000 habitantes,

A luta pela erradicacdo e/ou controle da maldria data de muito tempo. Desde o0s

tempos de Hipdcrates ja se recomendava a drenagem dos pantanos (Cunha and Cunha, 2008).
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A OMS h& muito tem feito campanhas de erradicacdo mundial visando controlar a epidemia.
As estratégias de controle tém levado em consideracao as caracteristicas de cada regido, mas
de uma maneira geral sdo baseadas em trés pilares: o diagndstico precoce, o tratamento
imediato e o controle do vetor.

O diagndstico precoce da malaria € muito importante, pois permite a identificagdo dos
individuos que sdo fontes de contaminacdo. A gota espessa € amplamente utilizada na
deteccdo de Plasmodium sp., uma vez que a grande concentracdo de sangue por campo
microscopico favorece o encontro do parasito (OMS, 2016; Saude, 2009). Os testes rapidos de
diagnostico, que utilizam anticorpos monoclonais para proteinas do parasito (Check-Pf®,
Malar-Check®-especifico para P. falciparum e ICT-PfPv®, Optimal®-diferencia P. falciparum
de outras espécies) tém sido muito utilizado pela rapidez e facilidade de manuseio. Uma
terceira forma de andlise e diagndstico, porém pouco aplicada, consiste na identificacdo do
DNA do parasito através da técnica de Reacdo em Cadeia de Polimerase do tipo nested (PCR
nested); esta metodologia tem muito valor em estudos epidemiolégicos (OMS, 2016; OMS,
2010; Saude, 2009).

Em relacdo ao tratamento da maléria, quanto mais imediato, maior a probabilidade de
reducdo dos efeitos da doenca e prevencdo de mortes. O esquema recomendado para o
tratamento de malaria nos casos de infec¢Ges por P. falciparum, desde 2006, tem sido os
combinados de artemisinina (ACT), considerando a grande resisténcia do parasito a
cloroquina, sulfadoxina-piremetamina, amidiaquina e quinina. Porém, em casos de malaria
gerados por P. vivax ou Plasmodium ovale (P. ovale) é necessario 0 uso de primaquina, que é
importante na eliminacdo das formas hipnozoitas do figado (OMS, 2016; OMS, 2010).

A prevencdo da malaria tem como chave o controle do vetor para redugdo da
transmissdo. Para o controle do vetor sdo utilizados dois métodos principais: 0 uso de
mosquiteiros impregnados com inseticidas, e a aplicacdo de inseticidas nas paredes internas
das residéncias. O dicloro-difenil-tricloroetane (DDT) foi muito importante na eliminagédo da
maléaria em diversos lugares do mundo inclusive em alguns estados brasileiros desde a década
de 70, porém o seu uso gera um grande problema ambiental, tendo sido proibida a sua
utilizagdo nos anos 2000. Atualmente, os organoclorados também tém sido utilizados em
algumas regides, porém os inseticidas sintéticos derivados de piretrinas, os piretrides, sao 0s
mais usados. Dependendo do inseticida usado e do tipo de superficie que ele € aplicado, sua
efetividade pode variar de 3 a 12 meses (OMS, 2011; OMS, 2016).



1.2. CICLO DO PARASITO

A malaria é transmitida para hospedeiros vertebrados, como camundongos, macacos e
humanos através da picada da fémea do mosquito do género Anopheles, quando infectadas
pelos protozoarios do género Plasmodium. O género Plasmodium pertence ao filo
Apicomplexa, classe Aconoidasida, ordem Haemosporida e familia Plasmodiidae (Antinori e
cols., 2012; Collins, 2012). Os representantes deste filo caracterizam-se pela presenca do
complexo apical, que € um conjunto de estruturas e proteinas importante na invasao celular
(Gaur and Chitnis, 2011) e todas as espécies da ordem Haemosporidae sdo parasitos
intracelulares obrigatérios que se desenvolvem em dois hospedeiros: um vertebrado, no qual
ocorre a reproducdo assexuada, e outro invertebrado, no qual ocorre a reproducéo sexuada por
fertilizacdo (Rey, 2008).

A infeccdo no hospedeiro vertebrado tem inicio quando os mosquitos injetam oS
esporozoitos, durante o repasto sanguineo, no tecido subcutaneo (ou na corrente sanguinea de
maneira muito menos frequente). Estima-se que 0s esporozoitos podem levar até uma hora
para penetrarem nos vasos sanguineos e/ou vasos linfaticos (Amino e cols., 2006; Gueirard e
cols., 2010; Voza e cols., 2012) (figura 1.2.1). Na corrente sanguinea 0s esporozoitos migram
passivamente aos sinusoides hepaticos. Os esporozoitas ativamente atravessam a barreira
sinusdide para ganhar acesso aos hepatdcitos. Alguns trabalhos, utilizando o modelo murino,
demonstram que os parasitas podem transpassar as células de Kupffer, utilizando-a assim
como porta de entrada para o figado, podendo este processo levar a morte destas celulas
(Frevert e cols., 2006; Klotz and Frevert, 2008; Lindner e cols., 2011; Menard e cols., 2008).

O processo de entrada no hepatocitos requer a acdo de moléculas de adesdo, que
permitem o processo de endocitose do parasito. Ainda ndo estd claro qual o estimulo
necessario para que 0s esporozoitos deixem de migrar e se estabelecam em um determinado
hepatdcito. Acredita-se que seja 0 encontro com os proteoglicanos expressos nos hepatocitos
que determine esse evento. Sabe-se que o dominio de trombospondina (TSP) da proteina
circunsporozoita (CS) e as proteinas adesivas relacionadas a trombospondina (TRAP), sdo 0s
responsaveis pela interagdo com os proteoglicanos de heparan sulfato expressos na superficie
dos hepatocitos e das células de Kuppfer (Miller e cols., 2002; Schofield and Grau, 2005).

Uma vez os parasitos dentro dos hepatocitos, estes formam um tipo de vaclolo
parasitéforo. A membrana do vacuolo parasitéforo constitui a principal interface entre o
parasito e o hospedeiro, sendo derivada da membrana citoplasmatica do hospedeiro, mas com
adicOes de proteina e possivelmente lipideos de origem parasitaria. A membrana do vacuolo

parasitoro esta envolvida, portanto, nas interacGes entre o parasito e o hospedeiro, como a
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captacdo de nutrientes (Lindner e cols., 2011). Dentro do vactolo parasitoforo os parasitos
ganham um formato arredondado e perdem o aparelho apical, sendo denominado de
criptozoitas, iniciando um estagio de reproducdo assexuada, conhecido como estagio pré-
eritrocitico ou esquizogonia pré-eritrocitica. Os parasitos neste estagio multiplicam-se
excessivamente e ddo origem as formas denominadas esquizontes. A liberacdo de merozoitas
para circulagdo sanguinea ocorre por meio dos merossomos, (Lindner e cols., 2012; Rey,
2008), que sdo vesiculas extracelulares formadas a partir da membrana plasmatica da célula
infectada, que dificulta o reconhecimento pelo sistema imunoldégico do hospedeiro (Sturm e
cols., 2006).

Quando a infec¢do é ocasionada por P. vivax ou P. ovale, alguns esporozoitos, ainda
no figado, ndo se multiplicam, permanecendo quiescentes, sendo chamados de hipnozoitas. E
essas formas, por mecanismos ainda ndo esclarecidos, podem iniciar ap6s um variavel
intervalo de tempo, um novo ciclo sanguineo responsavel pelas recaidas da doenca (Markus,
2010). O ciclo hepatico, dependendo da espécie parasitaria, tem a duracdo média de 14 dias,
respondendo pelo tempo de incubacgédo da doenca.

Estudos mais recentes conduzidos por Gueirard e cols (2010) evidenciam que 0s
esporozoitas que ficam na derme, e/ou os que seguem pelos vasos linfaticos e atingem os
linfonodos, podem se desenvolver em merozoitos infectantes, sendo liberados através de
merossomos (estrutura vesicular). Os esporozoitos que seguem para os linfonodos sdo
importantes para geracdo da resposta imune do hospedeiro, através da apresentacdo de
antigenos por células dendriticas, as células T CD8" (Chakravarty e cols., 2007). Os
esporozoitos que ficam na derme também podem migrar para os foliculos pilosos, sitio de
privilégio imunolégico (Meyer e cols., 2008), onde permanecem dormentes ou em
crescimento lento, sugerindo que essas formas possam atuar como um reservatorio de
merozoitos infectantes, e/ou atuem como fontes de antigenos para os linfonodos drenantes
(Gueirard e cols., 2010). Contudo Voza e cols. (2012), ao analisar o desenvolvimneto dos das
formas exoeritrociticas encontradas na pele, concluiram que estes ndo sdo aptos a iniciar o
estagio sanguineo da infeccdo. Os achados contraditorios sobre o papel das formas
exoeritrociticas encontradas na derme e nos linfonodos, necessitam ser mais estudados para
que possamos compreender melhor o que ocorre nestes sitios na infeccdo malarica.

O ciclo intraeritrocitico comeca com o rompimento do merossomo, gque parece ocorrer
nos capilares pulmonares, e subsequente invasdo de hemécias do hospedeiro pelos
merozoitos. Os merozoitos se desenvolvem em trofozoitos maduros, que sofrerdo divisdo
celular formando o esquizonte sanguineo. O desenvolvimento intraeritrocitio completo, com

subsequente lise das heméacias, pode se dar em ciclos de 24 horas (P. knowlesi), de 48 horas
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(P. falciparum, P. vivax e P. ovale) ou de 72 horas (P. malariae), e libera merozoitos que
infectardo outros eritrocitos, desencadeando o pico febril (Figura 1.2.1).

A entrada nas heméacias pelos merozoitos e nos hepatocitos pelos esporozoitos é
mediada pelos receptores encontrados nas organelas do complexo apical do parasito (roptrias,
micronemas e granulos densos), que definem o filo Apicomplexa e se ligam a células do
hospedeiro. As proteinas dos hospedeiros ja conhecidas por ser alvo de liga¢do dos parasitos,
para entrada destes nas hemacias, sdo: proteinas do sistema sanguineo Duffy, glicoforina A, B
e C, banda 3 (Gaur and Chitnis, 2011; Miller e cols., 2002).

Alguns trofozoitos evoluem a formas que ndo possuem mais a capacidade de divisdo
celular, os gametdcitos. Ndo se sabe muito bem quais 0s mecanismos indutores da formacgéo
dos gametdcitos, porém na malaria vivax, eles ja estdo presentes na circulacdo periférica a
partir do segundo dia de manifestacdo clinica. J& na maléria falciparum, s6 € possivel
encontrar 0s gametocitos, em média, apos sete dias de infeccdo. Os gametdcitos presentes na
circulacdo periférica podem ser ingeridos por outro anofelino que venha alimentar-se do
sangue do hospedeiro, iniciando assim o ciclo sexuado do parasito no hospedeiro invertebrado
(figura 1.2.1). A infeccdo pelo plasmodio gera 2 tipos de gametdcitos: o macrogametocito
(feminino) e o microgametocito (masculino). Os macrogametdcitos (femininos) sdo mais
numerosos no sangue, tem formato um pouco diferente dependendo da espécie, podendo ser
arredondados e ocupando quase todo o volume da hemacia, nos casos de P. vivax, de P. ovale
ou de P. malariae; ja os de P. falciparum tém forma de banana. Os microgametocitos quanto
a forma sdo semelhantes ao feminino, porém quando sugados com o sangue pelos anofelinos,
0s gametdcitos masculinos arredondam-se e emitem varias expansdes flagelares providas de
um nucleo. Ao se desprenderem da célula, essas estruturas dotadas de rapido movimento
vibratorio passam a constituir os gametas masculinos. O processo, quase instantaneo, é
denominado exflagelacdo. Os macrogametas resultam de discretas modificacdes dos
macrogametocitos. No estdbmago do mosquito ocorre o encontro dos gametas e a formacgédo do
zigoto, que sob a forma oocineto penetra no epitélio intestinal, e transforma-se em oocisto que
dardo origem aos esporozoitos que migram até a glandula salivar, sendo passado para o

hospedeiro vertebrado, no proximo repasto sanguineo (Schofield and Grau, 2005).
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Figura 1.2.1: Ciclo do Plasmodium sp. Ciclo demonstrando a fase sexuada (ciclo
esporogonico) que ocorre no hospedeiro invertebrado e a fase assexuada (ciclo hepatico e
ciclo sanguineo) que ocorrem no hospedeiro vertebrado. Figura adaptada a partir de CDC

Atualmente cinco espécies de parasitos do género Plasmodium sdo consideradas
capazes de infectar humanos: P. ovale, P. malariae, P. vivax, P. falciparum e P. knowlesi
(Antinori e cols., 2012).

o P. ovale foi descoberto em 1922 por Stephens, e é encontrado na parte tropical do
Continente Africano e na India. Esta espécie causa uma infec¢do conhecida como febre terca
benigna, que se caracteriza por acessos febris a cada 48 horas. Ndo sdo conhecidos casos de
malaria grave em decorréncia da infeccdo por esta espécie, porém ela pode gerar recaida por
apresentar a forma hipnozoita em seu ciclo de desenvolvimento (Antinori e cols., 2012).

o P. malarie foi identificado em 1886 por Camillo Golgi, e é encontrado em toda area
endémica para malaria, sendo mais frequente na Africa Sub-Saariana e no sudoeste do
Pacifico. Esta espécie € conhecida por causar febre quartd, que é caracterizada por acessos
febris a cada 72 horas. Apesar de raramente ser fatal, recorréncias de malaria malarie séo
comuns e podem ser longas, durando em alguns casos até 30 anos ap0s a primeira infeccao.
(Antinori e cols., 2012).



o O P. vivax também foi identificado em 1886 por Camillo Golgi, e encontrado na Asia,
América do Sul e Oceania. Esta espécie é comumente caracterizado por causar febre terca
benigna, por ter um ciclo de acessos febris de 48 horas. A infeccdo por P. vivax desencadeia
febre aguda e anemia. Apesar de ser considerada por muitos anos como uma infecgédo
benigna, tem sido descrito cada vez mais casos de malaria grave em decorréncia da infeccdo
com P. vivax (Lacerda e cols., 2012b). Essa espécie também apresenta forma hipnozoita,
podendo gerar recaida das doenca (Antinori e cols., 2012).

o P. falciparum que é responsavel pela grande maioria dos casos de infecgdes graves e
letais, foi descoberto em 1880 por Charles Alphonse Laveran. O P. falciparum é endémico na
Africa subsaariana e em toda regifo tropical. Esta espécie causa a febre ter¢d maligna com
acessos febris em intervalos de 36 a 48 horas, sendo o responsavel pela ocorréncia de malaria
cerebral que ¢ a principal “causa mortis” entre pessoas acometidas pela malaria. (Antinori e
cols., 2012).

o P. knowlesi foi descrito pela primeira vez pelo italiano Giuseppe Franchini na
circulagcdo de Macaca fascicularis, sendo identificada a primeira vez no homem por Knowles
e Das Gupta em 1932 (Collins, 2012), e € encontrado principalmente na Malasia. A doenca
causada por P. knowlesi é uma zoonose, sendo caracterizada por acessos febris a cada 24
hora. Casos de maldria grave em decorréncia da infeccdo por esta espécie ja foram
documentados (Antinori e cols., 2012; Cox-Singh e cols., 2010; Fatih e cols., 2012; Singh e
cols., 2004).

Com o desenvolvimento da infeccdo os primeiros sintomas da maléria séo
inespecificos, e incluem uma sensacdo de mal-estar, cefaléia, fadiga, dores musculares e
desconforto abdominal, que s@o seguidos por febre irregular. A triade sintomatica da malaria é
formada pela a associacdo de febre, calafrios e cefaléia. A inespecificidade dos sintomas leva
a uma demora do paciente em procurar um hospital, levando a um diagndstico e tratamento
tardio, que proporciona o surgimento das complicacdes clinicas mais graves da doenca, como
acidose metabolica (principalmente estresse respiratorio), sindrome do desconforto
respiratério (ARDS), malaria cerebral (MC) e anemia grave da malaria (AGM) (Schofield and
Grau, 2005). Nas areas de baixa transmissdo é comum ocorrerem disturbios adicionais como
faléncia renal, edema pulmonar, choque e ictericia. A malaria placentaria também € uma
complicacdo séria, que ocasiona insuficiéncia placentaria com baixo ganho de peso e pode
levar a perda do feto (OMS, 2016). Na malara ocorre também uma plagquetopenia acentuada,
gue ndo é acompanhada de hemorragia, por isso muitas vezes ndao é considerada como um dos
sinais de gravidade, contudo, estudo de casos de criancas com malaria falciparum foi visto

correlacgdo positiva entre morte e maior plaquetopenia (Lacerda e cols., 2011).
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1.3. MODELOS EXPERIMENTAIS

Protozoarios do género Plasmodium podem infectar tanto humanos, quanto simeos,
galinaceos ou roedores, sendo a infeccdo especie-especifica. Diante do amplo espectro de
hospedeiros vertebrados capazes de serem infectados, a utilizacdo de modelos animais para
entender a fisiopatologia da mal&ria humana é muito disseminada. O uso do modelo animal
tem vantagens e desvantagens, porém tem sido essencial no esclarecimento dos mecanismos
fisiopatogénicos, do desencadeamento da resposta imunitaria dos hospedeiros e dos
mecanismos genéticos de resisténcia a infeccao.

O modelo murino é o mais amplamente utilizado na pesquisa; para tanto séo
utilizados: Plasmodium yoleii, Plasmodium chabaudi, Plasmodium vinckei e Plasmodium
berghei (Tabela 1.3.1). Na malaria, os modelos murinos sdo utilizados, por exemplo, em
maléria cerebral experimental (MCE), no desenvolvimento de vacinas, bem como para
compreensdo de mecanismos imunes como a imunoregulacdo por citocinas (Caillard e cols.,
1992; LaCrue e cols., 2011; Li e cols., 2001; Stevenson and Riley, 2004).

A infeccdo com Plasmodium berghei da cepa NK65 (P. berghei NK65) é um dos
modelos para o estudo da fisiopatologia da malaria (Findlay e cols., 2010; Mueller e cols.,
2012; Niikura e cols., 2008; Verma e cols., 2011; Yoshimoto e cols., 1998). P. berghei NK65
tem sido utilizado para estudos de injdria pulmonar, apresentando uma intensa inflamagéo
nesse 6rgdo acompanhada de acimulo de células e formacdo de edema (Deroost e cols., 2013;
Van den Steen e cols., 2010). Outro ponto importante sobre a infeccdo com PbNKG65 € que as
complicacOes cerebrais geradas nesse modelo sdo leves, ou mesmo, inexistentes (Tabela
1.3.1) (Lacerda-Queiroz e cols., 2011; Nacer e cols., 2012).



Tabela 1.3.1: Modelos experimentais murinos para o estudo da malaria.

Parasito Cepa Linhagem do Letalidade Analise Experimental
Camundongo
P. chabaudi chabaudi | AS CBA Né&o Letal Resposta Imune
C57BL/6 Maléria Cerebral
BALB/c Vacina
129sv Letal Quimioterapia
A/l Resisténcia a infeccao
DBA/2 Resposta imune
Anemia
Maléria Cerebral
CB CBA Letal Resposta Imune
C57BL/6
P. chabaudi adami BALB/c Né&o Letal Resposta Imune
C57BL/6
P. yoelli 17XL | CBA Letal Resposta Imune
BALB/c Maléria Cerebral
C57BL/6 Fase pré-eritrociticado ciclo
DBA Anemia
Swiss Vacina
YM CBA Letal Vacina
BALB/c Hipoglicemia
C57BL/6
DBA
17XNL | CBA Né&o Letal Resposta Imune
BALB/c Vacina
C57BL/6 Fase pré-eritrocitica do ciclo
DBA Anemia
P. vinckei vinckeli BALB/c Letal Quimioterapia
Resposta Imune
Vacina
Anemia
P. vinckei petteri CR C57BL/6 Nao Letal Resposta Imune
BALB/c
P. berghei ANKA | BALB/c Letal Malaria Cerebral
C57BL/6 Injaria Pulmonar
CBA Vacina
Anemia
K173 BALB/c Letal Maléria Celeral
CBA
DBA
C57BL/6
NK65 | DBA Letal Injuria Pulmonar
C57BL/6 Vacina

Quimioterapia

(de Souza e cols., 2010a; Klotz and Frevert, 2008; Lamb e cols., 2006; Li e cols., 2001; Li e
cols., 2011; Matuschewski, 2013; Taylor-Robinson, 2010; Teixeira and Gomes, 2013)
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Contudo, ha diferencas entre a maléria humana e murina. Dentre as principais
diferencas podemos ressaltar, que na malaria murina o nivel de parasitemia é muito maior. O
sequestro de heméacias parasitadas em érgdos como o figado, pulméao, tecido adiposo e cérebro
sdo pouco reportados na maldria murina, porém ocorre intensa adesdo de leucdcitos, de
maneira inversa a doenca humana (Combes e cols., 2006). Além disso, a infec¢do do animal é
realizada, em sua grande maioria, por via intraperitoneal ou intravenosa, ndo ocorrendo a fase
exoeritrocitica da infec¢do. Entretanto, cabe ressaltar que nenhuma manifestacdo patoldgica é

atribuida a essa fase no hospedeiro vertebrado (Garcia, 2010; Li e cols., 2011).

1.4. FISIOPATOLOGIA

A fisiopatologia da malaria é caracterizada pela acdo direta do parasito sobre as células
vermelhas do sangue do hospedeiro vertebrado, através de sua invasao e crescimento, levando
a destruicdo das hemacias propiciando a anemia, bem como a adesdo das hemacias
parasitadas ao endotélio. Além disso, o reconhecimento do parasito pelo sistema imune inicia
uma rapida e robusta reposta inflamatdria na tentativa de controlar a infeccdo. No entanto, é
importante ressaltar que esta rapida e potente resposta do sistema imune inato esta relacionada
as manifestacdes clinicas da malaria, tanto de maneira direta ou por amplificar os efeitos da

resposta imune adaptativa (Schofield, 2007; Stevenson and Riley, 2004).

1.4.1 Resposta imune inata: PAMPS e DAMPS na infec¢cdo malarica

Para o inicio da resposta imune inata é necessario que haja um reconhecimento direto
por parte do organismo de moléculas presentes nos patdgenos conhecidos como Padrdes
Moleculares Associados aos Patogenos (PAMPs). A presenca do patégeno também pode
contribuir para danos teciduais, com subsequente liberacdo de substancias do hospedeiro que
sdo reconhecidas pelo sistema imune inato, e leva a um aumento da resposta inflamatéria,
identificadas como Padrdo Molecular Associado a Perigo (DAMPS). Tanto os PAMPs como
0s DAMPs sao reconhecidos por receptores de reconhecimento padrdo (RRP) presentes nas
células do sistema imune inato (Broz and Monack, 2013; Stuart e cols., 2013).

Estudos indicam que o principal PAMP dos parasitos do género Plasmodium é o
glicosilfosfatidilinositol (GPI), tendo sido identificado, ndo somente nas formas sanguineas,
mas em todos os estagios de desenvolvimento do parasito (Gowda and Davidson, 1999). O
GPI é encontrado em todas as células eucarioticas, porém em baixas concentra¢es. Contudo,
parasitos protozoarios apresentam grande quantidade de GPI em sua membrana. A principal
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funcdo do GPI é ancorar proteinas a membrana plasmatica (Arrighi and Faye, 2010; lkezawa,
2002).

Na literatura ja foi descrito que a administracdo de GPI purificado de P. falciparum,
em camundongos CBA/Ca foi capaz de modular a expressdo de citocinas inflamatorias
envolvidas na patogénese da malaria, como o fator de necrose tumoral (TNF) e interleucinas
(IL-1 e IL-2), gerando uma resposta inflamatéria muito semelhante a uma infeccdo por
malaria na fase aguda (Schofield and Hackett, 1993). De fato em estudos in vitro observou-se
que ao estimular com GPI purificado de P. falciparum macréfagos peritoneais murinos
provenientes de animais pré-estimulados com tioglicolato (meio de cultura utilizado para
induzir migracdo e pré-ativacdo celular), macrofagos da linhagem J774A.1 e RAW264.7,
celulas dendriticas murinas e células endoteliais de veia umbilical humana (HUVEC), houve a
liberacdo de TNF e IL-12 e a sintese de 6xido nitrico (NO) (de Souza e cols., 2010b; Kumar e
cols., 2012; Naik e cols., 2000; Schofield and Hackett, 1993; Tachado e cols., 1996;
Vijaykumar e cols., 2001). Ademais o aumento da expressdo moléculas de adeséo intercelular
1 (ICAM-1) e molécula de adesao de celula endotélio vascular 1 (VCAM-1) foi observado em
celulas HUVEC estimuladas com GPI purificado de P. falciparum (Schofield e cols., 1996).
E em estudos clinicos com popula¢es do oeste do Quénia a falta de anticorpos anti-GPI, foi
relacionada ao agravamento do quadro de maléaria (Naik e cols., 2000), sugerindo um
importante envolvimento do GPI na patogénese das formas graves da malaria.

O heme é uma outra molécula importante associada a patogénese das formas graves da
malaria. O heme é um grupo prostético que consiste de um atomo de ferro em seu estado
ferroso (Fe?"), contido no centro de um anel organico heterociclico chamado protoporfirina
IX. Esse grupo protéitico € produzido tanto por mitocondrias (em todas as celulas que a
possuem), quanto pelos apicoplastos dos parasitos do filo Apicomplexa do qual o plasmodio
faz parte (van Dooren e cols., 2012). As hemeproteinas estdo envolvidas no transporte de
oxigénio, transferéncia de elétrons, peroxidases, oxidases, Oxido nitrico redutase e catalise
quimica (Wagener e cols., 2003). Quando o heme ndo esta ligada a sua porcdo protéica, é
denominada heme livre, e circula no sangue complexado a proteinas do soro (hemepexina e
albumina) (Wegiel e cols., 2015).

Uma vez que o heme faz parte de diversas proteinas, o dano tecidual gera sua
liberacdo, e ele passa a ser considerado um DAMP importante em diversas doengas, como na
sepse bacteriana (Wegiel e cols., 2015). O heme liberado em situacdes de hemolise ou de
hemorragia tem um papel quimiotatico, atraindo neutrofilos e estimulando a formacdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS), amplificando a resposta inflamatoria (Monteiro e cols.,

2011; Porto e cols., 2007). Ao estimular in vitro com heme ocorre a deflagracdo precoce da
12



apoptose de neutréfilos (Arruda e cols., 2004), e uma diminuigdo da resposta pré-inflamatéria
de linfocitos T e macréfagos (Cambos e cols., 2010). Em condi¢cBes de homeostase, o efeito
pro-oxidante do heme livre € controlado através da inser¢cdo do heme em hemeproteinas.
Porém em situacdes de estresse oxidativo algumas hemeproteinas podem liberar seu grupo
heme, e assim catalisar a producdo de radicais livres e/ou peroxidacgéo lipidica de maneira
incontrolavel (Gozzelino 2010).

Durante a infeccdo maléarica a hemoglobina € utilizada como fonte de nutriente para
replicacdo pelo plasmddio. A digestdo da hemoglobina leva a liberacdo de heme (Francis e
cols., 1997). Diversos trabalhos apontam o heme como capaz de gerar uma inflamacao
semelhante a infeccdo malérica, resultando em disfungdo na producdo de eritrocitos (Dalko e
cols., 2013). Na maléria ja foi demonstrado que o tratamento com heme foi capaz de interferir
no desenvolvimento da malaria cerebral experimental (ECM), diminuindo a resposta
proinflamatéria de astrocitos e microglias e o dano cerebral (Dalko e cols., 2016).

Outro PAMP associado a infeccdo malarica é a hemozoina (Bonifacio e cols., 2008;
Ropert e cols., 2008). A hemozoina é formada no vacuolo digestorio do parasita através da
cristalizacdo da molécula de heme, sendo uma alternativa para detoxificacdo do heme. Estudo
recente de malaria pulmonar experimental demonstrou alta correlagdo positiva entre
inflamacdo pulmonar e concentracdo de hemozoina. No mesmo trabalho foi observado que a
injecdo de hemozoina proveniente da cultura de P. falciparum foi capaz de gerar um quadro
inflamatdrio pulmonar muito semelhante ao de infeccdo malérica. Indicando que a hemozoina
pode ter um papel importante no quadro inflamatorio da malaria (Deroost e cols., 2013).

Os efeitos da hemozoina geram grande discussdo na literatura, pelo grande volume de
dados contrastante, como por exemplo, tanto induzir (Coban e cols., 2005) como inibir
(Skorokhod e cols., 2004) a maturacdo de células dendriticas, por modular a liberacdo de
citocinas de células do tipo Thl e Th2 (Anyona e cols., 2012; Coban e cols., 2005; Sherry e
cols., 1995) e também tem efeito sobre a resposta de células mononucleares do sangue
periférico (PBMC) de humanos, diminuindo a sua capacidade fagocitica, a liberacdo de
citocinas e induzindo a peroxidacgdo lipidica (Barrera e cols., 2011; Deshpande and Shastry,
2004; Schwarzer e cols., 1992). Além disso, ao analisar macrofagos peritoneais de animais
BALB/c infectados com P. chabaudi chabaudi, ou estimulados in vitro com hemozoina de P.
chabaudi chabaudi ou hemozoina sintética, estas células apresentaram deficiéncias na
apresentacdo de antigenos a células T de hibridoma 1E5.11 sugerindo que a fagocitose da
hemozoina poderia estar afetando o processamento e a apresentacdo de antigeno (Scorza e

cols., 1999). Contudo, as variacdes na resposta imune gerada pela hemozoina podem ter
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relacdo com a metodologia escolhida, pois estas preparacfes de hemozoina sintética sdo

heterogéneas, e contém varios bioativos ainda ndo caracterizados (Schofield, 2007).
1.4.2 Reconhecimento dos PAMPs e DAMPs

O reconhecimento do parasito ou de seus produtos bioativos pelo hospedeiro se da por
varias familias de receptores de reconhecimento de padrdo (RRP). Os membros da familia de
receptores semelhantes ao Toll (TLR) sdo os mais estudados dentro da fisiopalogia da
maléria, sendo os receptores TLR-2, TLR-4 e TLR-9, os mais relacionados a resposta inume
na malaria. Nos Gltimos anos os receptores da familia de receptores de oligomerizagdo de
ligacdo de nucleotideos (do inglés nucleotide-binding oligomerization domain-like receptors-
NOD), principalmente o NLRP-3, também tém sido associados a patogénese da malaria
(Gazzirelli e cols., 2014).

O receptor TLR-4 desempenha um papel importante no reconhecimento do P.
falciparum por interagir com GPI e heme e, assim, desencadear a expressdo de mediadores
inflamatérios tanto em PBMCs quanto em macréfagos peritoneais provenientes de animais
C57BL/6 (Figueiredo e cols., 2007; Krishnegowda e cols., 2005). Em um estudo de caso
realizado em Uganda, que comparou crian¢cas com malaria cerebral e criancas com malaria
ndo complicada, observou-se que polimorfismos no receptor TLR-2 estariam levando a uma
resposta inflamatéria menos intensa e a uma maior protecdo (Greene e cols., 2012). Nesse
sentido também ja foi demonstrado que ao estimular com GPI macrofagos derivados de
células de medula 6ssea provenientes de animais C57BL/6 deficientes para TLR-2 (TLR2") e
PBMCs tratadas com anti-TLR-2, uma menor producdo de citocinas como TNF. Esses
trabalhos demonstram ainda que a proteina intracelular adaptadora codificada pelo gene 88
responsavel pela primeira diferenciacdo mieldide (MyD88) (Coban e cols., 2007;
Krishnegowda e cols., 2005; Kumar e cols., 2012; Langhorne e cols., 2008) ¢ uma importante
proteina adaptadora de TLR, em processos infecciosos desencadeados pelo Plasmodium sp.

A proteina MyD88 também foi demonstrada ser importante para o reconhecimento da
hemozoina pelo TLR-9, e na resposta imune induzida na infeccdo por P. yoelli (Fu e cols.,
2012). Estudos in vivo com injecdo de hemozoina de P. falciparum e de hemozoina sintética
em animais TLR9” e em animais deficientes para MyD88 (MyD88”) demonstraram menor
liberacdo de citocinas inflamatérias no plasma (Coban e cols., 2005). Animais MyD88™"
demonstraram ainda, uma menor producdo de citocinas como TNF e IFN-y, tendo os
sintomas da doenca gerada pela infeccdo com P. chabaudi chabaudi (AS) atenuados (Franklin

e cols., 2007), e quando infectados com P. berghei NK65 apresentaram uma menor injdria
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hepatica, como resultado de uma menor liberacdo de IL-12 (Adachi e cols., 2001). A
auséncia da proteina MyD88 foi capaz de gerar maior sobrevida em animais infectados com
P. berghei ANKA, enquanto os animais selvagens morreram de malaria cerebral experimental
(Coban e cols., 2007).

Outra familia de receptores que tem sido demonstrada ser importante na infeccdo
malérica é a dos receptores do tipo NOD. Existem evidéncias que a hemozoina associada com
DNA, ou isoladamente, desencadeia a formagdo de inflamossoma pelo receptor NALP-3 e
AIM-2 e liberagdo de IL-1pB, fendmeno importante por levar a um aumento da temperatura
corporal (Dostert e cols., 2009; Kalantari e cols., 2014). Sabe-se que a infeccdo malérica com
P. chabaudi adami DS em animais deficientes pra NLRP-3 e IL-1pB, leva a um aumento da
sobrevida dos animais e a diminuicdo da hipotermia. Em contrapartida, a injecdo com
hemozoina sintética em animais selvagens foi capaz de induzir IL-1p, através do complexo
NLRP-3, ASC e caspase 1 (Shio e cols., 2009). Além disso, foi demonstrado que em situacfes
de coinfeccdo de maléria e bactérias ha uma superexpressdo dos receptores do inflamossoma
gue torna o animal mais suscetivel a um choque séptico (Ataide e cols., 2014). Contudo, 0s
receptores da familia NOD parecem ndo ser essenciais para os fendbmenos desencadeadores na
maléria cerebral experimental causada pela infeccdo com P. berghei ANKA (Kordes e cols.,
2011), estando possivelmente mais intimamente ligada aos fendbmenos de paroxismo e febre

durante a infeccdo malérica.

1.4.3 Desenvolvimento da imunopatologia na malaria

Apobs o reconhecimento do parasito pelo sistema imunoldgico inicia-se uma resposta
imuno-inflamatéria no hospedeiro neutralizando os efeitos gerados pela infecgdo. O parasito
da maléria, por ser um organismo intracelular obrigatorio de hemacias, seria destruido com a
passagem da hemacia parasitada (HP) pelo baco, o que torna o sequestro de HPs em sitios
distantes deste 6rgdo um mecanismo importante de sobrevivéncia (Schofield, 2007). O
sequestro se da através da adesdo da HPs nas células endoteliais dos capilares ou nas vénulas
pos-capilar de varios Orgdos. O sequestro de HPs pode levar & obstrucdo mecénica da
microvasculatura, contribuindo para dano local ou 6rgdo especifico (Baruch, 1999; Miller e
cols., 2002; Schofield and Grau, 2005). Todo este fenbmeno é bem estudado em infecgdes por
P. falciparum, ndo sendo claro até hoje se é comum para outras espécies de plasmodio.

A presenga do parasito na hemécia leva a formacdo de protusdes em sua membrana,
que sdo importantes para a adesividade destas. Em infeccGes por P. falciparum, a proteina
presente na superficie das heméacias recebe o nome de proteina de membrana eritrocitica 1
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(PfEMP-1), que é codificada por uma grande e diversificada familia de genes var que esta
envolvida na variacdo antigénica clonal, que modificam a cada nova multiplicacdo (Baruch,
1999; Claessens e cols., 2012; Miller e cols., 2002). O sequestro de heméacias parasitadas por
P. vivax, ndo é claro, Carvalho e cols (2010) demonstraram que € possivel a citoadesao
durante a malaria vivax através de ensaios in vitro, além disso este parasita possui a familia de
genes vir semelhantes aos genes var de P. falciparum, que é envolvida na variacdo antigénica
entre os ciclos replicativos. Contudo ainda ndo é claro se a citoadesdo de vivax realmente é
importante para o desenvolvimento da doenca como visto em malaria falciparum (Carvalho e
cols., 2010; del Portillo e cols., 2001)

Os dominios adesivos dos parasitos presentes na membrana das hemacias se ligam a
varios receptores de membrana das células do hospedeiro (figura 1.4.1-B). Na maléria
cerebral, moléculas como ICAM-1, VCAM-1 tém papel fundamental no sequestro de
hemécias nos vasos sanguineos (Janes e cols., 2011; Mo e cols., 2008; Wu e cols., 2011). No
caso das complicacBes placentarias, sabe-se que existem alelos da PfEMP-1 com afinidade
para o sulfato de condroitina A (CSA). Porém, outras moléculas de adesdo como o CD36, a
molécula de adesdo celular plaqueta-endotélio-1 (PECAM-1; CD31), integrinas CD18,
trombospondina (TSP), selectina E (E-selectina; CD62-E) e o acido hialurénico presente em
células endoteliais vasculares, também sdo importantes no processo de remoc¢do das heméacias
da circulagdo, como podemos observar na figura 1.4.1-A (Baruch, 1999; Faille e cols., 2009a;
Hughes e cols., 2010; Miller e cols., 2002; Schofield and Grau, 2005; Wu e cols., 2011).

Além de ligar-se ao endotélio as HPs também ligam-se a hemacias ndo parasitadas
(HNP) num processo conhecido como formacao de rosetas (figura 1.14.1-A). Este processo é
mediado, na maioria das vezes, por CR1 (CD35), pela ligacdo ao grupo de antigenos
sanguineos ABO, por imunoglobulinas e pelos glicosaminoglicanos (GAG) (Cserti-
Gazdewich e cols., 2012; Urban and Roberts, 2002; Vigan-Womas e cols., 2012).

A ligacdo de HP aos leucocitos de maneira direta ou indireta se d& via CD36 e CD51
(subunidade o, dos heterodimeros o,fBs ou oPs), podendo inibir as funcGes de células
dendriticas (Urban and Roberts, 2002). O acumulo de leucécitos e a liberagdo de fatores de
coagulacdo sdo importantes no desenvolvimento da malaria cerebral, assim como em outras
sindromes graves associadas a malaria, uma vez que leva a formacdo de agregados e
obstrucdo dos vasos sanguineos (Grau e cols., 2003; Ryg-Cornejo e cols., 2012; Schofield and
Grau, 2005).

Em casos de maléria cerebral, anemia grave da malaria (AGM) e, mesmo na malaria
ndo complicada, também ja foi observado acumulo de plaquetas nos vasos, formando

agregados com HP através de CD36. Também foi encontrado microparticulas plaquetarias
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aderidas ao endotélio e a hemacias, através das

2006; Cserti-Gazdewich e cols., 2012; Faille e

moléculas CD36 e CD31 (Combes e cols.,
cols., 2009a; Hunt and Grau, 2003). Este

acimulo de plaqueta parece ser um determinante da plaguetopenia grave da malaria

(Bakhubaira, 2013; Lacerda e cols., 2011).
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Figura 1.4.1 : Esquema da citoaderéncia. Em A, Citoaderéncia de Hemécias parasitodas (HP) e ndo
parasitodas (HNP) a 6rgdos alvos, através da ligacdo da PFEMP1 a receptores das células do hospedeiro

Adaptada de Miller, 2002. Em B, Representacdo dos
parasitadas, ligando a moléculas na célula do hospedeiro

dominios adesivos presentes em hemacias

. Adapato de Cooke 2000. Abreviaturas: HA

acido hialuronico; TSP, trombospondina; ELAM-1, molécula de adesdo endotélio/leucécitol; P-Sel.,
Pselectina; VCAM-1, molécula de adesdo célula vasculatura 1; PECAM (CD31), molécula de adesdo
célula plaqueta 1; CR1, receptor do complemento 1; HS-tipo GAGs, glicosaminoglicanos semelhantes a

heparan sulfato; IgM, immunoglobulina M.
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O sequestro das HPs, e a liberagdo de toxinas que ocorre com rompimento das
hemécias, ddo inicio a uma resposta de fase aguda local, que envolve a ativacdo do endotélio
e a producdo local de citocinas e quimiocinas, resultando em um aumento da expressdo de
moléculas de adesdo nas células endoteliais (Schofield, 2007). A liberacdo sistémica das
citocinas e quimiocinas amplifica a infiltracdo celular, o sequestro de HP (Schofield and Grau,
2005; Stevenson and Riley, 2004). Com a repeticdo dos eventos de adeséo e rompimento das
HPs, e consequente liberacdo de parasitas e debris celulares na circulagéo, ocorre a ativacdo
de células T CD8" e T v, que liberam mais citocinas e quimiocinas local ou sistemicamente,
levando por fim ao dano endotelial (Hansen e cols., 2007).

Muitos estudos demonstram associacdo entre a gravidade da doenga e 0 aumento da
liberacdo de citocinas imunomodulatérias, incluindo TNF, IL-1B, IL-6, I1L-10, IL-12 (p70) e
interferon gama (IFN-y), bem como das quimiocinas CCL-3 (MIP-1a), CCL-4 (MIP-1p),
CXCL-8/IL-8 e CCL-2/MCP-1 (Bostrom e cols., 2012; Bouyou-Akotet e cols., 2004; Lyke e
cols., 2004; Ochiel e cols., 2005). Criangas com malaria grave apresentam altos niveis de IL-
6, IL-1e CCL-2/MCP-1 (Bostrom e cols., 2012; Rovira-Vallbona e cols., 2012). A
quimiocina CCL-2/MCP-1, além de associada a malaria grave em criancas, também tem sido
associada a malaria placentaria, sendo comum elevados niveis desta quimiocina em
primigestas com malaria (Bouyou-Akotet e cols., 2004). A anemia grave e a sindrome
respiratria desencadeadas na malédria tém sido associadas a baixos niveis de IL-10
(Awandare e cols., 2006; Kurtzhals e cols., 1998). Assim, o balango na regulacédo de citocinas
pro-inflamatorias e anti-inflamatorias pode ser crucial na extensdo de danos patoldgicos, tanto
em humanos como em modelos experimentais (Niikura e cols., 2011; Stanisic e cols., 2014;
Wau e cols., 2015).

1.5. HEME OXIGENASE

A heme oxigenase ¢ uma proteina encontrada virtualmente em todas as espécies, em
procariotos, fungos, plantas e em humanos, regulando uma variedade de processos (Li and
Stocker, 2009; Terry e cols., 2002). As proteinas heme oxigenase sdo ancoradas ao reticulo
endoplasmatico por uma sequéncia hidrofébica de animo acidos contidos na parte carboxi-
terminal da proteina. A acdo catalitica da HO leva a quebra do heme livre presente na célula e
geracdo de metabdlitos. A quebra do complexo anel protoporfirina que é o heme libera trés
subprodutos, de maneira equimolar, o ion de ferro livre (Fe*"), monéxido de carbono (CO) e
biliverdina (Montellano, 2000; Wagener e cols., 2003). A biliverdina é subsequentemente
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metabolizada para bilirrubina pela biliverdina redutase, enquanto o ferro livre é sequestrado
por ferritinas intracelular ou ativamente exportado da célula (Calay and Mason, 2014; Dulak
and Jozkowicz, 2014)

Existem duas isoformas de heme oxigenase encontrada em humanos: a heme
oxigenase 1 (HO-1), e a heme oxigenase 2 (HO-2) (Maines e cols., 1986; McCoubrey e cols.,
1997), que apresentam diferencas com relacdo aos genes que as expressam (HMOX1 e
HMOX2, respectivamente), aos niveis de expressdo nos diferentes tipos celulares, e tecidos e
a regulacdo (Maines, 1997; Wagener e cols., 2003). Contudo, as isoformas sdo altamente
conservadas entre as espécies ao longo da evolucéo.

O bacgo, o testiculo e o cérebro sdo drgdos com alta atividade da enzima HO. A
isoforma HO-2 é abundante no cérebro, testiculo, figado e células endoteliais cerebrais
(McCoubrey e cols., 1997). Em condicdes de estresse oxidativo, HO-2 pode degradar heme
rapidamente, aumentando os niveis de mondxido de carbono (CO) e biliverdina (BV)
(Munoz-Sanchez and Chanez-Cardenas, 2014; Nath e cols., 2000; Vukomanovic e cols.,
2016). A isoforma HO-2 € constitutivamente expressa e a sua atividade é regulada
principalmente pela presenca do substrato e por pouco outros agentes como opiaceos e
glicocorticoides adrenais (Li and David Clark, 2000; Liu e cols., 2000).

O baco € o Unico 6rgdo que em condi¢bes normais, sem estresse, a isoforma HO-1 é a
forma predominante. (Gozzelino e cols., 2010). A HO-1 ¢ a principal isoforma envolvida na
degradacdo do heme em condicOes de estresse. A expressao génica da HO-1 é fortemente
induzida por agentes ou condi¢bes que aumentam o estresse oxidativo (figura 1.6.1) em
condicdes fisioldgicas normais, muitas células expressdo baixas ou indetectaveis niveis dessa
isoforma. A via de regulagdo mais conhecida se baseia no fato do estresse oxidativo suprimir
a atividade de Bachl. Bachlé um repressor transcricional que se liga a varios elementos
responsivos ao estresse (do inglés stress-responsive elements-StRES) na regido promotora do
gene HMOX1, inibindo a sua transcricdo (Ogawa e cols., 2001; Zenke-Kawasaki e cols.,
2007). Bachl possui um sitio de ligacdo para heme, pelo qual o heme induz mudancas de
conformagdo em Bachl (Hira e cols., 2007). A inibicdo da ligagdo de Bachl ao StREs, induz
a exportacdo nuclear de Bachl, sua poliubquitinagdo pela proteina ligase ubiquitina E3
responsiva ao heme (do inglés heme-responsive E3 ubiquitin-protein ligase-HOIL-1) e,
subsequente, sua degradacao pela via do 26S proteossoma (Zenke-Kawasaki e cols., 2007).
As espécies reativas de oxigénio podem também agir diretamente nos grupos sulfidril de
Bachl para inibir sua ligagdo aos StREs, promovendo a exportacdo nuclear e posterior
degradacdo (Ishikawa e cols., 2005). Assim, a liberacdo de Bach 1 dos StREs na regido

promotora de gene HMOX1 permite que o fator de transcricdo responsivo ao estresse 2 (do
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inglés oxidative-stress responsive transcription factor-NF-E2-related factor-2-Nrf2) acesse

aos StREs e induza a transcricdo do HMOX1 (Alam e cols., 1999; Sun e cols., 2002).

Patogenos , &

& y
-

"

—— $
W\ v %
N ; ;

3t & Dano Tecidual
PAMPs DAMPs

| ATP £ Heme
# Heme F-peptide
e LPS < mtDNA

& Mitochondria
ATP

%‘ Heme-Oxigenase-1

BVIBR/ l \Fe"
CO

Figura 1.5.1. Estimulos da HO-1. Uma série de Padrdes Moleculares Associados aos Patdgenos
(PAMPS) e Padrbes Moleculares Associados a Perigo (DAMPSs) sdo libertados como resultado de
lesdo ou infeccdo nos tecidos, e estes aumentam a expressdo de Heme Oxygenase-1 como um gene de

resposta ao estresse celular. A acdo da enzima HO-1 no heme resulta na geracdo de produtos
bioativos, incluindo os pigmentos biliares, monéxido de carbono e ferro.

1.5.1 A Citoprotecéo

O efeito citoprotetor de HO-1 foi demonstrado pela primeira vez quando submeteram
culturas de fibroblastos humanos e culturas de células endoteliais, a situacao de estresse
oxidativo, e induzirem nestas células o aumento da expressdo de HO-1, desencadeando uma
resposta citoprotetora, sendo observado uma menor lise celular (Balla e cols., 1992a; Balla e
cols., 1992b; Vile e cols., 1994). Além disso, tém sido demonstrado clinicamente, 0 aumento
dos niveis de HO-1 em uma ampla variedade de condic¢des inflamatdrias, tais como lesdo de
isquemia/reperfusdo, aterosclerose, asma, doenga de Alzheimer e insuficiéncia renal aguda
(Agarwal and Nick, 2000; Akamatsu e cols., 2004; Amersi e cols., 1999; Maines, 2000; Siow
e cols., 1999; Tullius e cols., 2001). A producdo de HO-1 é muito elevada em doencas
inflamatdrias durante a fase de resolucdo da inflamagdo, tendo um intima relagdo com o
aumento da liberacdo de IL-10 (Otterbein e cols., 2000; Willis e cols., 1996).

A protecdo celular mediada por HO € suportado em modelos animais de choque
endotoxico, isquemia, hiperdxia, inflamacdo aguda dentre outros (Hancock e cols., 1998; Li e

cols., 2000; Otterbein e cols., 1999a; Tamion e cols., 2001). O aumento da expressao de HO-1
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confere forte resisténcia ao estresse, lesdo celular e a morte induzida por lipopolissacarideo,
ao passo que o blogueio da atividade da HO aborta a citoprotecdo, resultando em danos
graves nos tecidos.

A catélise do heme realizada pela da HO-1 evita o acumulo de heme livre dentro das
células. Este mecanismo citoprotetor deve, no entanto, ser acoplado a inducdo da expresséo de
uma ferritina de cadeia H (FtH) para evitar os efeitos pro-oxidantes do Fe labil produzido pelo
catabolismo do heme. Esta nocao é consistente com a observacdo de que a transfeccdo de FtH,
levando a um aumento de expressdo, pode mimetizar os efeitos citoprotectores de HO-1, ou
seja, menor susceptibilidade ao estresse oxidativo e apoptose em células Hela, assim como
menor apoptose de células hepética em modelos de isquemia e reperfusdo (Berberat e cols.,
2003; Cozzi e cols., 2004; Cozzi e cols., 2003; Pham e cols., 2004). Além disso, o CO
produzido pela reacdo de catalise exercida pela HO-1 pode prevenir a liberagdo do heme das
hemoproteinas. Uma vez ligado aos grupos heme de hemoproteinas, o CO inibe a oxidacéo de
Fe?*, limitando assim a oxidac&o de hemoproteinas e impedindo a liberacdo de heme (Ferreira
e cols., 2008; Pamplona e cols., 2007).

Outro produto final do catabolismo do heme por HO-1 que também pode impedir o
efeito pro-oxidante do heme livre é a biliverdina. Esta molécula tem propriedades
antioxidantes e pode ser convertida pela biliverdina redutase em bilirrubina que é um
antioxidante lipossoluvel (Sedlak e cols., 2009; Stocker e cols., 1987). Devido a sua natureza
lipofilica, o heme livre pode agir como um pré-oxidante principalmente dentro membranas
celulares. Assim, este efeito deletério pode ser inibido pela bilirrubina, o que explicaria a
capacidade de HO-1 inibir (através da producdo de bilirrubina) a peroxidacdo lipidica em
células expostas ao heme livre ou TNF (Seixas e cols., 2009).

As propriedades citoprotetoras de HO-1 na vasculatura sdo em grande parte fornecidas
pelos seus produtos enzimaticos CO, biliverdina e bilirrubina (Calay and Mason, 2014;
Loboda e cols., 2008). O CO é um importante vasodilatador, também inibe a agregacédo
plaquetaria, suprime producdo de citocinas, e é anti-apoptotico e anti-inflamatério (Brouard e
cols., 2000; Otterbein e cols., 2000). Da mesma forma, a biliverdina e a bilirrubina sao
potentemente citoprotetores, anti-oxidante e anti-inflamatério (He e cols., 2015; Sarady-
Andrews e cols., 2005; Soares e cols., 2004). HO-1 ¢é portanto uma enzima induzivel que
confere propriedades anti-inflamatorias, antioxidantes e antiapoptdticas ao endotélio, em
adicdo as suas ac¢les pro-angiogénicas e reparadoras de tecidos (Birrane e cols., 2013; Calay
and Mason, 2014; Dulak and Jozkowicz, 2014; Ishikawa e cols., 2001; Shin e cols., 2015;
Stocker and Perrella, 2006; Yet e cols., 2003).
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Outro possivel mecanismo pelo qual HO-1 funciona como uma proteina citoprotetora
e anti-inflamatoria seria através da reducdo da expressdo de moléculas de adesao. Trabalhos
demonstram que tanto o heme como a inibicdo da atividade HO induz o aumento da expressdo
de ICAM-1 em células endoteliais, e do influxo de leucdcitos para tecidos como figado, baco,
pancreas e musculos (Rucker e cols., 2001; Wagener e cols., 1999; Wagener e cols., 2001).
Além disso, a regulacdo positiva de HO-1 diminui a expressdo de moléculas de adesdo como
P-selectina e E-selectina, e a adesdo de leucécitos em modelo de choque endotoxico
(Vachharajani e cols., 2000). Foi demonstrado que a indugdo de HO-1 inibe a inducéo de P-
selectina nas vénulas mediada por H,0, e, subsequentemente, diminui a ligacdo de leucécitos,
e a expressdo de ICAM-1 em modelo de lesdo arterial (Hayashi e cols., 1999). Nesse
contexto, a atividade da HO pode diminuir a adeséo tanto pelo esgotamento do heme, quanto
por gerar anti-oxidantes a biliverdina/bilirrubina e o CO.

O estudo de caso de um paciente deficiente em HMOX1 demonstrou que a auséncia da
enzima desencadeou lesdo endotelial, niveis elevados no plasma de fator vonWillebrand,
ICAM-1, coagulacdo e defeitos de fibrindlise, inflamacdo generalizada e aterosclerose
prematura. O paciente morreu aos seis anos sofrendo de retardo do crescimento, anemia,
leucocitose, trombocitose, anormalidade da coagulagdo, niveis séricos elevados de
haptoglobina, ferritina e heme, uma baixa concentracdo bilirrubina sérica e hiperlipidemia. A
autopsia revelou a presenca de depdsitos amildides, macrofagos espumosos, estrias
gordurosas e placas fibrosas (Kawashima e cols., 2002; Yachie e cols., 1999). Esse caso de
deficiéncia de HO-1 é um exemplo que confirma a importancia da expressdo da HO na
homeostasia e 0 seu envolvimento com a expressdo de moléculas de ades&o.

Contudo, é possivel que HO-1 possa exercer efeitos citoprotetores através de
mecanismos que atuam independentemente da sua atividade enzimatica, ao interagir com
outras vias de sinalizacdo (Lin e cols., 2007). Por exemplo, verificou-se que HO-1 protege as
células endoteliais de sofrer apoptose mediada pelo TNF (Soares e cols., 1998), um efeito
posteriormente expandido para muitos outros agonistas proapoptéticos como o ligante
CD95/Fas (Ke e cols., 2002). Tanto a exposicdo de células de linhagem macrofagicas (RAW
246) quanto de animais C57BL/6 estimulados com LPS tiveram aumento da expressdo de
HO-1 e, consequentemente, diminuicdo dos niveis de citocinas proinflamatérias como TNF,
IL-1B, MIP-1b, acompanhada de uma elevacdo da liberacdo de IL-10 mediada pela via de
MAPK-3/p38 (Otterbein e cols., 2000).
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1.5.2. HO na malaria

O papel da enzima HO-1 tem sido muito estudado nos modelos de maléria. Sabe-se
que animais C57BL/6 infectados com P. berghei ANKA apresentam maléria cerebral
experimental associado a uma maior concentracdo de heme livre no plasma, em comparacéo
com camundongos BALB/c, que ndo apresenta sinais de neuroinflamagdo. A contribui¢édo do
heme livre a patogénese desta doenca € demonstrada pela observacdo de que quando
administrado a camundongos BALB/c apos infeccdo por P. berghei ANKA, o heme livre
desencadeia o aparecimento de malaria cerebral neste modelo até entdo resistente (Ferreira e
cols., 2008; Pamplona e cols., 2007). Outros trabalhos demonstraram que o aumento da
expressdo de HO-1 em animais infectados com P. berghei ANKA foi capaz de aumentar a
expressao de genes antioxidantes, levando os animais a ter uma melhora no quadro de malaria
cerebral experimental (Linares e cols., 2013).

Os dados do modelo murino sdo confirmados pela recente constatacdo de que heme
também se acumula no plasma de criangas com malaria cerebral desencadeada por P.
falciparum, sugerindo que o heme livre pode ter um efeito patoldgico semelhante na maléria
humana (Sambo e cols., 2010). Relato de casos de mulheres gravidas infectadas com P.
falciparum, demonstraram correlacdo positiva entre a expressdo dos genes Nfr2 e de HO-1
nos monocitos CD14" circulantes e uma menor parasitemia e maior peso ao nascer, indicando
que o Nfr2 e de HO-1 podem contribuir para um melhor prognéstico na malaria placental.

O heme livre também contribui para a patogénese das formas ndo-encefalicas de
maléria grave. Camundongos DBA/2 infectados por P. chabaudi chabaudi, exibem altas
concentracfes de TNF e de heme livre no plasma, desenvolvendo uma forma letal de
insuficiéncia hepatica associada a morte celular programada dos hepatdcitos. A neutralizacao
do TNF circulante ou do heme livre utilizando anticorpos anti-TNF ou aumentando a
expressdo de HO-1 no figado, respectivamente, protege os hepatdcitos de sofrer morte celular
programada e suprime o aparecimento de insuficiéncia hepatica (Seixas e cols., 2009). Ao
infectar animais BALB/c com P. yoelii, e induzir a inibi¢do da atividade da enzima HO-1 pelo
uso de zinco protoporfirina IX houve um aumentou da inflamacéo, do estresse oxidativo, da
apoptose dos hepatdcitos e da lesdo hepatica, enquanto a estimulagcdo da atividade da HO-1
pela cobalto protoporfirina 1X teve efeito oposto. Esses dados sugerem que a inducéo seletiva
de HO-1 no figado seria benéfica para a restauracdo da funcdo hepéatica apds a depuracdo do
parasito (Dey e cols., 2014).

Contudo, a infeccdo de animais C57BL/6 com P. berghei ANKA e P. yoeli obtidos da

disseccdo do mosquito Anopheles stenphensi demonstrou que a expressao de HO-1 é
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aumentada no figado, o que levou a um aumento da carga hepéatica dos parasitas, fenbmeno
também observado em camundongos tratados com mondxido de carbono e com biliverdina,
enquanto camundongos deficientes para o gene HMOX1 tiveram uma resolucdo completa da
infeccdo. Estes achados sugerem que, embora estimulando a inflamacgéo, o estagio hepético da
infeccdo induz a expressdao de HO-1, que modula a resposta inflamatoria do hospedeiro,
protegendo os hepatécitos infectados. Esta condicdo permite o desenvolvimento da fase
hepética da infeccdo e € um exemplo de como a HO pode apresentar tanto um papel protetor

guanto patogénico na infeccdo malarica (Epiphanio e cols., 2008).

1.6. PLAQUETOPENIA NA MALARIA

1.6.1. Plaquetas

As plaquetas sdo células anucleadas com formato discoide e possuem um diametro de
1 a 3 um. Um individuo saudavel possui de 150-350x10° (plaquetas/L) (Gremmel e cols.,
2016; Thiery and Bessis, 1956; Thon and Italiano, 2012). A capacidade das plaquetas para
aderir a parede de vasos lesados, e formar agregados foi descrita pela primeira vez no século
XIX por Bizzozero (de Gaetano and Cerletti, 2002). Além do seu papel na trombose e
hemostasia, (Davi and Patrono, 2007; Ruggeri, 2002), as plaquetas participam de outros
processos fisiopatologicos incluindo inflamagdo, aterogénese (Lindemann e cols., 2007),
defesa do hospedeiro (Engelmann and Massberg, 2013) e crescimento tumoral e metastase
(Gay and Felding-Habermann, 2011).

A producdo da plagueta inicia-se com a maturacdo do megacaridcito a partir do seu
progenitor hematopoiético. Os megacariocitos sdo células hematopoiéticas poliploides,
especializadas para produzir e liberar plaguetas e precursores de plaquetas na circulagdo
(Gordon e cols., 1990; Long e cols., 1982; Morita e cols., 2011). A produgdo de plaquetas é
um fendbmeno gue envolve eventos de endomitose levando ao desenvolvimento da poliploidia;
modificacbes de membranas e citoesqueleto; evolucdo de granulos dirigida por fatores de
transcricdo; apoptose; e € tempo dependente. A megacariocitopoiese é conduzida pela
trombopoietina (TPO). Embora TPO e outras citoquinas sejam criticas no desenvolvimento e
formacdo de megacaridcitos, ndo sdo necessarias para os estagios tardios da plaquetopoiese in
vitro (Machlus and Italiano, 2013).

Os megacaridcitos maduros estendem longas ramificacdes chamadas de proplaquetas,
que sdo liberadas nos sinusdides vasculares da medula Ossea. Cada megacariocito pode

estender de 10 a 20 proplaquetas, cada uma comecando como uma protusdo que vai se
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alongando e afinando ao longo do tempo (Machlus and Italiano, 2013). As plaquetas serdo
formadas nas pontas das pro-plaquetas. Ao longo do desenvolvimento das plaquetas, estas
passam a receber suas organelas e granulos essenciais para suas fungdes, que sdo
transportados a partir do megacariocito por microtibulos (Italiano e cols., 1999; Richardson e
cols., 2005).

Recentemente foi descoberto um novo intermedidrio, a pré-plaqueta, que ¢ formada
durante o processo de maturagdo. Pré-plaquetas sdo particulas anucleadas e discoides, que sao
maiores do que as plaquetas (medem de 3 a 10 um de didmetro) e que tem a capacidade de se
transformar em pro-plaquetas quando caem na circulacdo. Desta forma, o novo modelo
proposto ¢ o de que megacaridcitos liberam pré-plaquetas nos sinusoides e estas por sua vez,
sdo transformadas espontinea e rapidamente em proplaquetas. As proplaquetas sofrem um
processo rapido de fissdo que resulta na formagdo de plaquetas maduras na circulagdo
(Machlus and Italiano, 2013; Thon e cols., 2012; Thon ¢ cols., 2010). Os eventos moleculares
envolvidos na libertacdo de plaquetas individuais a partir de pré-plaquetas sdo complexos e
ndo totalmente esclarecidos. Porém, sabe-se que o processo de cisalhamento aumenta a
liberagéo de plaquetas in vitro (Dunois-Larde e cols., 2009; Italiano, 2013), fato este que foi
observado também em estudos utilizando microscopia intravital de camundongos nos
sinusdides medulares (Junt e cols., 2007).

Embora a medula d6ssea seja o local tradicional da producdo de plaquetas, modelos
demonstram que este fenbmeno pode ocorrer na corrente sanguinea e no pulmao. Ao analisar
amostras de sangue de cdes e gatos foram encontradas células gigantes, interpretadas como
megacariocitos, com morfologia um pouco diferente dos encontrados na medula. Os
pesquisadores encontraram ainda, nas amostras relatadas anteriormente, nlcleos com
vesiculas contendo parte de citoplasma anexado e nucleos intravasculares aparentemente nus,
indicando que o megacaridcito estava num estado de producdo ativa de plaquetas e perdeu seu
citoplasma como resultado da formacdo de plaquetas, (Behnke and Forer, 1998; Howell and
Donahue, 1937; Schwertz e cols., 2010).

Estudos subsequentes indicaram que os megacariocitos estdo presentes nos pulmdes de
coelhos, ratos, e camundongos e que a sua concentracdo varia de acordo com o estado
fisiologico do animal. Ou seja, a concentracdo de megacariocitos aumenta quando 0s animais
tornam-se plaquetopénicos (Davis e cols., 1997; Jordan, 1940; Pederson, 1974; Zucker-
Franklin and Philipp, 2000). Os megacariocitos encontrados nos pulmdes apresentavam
extensdes citoplasmaticas consistentes com proplaquetas (Howell and Donahue, 1937; Jordan,
1940). Megacaridcitos também foram rotineiramente identificados em exames de pulmdes

humanos em necropsias forenses, e seu nimero estd aumentado em situagcdes de sindrome do
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desconforto respiratdrio agudo (ARDS), queimaduras, coagulacdo intravascular disseminada e
trombose (Bozza e cols., 2009; Davis e cols., 1997; Italiano, 2013; Mandal e cols., 2007).

Acredita-se que 0s megacariocitos se originam na medula, sdo transportados para 0s
pulmdes no sangue venoso, e ficam presos em microvasos pulmonares devido as suas
dimensdes (Levine e cols., 1993; Pederson, 1974; Zucker-Franklin and Philipp, 2000). A
retencdo de megacariocitos nos microvasos seria esperada devido ao seu grande didmetro (50-
100um), complexidade nuclear, e a rigidez citoesquelética (Machlus and Italiano, 2013;
Weyrich and Zimmerman, 2013). Embora a captura fisica de megacaridcitos em microvasos
pulmonares seja provavelmente um importante mecanismo de acumulagdo, moléculas de
adesdo na superficie dos megacariécitos também podem contribuir para a retencdo
intravascular no pulmdo, particularmente em condi¢cBes em que o endotélio pulmonar esteja
ativado por causa de inflamagdo, infeccdo ou injdria (Avraham e cols., 1993; Bozza e cols.,
2009; Fuentes e cols., 2010).

A membrana plasmatica das plaquetas ¢ formada por bicamada lipidica semelhante a
de outras células sanguineas. Na superficie da membrana plasmética das plaquetas existem
muitas glicoproteinas que sdo necessarias para diversas fungdes exercidas pela plaqueta. Por
meio das glicoproteinas as plaquetas interagem com estruturas subendoteliais das paredes dos
vasos lesados para a ativacdo, adesdo e agregacao plaquetaria, bem como para a retracdo do
codgulo (Kunicki, 1988; White and Escolar, 1993; White e cols., 1995a; White e cols.,
1995b).

Além da membrana plasmatica externa, os sistemas de membranas em plaguetas
humanas compreendem o sistema tubular denso (residuo do reticulo endoplasméatico liso de
megacariocitos) (Gremmel e cols., 2016), e o sistema canalicular aberto. O sistema
canalicular aberto é usado para o transporte de componentes plasmaticos, tals como
fibrinogénio, para serem armazenados, e podem também servir como via para a libertacdo de
conteldo granular durante a ativacdo plaquetaria (Escolar and White, 1991; White and
Clawson, 1982; White and Escolar, 1991). Nas plaquetas em repouso 0s canais do sistema
canalicular aberto podem ser evaginados, e assim proporcionar as partes de membrana
necessarias para as plaquetas ativadas aumentarem sua area de superficie mais de quatro vezes
(Gremmel e cols., 2016). Em pacientes com sindromes que levam a ter certas plaquetas
hipogranulares séo encontrados estruturas membranares semelhantes a complexo de Golgi,
que seriam residuos dos megacariécitos (White, 2005; White e cols., 2004). Assim como 0
reticulo endoplasmatico rugoso sdo vistos somente em pacientes com rapido turnover

plaguetario e geralmente repletos de ribossomos.
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As plaquetas possuem trés tipos principais de organelas secretoras: 0s a-granulos
(Berger e cols., 1996; Blair and Flaumenhaft, 2009; Golebiewska and Poole, 2015), os
granulos densos (Berger e cols., 1996) e os lisossomas (Gremmel e cols., 2016) (Tabela
1.5.1). Alem disso, as plaquetas conttm mitocondrias simples (importantes para o
metabolismo energético e como provedor de calcio), glicosomas (reservatorio de glicogénio
plaquetario) (White, 1999) e cadeias e aglomerados elétron densos (sua funcdo ndo é
conhecida) (White, 2002).

Tabela 1.6.1: Granulos secretdrios de plaguetas e seus conteldos.

Granulo Tipo Exemplos

secretorio

o-Granulos | Proteinas  integrais  de | allbp3 (lib/Illa- CD41/CD61), GPIlb-IX-V, GPVI, P-
membranas selectina
Coagulantes, Factores V, IX, XIll, antitrombina, proteina S, inibidor
anticoagulantes e proteinas | da via do fator tecidual, plasminogénio, o2-
fibrinoliticas macroglobulina
Proteinas de adeséo Fibrinogénio, fator de von Willebrand,

trombospondina

Quimiocinas CXCL1 (GRO-0), CXCL4 (PF4), CXCL5 (ENA-78),

CXCL8 (IL8), CCL2 (MCP-1), CCL3 (MIP-1a),
CCL5 (RANTES)

Fatores de crescimento Fator de crescimento epidermal, fator de crescimento
de hepatdcito, fator de crescimento insulin-like, fator
de crescimento transformante 3

Fatores angiogénicos e | Fator de crescimento endotélio vascular (VEGF), fator

inibidores de crescimento de fibroblasto, fator de crescimento
derivado de plaqueta, angiostatina, endostatina
Proteinas microbicidas Timosina-p4, trombocidinasl e 2
Mediadores imunoldgicos | Percursor do Complemento C3 e C4, IgG
Granulos Cations Ca2p, Mg2p, Kp
Densos Fosfatases Fosfatos polifosfato, pirofosfate
Aminas bioativas Serotonina, histamina
Nucleotideos Nucleotides ADP, ATP, UTP, GTP
Lisossomos | Enzimas degradantes de | Catepsinas, elastase, colagenase,
proteinas carboxipeptidase

Enzimas degradantes de | Glucosidase, galactosidase, manosidase
carboidratos

Enzimas que clevam Ester | Fosfatase acida
fosfatases

O citoesqueleto das plaquetas possuem muitos microtbulos e microfilamentos de

actina que formam um sistema que suporta a membrana contratil e forma a matriz em que
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todas as organelas sdo suspensas. Quando ocorre a ativacao plaquetaria, o sistema de actina
citoplasmatica e os microtubulos movem os a-granulos e 0s corpos densos para o centro das
plaguetas, o que pode resultar em secre¢do do seu conteldo através do sistema canalicular
(Escolar e cols., 1986; White and Krumwiede, 1987). Outro mecanismo de liberacdo dos
granulos é a sua fusdo com a membrana plasmatica. Esse processo pode ser mediado por
diversos receptores contidos nos granulos e na membrana plasmatica, sendo regulado por
chaperonas (Ferro-Novick and Jahn, 1994; Flaumenhaft e cols., 1999; Morgenstern e cols.,
1987).

As plaquetas humanas podem ser ativadas por numerosos agonistas como o fator de
von Willebrand (VWF) e o colageno, além da trombina e do ADP que desempenham papéis
importantes na ativacdo plaquetaria (Gremmel e cols., 2016). As plaquetas ativadas tém varios
mecanismos através dos quais podem fornecer sinais a leucécitos, células endoteliais e outras
células alvo. A mais conhecida € a rapida secrecdo de mediadores soluveis com atividade de
sinalizacdo endocrina-paracrina (Vieira-de-Abreu e cols., 2012; Weyrich and Zimmerman,
2004). As quimiocinas plaquetarias CXC4 (PF4) e o CCL-5/RANTES sdo exemplos de
fatores secretados por granulos alfa de plaquetas ativadas que realizam fungGes de sinalizacao
intercelular complexas em situagdes de homeostase e de inflamacdo (Chan e cols., 2012; Fang
e cols., 2014; Kasper e cols., 2007; Liu e cols., 2002; Vieira-de-Abreu e cols., 2012).

Quando as plaquetas sdo ativadas por trombina, hd a inducdo de degranulacdo com
liberacdo de mediadores inflamatorios, fatores antibacterianos, sintese de IL-1B, e de fator
tecidual. Ocorre também a formacdo de agregados de plaqueta-mondcito que desencadeia a
expressdo e liberagdo de novas citocinas, quimiocinas e enzimas inflamatorias (Vieira-de-
Abreu e cols., 2012; Weyrich and Zimmerman, 2004). O colageno também é um conhecido
estimulador de agregacdo plaqueta-plaqueta na homeostase, podendo ativar plaquetas através
da integrina allbB3 (CD41/CD61) ou pelo GPVI e induzir a sintese de IL-1p e de fator
tecidual.

As plaguetas tem um extensivo repertorio de receptores de superficie que transmitem
sinais para seu interior, e desencadeiam vias de transdugcdo de sinais. A maioria desses
receptores foram estudados pelo seu papel na homeostase e sdo alvos de manipulacéo
terapéutica em doencas tromboticas. Adicionalmente, muitos desses receptores tém papel
importante na atividade inflamatoria de plaquetas (Brass e cols., 2011; Coughlin, 2005; Davi
and Patrono, 2007; Fredman e cols., 2010; Freedman, 2005). Por exemplo, a ativacdo dos
receptores acoplados a proteina G de plaquetas, como o0 PAR-1 e PAR-4 induzem uma

transducdo de sinal dentro da plaqueta que ativa a integrina allbB3 (CD41/CD61), que €
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ligante de fibrinogénio, gerando também a agregacdo plaqueta-plaqueta (Coller and Shattil,
2008; Coughlin, 2005; Freedman, 2005).

A integrina allbB3 (CD41/CD61) é uma integrina muito expressa em plaquetas, sendo
induzida por diversos receptores como PAR, P2Y dentre outros (Coller and Shattil, 2008;
Shattil e cols., 2010). Essa integrina esta envolvida na interacdo de plaquetas com mondcitos,
com o endotélio de vasos inflamados e também com patégenos (Bhatt and Topol, 2003;
Muhlestein, 2010; Pabla e cols., 1999). Outras integrinas presentes na plagqueta também
possuem tanto um papel homeostatico quanto na inflamacdo como aVB3, a2B1, a5BI1 e
a6B1 (Kasirer-Friede e cols., 2007; Shattil e cols., 2010; Zimmerman, 2009).

Dados recentes demonstram que plaquetas humanas e murinas expressam receptores
do tipo toll (TLRs), adicionando uma familia chave de receptores inflamatorios, bem como de
vias intracelulares, ao repertério das plaquetas. O fato das plaquetas expressarem membros da
familia TLR implica essas células como "sensores™ microbianos e sugere que evoluiram como
efetores de inflamagdo e respostas imunes, além de desempenharem fungdes hemostaticas
essenciais (Beaulieu and Freedman, 2010; Blasius and Beutler, 2010; Garraud and Cognasse,
2010; Ginsberg and Henson, 1978; Saba e cols., 1984; Semple and Freedman, 2010; Takeuchi
and Akira, 2010; Vieira-de-Abreu e cols., 2012; Zhao e cols., 2002).

Entretanto, quando as plaquetas sdo ativadas em situacBes patologicas podem
contribuir para quebra da barreira endotelial, levando ao extravasamento de fluidos e
formagdo de edema (Bozza e cols., 2009; Vieira-de-Abreu e cols., 2012). As interagdes
plagueta-endotélio e plaqueta-leucocito-endotélio podem alterar as propriedades
anticoagulantes do endotélio ndo perturbado, e assim, induzir estado pro-trombdético no
endotélio. Isso pode ocorrer em resposta a patdgenos invasores e ser desencadeado por uma
variedade de estimulos patologicos (Damas e cols.,, 2006; Gawaz e cols., 2005; von
Hundelshausen e cols., 2007).

Agregados de plaguetas ativadas com cada uma das principais classes de leucécitos
tém sido reportados em amostras clinicas e/ou modelos inflamatorios. A formagdo de
agregado de plaquetas com mondcitos parece ser 0 mais comum e desencadeia um aumento
da concentracdo deste leucdcito nos sitios inflamatorio. Ao ativar as plaquetas, elas passam a
expressar P-selectina em alta concentragdo, que se liga ao ligante para P-selectina nos
leucécitos (PSGL-1), ativando a expressao de B2 integrinas nos leucécitos e tornando-os mais
adesivos e mais propicios a transmigrarem para sitios inflamatorios. Esta forma de priming
realizada pela plagueta ativada também ativaria a transcricdo de outros genes que codificam
citocinas, quimiocinas e enzimas inflamatérias no monocito (Blanks e cols., 1998; Chiang e

cols., 2007; da Costa Martins e cols., 2006; Evangelista e cols., 2007; Freedman, 2005;
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Goncalves e cols., 2011; Huo e cols., 2003; Lehr e cols., 1997; Lorant e cols., 1995;
Michelson e cols., 2001; Rinder e cols., 1994; van Gils e cols., 2009; Wang e cols., 2007,
Zarbock e cols., 2009; Zarbock e cols., 2006).

Existem evidéncias que as plaquetas regulam a diferenciacdo, ativacdo e maturacédo de
células dendriticas. O CD40L derivado de plaquetas promove a diferenciagdo e/ou maturacéo
de células dendriticas, que ocupam uma posicdo Unica na interface entre os membros do
sistema imune inato e adaptativo, podendo modular direta ou indiretamente as respostas
efetoras dos linfocitos (Czapiga e cols., 2004; Elzey e cols., 2011; Elzey e cols., 2003;
Kaneider e cols., 2003; Martinson e cols., 2004; Vieira-de-Abreu e cols., 2012; Weyrich and
Zimmerman, 2004). Ademais, a sinalizagcdo via plaguetas ativadas incluem a ativacdo de
linfécitos B e producdo de imunoglobulinas, potencialmente mediada pela interacdo de
plaguetas com células T citotdxicas via CD40L (Cognasse e cols., 2007; Elzey e cols., 2008).
Portanto, as plaquetas tém sido reconhecidas como células importantes para a integralidade
das respostas imunes, por serem capazes de interagir e estimular tanto a resposta imune inata

guanto a adaptativa.

1.6.2 Imunopatogénese da plaguetopenia da Malaria

A plaquetopenia é uma complicagdo comum aos cinco tipos de plasmodio que
infectam humanos (Antinori e cols., 2013; Lacerda e cols., 2011; Tomar e cols., 2015;
William e cols., 2011), sendo considerado um individuo como plaguetopénico quando
apresenta o nimero de plaquetas menor que 150x10° plaquetas/L. Apesar de ndo ser
considerado como um dos sinais criticos de malaria grave, a plaquetotopenia foi associada a
gravidade, e foi um preditor independente de morte em um estudo com criangas com malaria
falciparum (Gerardin e cols.,, 2002). Contudo, a plaquetopenia ndo é considerado um
biomarcador de gravidade na malaria falciparum, e ainda ndo foi validado como um marcador
de gravidade na malaria vivax (Antinori e cols., 2016; Lacerda e cols., 2011).

Acredita-se que a patogénese da plaquetopenia induzida pela malaria é multifatorial e
envolve a supressdo da medula Ossea, destruicdo de plaquetas mediada por anticorpos,
fagocitose de plaquetas, adesdo ao endotélio ativado e interacdes com eritrécitos parasitados e
leucocitos levando ao sequestro destes agregados e o estresse (Faille e cols., 2009b; Lacerda e
cols., 2012a).

O mecanismo amplamente aceito para explicar a plaquetopenia desencadeada pela
infeccdo malédrica € o desenvolvimento de autoanticorpos plaquetarios, e subsequente

fagocitose por macréfagos. Em estudos de casos de maléria vivax e de malaria falciparum foi
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identificado a producdo de imunoglobulinas G e E contra plaquetas, sendo em alguns casos
correlacionado com maior gravidade da doenca (Kelton e cols., 1983; Seka-Seka e cols.,
2004; Yamaguchi e cols., 1997). Também em modelo experimental, a infeccdo de animais
C57BI/6 com P. berghei ANKA demonstrou significativa correlagdo inversa entre a queda no
nimero de plaquetas e o aumento da associacdo entre plaquetas e imunoglobulinas (Grau e
cols., 1988). Com relagédo a fagocitose de plaquetas Coelho e cols. (2013) demonstraram que
plaguetas provenientes de pacientes plaquetopénicos sdao mais propicias a serem fagocitadas
por macrofagos, do que as plaquetas provenientes de pacientes ndo plaquetopénicos,
sugerindo que as plaquetas dos pacientes plaquetopénicos apresentam algum diferencial que a
leva a fagocitose.

Contudo Gramaglia e cols. (2005) relataram que destruicdo plaquetaria mediada por
anticorpos anti-plaquetarios seria responsavel por no maximo 15% da plaquetopenia
observada, uma vez que em modelo de infeccdo com P. berghei ANKA em camundongos
deficientes em células B apresentaram plaquetopenia profunda de 83%. Por outro lado quando
eles utilizaram animais deficientes para RAG1 (ndo produz linfécitos T e B funcionais), CD4
ou CD8 houve um significativa protecdo contra a plaquepopenia, além de niveis mais baixos
de TNF, IFN- vy, e IL-12. Portanto os anticorpos anti-plaquetas seriam necessario, mas nao
suficiente para a patogénese da malaria, em vez disso, populacbes de células T
desempenhariam papéis fundamentais na plaquetopenia malarica. Sugere-se entdo que exista
uma complexa interacdo bidirecional entre imunidade mediada por células e plaquetas durante
a maléria grave experimental que regula ambas as respostas, alterando inclusive a producao
elou liberacdo de citocinas proinflamatéria (Gramaglia e cols., 2005). A associacdo de
imunidade mediada por células tais como o balanco da producédo e/ou liberacdo de citocinas e
quimiocinas com plaquetopenia foram documentadas em varios estudos de casos de infeccdes
tanto por P. falciparum quanto por P. vivax. Baixos niveis de TGF-f e RANTES,
correlacionam com maior gravidade da malaria e plaquetopenia, assim como elevados niveis
de citocinas préinflamatorias como enquanto IL-1, IL-10, TNF (Casals-Pascual e cols., 2006;
Hanisch e cols., 2015; Raza e cols., 2014).

A ativacdo e formacdo de agregados também seria uma hipdtese para explicar a
plaguetopenia em decorréncia da malaria. O acimulo de plaguetas, em contato com leucécitos
e hemozoina, foi detectado em microvasos cerebrais em estudos histolégico de malaria
cerebral fatal pediatrica (Grau e cols., 2003). Ensaios in vitro demonstraram que plaquetas
também interagem diretamente com as hemécias parasitadas, causando a formacgdo de
agregados de heméacias com plaquetas (Pain e cols., 2001; Wassmer e cols., 2004). A anlise

de estudos in vitro, e amostras clinicas histoldgicas, sugeriram que as plaquetas aderentes
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podem atuar como pontes entre hemacias parasitadas e as células endoteliais ativadas
(Wassmer e cols., 2004). A analise da parasitemia de criancas malasias com malaria cerebral
demonstrou correlacdo positiva entre o grau de plaquetopenia e a densidade de parasitemia
(Wassmer e cols., 2008). Quando fizeram ensaio de agregacédo utilizando o plasma e heméacias
parasitadas provenientes desses pacientes induziu baixa agregacdo de plaquetas a heméacias
parasitadas, porém, quando os ensaios foram repetidos tendo o plasma ajustado a
concentracdo plaquetéria para dentro da faixa fisiologica normal, ocorreu aglomeracdo macica
de heméacias e plaquetas (Wassmer e cols., 2008). Estudos da etiologia da plaquetopenia
associada a malaria em voluntarios infectados experimentalmente por P. falciparum, e em
pacientes com maléria registrou uma diminuicdo da contagem de plaquetas circulantes
coincidindo com o inicio da ativacdo das células endoteliais e com libertacdo do fator de von
Willebrand que é uma proteina importante para agregacdo plaquetaria (VWF) (de Mast e
cols., 2007).

Outra forma de explicar a plaguetopenia na malaria seria através da inducdo de
apoptose plaquetaria. Esta teoria foi comprovada experimentalmente por Piguet e cols.
(2002), ao infectar camundongos C57BI/6 com P. berghei ANKA, e observar uma acentuada
plaguetopenia acompanhada, do aumento no nimero de microparticulas derivada de plaquetas
no plasma, e da ativacdo das caspases 1,3,6,8 e 9 nas plaquetas, sendo o fendmeno revertido
guando feito o tratamento com anticorpo para bloquear CD40L, ou com o inibidor de caspases
ZVAD (Piguet e cols., 2002). Além da diminuicdo da plaquetopenia o tratamento com ZVAD
foi capaz de diminuir a mortalidade, sugerindo que as caspases tem um papel importante
durante a malaria.

O estresse oxidativo também tem sido visto como um potencial gerador de
plaguetopenia. A ativacdo de células fagociticas, como macréfagos e neutrofilos, levam a
producdo espécies reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio (RNS), para matarem o0s
microrganismos. A presenca desses radicais livres durante a infeccdo por plasmodios ja esta
bem estabelecida (Pabon e cols., 2003; Reis e cols., 2010; Reis e cols., 2012). Sendo assim
enquanto algumas hemacias estdo sendo lisadas, é possivel que ocorra a lise de plaquetas,
sendo esperado que o aumento da ROS e RNS pode levar ao aumento entdo da lise
plaguetaria. Ja foi demonstrado que os niveis plasmaticos de peroxidacgéo lipidica foram mais
elevados em pacientes plaquetopénicos que em pacientes ndo plaquetopénicos. Assim como
as plaguetas de pacientes plaguetopénicos infectados por P. vivax foi observado maior
peroxidacdo lipidica, em relagcdo a plaquetas provenientes de pacientes ndo plaquetopénicos.

Estes resultados sugerem que o efeito do estresse oxidativo nas plaquetas pode ser importante
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na patogénese da plaquetopenia encontrada na malaria por P. vivax. (Araujo e cols., 2008;
Erel e cols., 2001).

1.7. MALARIA PULMONAR

O dano tecidual pulmonar desencadeado pela malaria é reportado ha mais de 200 anos,
porém 0 nosso conhecimento sobre a patologia e a melhor forma de tratamento ainda é
limitada. As manifestacdes pulmonares associadas a malaria podem gerar a sindrome do
desconforto respiratoria aguda (do inglés acute respiratory distress syndrome-ARDS). As
complica¢es pulmonares sdo comuns em infecgdes causadas por P. falciparum e P. vivax
(Tan e cols., 2008), porém podem ocorrer em decorréncia da infeccdo por P. ovale (Haydoura
e cols., 2010), P. malarie (Lozano e cols., 1983) e P. Knowlesi (William e cols., 2011). A
ARDS associada a malaria pode ocorrer simultaneamente a outras sindromes como a malaria
cerebral (Blanloeil e cols., 1980; Taylor e cols., 2006; Taylor and White, 2002), ou
isoladamente, sendo mais comum em individuos adultos ndo imunes, como por exemplo,
viajantes que retornam de paises endémicos (Gerardin e cols., 2007; Mohan e cols., 2008).

A complicacdo da malaria pulmonar mais comum é o acumulo de liquidos no pulméo
chamado de edema pulmonar. O edema pulmonar é desencadeado pelo aumento da
permeabilidade da membrana alvéolo-capilar, levando a perda de fluido intravascular (Taylor
e cols., 2006; Taylor and White, 2002), com acumulo de macréfagos seguido de resposta
inflamatoria intravascular. A resposta imune gerada no pulmdo também pode levar a
obstrucdo das vias aéreas, com diminuicdo da ventilacdo, das trocas gasosas e aumento de
células com atividade fagocitica (Anstey e cols., 2002; Taylor e cols., 2006).

O comprometimento pulmonar é mais comum de ocorrer ap0s o inicio do tratamento,
qguando o paciente ndo apresenta mais parasitemia detectavel (Kumar e cols., 2007; Price e
cols., 2007; Sarkar e cols., 2010). Sugere-se que o agravamento da injdria pulmonar
evoluindo para ARDS em malaria falciparum seja devido ao sequestro de parasitos
periféricos, de maneira secundaria a expressdo de moléculas de adesdo que facilitam a
citoaderencia das HPs as células endoteliais (Anstey e cols., 2007). A adesdo das HPs leva a
uma obstrucdo da microcirculagdo, desencadeando uma resposta inflamatoria sistémica
associada a um grande numero de células inflamatérias que migram para o parénquima
pulmonar e levam a producdo de altos niveis de citocinas. Citocinas como TNF, IL-1
liberadas por mondcitos e macréfagos, regulam a expressdo de IL-6 e CXCL-8/1L-8, por
exemplo, e aumentam a expressdo de moléculas de adesdo endoteliais e a ativacdo de

macréfagos (MacPherson e cols., 1985; Mohan e cols., 2008; Taylor and White, 2002).
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O sequestro de hemécias parasitadas na microvasculatura pulmonar ndo ocorre em
infeccdes por P. ovale. Entretanto trabalhos recentes demonstraram que em infecgbes por P.
vivax as HPs sdo capazes de aderir ao endotélio, porém de maneira bem menos intensa que
com P. falciparum (Carvalho e cols., 2010). Sendo assim, a teoria da obstrugcdo da
micovasculatura ndo é suficiente para explicar a ocorréncia de ARDS na maléria ovale e na
maléria vivax. Lacerda e cols (2012) demonstraram que a injaria pulmonar foi a principal
causa das mortes ocasionadas pela infeccdo com P.vivax, com uma massiva infiltracdo no
espaco intersticial e formacdo de edema alveolar, confirmando a literatura existente (Anstey e
cols., 2007; Lacerda e cols., 2012a). Portanto, a infiltracdo celular e a sua acdo no foco
inflamatdrio, parecem ter um papel importante nos fenbmenos observados na injuria
pulmonar da malaria ndo causada por P. falciparum.

O quadro clinico do paciente pode progredir rapidamente para faléncia respiratéoria. Os
sinais clinicos de comprometimento pulmonar desencadeados pela malaria, sdo de dificil
diagnostico por serem confundidos com pneumonia, uma vez que 0s pacientes com ARDS
associada a malaria apresentam intensa falta de ar, tosse, dispneia, expectoracao e dor no peito
(Rajput e cols., 2000). O tratamento destes pacientes consiste em uso do esquema terapéutico
de acordo com a espécie infectante e, em alguns casos, se faz necessario o uso da ventilacao
mecanica ndo invasiva (Agarwal e cols., 2007).

O papel da HO-1 na injdria pulmonar desencadeada pela maléria, sé foi estudado por
um grupo. Pereira e cols. (2016) fizeram a infeccdo em camundongos da linhagem DBA/2
com P. berghei ANKA. E encontraram niveis aumentados de RNA mensageiro para HO-1
bem como da expressdo da proteina. Adicionalmente, eles trataram os animais com heme e os
animais ndo desenvolveram injuria pulmonar associada a infecgdo. Além disso, o tratamento
com heme mostrou uma melhora dos parametros respiratérios, altos niveis de VEGF nos
soros e uma diminuicdo na permeabilidade vascular no pulmao. Portanto, a inducdo de HO-1
em situagdes de injdria pulmonar desencadeada pela infeccdo malarica poderia ser protetora.

Ainda ndo esta claro qual todo o papel da resposta imume gerada pelo hospedeiro, em
resposta a infeccdo. Uma vez que a malaria pulmonar em pacientes se desenvolve
principalmente apos o inicio do tratamento, quando ocorre a liberacdo de muitos PAMPs e
DAMPs, como o heme, na circulacdo que sdo importantes para a ativacao de proteinas como a
heme oxigenasse, presente em diversas células (Van den Steen e cols., 2013). Além disso
plaquetas sdo células capazes de aderir ao endotélio ativado e formar agregados com hemécias
e leucécitos levando a piora de quadro de malaria cerebral experimental e humana (Grau e
cols., 2003; Srivastava e cols., 2008; Wassmer e cols., 2003; Wassmer e cols., 2004). Na

literatura observamos que ao infectar com P. berghei ANKA camundongos que ndo possuem
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o receptor para o fator ativador de plaquetas (PAF) (PAFR™) a inflamagdo pulmonar foi
marcadamente reduzida, com menor migracdo de células e auséncia virtual de alteracGes na
permeabilidade vascular (Lacerda-Queiroz e cols., 2012). E em trabalhos anteriores do nosso
grupo constatamos o aumento da expressdo do gene para heme oxigenasse na plaqueta de
pacientes com malaria vivax. Hipotetizamos neste trabalho que a modulacdo da atividade da
proteina heme oxigenase interfere na plaguetopenia, e nos fenbmenos que ocasionam a injuria
pulmonar durante a infeccdo pelo Plasmodium berghei NK65.

Na literatura observamos que ao infectar com P. berghei ANKA camundongos que
ndo possuem o receptor para o fator ativador de plaquetas (PAF) (PAFR™) a inflamacdo
pulmonar foi marcadamente reduzida, com menor migracdo de células e auséncia virtual de

alteracOes na permeabilidade vascular.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Nosso principal objetivo é determinar a influéncia da proteina heme oxigenase na

plaquetopenia e na injaria pulmonar aguda durante a infeccdo pelo P. berghei NK65.

2.2. Objetivos especificos

* Analisar a evolucdo da injuria pulmonar desencadeada pela infeccdo P. berghei NK65;

* Avaliar e caracterizar plaquetopenia durante a infeccdo com P. berghei NK65;

* Analisar o papel da heme oxigenase na plaguetopenia durante a infeccdo com P.
berghei NK65;
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados camundongos selvagens da linhagem C57BI/6, cedidos pelo Instituto de
Ciéncias e Tecnologia em Biomodelos (ICTB) da Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz). Durante os
experimentos os animais foram mantidos no Biotério do Pavilhdo Ozério de Almeida do Instituto
Oswaldo Cruz. Animais machos com peso entre 20 a 25g foram mantidos em gaiolas plasticas de
micro isoladores ventilados (Gabinete Biotério mod. EB-273, Insight, Brasil) com livre acesso a
agua e racdo, com temperatura controlada entre 22 a 24°C e ciclos de claro e escuro com duragao
de 12 horas. Os animais receberam uma dose de vermifugo (20 uL Petzi Plus/Vetbrands em 180
uL de salina) por via oral (gavagem) e foram utilizados uma semana apés o tratamento. Todos 0s
procedimentos foram realizados apds a aprovacdo pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Fiocruz sob as licencas n° P-0528/08 e L025/15.

3.2. Infec¢do com P. berghei NK65 ou com P. berghei ANKA

Para infeccdo dos animais foi utilizado o P. berghei NK65 cedido gentilmente pelo Dra.
Juliana Tavares do Instituto de Ciéncias Biol6dgicas da Universidade Federal de Minas Gerais.
E o P. berghei ANKA cedido gentilmente pelo Dr. Leonardo Carvalho do Laboratério de
Pesquisa em Malaria do Instituto Oswaldo Cruz.

Para estocagem, dos parasitos utilizados ao longo do estudo, o sangue de animais
infectados apresentando parasitemia de até 10% foi obtido por pungédo cardiaca. O sangue
recolhido foi centrifugado (centrifuga Eppendorf mod. 5415C) por cinco minutos a 500 G. O
soro foi descartado e as hemécias foram ressuspensas em uma solugdo de glicerol tamponada
e mantidas em nitrogénio liquido.

Para realizacdo da infeccdo, primeiro o sangue, em estoque, foi descongelado e
inoculado em alguns animais, chamados de animais passagem. A parasitemia dos animais
passagem foi monitorada até chegar a 10% e, entdo, o sangue desses animais foi utilizado para
infectar os animais usados nos experimentos. O inoculo utilizado para infeccdo com P.
berghei NK65 foi de 10* heméacias parasitadas em 200 pL de PBS (NaCl, KCl, Na,HPO,,
KH,PO,, pH 7,4), via intraperitoneal (i.p.). Ja para infeccdo com P. berghei ANKA foi
utilizado o indculo de 10° hemécias parasitadas. Os animais controle receberam 10* ou 10°
hemacias ndo parasitadas (HNP) em 200 uL de PBS, de acordo com a cepa de plasmodio
utilizada para infeccéo.
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Para determinagdo da parasitemia, foi feito um pequeno corte com tesoura na
extremidade da cauda dos animais, permitindo a coleta de aproximadamente dez microlitros
de sangue utilizado para confeccdo de laminas de distensdo sanguinea. As laminas foram
coradas em kit Panotico (Laborclin) através de imersdo por um minuto em cada uma das
solucbes que compdem o kit. Foi contado o nimero de hemacias parasitadas entre cem
hemécias totais através de microscopia de luz, utilizando o microscépio Optico (OLYMPUS
mod. CX31).

Apos verificacdo da parasitemia, 1uL do sangue do animal foi diluido em 999uL de
PBS, e o nimero de hemacias foi estimado em camara de Neubauer (Neubauer Improved). O
numero total de hemécia contadas, aliado a porcentagem de hemacias parasitadas foi usado

para determinar o volume total de sangue a ser utilizado para fazer os inoculos.

3.3 Tratamentos

Para cada experimento foi preparado uma solucdo nova das drogas Cobalto
Protoporfirina IX/CoPPIX (PORPHIRIN-Logan, Utah) e Zinco Protoporfirina 1X/ZnPPIX
(PORPHIRIN-Logan, Utah), na concentragdo de 5mg/Kg. A droga CoPPIX é utilizada como
um indutor da enzima HO-1, enquanto a droga ZnPPIX é utilizado como um inibidor da
atividade (Pamplona e cols., 2007). As drogas foram diluidas em solucdo fisioldgica de
cloreto de sodio 0,9%/Salina (HEMAFARMA) ndo estéril contendo DMSO (Sigma), na
concentracdo de 0,5%. A solugdo Salina com 0,5% de DMSO (Sigma) foi administrada como
controle do tratamento. As solugdes de CoPPIX, ZnPPIX e Salina com DMSO (Sigma) foram
armazenadas a -20°C ao longo do experimento, sendo sonicadas (2510-BRANSON) por 20
minutos, todos os dias antes de iniciar a injegdo. Foram administrados 200uL de solugdo por

via intraperitoneal, durante oito dias, iniciando no dia seguinte a infecgéo.
3.4. Desenho experimental

Os experimentos foram realizados seguindo o desenho experimental da figura 3.4.1,
sendo diferentes os animais utilizados para curva de sobrevida, dos utilizados para as analise

da producdo de plaquetas, dos utilizados para as outras analises. Contudo foi realizada a

contagem de parasitemia de todos os animais utilizados.
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Figura 3.4.1. Desenho
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trabalho.

Apobs iniciarmos o tratamento os experimentos foram realizados seguindo o desenho

experimental da figura 3.4.2, sendo diferentes os animais utilizados para curva de sobrevida,

dos utilizados para as analises de hitologia, dos utilizados para analise de azul de Evans, dos

utilizados para as outras analises. Contudo foi realizada a contagem de parasitemia e do peso

corporal de todos os animais utilizados para curva de sobrevida e para as analises gerais.
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3.5. Obtencéo de tecidos

Para a obtencdo de tecidos para diversas analises, posteriormente descritas, animais
controle e infectados foram profundamente anestesiados com isoflurano (Abott) por via
inalatoria. Apds a anestesia os animais foram entdo perfundidos com 5 mL de solucéo
fisiologica de cloreto de sodio 0,9% (HEMAFARMA) nao estéril, para exclusdo de leucdcitos
e hemécias ndo aderidos aos vasos. O sistema de perfusdo continha um escalpe de 26G (BD)
acoplado a uma bomba peristaltica (MINIPULS 3-GILSON) que bombeava a salina para o
coracdo do animal, e assim sendo distribuido por todos os vasos. Apoés a perfusdo, a cavidade
toracica e peritoneal foram expostas para retirada do pulmdo, que foi pesado. O pulmédo foi
dividido: uma metade do pulmédo foi utilizada para analise da razdo do peso seco dividido pelo
peso molhado ap6s secagem que se deu através de cinco sessGes de 30 segundos cada, no
aparelho de micro-ondas. A outra metade foi colocado em criotubo e congelado
instantaneamente em gelo seco e armazenada a -20°C, para posterior analise de citocinas e

western blotting.

3.6. Curva de sobrevida

Os animais foram infectados e acompanhados a parasitemia e a sobrevida até quinze

dias ap0s a infeccdo. Este procedimento foi repetido apds o inicio dos tratamentos.

3.7. Lavado broncoalveolar (LBA)

Os animais foram submetidos a eutanasia pela inalacdo de isoflurano e procedeu-se a
coleta de amostras de lavado broncoalveolar (LBA). Apos a eutanasia, foi feita a exposicdo da
traqueia e seccdo dos muasculos adjacentes. Em seguida, foi aberto um pequeno orificio na
regido proeminente da cartilagem traqueal para a insercdo de uma canula acoplada a uma
agulha de 21G (BD). O lavado broncoalveolar foi obtido pela injecdo de 1mL de PBS gelado,
sequida pela aspiracdo do conteldo, sendo este procedimento repetido por 3 vezes. Ao
término do processo, recuperava-se um volume aproximado de 0,9 mL do LBA por
camundongo. O LBA foi utilizado para contagem total e diferencial de leucécitos e para

dosagem de proteinas.
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3.8. Contagem total e diferencial das células do sangue periférico e do LBA

A contagem total de leucocitos do sangue periférico e do LBA foi efetuada em
camaras de Neubauer em microscopio optico (aumento de 10X), apos diluicdo das mesmas
em solucdo de Turk. As células de sangue periférico foram diluidas oitenta vezes, e a do LBA
foram diluidas cinco vezes. A analise diferencial de leucdcitos do sangue periférico foi
realizada em distensdo sanguinea e do LBA através de citoesfregacos preparados em
citocentrifuga (Cytospin3- Shandon — 0,05 g por 5 minutos). Tanto as distensGes sanguineas
guanto os citoesfregacos foram corados pelo kit Pandtico (Laborclin), através de imerséo por
um minuto em cada uma das solucBes que compde o kit. Foram contados 100 leucdcitos
consecutivos tanto citoesfregaco quanto na distensdo sanguinea em microscépio de luz, com
objetiva de imersdo em 0leo (aumento de 100X). O valor absoluto de cada tipo de leucécito
tanto no sangue periférico quanto no LBA foi calculado a partir da porcentagem diferencial

em relacdo ao nimero total de leucdcitos.

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

Para dosagem de proteinas, o LBA foi centrifugado a 0,2 g por 5 minutos, e 0
sobrenadante foi aliquotado e utilizado no método de BCA (Pierce). O reagente de trabalho
foi preparado juntando-se 50 partes de Reagente A e uma parte de Reagente B. Uma curva
padrdo (de 0,01562 a 2mg/mL) foi construida através de dilui¢bes seriadas a partir da
albumina de soro bovino (BSA) fornecida pelo fabricante. Um total de 25 uL das amostras de
sobrenadante de LBA foram adicionadas aos pocos contendo 200 pL de Reagente de
Trabalho. A placa de fundo chato (Nunc) foi incubada na estufa (Labline) a 37°C por 30
minutos e a leitura das amostras foi realizada a 562 nm no espectofotrometro (Spectra Max
190-Molecular Devices).

3.10. Dosagem de quimiocinas ensaio imunoenziméatico (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay, ELISA)

Para as analises de niveis de quimiocinas, metade do pulmdo foi homogeneizado em
250 pL de tampéo de lise (5M NaCl, 1M Tris, 10% Triton X-100) contendo um coquetel de
inibidores de protease (Complete mini EDTA-free /Roche) por trinta segundos, usando o
dispersor Ultra-Turrax Disperser T-10 basic (IKA). Apds a homogeneizacao dos tecidos, estes

foram centrifugados a 0,2 g por 5 minutos e o sobrenadante foi aliquotado e armazenado a -
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20°C. Para realizacdo do ELISA placas de fundo chato (Nunc) de 96 pocos para ensaio em
volume reduzido foram sensibilizadas com o anticorpo de captura (50ul/po¢o) e seladas com
filme pléstico (tabela 3.9.1). Ap6s incubacdo overnight a 4°C, as placas foram lavadas quatro
vezes com 100uL/pogo de tampéo de lavagem (PBS/0,05% de Tween® 20) e incubadas por 1
hora com 50ul/po¢o da solucdo de bloqueio (PBS +1g de BSA (Sigma Aldrich)) a
temperatura ambiente. Em seguida as amostras bem como a curva padrdo (50uL/pogo) foram
diluidas em solucdo de bloqueio contendo 0,05% de Tween® 20 foram aplicadas na placa
(tabela 3.9.1). Apds nova incubagdo overnight a 4°C, as placas foram lavadas seis vezes com
tampdo de lavagem e o anticorpo de deteccdo, diluido em solugdo de bloqueio contendo
0,05% de Tween® 20 (50ul/pogo) foi adicionado. Ap6s uma hora de incubagcdo com o
anticorpo de deteccdo (tabela 3.9.1), as placas foram lavadas oito vezes com tampédo de
lavagem e foi adicionada a solucdo de streptavidina-peroxidase (50ul/pog¢o de 25uL de
Streptavidina-peroxidase (R&D) em 5mL de Tampdo de bloqueio contendo 0,05% de
Tween® 20). Trinta minutos ap6s a incubagdo no escuro, foi acrescida a solugdo de 3,3',5,5'-
tetrametilbenzidina (TMB, Sigma Aldrich), substrato para a reagdo colorimétrica. Apos
desenvolvimento satisfatorio de cor na curva-padrdo, a reacdo foi parada com solucdo de
parada (50uL/pogo de 10,65mL de H,SO4(Merck), dgua MilliQ 1L) e a absorbéncia a 405 nm

foi determinada em espectofotdmetro (Spectra Max 190-Molecular Devices).

Tabela 3.10.1: Anticorpos usados nos ensaios de ELISA

Citocina Anticorpo | Primeiro ponto da curva Anticorpo de
de captura do recombinante deteccdo
CCL-2/MCP-1 (R&D, dual set) 0,2 pg/mL | 250 pg/mL 0,05 ug/mL
CCL-5/RANTES(R&D, dual set) | 2 pg/mL 2000 pg/mL 0,4 ng/mL

3.11. Permeabilidade vascular

Para analise da permeabilidade da barreira alvéolo-capilar, controle e infectados
foram anestesiados com isoflurano (Abott) e submetidos a uma injegéo intravenosa de 2% de
azul de Evans (Sigma) em 100 uL PBS. Apé6s 1 hora, os animais foram anestesiados e
perfundidos conforme descrito anteriormente. Os tecidos foram retirados e deixados por 18
horas em 4mL de solucdo de formamida (VETEC) na estufa (REVCO Technologies modelo
RC03000TVBB) a 37°C, 5% de CO,, para extracdo do corante, um total de 200 pL do corante
extraido foi adicionado a placa de fundo chato (Nunc). Uma curva padrdo iniciando-se em

40ug/mL do corante azul de Evans (Sigma) em formamida (VETEC) foi construida através de
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diluicdes seriadas, e aplicada na placa em duplicata. A leitura das amostras foi realizada a 620

nm no espectrofotdmetro (Molecular Devices Spectra Max 190).

3.12. Analises histoldgicas

Animais controles e infectados foram anestesiados com isoflurano (Abott) e submetidos
a perfusdo com solucdo salina conforme descrito anteriormente. O pulmao foi retirado e
deixados na formalina 3,7% a 4°C. O processamento histoldgico foi realizado através de
desidratacdo em série alcodlica crescente de etanol passando por alcool 80%, 85%, 90%, 95%
e etanol absoluto. Posteriormente, foi realizada diafanizagdo em xilol e impregnacdo e
inclusdo em parafina a 56 °C. Os blocos foram cortados em micr6tomo a espessura de 5 ume
as laminas foram coradas com hematoxilina e eosina para analise morfolégica. Os cortes
histoldgicos foram fotografados em microscépio Olympus BX41 acoplado a sistema

fotografico, no aumento de 200 vezes.

3.13. Citometria de fluxo

3.13.1. Contagem de Plaqueta

Para realizacdo da contagem de plaquetas no sangue periférico foram retirados 2 uL de
sangue da cauda dos animais. Este sangue foi transferido imediatamente para uma solucédo
contendo 47 pL de solucdo tamponada HT (Hepes 10 mM, NaCl 137 mM, KCI 2,8 mM,
MgCl, 1 mM, NaHCO; 12 mM, Na,HPO, 0,4 mM, albumina de soro bovino 0,35 %, glicose
55 mM, pH 7,4), 1 uL de solugdo acido citrato dextrose- ACD (&cido citrico 8 g/L, citrato de
sodio 22,4 g/L, glicose 2 ¢/L, pH 5,1) e 0,5 uL de anticorpo anti-CD41a marcado com
fluoréforo APC (BD Pharmingen), seguindo-se incubacdo por 30 minutos, protegido da luz.
Apos a incubacéo foi adicionado 250 pL da solugéo de lise (FACS lysing - BD), e as amostras
foram incubadas por mais 10 minutos a temperatura ambiente, sendo em seguida armazenadas
na geladeira até o momento da leitura. Para leitura no citbmetro de fluxo (FacsCalibur, BD),
foi utilizado 40 pL de beads (SPHEROTM AccuCount Particles- Spherotech, Inc.) de
tamanho conhecido e 40 uL da solugcdo que contém o sangue dos animais. As beads sdo
maiores que as plaquetas e utilizadas num volume conhecido, além de ndo apresentam
fluorescéncia, permitindo assim a identificacdo e quantificacdo das plagquetas. As analises

foram realizadas utilizando o programa Cell Quest (BD).

43



3.13.2. Agregacao Plaguetéaria

Para realizacdo da analise da agregacao plaquetaria, 100uL do sangue periférico dos
animais foi obtido por puncgdo cardiaca, utilizando agulha de 21G, contendo 20 uL da solugéo
anticoagulante composta por tampdo PSG (pipes 5mM, NaCl 145 mM, glicose 5,5 mM, KCI
4 mM, NaHPO, 50 uM, pH 6,8), 10 U/mL heparina (Hepamaxs-Blau) e 0,5 uM
prostaglandina E; (PGE;, Cayman Chemical). Este sangue foi transferido imediatamente para
2,4 mL de solucdo anticoagulante. Para as analises 50 pL da sunpensdo foram utilizados para
cada marcacdo. Para a analise da agregacdo de plaquetaria as plaquetas foram marcadas com
com 0,5 pL de anti-CD41a (BD Pharmingen) marcado com fluoréforo APC; o0s mondcitos
com 0,8 uL de anticorpo anti-CD14 marcado (BD Pharmingen) com fluoréforo PE, as
heméacias com 0,8 uL de anticorpo anti-TER119 marcado (BD Pharmingen) com fluoréforo
PE, e os neutréfilos com anti-Ly6G marcado com fluoréforo PE e 0,6 uL anti-CD11b
marcado (BD Pharmingen) com fluor6foro PE-Cy7. Foi utilizado neste trabalho os seguintes
isotipos controles: 0,5 uL de IgG1 rato anti-mouse APC, 0,8 uL de IgG1 rato anti-mouse PE,
e 0,6 uL de IgG2b rato anti-mouse PE-Cy™7. As amostra foram incubadas por 30 minutos,
protegidas da luz. Apds a incubagdo foi adicionado 250 pL da solucédo de lise (FACS lysing-
BD), e incubadas por mais 10 minutos a temperatura ambiente, senguido-se 0 armazenamento
na geladeira até o momento da leitura no citdmetro de fluxo (FacsCalibur, BD). As analises

foram realizadas utilizando o programa Cell Quest (BD).

3.14. Anélise da Plaquetopoiese

Para a analise da plaquetopoiese, amostras de medula de animais foram obtidas a partir
dos dois fémures e tibias através da lavagem com 1mL de solucdo tamponada HT, utilizando
uma agulha de 22G. A lavagem foi feita em placa de petri e o excesso de tampéo foi
descartado usando pipeta pasteur. O corddo medular foi cortado e aos cortes foram
adicionamos 100 uL de solucdo tamponada HT contendo 5% de soro de camundongo
(Jackson Immunoresearch), sendo em seguida transferidos para placa de 48 pocos.
Posteriormente 100 uL de solugdo tamponada HT, contendo 5% de soro de camundongo e
luL da sonda antiCD4la (Dylight 488- Emfret Analytics Product) foram adicionados,
acompanhado por incubacdo de 3 horas na estufa a 37°C. Apos a incubacgdo, foi feita a

visualizacdo das amostras em microscépio de fluorescéncia invertido (Olympus). Foram
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capturados 20 campos no aumento de 20X e contado o nimero de megacariocitos com

prolongamentos que é um indicio de plaguetopoiese.

3.15. Western Blotting

A partir da dosagem de proteinas, os sobrenadantes do pulmdo macerado foram
diluidas em tampao Laemmlli de forma que fossem adicionados 40 pg de proteinas
totais/pogo no gel. Em seguida, as proteinas foram desnaturadas através de aquecimento a
100°C por 10 minutos e depois aplicadas no gel. Apos o procedimento de desnaturacao,
aplicou-se 40 pL de cada amostra/ pogo no gel. O tampao Laemmlli 4x consistiu de solugdo
de Trizma Base (Sigma) 1 M pH 6,8, SDS 8%, glicerol 40 % (Invitrogen), - mercaptoetanol
20 %(Sigma), azul de bromofenol (Sigma) para colorir e d4gua Milli-Q.

As amostras foram submetidas a eletroforese (em gel de acrilamida 12% para a andlise
da expressdo da enzima HO-1 e de 9% para expressao da subunidade CD41, 1,5 mm, BioRad)
com a aplicagdo de 125 V por uma hora e meia e em seguida, transferidas para membrana de
nitrocelulose (GE Healthcare) utilizando tampao de transferéncia (Tris 25 mM (Merck),
glicina 192 mM pH 8 (ICN Medicals) e 20 % de metanol (Merck) em agua Milli-Q). A
transferéncia foi realizada a 100 V por 50 minutos em sistema molhado (BioRad). A solugdo
de salina tamponada por Tris 10 x (TBS) continha Tris-HCI 50 mM pH 7,4 (Merck), NaCl
150 mM (Merck), em agua Mili-Q; e para fazer o TBS 1x bastou-se diluir o TBS 10x em agua
Milli-Q. Apds a transferéncia, a membrana dcontendo as amostras para analise de CD41a foi
incubada por 1 hora com solucio bloqueadora de leite a 5 % em TBS/T (adi¢ao de Tween 20
a 0,05 %, Sigma). E a membrana para analise da enzima HO-1 foi incubada por 1 hora com
solucdo bloqueadora de BSA a 5 % em TBS/T (adi¢cao de Tween 20 a 0,05 %, Sigma).

Posteriormente, a membrana foi lavada com TBS/T e incubada overnight com um dos
seguintes anticorpos: anticorpo policlonal de coelho contra anti-CD41la de camundongo
(abcam), e anticorpo policlona de coelho contra HO-1 de camundongo (abcam). Para a
dilui¢do do anticorpo contra CD41a, utilizou-se a propor¢ao 1:500 em leite desnatado a 5%
em TBS/T e para o anti-HO-1 uma diluicdo de 1:500 em BSA a 5 % em TBS/T (adigdo de
Tween 20 a 0,05 %, Sigma). A membrana que continha as amostras para a analise da
expressdao de CD4la, o protocolo foi lavar trés vezes por cinco minutos com TBS/T e
incubada por uma hora e meia com anticorpo de coelho anti-lgG de mouse conjugada a
peroxidase (Vector) diluido 10.000 vezes. Em seguida, a membrana foi lavada trés vezes por

cinco minutos com TBS sem Tween® e imersa numa solucdo composta por partes iguais de
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SuperSignal® West Pico Stable Peroxide Solution (Pierce) e SuperSignal® West Pico
Luminol/Enhancer Solution (Pierce) por 20 minutos. Apés este periodo, 0 excesso de solucédo
foi removido e a membrana foi encerrada em um cassete contendo um filme (Kodak)
fotossensivel para revelagdo. Ja membrana que continha as amostras para a analise da
expressdao de HO-1, o protocolo foi lavar trés vezes por cinco minutos com TBS/T e
incubamos por 30 minutos com anticorpo secundario de cabra anti-lgG de coelho acoplado a
fluoroforo (IRDye 680-RD) diluido 20.000 vezes. Apos a incubacéo foi realizada a revelagdo
no equipamento Odssey ClIx (Uniscience).

O controle de carregamento foi feito pela detecgcdo da expressdao de B-actina. As duas
membranas foram lavadas trés vezes por cinco minutos com TBS/T. As membranas ficaram
incubando por 15 minutos na solugdo de stripping (Unisciense), depois foram realizadas mais
trés vezes lavagens por cinco minutos com TBS/T. As membranas foram entdo bloqueadas
por 30 minutos e entdo foi adicionado anticorpo primario de coelho anti-p-actina de
camundongo (Sigma) por 30minutos, a temperatura ambiente no agitador (Labline). Apds este
periodo foi realizada novamente trés lavagens por cinco minutos com TBS/T, seguindo-se a
incubacdo por 30 minutos com anticorpo secundario de cabra anti-lgG de coelho acoplado a
fluoroforo (IRDye 800-RD) diluido 20.000 vezes e a revelagdo no aparelho Odssey Clx

(Uniscience).

3.16. Analises estatisticas

Na primeira parte deste trabalho, enquanto foi realizado a padronizagdo do modelo e as
analises plaquetarias foi utilizado o teste estatistico de “t” student. Os resultados obtidos
utilizando os tratamento analisados utilizando o teste one-way-ANOVA, com p0s teste
Newman-Keuls Multiple Comparison. Os valores de p<0.05 foram considerados
significativos. Nas curvas de sobrevida foi usado o teste Log-rank (Mantel-Cox) e Gehan-
Breslow-Wilcoxon tests. Todos os resultados foram expressos como média e desvio padrdo da
média (SD).
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4. RESULTADOS

4.1. A infeccéo por Plasmodium berghei NK65 causa parasitemia e alta taxa de

mortalidade em animais C57BI/6.

O primeiro parametro que fomos avaliar foi se a infeccdo com P. berghei NK65, era
capaz de gerar o fenotipo de infeccdo esperado em camundongos da linhagem C57BI/6. Van
den Steen e cols. (2010) utilizou 0 mesmo modelo empregado neste trabalho, e demonstraram
que com oito dias de infeccdo j& ocorre o desenvolvimento da injuria pulmonar desencadeada
pela maldria, com uma taxa de sobreviada em torno de 10% apds o décimo segundo dia,
sendo este o intervalo para o desenvolvimento da malaria pulmonar. Tendo como base a
literatura realizamos tanto esfregacos sanguineos quanto a analise da sobrevida até o décimo
quinto dia de infeccdo. Com relacdo a analise do esfregaco sanguineo, quantificamos o
percentual de hemécias parasitadas, e observamos um aumento da parasitemia a partir do
quinto dia de infeccdo, seguido por um aumento gradativo até o décimo segundo dia, Ultimo
dia analisado (figura 4.1.1-A).

A segunda analise feita foi o percentual de sobrevida apresentado pelo grupo infectado
(figura 4.1.1-B). Percebemos que os animais infectados comegcaram a morrer no nono dia de
infeccdo. A maior mortalidade foi vista entre nove e doze dias apos a infec¢do, sendo a taxa
de sobrevida ao final do periodo de observacdo entre 10-20%, o que confirma os dados da

literatura.
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Figura 4.1.1: Parasitemia e curva de sobrevida na infeccdo com P. berghei NK65. Animais
C57BI/6 foram inoculados via i.p. com 10* hemacias ndo parasitadas (HNP) ou com 10* hemécias
parasitadas (HP), e foram realizadas distensdes sanguineas para analise da parasitemia. Em A,
parasitemia dos animais. Em B, curva de sobrevida. Gréficos representativos de trés experimentos,
sendo cada linha a média de dez animais por grupo experimental; (*) indica p < 0.05 quando
comparado animais infectados em relacdo aos controles ndo infectados.
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4.2. A infeccdo por P. berghei NK65 induz migracédo de células para o espaco alveolar

A migracdo e o recrutamento leucocitario representa um importante mecanismo da
resposta imunologica inata (Matute-Bello e cols., 2011). Apos a obtencdo do lavado brénquio
alveolar (LBA), nos dias oito e dez ap0s a infeccdo foi realizada a contagem total e diferencial
de leucdcitos. Constatamos que apos oito dias de infeccdo houve uma intensa migracdo de
células, que se manteve alta também dez dias ap6s a infeccdo (figura 4.2.1-A). A analise da
contagem diferencial nos mostrou que o tipo celular mais preponderante foi o das células
mononucleares (figura 4.2.1-B). Enquanto o numero de polimorfonucleares ndo sofreu
alteracOes significativas quando comparados com o observado para os animais ndo infectados
(figura 4.2.1-C).
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Figura 4.2.1: Numero de leucécitos (mononucleares e polimorfonucleares) no LBA dos animais
infectados por P. berghei NK65. Animais C57BI/6 foram inoculados via i.p. 10* hemacias ndo
parasitadas (HNP) ou 10* hemacias parasitadas (HP), e foram eutanasiados oito ou dez dias apds a
infeccdo. O LBA foi coletado e o nimero total e diferencial de células foi contado. A contagem de
célula total foi realizada na solucdo de Turk, e o diferencial por citoesfregaco da amostra, corado por
Pandtico. Em A, nimero de células totais. Em B, nimero de células mononucleares. Em C, nimero de
células polimorfonucleares. Gréafico representativo de trés experimentos, sendo cada barra a média de
cinco animais; (*) indica p < 0.05 quando comparado animais infectados em relagéo aos controles néo
infectados.
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4.3. A infeccdo por P. berghei NK65 desencadeia infiltracdo leucocitaria no tecido
pulmonar

A literatura demonstra que a injdria pulmonar associada a malaria é desencadeada por
um processo inflamatorio intenso, aliado a uma grande migracdo celular (Anstey e cols.,
2002). Para confirmarmos se a migracdo celular vista no LBA era acompanhada por migracdo
de celulas no parénguima pulmonar, analisamos cortes histologicos dos animais infectados e
dos seus respectivos controles. Escolhemos estudar o nono dia de infeccdo por ser o momento
que inicia a mortalidade dos animais em decorréncia da infeccdo, e também porque ja foi
demonstrado haver formacdo de edema pulmonar com extravasamento de proteinas para o
LBA a partir do oitavo dia de infec¢do (Van den Steen e cols., 2010).

Os cortes histoldgicos de tecido pulmonar foram corados pelo método de
Hematoxilina e Eosina. Na figura 4.3.1-A, temos a fotomicrografia dos pulmdes dos animais
controles, enquanto na figura 4.3.1-B observamos na fotomicrografia que o pulmdo do animal

infectado, apresenta um intenso infiltrado inflamatorio.

A) Controle B) Infectado

Figura 4.3.1: Andlises histoldgicas de pulmdo de animais infectados com P. berghei NK65.
Animais C57Bl/6 foram inoculados via i.p. com 10* hemécias ndo parasitadas (HNP) ou com 10*
hemécias parasitadas (HP) e foram eutanasiados nove dias apds a infec¢do. Os cortes foram corados
com hematoxilina e eosina. As fotomicrografias mostram intenso infiltrado celular nos animais
infectados (B) quando comparado com os animais controle (A). Os padrdes demonstrados nas fotos
sdo representativos de trés experimentos, contendo cinco animais cada. Aumento de 10X. Barra
indicativa de tamanho de 100um no canto direito inferior das fotomicrografias.
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4.4. A infeccéo por P. berghei NK65 induz a formagéao do edema pulmonar

Muitas doencas pulmonares, durante seu estabelecimento e formacdo do quadro
inflamatdrio, levam a alteragdes estruturais importantes, como formacdo de edema, acumulo
de infiltrado inflamatorio e producdo de muco (Churg e cols., 2005). Sabendo disso, apos a
perfusdo, os pulmbes foram pesados. Na figura 4.4.1-A observamos que ap0s nove dias de
infeccdo, os animais infectados apresentaram peso pulmonar total mais elevado quando
comparado ao seu controle. Em seguida examinamos a razdo entre 0 peso Seco e 0 peso
molhado ap6s a secagem do exudado e vimos que nos animais infectados a razao era maior,
demonstrando que os animais infectados apresentavam uma maior quantidade de liquido no
pulméo (figura 4.4.1-B).

Outra forma de andlise de formacdo de edema muito usual é a quantificacdo do
exsudado protéico no lavado broncoalveolar (LBA). A avaliacdo de proteinas no LBA ¢
utilizada como marcador de disfungdo da barreira alvéolo-capilar e de injuria pulmonar aguda
(Guidot e cols., 2006; Ware and Matthay, 2001). Apds nove dias de infeccdo, o LBA foi
coletado e o sobrenadante foi utilizado para dosagem de proteinas. Como mostrado na figura
4.4.1-C, observamos que os animais ap6s a infeccdo, apresentam um grande extravasamento
de proteinas em relacdo ao controle, confirmando que os pulmdes dos animais infectados

apresentavam formacao de edema.
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Figura 4.4.1: Formacdo de edema pulmonar na infeccdo por P. berghei NK65. Animais C57BI/6
foram inoculados via i.p. com 10* hemécias ndo parasitadas (HNP) ou com 10* hemécias parasitadas
(HP), e foram eutanasiados nove dias apds a infeccdo. Em A, peso total dos pulmdes. Em B, razdo
entre peso molhado e peso seco dos pulmdes. Em C, concentracdo de proteinas no LBA. Gréaficos
representativos de trés experimentos; sendo cada barra a média de cinco animais; (*) indica p < 0.05
guando comparado animais infectados em relagdo aos controles nédo infectados.
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4.5. Infeccéo por P. berghei NK65 induz a liberacdo de quimiocinas no LBA e no Pulmao

A producdo/ liberacdo de citocinas e quimiocinas, estd descrito na literatura como um
importante evento no curso da doenga causada pelo Plasmodium sp. e principalmente nas
manifestacGes graves decorrentes da infeccdo, como a malaria cerebral (Clark and Rockett,
1994; Randall and Engwerda, 2010). Desta forma, resolvemos investigar se a infecgdo com P.
berghei NK65 poderia alterar o padrdo de producdo de algumas quimiocinas importantes na
maléria.

O pulmdo e o LBA foram recolhidos nove dias apds a infec¢do para processamento e
analise de quimiocinas pelo método de ELISA. Podemos observar na figura 4.1.1 que 0s
animais infectados tiveram os niveis das quimiocinas CCL-2/MCP-1 (A e C) e CCL-
5/RANTES (B e D) elevados em relacdo aos seus controles tanto no macerado de pulmao
qguanto no LBA respectivamente. A analise destes dados nos indica que hd um aumento na
liberacdo de mediadores inflamatorios importantes no pulmé@o em resposta a infeccéo pelo P.
berghei NK65.
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Figura 4.5.1: Nivel de quimiocinas no homogenato do tecido pulmonar e no LBA dos animais
infectados por P. berghei NK65. Animais C57BI/6 foram inoculados via i.p. com 10* hemécias néo
parasitadas (HNP) ou com 10* hemécias parasitadas (HP), e foram eutanasiados nove dias apés a
infeccdo. Os pulmdes e os LBA foram removidos e processados para ELISA. Em A, CCL-2/MCP-1,
no B, CCL-5/RANTES, ambos avaliados no macerado de pulméo. Em C, CCL-2/MCP-1, no D, CCL-
5/RANTES, ambos avaliados no LBA. Graficos representativos de trés experimentos, sendo cada
barra a média cinco animais; (*) indica p < 0.05 quando comparado animais infectados em relagdo aos
controles nao infectados.
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4.6. A infeccdo por P. berghei NK65 leva a uma acentuada plaquetopenia

A plaquetopenia é considerada uma manifestacdo hematologica frequente na malaria,
tanto por P. vivax quanto por P. falciparum (Lacerda e cols., 2011). Uma vez que este
fendbmeno é tdo comum na malaria clinica, fomos avaliar se em nosso modelo estaria
ocorrendo plaquetopenia. Para tanto, retiramos sangue periférico e processamos para analise
de citometria.

Observamos que 0s animais controle apesentaram um numero de plaquetas
relativamente igual ao longo dos dias. Contudo, quando avaliamos a contagem de plaqueta
dos animais infectados, hd uma queda significativa no nimero de plaquetas no nono dia de
infeccdo. Levando-nos a considerar que nosso modelo se assemelha a doenga humana no que

diz respeito a ocorréncia de plaquetopenia.
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Figura 4.6.1: Plaquetopenia na infecgdo por P. berghei NK65. Animais C57BI/6 foram inoculados
via i.p. com 10* hemécias no parasitadas (HNP) ou com 10* hemécias parasitadas (HP) e o nimero de
plaguetas circulantes foram analisadas nos dias um, quatro e nove apés a infeccdo. O sangue foi
retirado pela cauda e marcado com anticorpo CD41" para identificacdo de plaqueta. Quantidade
especifica de beads, de tamanho conhecido, foram adicionadas as amostras para quantificacdo das
plaquetas, por citometria. Grafico representativo de cinco experimentos, sendo cada barra a média de
cinco animais, onde (*) indica p < 0.05 quando comparado animais com nove dias de infecgdo em
relacdo aos animais com quatro dias de infeccdo.

55



4.7. Aumento da agregacdo plagquetaria em decorréncia da infeccdo por P. berghei
NK65

A agregacdo plaquetaria € um fenbmeno muito comum e importante nos processos de
coagulacdo (Berndt e cols., 2014). Adicionalmente a agregacdo de plaquetas a leucocitos tem
ganhado importancia por sua participacdo em diversas doengas, como a dengue (Badimon and
Vilahur, 2014; Hottz e cols., 2014; Rossaint and Zarbock, 2015; van Es e cols., 2014).

Ao constatar que nosso modelo apresenta uma plaquetopenia acentuada, fomos avaliar
se a ativacdo plaquetéria, através de eventos de agregacdo, estaria influenciando na
diminuicdo da contagem de plaqueta periférica. Observamos, por citometria de fluxo, que no
nono dia de infeccdo as plaguetas estavam agregadas com hemdcias (figura 4.7.1-A), com
mondcitos (figura 4.7.1-B) e com neutrofilos (figura 4.7.1-C). Estes resultados nos sugerem
que a infeccdo leva a ativacdo e consequente heteroagregacdo de plaguetas, contribuindo para

a subestimacdo do nimero de plaquetas na contagem periféerica.
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Figura 4.7.1: Agregacdo plaquetaria na infeccdo por P. berghei NK65. Animais C57BI/6 foram
inoculados via i.p. com 10* hemécias ndo parasitadas (HNP) ou com 10* hemacias parasitadas (HP), e
nove dias apds a infeccdo foi feito pungdo cardiaca dos animais e o sangue foi processado para
citometria. Em A, andlise da agregacéo de plaquetas com hemécias através da marcagdo com CD41" e
TER119", respectivamente. Em B, analise da agregacdo de plaguetas com mondcitos, através da
marcacdo com CD41" e CD14", respectivamente. Em C, andlise da agregacdo de plaquetas com
neutréfilos através da marcacio com CD41" e Ly6-Grl.CD14*, respectivamente. Gréafico
representativo de dois experimentos, sendo cada barra a média cinco animais, onde (*) indica p < 0.05
quando comparado animais infectados em relagdo aos controles néo infectados.
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4.8. Infeccdo malarica leva a inibicdo da plaquetopoiese

As plaquetas sdo provenientes de megacariécitos que sdo células grandes (50-100um)
encontradas principalmente na medula dssea (Machlus and Italiano, 2013). Diante das
observagOes anteriores e de dados da literatura que mostram uma acentuada plaguetopenia durante
a infeccdo malérica (Lacerda e cols., 2011), fomos analisar se a infeccdo malarica poderia estar
influenciando de alguma maneira o desenvolvimento plaquetéario. Escolhemos trabalhar com duas
cepas de plasmodio o P. berghei ANKA e o P. berghei NK65, para tentar identificar se este &€ um
fendbmeno realmente comum a infeccdo malarica.

Observamos que ao infectar os animais com o P. berghei ANKA, que também gera
complicagBes pulmonares associadas a malaria (de Azevedo-Quintanilha e cols., 2016; Lovegrove
e cols., 2008), ha uma diminuicdo da formacdo de plaquetas tanto quatro (figura 4.8.1- B), quanto
seis (figura 4.8.1-D) dias ap0s a infeccdo em relagdo aos seus controles ndo infectados (figura
4.8.1-A e B, respectivamente). As setas demonstram projecdes dos megacariécitos nas figuras
4.8.1-A e C, e nas figuras 4.8.1-B e D 0s megacariocitos sem projecdes. Essas projecdes sdo 0s
prolongamentos que originardo plaquetas. Assim sendo, estas observagcdes sugerem uma

diminuicdo na producdo de plaquetas desencadeada pela infec¢cdo malarica.

Figura 4.8.1: Inibicdo da plaquetopoiese na infeccdo por P. berghei ANKA. Animais C57BIl/6
foram inoculados via i.p. com 10° hemécias ndo parasitadas (HNP) ou com 10° hemécias parasitadas
(HP) e foi feito o lavado medular quatro e seis dias ap6s a infeccdo. O lavado medular foi processado,
marcado com CD41" e analisado em microscopio invertido de fluorescéncia. As setas indicam
megacariocitos com projecdes de pro-plaquetas em A e C. Em A, medula de animal controle, quatro
dias ap6s a infeccdo. Em B, medula de animal infectado quatro dias apés a infec¢do. Em C, medula de
animal controle, seis dias apds a infeccdo. Em D, medula de animal infectado, seis dias apds a
infeccdo. Imagem representativa de um experimento.
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Com relacdo aos animais infectados com o P. berghei NK65, que foi a cepa utilizada nas
outras andlises deste trabalho, escolhemos analisar a producdo no sétimo dia de infeccao,
procurando determinar se o efeito de reducdo no nimero de plaguetas no nono dia de infeccédo
seria em resposta a alguma alteracdo anterior na producdo. Observamos que ha uma diminuicdo
da formacéo de plaquetas sete dias apds a infeccdo (figura 4.8.2- B), em relacdo ao seu controle
ndo infectado (figura 4.8.2-A). Essa menor producdo de plaquetas foi quantificada baseada na
contagem de megacariocitos com prolongamentos caracteristicos de formagdo de plaquetas e
podemos confirmar no gréafico (figura 4.8.2-C) que os animais infectados apresentam
significativamente menos megacariécitos com prolongamentos em relagdo aos animais controle
(setas na figura 4.8.2-A e B). Essas observacdes sugerem que a diminuicdo na producdo de
plaquetas desencadeada pela infecgdo malérica ndo € um evento dependente da cepa de plasmddio

utilizado na infecgéo.
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Figura 4.8.2: Inibicdo da plaquetopoiese na infeccdo com P. berghei NK65. Animais C57BIl/6
foram inoculados via i.p. com 10* hemécias ndo parasitadas (HNP) ou com 10* hemécias parasitadas
(HP), sete dias ap6s a infeccdo foi feito lavado medular. O lavado medular foi processado, marcado
com CD41%e analisado em microscopio invertido de fluorescéncia. As setas indicam megacaridcitos
com projecdes de pré-plaquetas Em A, medula de animal controle. Em B, medula de animal infectado.
Em C, gréafico representativo de dois experimentos, sendo cada barra a média de trés animais, onde (*)
indica p <0.05 quando comparados animais infectados em relagcdo aos controles ndo infectados.
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4.9. A infeccdo por P. berghei NK65 pode estar interferindo no nimero de plaquetas no
pulmao

Megacariocitos sdo rotineiramente observados nos pulm@es humanos em exames ou
necropsias forenses, estando seu numero aumentado em situagdes de sindrome do desconforto
respiratorio agudo (ARDS), queimaduras, coagulagédo intravascular disseminada e trombose.
As andlises realizadas indicam o pulmdo como um sitio importante de plaquetopoiese
(Mandal e cols., 2007; Weyrich and Zimmerman, 2013). Fomos entdo analisar se no pulméo
teriamos diferenca na quantidade de plaquetas. Realizamos essa analise através da deteccdo da
subunidade allb (CD41) da integrina a.llbB3 em macerado de pulmé@o de animais infectados
e controle, nove dias ap6s a infeccdo, pelo método de western blotting. Preliminarmente
encontramos que o pulmdo dos animais infectados apresentaram menor expressao da
subunidade ollb (CD41) que os animais controle. Este resultado nos sugere uma menor
producdo de plaquetas nos animais infectados, mas experimentos adicionais precisam ser

feitos para confirmar estes resultados.
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Figura 4.9.1: Producgdo de plaquetas no pulmdo na infeccdo por P. berghei NK65. Animais
C57BI/6 foram inoculados via i.p. com 10* hemacias ndo parasitadas (HNP) ou com 10* hemécias
parasitadas (HP), e nove dias apés a infeccdo foi retirado o pulméo e processado para realizacdo de
western blotting. Em A, gel contendo amostra de pulmdo macerado de animal controle e animal
infectado. Em B, razédo entre a densidometria das bandas de CD41 normalizada pela banda de Bactina,
e dividido pelo controle. Gréfico de um animal.

59



4.10. A infeccdo por P. berghei NK65 geraaumento na expressao de Heme Oxigenase
(HO-1) no pulméo

Sabendo que a heme oxigenase 1 (HO-1) é aumentada nos modelos de malaria
cerebral e maléria ndo grave murina (Linares e cols., 2013; Pamplona e cols., 2007), e que as
manifestacbes pulmonares ocorrem principalmente apos o inicio do tratamento anti-malérico,
qguando h& uma exarcerbacdo da resposta imune diante da quantidade de PAMPs e DAMPs
liberados neste processo (Taylor e cols., 2012), nos perguntamos se em nosso modelo
poderiamos ter uma contribui¢do da enzima HO-1.

Analisamos preliminarmente, através de western blotting a expressdo da enzima HO-1
no pulmao dos animais controle e infectados. Observamos que ha um aumento da expressao
da proteina nove dias apos a infeccdo (figura 4.10.1-A), confirmado pela densidometria das
bandas (figura 4.10.1-B). Estes dados sugerem de maneira preliminar que a HO-1 pode ter um

papel na injuria pulmonar induzida pela malaria.
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Figura 4.10.1: Aumento da expressdo de HO-1 no pulméo durante infeccdo por P. berghei NK65.
Animais C57Bl/6 foram inoculados via i.p. com 10* hemécias ndo parasitadas (HNP) ou com 10*
hemaécias parasitadas (HP), e nove dias ap6s a infeccdo foi retirado o pulmdo e processado para
realizacdo de western blotting. Em A, gel contendo amostra de pulm&o macerado de animal controle e
animal infectado. Em B, razdo entre a densidometria das bandas de CD41 normalizada pela banda de
Bactina, e dividido pelo controle. Grafico de um animal.
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4.11. O tratamento com o indutor Cobalto Protoporfina IX e com o inibidor Zinco
Protoporfirina IX, da atividade da HO-1 ndo interfere com a parasitemia € com peso
corporal dos animais apos a infeccéo

A HO-1 pode ser induzida por diversos estimulos como ja relatado neste trabalho
(secdo 1.6 da Introducdo). Farmacologicamente, existem alguns ativadores e inibidores
classicos que ja foram utilizados em trabalhos sobre o papel da enzima HO-1 na injuria
cerebral (Pamplona e cols., 2007) e hepatica (Dey e cols., 2014) decorrente da infeccédo
malérica. Para confirmar se a HO-1 possui algum papel na malaria pulmonar, utilizamos a
cobalto protoporfina (CoPPIX) como indutora e a zinco protoporfirina IX (ZnPPIX) como
inibidora da atividade da HO-1.

Em nosso trabalho comecamos a tratar os animais no dia seguinte a infeccdo e
administramos uma dose diaria de 5mg/Kg CoPPIX ou 5mg/Kg de ZnPPIX, por oito dias
consecutivos. Observamos que o0s tratamentos ndo interferiram com a parasitemia entre 0s
grupos infectados (figura 4.11.1-A). Também ndo houve diferenca no peso corporal dos
animais entre os controles tratados, e mesmo os animais infectados perdendo peso nédo houve
diferenga entre os grupos. Esses dados nos sugerem que o tratamento ndo esté interferindo

com o estabelecimento da infeccéo.
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Figura 4.11.1: Efeito do tratamento com CoPPIX ou com ZnPPIX no desenvolvimento da
infeccdo malarica. Animais C57B/6 foram inoculados via i.p. com 10* hemacias ndo parasitadas
(HNP) ou com 10* hemacias parasitadas (HP). Os animais receberam diariamente, a partir do dia um
de infeccdo, injecdes i.p. de salina com 0,5% de DMSO (Salina), 5mg/Kg de CoPPIX (CoPPIX) ou de
5 mg/Kg ZnPPIX (ZnPPIX). Foram realizadas distensdes sanguineas para analise da parasitemia e
pesagem dos animais para acompanhamento do ganho de peso. Em A, gréfico da parasitemia dos
animais. Em B, grafico do peso corporal dos animais. Dados obtidos a partir da média de cinco
experimentos, vinte cinco animais por grupo experimental.
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412 O tratamento com CoPPIX protege o0s animais de sucumbirem de maléria
pulmonar

A modulacdo da enzima HO-1 na malaria cerebral experimental (Pamplona e cols.,
2007) e na injuria pulmonar (Pereira e cols., 2016) demonstrou ser importante na sobrevida
dos animais. Em nosso trabalho observamos que os animais tratados com salina apresentaram
uma extensa mortalidade iniciada nove dias ap6s a infec¢do, com um pico no décimo dia
(figura 4.12.1-A), engquanto os animais tratados com ZnPPIX sucumbiram todos até o decimo
primeiro dia de infec¢do (figura 4.12.1-A). Contudo, somente dois animais de dez tratados
com CoPPIX morreram entre o décimo primeiro e o décimo segundo dia de infeccdo (figura
4.12.1-A). Esses dados nos indicam que o tratamento com CoPPIX tem um efeito protetor

levando a uma maior sobrevida dos animais infectados.
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Figura 4.12.1: Efeito do tratamento com CoPPIX ou com ZnPPIX na mortalidade desencadeada
pela infeccdo por P. berghei NK65. Animais C57BI/6 foram inoculados via i.p. com 10* hemécias
ndo parasitadas (HNP) ou com 10* hemacias parasitadas (HP). Os animais receberam diariamente, a
partir do dia um de infeccdo, injecdes i.p. de salina com 0,5% de DMSO (Salina), 5mg/Kg de CoPPIX
(CoPPIX) ou de 5 mg/Kg ZnPPIX (ZnPPIX). Em A, curva de sobrevida. Gréfico representativo de
um experimento, sendo cada linha a media de dez animais, onde (*) indica p < 0.05 quando
comparado animais infectados em relacdo aos controles ndo infectados, e (#) indica p < 0.05 animais
infectados tratados com CoPPIX em relacdo aos outros animais infectados tratados com Salina ou com
ZnPPIX.
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4.13. O tratamento com COPPIX leva a uma diminuicdo da migracdo celular para o
LBA durante a infeccdo malarica

Jé é descrito na literatura que a atividade da HO-1 intefere com a migracao celular (Ha
e cols., 2015; Moraes e cols., 2012), principalmente no contexto de doencas inflamatorias.
Para confirmar se a atividade da HO-1 estaria interferindo na migragéo celular, realizamos a
contagem de células no LBA. Observamos que ha um aumento da migracdo de células totais
para 0 LBA em todos os grupos infectados em relacdo aos seus controles (figura 4.13.1-A),
nove dias apds a infecgdo.

Contudo, quando analisamos o0s grupos infectados tratados com o indutor da atividade
da HO-1, a CoPPIX, observamos uma migracdo significativamente menor do que nos grupos
infectados ndo tratados ou tratados com ZnPPIX (figura 4.13.1-A). Nao houve diferenca
significativa entre o grupo infectado ndo tratado e o grupo infectado tratado com o ZnPPIX
(figura 4.13.1-A). Quando analisado os subtipos de leucocitos presentes, observamos uma
preponderédncia de células mononucleares (figura 4.13.1-B) em relacdo aos
polimorfonucleares que ndo foram observados nos animais infectados (figura 4.13.1-C).
Assim como os niveis de leucdcitos totais, os de células mononucleares estavam diminuidos
nos animais infectados tratados com CoPPIX, quando comparados com os outros dois grupos
de animais infectados (figura 4.13.1-B). Este resultado nos indica que o tratamento com o
CoPPIX leva a uma menor migracdo de células inflamat6rias para o pulmdo dos animais

infectados, indicando diminuicédo do infiltrado.
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Figura 4.13.1: Efeito do tratamento com CoPPIX ou com ZnPPIX no recrutamento celular para
o pulmdo apés infeccdo por P. berghei NK65. Animais C57BI/6 foram inoculados via i.p. 10*
hemacias ndo parasitadas (HNP) ou 10* hemacias parasitadas (HP). Os animais receberam
diariamente, a partir do dia um de infeccdo, inje¢des i.p. de salina com 0,5% de DMSO (Salina),
5mg/Kg de CoPPIX (CoPPIX) ou de 5 mg/Kg ZnPPIX (ZnPP1X) e foram eutanasiado nove dias apés
a infeccdo, para coleta do LBA e contagem do nimero de leucocitos. A contagem de célula total foi
realizada na solucdo de Turk, e o diferencial por citoesfregaco da amostra, corado por Pandtico. Em A,
namero de células totais. Em B, numero de células mononucleares. Em C, numero de células
polimorfonucleares. Grafico representativo de trés experimentos, sendo cada barra a media de cinco
animais, onde (*) indica p < 0.05 quando comparado animais infectados em relagdo aos controles ndo
infectados, e (#) indica p < 0.05 animais infectados tratados com CoPPIX em relagdo aos outros
animais infectados tratados com Salina ou com ZnPPIX.
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4.14. O tratamento com CoPPIX leva a um aumento do nimero de células no sangue
periférico durante a infeccdo malarica

No resultado anterior observamos que a atividade da HO-1 interferiu na migracao
celular para o pulmdo dos animais infectados. Para analisar como estaria o perfil de migracéo
celular no sangue periférico, realizamos a contagens de leucocitos total e diferencial nove dias
apos a infeccdo. Observamos que hd um aumento do ndmero de células totais somente no
grupo infectado e tratado com CoPPIX, tanto em relagdo ao seu controle quanto em relacéo
aos outros dois grupos de animais infectados (figura 4.14.1). Este perfil de resposta foi
observado também na contagem diferencial de mononucleares (figura 4.14.1-B) e
polimorfonucleares (figura 4.14.1-C), sendo o principal tipo celular presente o dos
polimorfonucleares. Este resultado nos sugere que o tratamento com CoPPIX leva ha uma

menor saida de células inflamatorias da circulacdo periférica dos animais infectados.
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Figura 4.14.1: Efeito do tratamento com CoPPIX ou com ZnPPIX no recrutamento celular no
sangue periférico apo6s infeccdo por P. berghei NK65. Animais C57BI/6 foram inoculados via i.p.
10* hemécias ndo parasitadas (HNP) ou 10* hemacias parasitadas (HP). Os animais receberam
diariamente, a partir do dia um de infeccdo, injecBes i.p. de salina com 0,5% de DMSO (Salina),
5mg/Kg de CoPPIX (CoPPIX) ou de 5 mg/Kg ZnPPIX (ZnPPIX) e foram eutanasiado nove dias ap6s
a infeccdo, para realizacdo de puncdo cardiaca e contagem do nimero de leuc6citos. A contagem de
células totais foi realizada na solucdo de Turk, e o diferencial por distensdo sanguinea, corado por
Panético. Em A, nimero de células totais. Em B, nimero de células mononucleares. Em C, nUmero de
células polimorfonucleares. Gréfico representativo de trés experimentos, sendo cada barra a media de
cinco animais, onde (*) indica p< 0.05 quando comparado animais infectados em relagdo aos controles
ndo infectados, e (#) indica p < 0.05 animais infectados tra tados com CoPPIX em relagdo aos outros
animais infectados tratados com Salina ou com ZnPPIX.
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4.15. O tratamento com CoPPIX diminui o infiltrado leucocitario pulmonar durante a
infeccdo malarica

Dados da literatura demonstram que o aumento da inducdo da expressao da HO-1 por
heme, no modelo de injuria pulmonar associada a malaria, desencadeia um processo
inflamatério  intenso  (Pereira e cols.,, 2016). Em nosso trabalho analisamos
macroscopicamente 0s pulmdes, nove dias apos a infeccdo. Observamos que o tratamento
com CoPPIX (figura 4.15.1-B) e com ZnPPIX (figura 4.15.1-C) ndo leva a nenhuma
modificagdo macroscopica em relagcdo ao animal controle tratado com salina (figura 4.15.1-
A). Ao analisarmos os pulmdes dos animais infectados tratados com salina (figura 4.15.1-D)
ou com ZnPPIX (figura 4.15.1-F) observam uma coloracdo mais escura indicativa de um
comprometimento pulmonar mais intenso. Ja os pulmdes dos animais tratados com CoPPIX
apresentaram uma coloracdo menos escura, indicando um quadro inflamatério mais brando
(figura 4.15.1-E).

Salina CoPPIX ZnPPIX

Controle

Infectado

Figura 4.15.1: Pulmo dos animais tratados com CoPPIX ou com ZnPPIX. Animais C57BIl/6
foram inoculados via i.p. com 10* hemécias ndo parasitadas (HNP) ou com 10* hemécias parasitadas
(HP). Os animais receberam diariamente, a partir do dia um de infecgdo, injecdes i.p. de salina com
0,5% de DMSO (Salina), 5mg/Kg de CoPPIX (CoPPIX) ou de 5 mg/Kg ZnPPIX (ZnPPIX) e foram
eutanasiados nove dias apds a infeccdo. As fotos mostram em A, Controle Salina. Em B, Controle
CoPPIX. Em C, Controle ZnPPIX. Em D, Infectado Salina. Em E, Infectado CoPPIX. Em F, Infectado
ZnPPIX. Fotos representativas de cinco animais por grupo experimental, e dois experimentos
independentes.
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Ao analisamos as fotomicrografias dos cortes histol6gicos dos pulmbes, observamos o
mesmo perfil de resposta encontrado nas analises macroscopicas. O tratamento com CoPPIX
(figura 4.15.2-B) e com ZnPPIX (figura 4.15.2-C) ndo leva a nenhuma modificacdo em
relacdo ao animal controle tratado com salina (figura 4.15.1-A). Ao analisarmos os pulmdes
dos animais infectados tratados com salina (figura 4.15.2-D) ou com ZnPPIX (figura 4.15.2-
F) contatamos um maior infiltrado celular (demonstrado pela coloracdo mais intensa) e
diversos pontos hemorréagicos (identificados pelas pontas de setas) indicando um
comprometimento pulmonar mais intenso. As fotomicrografias dos pulmbes do animais
tratados com ZnPPIX apresentam ainda células aderidas a paredes dos vasos pulmonares
(identificadas na figura por seta), indicando uma ativacao endotelial e sugerindo uma possivel
obstrucdo do vaso. J& os pulmdes dos animais tratados com CoPPIX apresentaram um

infiltrado menos intenso indicando um quadro inflamatorio mais brando (figura 4.15.2-E).

Controle 1}

Infectado &

Figura 4.15.2: Andlises histol6gicas de pulm&o de animais infectados por P. berghei NK65, e
tratados com CoPPIX ou ZnPPIX. Animais C57BI/6 foram inoculados via i.p. com 10* hemacias
ndo parasitadas (HNP) ou com 10* hemécias parasitadas (HP). Os animais receberam diariamente, a
partir do dia um de infeccdo, inje¢Bes i.p. de salina com 0,5% de DMSO (Salina), 5mg/Kg de CoPPIX
(CoPPIX) ou de 5 mg/Kg ZnPPIX (ZnPPIX) e foram eutanasiados nove dias apés a infecgdo. As fotos
mostram em A, Controle Salina. Em B, Controle CoPPIX. Em C, Controle ZnPPIX. Em D, Infectado
Salina. Em E, Infectado CoPPIX. Em F, Infectado ZnPPIX. Ponta de seta indicando pontos
hemorrégicos e seta indicando células aderidas a parede dos vasos. Fotos representativas de 5 animais
por grupo experimental, e dois experimentos independentes. Aumento de 10X. Barra indicativa de
tamanho de 100um no canto direito inferior das fotomicrografias.
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4.16. O tratamento com CoPPIX interfere de maneira protetora na permeabilidade da
barreira alvéolo-capilar durante ainfeccdo malarica

Nos observamos, nove dias apds a infeccdo, que os animais infectados apresentaram
um extravasamento de proteina para o LBA significativo em relacdo aos seus controles ndo
infectados. Contudo, os animais infectados tratados com CoPPIX  apresentaram um
extravasamento significativamente menor do que a dos grupos infectados tratados somente
com salina ou com ZnPPIX (figura 4.16.1-A). Os grupos infectados salina e ZnPPIX nédo
apresentaram diferenga significativa entre eles. Este resultado nos indica que o tratamento
com CoPPIX levou a uma menor permeabilidade da barreira alvéolo-capilar.
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Figura 4.16.1: Extravasamento de proteina nos animais infectados por P. berghei NK65 e
tratados com CoPPIX ou com ZnPPIX. Animais C57Bl/6 foram inoculados via i.p. com 10*
hemécias ndo parasitadas (HNP) ou com 10* hemacias parasitadas (HP). Os animais receberam
diariamente, a partir do dia um de infeccdo, injecbes i.p. de salina com 0,5% de DMSO (Salina),
5mg/Kg de CoPPIX (CoPPIX) ou de 5 mg/Kg ZnPPIX (ZnPPIX) e foram eutanasiados nove dias
apos a infeccdo. Em A, gréfico de dosagem de proteinas. Grafico representativo de trés experimentos,
sendo cada barra a media de 8-10 animais, onde (*) indica p < 0.05 quando comparado animais
infectados em relagdo aos controles ndo infectados, e (#) indica p < 0.05 animais infectados tratados
com CoPPIX em relacdo aos outros animais infectados tratados com Salina ou com ZnPPIX.
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Para confirmar o nosso resultado de permeabilidade vascular utilizamos o método de
azul de Evans. O corante Azul de Evans € utilizado desde 1987 para analise da barreira
hemato-encefalica em animais com malaria cerebral experimental (Thumwood e cols., 1988).
Como observamos na figura 4.16.2-E-G, os animais infectadosapresentam uma maior
permeabilidade da barreira alvéolo-capilar, por ter uma grande retencdo do corante no tecido
em relacdo aos seus controles (figura 4.16-B-D). Contudo, os animais infectados tratados com
CoPPIX (figura 4.16.2-F) apresentaram pouca retencdo do corante, em relagdo aos outros
grupos de animais infectados tratados com salina (figura 4.16.2-E) ou com ZnPPIX (figura
4.16.2-G). A quantificacdo deste resultado € mostrada na figura 4.16.1-A. Estes resultados
sugerem que os animais tratados com CoPPIX possuem a barreira alveolar mais integra,

sugerindo um papel para HO-1 na manutengdo da integridade da barreira alvéolo-capilar.

71



A)

6+ *

*

_
=
>
g 44
wn *
[
©
>
L
[«6) 2_
©
= T T
<

0 T r .

S

Controles Infectados
salina CoPPIX ZnPPIX
B)
Controle e

Infectado

\ “ &5

Figura 4.16.2: Integridade da barreira alvéolo-capilar em animais infectados por P. berghei
NK65 e tratados com CoPPIX ou com ZnPPIX. Animais C57BI/6 foram inoculados via i.p. com
10* hemécias ndo parasitadas (HNP) ou com 10* hemécias parasitadas (HP). Os animais receberam
diariamente, a partir do dia um de infecgdo, inje¢des i.p. de salina com 0,5% de DMSO (Salina),
5mg/Kg de CoPPIX (CoPPIX) ou de 5 mg/Kg ZnPPIX (ZnPPIX) e foram eutanasiados nove dias
apos a infeccdo. Em A, Gréafico com o nivel de azul Evans extravasado para o tecido. Em B, controle
Salina. Em C, controle CoPPIX. Em D, controle ZnPPIX. Em E, Infectado Salina. Em F, Infectado
CoPPIX. Em G, Infectado com ZnPPIX. Grafico A de um experimento, sendo cada barra a média de
8-10 animais, onde (*) indica p < 0.05 quando comparado animais infectados em relacdo aos controles
ndo infectados, e (#) indica p < 0.05 animais infectados tratados com CoPPIX em relagdo aos outros
animais infectados tratados com Salina ou com ZnPPIX. Fotos representativas de dez animais por
grupo experimental, em um experimento independente.
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4.17 O tratamento CoPPIX e ZnPPIX n&o intefere com a liberagéo de quimiocinas
inflamatorias durante a infeccdo malarica

O aumento da expressao/atividade da enzima da HO-1 interfere com a producdo e
liberagcdo de varias citocinas e quimiocinas como TNF, IL-10 e IFN-y e MCP-1 em diversos
modelos experimentais e clinicos (Lee e cols., 2016a; Lee e cols., 2015; Yu e cols., 2015).
Para analisar se em nosso modelo a HO-1 esta interferindo com a liberagdo de quimiocinas,
nds fizemos ELISA do macerado de pulméo, do LBA e do plasma, nove dias apds a infeccéo.

Como esperado observamos um aumento significativo da liberagdo das quimiocinas
CCL-2/MCP-1 (figura 4.17.1-A, C e E) e CCL-5/RANTES (figura 4.17.1-B, D e F) ap6s a
infeccdo, em todos os sitios analisados. Contudo, o tratamento com CoPPIX ou ZnPPIX nao
interferiu com a liberacdo das quimiocinas induzidas pela infeccdo em nenhum dos
compartimentos analisados. Estes resultados nos indicam que a inibi¢do encontrada por nos na
migracdo de células gerada pelo tratamento com CoPPIX, ndo parece ser mediada por CCL-
2/MCP-1 ou CCL-5/RANTES.
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Figura 4.17.1: Efeito do tratamento com CoPPIX ou com ZnPPIX na liberacdo de quimiocinas.
Animais C57Bl/6 foram inoculados via i.p. com 10* hemécias ndo parasitadas (HNP) ou com 10*
hemécias parasitadas (HP). Os animais receberam diariamente, a partir do dia um de infec¢do, injecBes
i.p. de salina com 0,5% de DMSO (Salina), 5mg/Kg de CoPPIX (CoPPIX) ou de 5 mg/Kg ZnPPIX
(ZnPPIX) e foram eutanasiados nove dias apés a infeccdo. Os pulmdes, LBA e sangue periférico
(plasma) foram removidos e processados para ELISA. Em A, CCL-2/MCP-1, em B, CCL-5/RANTES,
macerado de pulméo. Em C, CCL-2/MCP-l e em D, CCL-5/RANTES, no LBA. Em E, CCL-2/MCP-
1, em F, CCL-5/RANTES, no plasma. Graficos representativos de trés experimentos, sendo cada barra
a media de 5 animais, onde (*) indica p < 0.05 quando comparado animais infectados em relagdo aos
controles ndo infectados, e (#) indica p < 0.05 animais infectados tratados com CoPPIX em rela¢do aos
outros animais infectados tratados com Salina ou com ZnPPIX.
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4.18. O tratamento com CoPPIX e ZnPPIX aumenta a expressdo da HO-1 nos animais
controle

J& sendo bem estabelecido na literatura (Pereira e cols., 2016), e também por nos neste
trabalho (resultado 4.10), que ocorre um aumento da expressdo da HO-1 com a infeccdo
malérica, decidimos, por tanto analisar se a expressdo da enzima era influenciada com o

tratamento que estamos utilizando, atraves da técnica de western blotting.

Os nossos resultados preliminares mostram que o tratamento com CoPPIX e ZnPPIX
leva a um aumento da expressdo da enzima HO-1 nos animais controle e infectados (figura
4.18.1-A), confirmada pela densidometria das bandas (figura 4.18.1-B). Embora estes

experimentos precisem ser repetidos para confirmacao.
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Figura 4.18.1: Animais controle tratados com CoPPIX ou com ZnPPIX apresentam maior
expressdo da enzima HO-1 no pulm&o. Animais C57Bl/6 foram inoculados via i.p. com 10*
hemécias ndo parasitadas (HNP) ou com 10* hemacias parasitadas (HP). Os animais receberam
diariamente, a partir do dia um de infeccdo, injecBes i.p. de salina com 0,5% de DMSO (Salina),
5mg/Kg de CoPPIX (CoPPIX) ou de 5 mg/Kg ZnPPIX (ZnPPIX) e foram eutanasiados nove dias
apos a infeccdo. Os pulmbes foram retirados e processados para andlise por western blotting. Em A,
gel contendo amostra de pulmdo macerado de animal controle e animal infectado, respectivamente.
Em B, razdo entre a densidometria das bandas de CD41 normalizada pela banda de Bactina, e dividido
pelo controle. Grafico de um animal por grupo. Grafico de um experimento, contendo dois animais
nos grupos salina.
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4.19. O tratamento com CoPPIX interfere na plaquetopenia durante a infec¢cdo malarica

Na literatura existem alguns relatos em modelos de isquemia/reperfuséo (Tamura e
cols., 2013; Woolbright and Jaeschke, 2013) e de arteriosclerose (Durante, 2011) que
relacionam o aumento da expressédo da HO-1 com a diminuicdo da ativacdo de plaquetas,
através da inibicdo de processos de agregacao.

Em nosso modelo acompanhamos o nimero de plaquetas periféricas até o sétimo dia
de infeccdo, no qual ja haviamos observado reducdo do processo de plaquetopoiese.
Confirmando os dados apresentados anteriormente, os animais controle, tratados ou néo,
mantiveram um nimero de plaquetas relativamente constante ao longo de todo experimento
(figura 4.19.1-A e B). Ja os animais infectados e tratados com salina e ZnPPIX apresentam
uma queda no numero de plaguetas no sangue periférico nos dias seis e sete ap0s a infeccao
(figura 4.19.1-A e B). Por outro lado, os animais infectados tratados com CoPPIX ndo
apresentam esta queda acentuada (figura 4.19.1-A e B). Este resultado nos sugere que o

aumento na atividade da HO-1 interfere com o nimero de plaquetas no sangue periférico.
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Figura 4.19.1: Animais infectados por P. berghei NK65 e tratados com CoPPIX néo apresentam
plaquetopenia. Animais C57BI/6 foram inoculados via i.p. com 10* hemacias néo parasitadas (HNP)
ou com 10* hemécias parasitadas (HP). Os animais receberam diariamente, a partir do dia um de
infeccdo, injecBes i.p. de salina com 0,5% de DMSO (Salina), 5mg/Kg de CoPPIX (CoPPIX) ou de 5
mg/Kg ZnPPIX (ZnPPIX). Foi coletado sangue da cauda dos animais em varios momentos ao longo
do experimento. Em A, contagem de plagueta ao longo do experimento. Em B, contagem de plaqueta
no sétimo dia de infeccdo. Graficos contendo a juncdo cinco experimentos, sendo cada barra é a media
de 15-25 animais, onde (*) indica p < 0.05 quando comparado animais infectados em relagdo aos

controles ndo infectados, e (#) indica p < 0.05 animais infectados tratados com CoPPIX em relagdo aos
outros animais infectados tratados com Salina ou com ZnPPIX.
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4.20. O tratamento com CoPPIX e ZnPPIX interfere com a concentracéo de plaquetas
no pulméo

O pulméo, como ja falado anteriormente é considerado um possivel sitio de producédo
de plaqueta, sendo conhecido também como um O6rgdo propicio a formacdo de agregados
celulares que obstruem os vasos durante a malaria (Franke-Fayard e cols., 2005; Van den
Steen e cols., 2013). Em nosso trabalho fomos analisar através de western blotting a expressao
da subunidade allb (CD41) da integrina allbp3 que é muito presente na membrana das
plaguetas.

Preliminarmente observamos que o pulmdo dos animais tratados apresentou uma
densidade maior de CD41. Este fendbmeno foi observado nos animais controle e nos animais
infectados (figura 4.20.1-A e confirmado em 4.20.1-B pela densidometria). De maneira mais
intensa nos animais controle e infectados tratados com CoPPIX. Este resultado nos sugere que
os tratamentos (inducdo e inibicdo da HO-1), podem estar induzindo na producéo de plaquetas

no pulmdo. Porém estes resultados precisam ser confirmados.
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Figura 4.20.1: Efeito do tratamento com CoPPIX ou com ZnPPIX na expressdo de allb (CD41)
no pulmé&o. Animais C57BI/6 foram inoculados via i.p. com 10* hemacias ndo parasitadas (HNP) ou
com 10* hemécias parasitadas (HP). Os animais receberam diariamente, a partir do dia um de infeccéo,
injecBes i.p. de salina com 0,5% de DMSO (Salina), 5mg/Kg de CoPPIX (CoPPIX) ou de 5 mg/Kg
ZnPPIX (ZnPPIX) e foram eutanasiados nove dias ap0s a infec¢do. Os pulmdes foram retirados e
processados para analise por western blotting. Em A, gel contendo amostra de pulmédo macerado de
animal controle e animal infectado, respectivamente. Em B, razdo entre a densidometria das bandas de
CDA41 normalizada pela banda de Bactina, e dividido pelo controle. Gréafico de um animal por grupo.
Grafico de um experimento.
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5. DISCUSSAO

A malédria € uma doenca grave e desencadeia até 500 mil mortes por ano em especial na
Africa Subsaariana (OMS, 2016). No Brasil, a malaria ocorre na regido da Amazonia Legal e
gera problemas financeiros pela diminuicdo do turismo e pela grande morbidade gerada
(Saude, 2003). A injuria pulmonar em decorréncia da maléria é também uma complicacdo
importante e ocorre em um terco dos adultos com malaria grave, sendo mais comum em
mulheres gravidas (Mohan e cols., 2008; Rajput e cols., 2000; Schofield, 2007; Torres e cols.,
1997).

A injaria pulmonar é, portanto, bem estabelecida como uma caracteristica da maléria
grave em decorréncia da infeccdo por P. falciparum, mas também ocorre na malaria gerada
por P. vivax (sendo esta a forma prevalente no Brasil), P. ovale e P. malariae (Mohan e cols.,
2008; Tan e cols., 2008). A injuria pulmonar caracteristicamente ocorre ap0s o inicio do
tratamento com antimalarico e é considerada uma manifestacdo da resposta inflamatoria
exacerbada (Anstey e cols., 2007; Anstey e cols., 2002; Gachot e cols., 1995; Tan e cols.,
2008). Na injuria pulmonar aguda em decorréncia da maléria ocorre obstrucdo das vias aéreas,
diminuicdo da ventilacdo e das trocas gasosas e aumento da atividade fagocitica pulmonar
(Anstey e cols., 2002; Taylor e cols., 2006).

No presente trabalho investigamos a influéncia da proteina heme oxigenase na
plaquetopenia e na injdria pulmonar aguda durante a infeccdo pelo P. berghei NK65. A
infeccdo por esse parasito tem sido utilizada como modelo para estudar a fisiopatologia da
maléria pulmonar (Nakazawa, 2005; Van den Steen e cols., 2010). Em nosso trabalho
investigamos, primeiramente, se a infeccdo pelo P. berghei NK65, em camundongos
C57BL/6, poderia gerar infeccdo com caracteristicas de malaria pulmonar. Para tanto
avaliamos o crescimento do parasito, por esfregacos sanguineos, e observamos um aumento
progressivo da parasitemia e uma grande letalidade, com pico entre nono e o décimo segundo
dia de infeccdo. O grupo de Van den Steen, ja havia utilizado o P. berguei NK65 para analisar
a injuria pulmonar associada a malaria e encontrou uma intensa resposta inflamatoria, com
elevada mortalidade até o décimo segundo dia de infec¢do, associado com intenso infiltrado
celular e a liberagcdo de mediadores inflamatdrio. Portanto, o curso da infec¢do observado por
nés foi similar ao ja descrito anteriormente (Deroost e cols., 2013; Van den Steen e cols.,
2010).

Durante o processo inflamatério de doencas como pneumonias ou ARDS ocorre a
disfuncdo da barreira semipermeavel entre 0 sangue e o intersticio pulmonar, que é formada
pelas células endoteliais da vasculatura pulmonar. Essa disfuncdo na barreira pode resultar no

movimento de fluidos e macromoléculas para o intersticio e para as vias aéreas pulmonares,
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processos que contribuem significativamente para alta morbidade e mortalidade de pacientes
com ARDS (Churg e cols., 2005). Em nosso trabalho encontramos uma maior permeabilidade
da barreira alvéolo-capilar e consequente formacgdo de edema.

Nossos resultados indicam um aumento do peso dos pulmdes, seguido por um grande
extravasamento de proteinas no lavado bronco-alveolar, demonstrando um edema pulmonar
acentuado nos animais infectados. Nos trabalhos de malaria pulmonar experimental
desenvolvido pelos grupos de Lovegrove e cols. (2008), de Epiphanio e cols. (2010), Van de
Steen e cols. (2010) e Azevedo-Quintanilha e cols. (2016) também houve formacdo de edema
pulmonar. Todos esses trabalhos demonstraram uma correlacdo entre a elevada producdo de
citocinas, 0 extravasamento de proteinas, e 0 aumento do peso dos pulmdes.

Ao ocorrer a disfuncdo da barreira alvéolo-capilar e a consequente formacdo do
edema, ocorre também um aumento na migracdo de células para os espagos alveolares e para
0 parénquima pulmonar (Churg e cols., 2005; Puneet e cols., 2005; Reiss e cols., 2012). Esta
relacdo entre edema e infiltrado inflamatério € comumente encontrada em pacientes
infectados com HIN1 e em modelos experimentais de ARDS, induzido por injecdo
intratraqueal de LPS ou de instilacdo de &cido cloridrico (HCI) (Hagau e cols., 2010; Reiss e
cols., 2012; Yeh e cols., 2007).

Nos estudos de casos de pacientes com complicacdes pulmonares por maléria é
comum encontrar nas radiografias toracicas um denso infiltrado pulmonar. Na maioria dos
casos, esse infiltrado inicia-se ap6s o tratamento antimalarico, podendo estar aliado a outras
complicacbes como maléria cerebral, faléncia renal aguda, dentre outras (Asiedu and
Sherman, 2000; Aursudkij e cols., 1998; Hiekkanen e cols., 2001; Lomar e cols., 2005;
Mohan e cols., 2008; Price e cols., 2007; Sarkar e cols., 2010; Tan e cols., 2008; Torres e
cols., 1997).

Aliado a citoadesdo das HPs, a intensa migracdo de leucdcitos para o sitio inflamatério
gera uma resposta inflamatoria intensa, levando ao dano tecidual (Agarwal e cols., 2007;
Anstey e cols., 2007; Feldman and Singer, 1987; Lovegrove e cols., 2008). Uma possivel
explicacdo para essa intensa resposta inflamatoria ser gerada pés-tratamento é que com o
rompimento da hemacia e a morte do parasito ocorre a liberagdo de bioprodutos, e eventos de
reperfusdo. A soma desses fendmenos levaria ao aumento da atividade fagocitica no sitio
inflamatorio, com exacerbada liberacdo de citocinas e quimiocinas, e a uma intensa ativacao
celular, o que leva ao dano tecidual (Anstey e cols., 2002; von Mach e cols., 2003). Nas
nossas analises histoldgicas, podemos observar um extenso infiltrado inflamatério no

parénquima pulmonar, acompanhado de areas hemorragicas e de infiltrado celular aderido aos
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vasos, corroborando com a literatura, tanto nos estudos de casos clinicos, como nos modelos
experimentais.

Nos modelos experimentais de malaria, € comum encontrarmos infiltrado leucocitario,
ao invés de hemacias parasitadas ocasionando obstrucdo mecénica. Contudo, recentemente
um trabalho muito elegante demonstrou um acumulo preferencial de heméacias parasitadas por
P. berghei Anka no tecido pulmonar, esplénico e adiposo (Franke-Fayard e cols., 2010).
Portanto, acreditamos que a interagdo entre leucdcitos e hemacias aderidas aos capilares
pulmonares em decorréncia da infeccdo levam a uma resposta inflamatoria aumentada e a
uma maior expressdo de moléculas de adesdo, que aumentam a migracdo e aderéncia de
plaquetas, leucdcitos e hemacias parasitadas e ndo parasitadas.

Em nosso trabalho, percebemos alteracdo na migracao celular avaliada no LBA, o que
vai de acordo com varios modelos de injuria pulmonar (Jin e cols., 2003; Kawakami e cols.,
1997; Steinmuller e cols., 2006; Sumida, 1995). Contudo, Lovergrove e cols. (2008) e
Azevedo-Quintanilha cols. (2016) descrevem a auséncia de migracéo celular visivel no LBA,
quando os animais foram infectados com P. berghei ANKA, enquanto van den Steen e cols.
(2010) demonstraram que animais infectados com P. berghei NK65 apresentam aumento de
migracdo de células no LBA. Ao contrapor os nossos dados com a literatura, percebemos que
a migracdo de células estimada no LBA pode ter relacdo com a cepa de plasmadio utilizado.
Porém, ambos os trabalhos citados anteriormente demonstram aumento no nimero de células
no parénquima pulmonar e, no entanto, em estudos de caso de malaria pulmonar ndo é comum
a analise do LBA.

Corroborando com a literatura, o principal tipo celular encontrado em nossas analises
do LBA foram células mononucleares (Lovegrove e cols., 2008; Van den Steen e cols., 2010).
Mondcitos e/ou macrofagos sdo células que desempenham um papel importante na
patogénese da malaria, por serem células efetoras na producdo de citocinas e na fagocitose de
hemacias parasitadas (Chimma e cols., 2009; Lovegrove e cols., 2008; Price e cols., 2007), j&
tendo sido comprovado a sua importancia na patogénese da anemia grave da malaria (Ogonda
e cols., 2010) e na malaria cerebral (Oakley e cols., 2009).

Diversos trabalhos demonstram que o perfil de citocinas liberadas durante a maléaria é
importante para o desenvolvimento das formas graves, como a malaria cerebral (Armah e
cols., 2005; Bostrom e cols., 2012; Marsh and Snow, 1997), e também do dano cognitivo
desencadeado pela maléaria cerebral experimental induzida por P. berghei ANKA (Reis e
cols., 2012). Ao analisar a producdo de quimiocinas no tecido pulmonar e no LBA de animais
infectados com P. berghei NK65, observamos uma maior libera¢do de CCL-2/MCP-1 e CCL-

5/RANTES nos animais infectados quando comparados aos animais controle. Estudos
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clinicos de pacientes com malaria apresentando comprometimento pulmonar em decorréncia
da infeccdo com P. vivax ou P. falciparum, demonstraram niveis elevados de citocinas e
qguimiocinas. Niveis elevados de citocinas no plasma de pacientes com malaria podem estar
relacionadas com a propagacao da resposta inflamatoria, pela ativacao celular e consequente
liberacdo de outras citocinas e quimiocinas. Este fendmeno pode levar ao aumento da
citoaderéncia de hemdcias e leucocitos as células endoteliais, e aumentar a expressdo de
moléculas de adesdo gerando assim a quebra da barreira alvéolo-capilar e a formacdo de
edema (Gachot e cols., 1995; Hiekkanen e cols., 2001; Mohan e cols., 2008; Torres e cols.,
1997).

Nossos resultados encontram similaridades também com modelo de ARDS induzida
pela injecdo de LPS, onde ocorre uma produgdo elevada de citocinas e quimiocinas como
TNF, IL-1pB, IL-6, CXCL-8/IL-8, IL-12, CCL-2/MCP-1, dentre outras (van Zoelen e cols.,
2011; Yamaguchi e cols., 2012; Yeh e cols., 2007). Em modelos experimentais de infeccdo
com HIN1 em camundongos selvagens ou deficientes para TNF, foi possivel observar uma
correlacdo positiva entre agravamento do quadro inflamatério pulmonar e aumento da
expressdo e/ou liberacdo de mediadores inflamatério como o CCL-2/MCP-1 e do fator de
crescimento e transformacéo (TGF-B1) (Damjanovic e cols., 2011). Alem disso, foi observada
uma maior liberacdo de quimiocinas como o CCL-5/RANTES pelas células pulmonares
endoteliais infectadas com o virus respiratorio sincicial (RSV), com consequente aumento da
inflamacédo local (Casola e cols., 2001).

Na malaria humana e experimental é comum ocorrerem mudancas metabdlicas,
alteracdo da expressdo de citocinas e sequestro de células na microcirculagdo do cerebro e de
outros tecidos (Lacerda e cols., 2012a; Schofield and Grau, 2005). Uma das etapas mais
importantes no processo infeccioso é a resposta imunoinflamatoria que envolve, entre outros
eventos, a migracdo de celulas para a regido tecidual, com acimulo dos mesmos em focos
inflamatdrios. Neste contexto, as plaquetas sdo células que tem recebido muita atencdo nas
ltimas décadas em diversas doencas infecciosas bacterianas (Freitas e cols., 2012) e virais
(Choe e cols., 2013; Hottz e cols., 2013). Porém, as plaquetas tém sido implicadas de maneira
muito controversa no cenario da fisiopatologia da malaria. No presente trabalho, investigamos
também uma possivel relacdo entre a plaquetopenia e ativacdo plaquetaria e a injuria
pulmonar decorrente da infecgdo pelo P. berghei NK65.

A plaquetopenia, que constitui na queda acentuada no nimero de plaquetas
circulantes, ¢ uma complicacdo comum tanto na maléaria vivax quanto na falciparum
(Bakhubaira, 2013; Lacerda e cols., 2011; Yamaguchi e cols., 1997), porém as suas causas

ainda ndo foram totalmente elucidadas. Diversas hipoteses tém sido propostas para tentar
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explicar as causas da plaquetopenia, entre elas: o sequestro de plaquetas no baco como
resultado da ligacdo especifica de imunoglobulinas G a antigenos malaricos ligados a
plaguetas (Grau e cols., 1988; Kelton e cols., 1983; Panasiuk, 2001; Yamaguchi e cols.,
1997); e a ativacdo endotelial e consequente agregacédo das plaguetas ao endotélio, uma vez
que em voluntarios infectados com P. falciparum houve um aumento nos niveis de fator de
von Willebrand (VWF) e uma correlagdo negativa entre os niveis de VWF e a contagem de
plaquetas (de Mast e cols., 2007). A plaquetopenia pode estar relacionada também com a
fagocitose de plaquetas (Coelho e cols., 2013; Jaff e cols., 1985). Adicionalmente, trabalhos
demonstram que durante a infeccdo malarica experimental a plaquetopenia pode estar
relacionada com a ativacdo e apoptose plaquetaria (Piguet and Vesin, 2002).

A plaquetopenia na mal&ria e em outras sindromes é correlacionada, portanto, com a
ativacdo plaquetaria (Lacerda e cols., 2011; Sharron e cols., 2012). A importancia da
agregacdo plaquetdria na plaquetopenia e para o desenvolvimento de doencas ja foi
demonstrada em pacientes infectado com Helicobacter pylori, bem como em experimentos in
vitro com esse patogeno. Nesses trabalhos, foi comprovado que ocorre a agregacdo de
plaguetas com Helicobacter pylori, mediada por P-selectina, e consequentemente ocorre o
estimulo para a apoptose das plaquetas sugerindo, entdo, que a infeccdo leva a plaquetopenia
por induzir a agregacdo de plaquetas com a bactéria e consequente apoptose plaguetaria
(Gursel e cols., 2010; Yeh e cols., 2010). Em nosso trabalho encontramos que a infec¢do
levou a uma acentuada plaquetopenia a partir do sexto dia de infeccdo e podemos sugerir que
esta queda acentuada no nimero de plaguetas se correlaciona com agregacao plaquetaria, uma
vez que identificamos a formagdo de agregados plaquetarios tanto com hemécias, quanto com
leucocitos, no sangue periférico de nossos animais. Contudo, ndo podemos afirmar a
participacdo da adesdo plaquetaria ao endotélio porque ndo foram realizadas estas analises.

A ativacdo e agregacdo plaquetaria sdo correlacionadas também com o aumento da
gravidade da sepse humana e experimental (Gursel e cols., 2010; Lopes-Pires e cols., 2015;
Veloso e cols., 2013). Experimentos ex vivo demonstraram que ao estimular as plaquetas com
estimulos liberados durante a sepse, como o0 ADP e trombina, levou a ativacdo plaquetéria e
consequente agregacao (Secor e cols., 2013). Estudos clinicos e experimentais com a bactéria
gram-positiva Streptococcus, demonstrou que durante a infeccdo ha ativacdo plaquetaria, que
por sua vez, aumenta o estado adesivo das plaquetas levando a uma piora do quadro
inflamatério (Svensson e cols., 2016). Agregados de plaquetas e hemacias parasitadas
também sdo encontrados em vasos cerebrais de individuos que morreram de malaria cerebral

por P. falciparum (Combes e cols., 2006; Grau e cols., 2003; van der Heyde e cols., 2006).
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Diversos trabalhos tém demonstrado que plaquetas em cocultura com hemécias
infectadas por P. falciparum facilitam a ligacdo dessas hemdcias parasitadas as células
endoteliais cerebrais e consequente ativacdo destas células, sugerindo um envolvimento das
plaguetas nos eventos de obstrucdo vascular comuns na maléria cerebral (Wassmer e cols.,
2004; Wassmer e cols., 2011). Trabalhos da literatura demonstram que a deplecdo de
plaguetas no inicio da infeccdo com P. berghei ANKA leva a uma maior sobrevida dos
animais C57BI/6, sugerindo que a deplecdo plaquetaria de alguma forma inibiu a formacao de
malaria cerebral (van der Heyde e cols., 2005). Também em modelo de maléria cerebral
experimental, observou-se menor incidéncia de malaria cerebral quando utilizados
camundongos deficientes para P-selectina, uma selectina muito importante para adesdo
plaquetéria (Sun e cols., 2003). Nesse contexto, a adesao preferencial de hemécias parasitadas
por P. berghei ANKA ao tecido pulmonar mostrado pelo grupo Frake-Fayard e cols. (2010)
poderia ser decorrente da formagéo de agregados na microvasculatura pulmonar.

A agregacdo de plaquetas a leucocitos, principalmente a mondcitos, também séo
eventos importantes em doencas como a diabetes (Patko e cols., 2012), a dengue (Chinnappan
e cols., 2016; Hottz e cols., 2014), na infec¢cdo pelo virus HIV (Nkambule e cols., 2015; Singh
e cols., 2012), em doengas cardiovasculares (Olsson e cols., 2016; Rahman e cols., 2016), em
doencas hepaticas cronicas (Sayed e cols., 2010) e no cancer (Chang e cols., 2015). Acredita-
se que a agregacdo de plaquetas ativadas leva a ativacao dos leucocitos, desencadeando um
aumento na producdo e/ou liberagdo de citocinas e quimiocinas e uma super-regulacdo de
moléculas de adesdo. Nossos dados sugerem que todos estes eventos de ativacdo celular
mediado por plaquetas podem estar presentes na infecgdo por P. berghei NK65, uma vez
observamos uma agregacao aumentada de plaguetas com mondcitos e neutréfilos.

Além da interacdo de plaguetas com mondcitos, os agregados de plagquetas com
neutrofilos tém sido muito estudados, e sdo relatadas como deletérias em diversos modelos de
inflamagdo pulmonar. Na injuria pulmonar induzida por &cido é frequente a formacdo de
agregado de plaqueta com neutréfilo, e o blogueio de P-selectina leva a uma melhora do
quadro inflamatério (Zarbock e cols., 2006). A deplecdo de plaquetas no modelo murino de
injuria pulmonar causada ao aerolisar os animais com LPS de Salmonella enteritidis, aboliu a
migracdo de neutréfilos para o pulmdo (Grommes e cols., 2012). Também no modelo de
injaria pulmonar ocasionada por transfusdo (do inglés transfusion related acute lung injury -
TRALI) foi identificado o sequestro de plaquetas no pulmdo de maneira depende de neutréfilo
(Looney e cols., 2009). Assim como a formacdo de armadilhas de redes de neutréfilos (do
inglés neuthrophil extracelular trap- NET) induzidas por plaqueta no pulmdo de animais com

TRALI (Caudrillier e cols., 2012).
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Durante os processos inflamatérios ocorre uma rapida eliminacdo de plaquetas que é
acompanhada de um aumento na producdo dessa célula (Haas e cols., 2015; Jenne and Kubes,
2015). Contudo, em nosso trabalho, ao analisarmos o processo de plaquetopoiese durante a
infeccdo malarica, observamos uma inibicdo da producdo de plaquetas a partir de
megacaridcitos na medula 6ssea. Vimos ainda que este fendmeno parece ser independente da
cepa de plasmédio utilizado, uma vez que a diminuicdo do processo de plaquetopoiese foi
observada em infec¢cdes com diferentes cepas de P.berghei (P. berghei ANKA e P. berghei
NK65). Geralmente, a perturbacdo no processo de producdo de plaquetas € um fendmeno
reconhecido em outras sindromes como a dengue (Noisakran e cols., 2012a), na doenca
trombocitopenica autoimune (Iraqi e cols., 2015; Perdomo e cols., 2013; Yang e cols., 2010) e
na odesidade (Beaulieu e cols., 2014). Estudo sobre a plaquetopenia na dengue demonstrou
que células com fenotipo de megacaridcito possuem alta concentracdo de RNA do virus da
dengue, facilitando, por exemplo, a fagocitose do virus quando o megacariécito ou a plaqueta
aderem a um mondcito. Porém, esse fendmeno poderia estar contribuindo para a morte destas
células e, consequentemente, para o baixo nimero de plaquetas circulantes (Noisakran e cols.,
2012b).

Ja foi demonstrado que o tratamento de precursores de megacariocitos provenientes de
cordao umbilical com plasma de pacientes acometidos por trombocitopenia autoimune, leva a
maturacdo de megacariocitos com menor poliploidia, menor liberacdo de plaquetas e menor
apoptose (Iragi e cols., 2015; Perdomo e cols., 2013; Yang e cols., 2010). Beaulieu e cols.
(2014) avaliaram o papel das plaquetas na obesidade, e demonstraram que pessoas obesas tem
aumento de IL-1B, do receptor de IL-1 (IL-1R1) e de genes inflamatorios regulados por eles
na plaqueta. Camundongos submetidos a dieta com alto teor de calorias apresentaram
alteracdo no funcionamento de megacaridcitos mediado por IL-15 e pelo receptor de I1L-1 (IL-
1R1), que levaram ao aumento da ploidia e a producdo de genes pré-tromboéticos e
inflamatérios e, consequentemente, a adesividade em plaquetas. O mesmo perfil foi
observado ao estimular-se células de linhagem megacariociticas humanas com IL-13. Com
isso ficou constatado que pessoas obesas tem uma perturbacdo na produgédo de plaquetas que
leva a liberacdo de plaguetas mais ativadas e propicias a aderir aos vasos podendo gerar
doencas cardiovasculares.

Analisamos também a presenca de plaquetas no pulmdo através da marcacdo da
subunidade allb (CD41) da integrina allbBs (CD41/CD61). A subunidade allb (CD41) é um
marcador presente tanto em plaguetas como em megacariocitos (Machlus and Italiano, 2013),

entdo, ndo é possivel diferenciar esses dois tipos celulares. NOs encontramos uma maior
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expressdo de CD41 no pulmdo dos animais ndo infectados quando comparados aos
infectados. Estes dados nos sugerem que a infecc@o poderia estar interferindo com a producgéo
de plaguetas também no pulmdo, uma vez que o pulmdo tem sido descrito como um sitio de
producdo de plaquetas extra-medular (Weyrich and Zimmerman, 2013) e que 0s nossos dados
na medula demonstram que ha disfun¢Ges nos megacariocitos devido ao processo infeccioso
causada pelo P. berghei NK65.

Em estudos de casos de pacientes com dano alveolar difuso, foi encontrado grande
namero de megacariocito intrapulmonar e baixa contagem de plaquetas circulantes (Mandal e
cols., 2007). Estudos em pacientes com problemas cardiovasculares, ou ratos com injuria
pulmonar induzida por prolongada exposicdo a oxigénio, demonstrou que quando ha injdria
pulmonar ocorre diminuicdo do nimero de megacaridcitos no pulmdo e consequente menor
nimero de plaquetas no sangue periférico (Xiao da e cols., 2006). Xiao e cols. (2006)
hipotetizaram que o pulmdo injuriado ndo conseguiria reter megacaridcitos e por isso a
producdo e liberacdo de plaquetas seria prejudicada, a0 mesmo tempo que ocorreria uma
maior ativacdo das plaquetas remanescentes.

As plaquetas ndo séo vistas somente como Vil&s na infeccdo malérica. Experimentos in
vitro demonstraram que plaquetas humanas podem inibir o crescimento e matar P.
falciparum, sugerindo que as plaquetas sdo protetoras em estagios iniciais da infeccao
(McMorran e cols., 2009; Peyron e cols., 1989). As plaquetas possuem um efeito benéfico
também durante a infeccdo malarica murina, visto que em experimentos usando camundongos
infectados com P. chabaudi os animais tornaram-se mais suscetiveis a infeccdo ao serem
tratados com inibidor plaquetario (McMorran e cols., 2009). Assim, as plaquetas podem ser
importantes no combate a infeccdo maléarica. Contudo, observamos que o nosso modelo
desencadeia uma plaquetopenia acentuada que esta relacionada a uma maior ativacdo e
agregacdo plaquetaria e a uma menor producdo de plaquetas tanto na medula quanto no
pulm&o. Em acordo com a literatura, o nosso trabalho sugere que as plaquetas remanescentes
encontram-se ativadas e por isso contribuindo para um prognostico ruim.

Durante a infeccdo malarica, ocorre intensa liberagdo de heme. O heme é um grupo
prostético essencial, que tem papel importante em numerosas reacdes redox, em defesas
antioxidantes e em varios estagios da cadeia de transporte de elétrons em procariotas e
mitocéndrias eucarioticas (Dutra and Bozza, 2014). Os parasitas do filo Apicomplexa, que
incluem os agentes causadores da malaria, toxoplasmose e varios parasitas importantes do
gado, tem o uso do heme como critico para a sobrevivéncia, embora as fungdes de heme
nesses organismos permanecem nao compreendidas (van Dooren e cols., 2012). Contudo, a

presenca do heme livre proveniente do hospedeiro durante a infeccdo leva a inducdo da
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enzima Heme Oxigenase 1 (HO-1), que faz a catélise deste e libera importantes produtos
antioxidantes, que podem auxiliar na defesa contra a infeccao.

O papel da enzima HO-1 é conflitante entre infecgbes parasitarias. Luz e cols (2012)
demonstraram que a infeccdo por Leishmania chagasi desencadeia a producdo HO-1 por
macrofagos murinos. O tratamento com ativador da HO-1, a cobalto protoporfirina IX
(CoPPIX), aumentou a carga parasitaria tanto em camundongos C57BI/6, como macr6fagos
humanos. Além disso, a regulacdo positiva de HO-1 por CoPPIX diminuiu a producdo de
TNF, estes dados sugerem que a ativacdo de HO-1 é importante para o desenvolvimento da
infeccdo (Luz e cols., 2012). Por outro lado na infeccdo de camundongos C57BI/6 por
Trypanosoma cruzi, o Nrf2, que é um importante ativador transcricional do gene da HO-1, e a
enzima HO-1 foram induzidos pelo tratamento com CoPPIX. O tratamento com CoPPIX
também reduziu parasitemia e o0 parasitismo tecidual, enquanto o uso do estanho
protoporfirina IX (SnPPIX), um inibidor da atividade de HO-1, aumentou a parasitemia de T.
cruzi no sangue. Porém, o tratamento com CoPPIX ndo influenciou com os mecanismos de
apoptose de células infectadas, inducdo de IFN de tipo | ou NO. Os dados sugerem que 0
estresse oxidativo contribui para a persisténcia do parasita no hospedeiro, sendo portanto a
inducdo da enzima HO-1 importante para a inibi¢do da infeccéo (Paiva e cols., 2012).

Em nosso trabalho tratamos os animais com o indutor da atividade da HO-1, CoPPIX
e com o inibidor zinco protoporfirina IX (ZnPPIX). Observamos que a o tratamento com
CoPPIX e com 0 ZnPPIX ndo interferiu com os parametros de analise do desenvolvimento da
infeccdo, que sdo a parasitemia e o peso corporal dos animais. Contudo, ao analisarmos a
curva de sobrevida, vimos que o tratamento com o CoPPIX levou a um aumento significativo
na sobrevida dos animais. Na literatura encontramos varios trabalhos mostrando que a
inducdo da atividade da HO-1, na maioria das vezes pelo tratamento com CoPPIX, consegue
inibir a rejeicdo ao transplante cardiaco levando a uma maior sobrevida dos animais
transplantados (Luo e cols., 2014; Sato e cols., 2001; Soares e cols., 1998; Yamashita e cols.,
2006). Também foi visto que o tratamento com CoPPIX em camundongos da linhagem ICR
gravidos infectados com a bactéria Brucella abortus inibe o0 aborto, enquanto a infeccao por si
leva a diminuicdo da expressdo da enzima HO-1 (Tachibana e cols., 2008). Na maléria
cerebral experimental induzida pela infeccdo por P. berghei ANKA em animais C57BI/6, foi
demonstrado que o tratamento com estatina levou a uma maior sobrevida dos animais, que foi
acompanhada do aumento da expressdo do gene da HO-1 (Reis e cols., 2012). Similarmente,
o tratamento com CoPPIX levou a maior sobrevida em animais BALB/c infectados com P.
berghei ANKA, que é outro importante modelo de maléria cerebral experimental (Pamplona e

cols., 2007). Também no modelo de malaria pulmonar induzida por P. berghei NK65 em
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animais DBA/2, houve aumento da sobrevida ao tratar os animais com heme, que € um
importante indutor da HO-1 (Pereira e cols., 2016).

Em nosso modelo observamos também que ao tratar os animais infectados com P.
berghei NK65 com o CoPPIX, houve uma melhora significativa do quadro inflamatorio. A
melhora foi caracterizada por uma diminui¢cdo do edema pulmonar, identificada por um menor
extravasamento de proteina para o LBA e pelo método de azul de Evans, bem como uma
menor migracdo de células para o LBA e para o pulmdo dos animais tratados. Observamos
ainda que, com relacdo ao sangue periférico, estes animais apresentaram uma maior contagem
de células, que seria um indicativo das células ndo estarem migrando para o tecido. De fato,
ao infectar animais BALB/c com virus influenza A e tratar com heme (como indutor da HO-
1) houve aumento da expressdo da HO-1 e melhora no quadro inflamatério pulmonar
desencadeado pela infeccdo, identificada por menor migracdo de célula para o pulmdo e
menor formacdo de edema. Nos experimentos in vitro usando células de carcinoma pulmonar
imortalizada A549, o tratamento com heme foi capaz de matar o parasita, porém, nos
experimentos in vivo, isso ndo foi observado (Wang e cols., 2017).

No modelo de injuria pulmonar desenvolvida por instilagio com agua do mar em
coelhos, ao realizar o tratamento com gas hidrogénio, teve melhora de todos os parametros
inflamatorios. Foi observado menor edema determinado por quantidade de proteina no lavado
brénquio-alveolar, menor migragdo de células para o pulmdo avaliada na histologia, e menor
peroxidacdo lipidica. Essas observacdes foram explicadas pelo aumento da expressao de Nrf2
e de HO-1 (Diao e cols., 2016). No modelo de injaria pulmonar ocasionada por inalagéo de
Br2 houve aumento da concentracdo de heme no LBA, no plasma e no tecido pulmonar,
correlacionando positivamente com a liberacdo de mediadores inflamatorios, edema e
migracdo celular. Contudo, ao aumentar a degradacdo do heme via HO-1 houve melhora do
quadro inflamatério (Lam e cols., 2016). Também o tratamento com a erva Picrasma
quassiodes em modelo de injdria pulmonar induzida por LPS em animais C57BI/6 levou a
diminui¢do da injuria pulmonar e aumento da expressdo da enzima HO-1 (Lee e cols., 2016b).
O papel da HO-1 em todos esses modelos de injdria pulmonar confirmam os nossos dados de
que a inducdo da enzima € importante para um melhor progndstico.

Quando fomos avaliar a liberacdo de mediadores inflamatorios em nosso modelo,
optamos por avaliar duas quimiocinas muito importantes para o desenvolvimento da malaria e
para a atividade plaquetaria 0 CCL-2/MCP-1 e a CCL-5/RANTES (de Azevedo-Quintanilha
e cols.,, 2016; Machlus e cols., 2016). Contudo, em nosso trabalho observamos que o
tratamento dos animais com CoPPIX ou com ZnPPIX ndo interferiu com a producdo e/ ou

liberacdo dessas quimiocinas com relacdo ao grupo infectado que foi tratado com salina. A
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interferéncia da HO-1 com a producdo e/ou liberacdo de citocinas e quimiocinas é bem
documentada. No modelo ja citado de infeccdo com virus influenza A, o tratamento com
heme levou a diminuicdo de CCL-2/MCP-1 e TNF tanto no LBA quanto no macerado de
pulméo. Contudo, ndo houve diferenca na liberagcdo de IFN-y, IL-6 e IL-10 (Wang e cols.,
2017). Em cultura de células endoteliais da artéria aorta de suinos pré-tratada com flavonoides
e estimuladas com TNF houve uma inibi¢do da liberacdo de CCL-2/MCP-1, a0 mesmo tempo
que um aumento da expressdo de HO-1. O efeito se repetiu ao tratar as células com CoPPIX
ou ao abolir a expressdo do gene da HO-1 (Zheng e cols., 2010). No LBA dos animais
instilados com agua do mar, houve diminuicdo significativa da liberagdo de TNF, IL-1p e IL-
6, quando os animais foram tratados com gas hidrogénio, ou seja, quando apresentaram
aumento na expressao de HO-1(Diao e cols., 2016).

Quando foi avaliado o papel da HO-1 no modelo de injdria pulmonar associada a
malaria, em camundongos DBA/2 infectada por P. berghei ANKA, através do pré-tratamento
(2 dias antes da infeccdo), associado a um pos-tratamento (nova injecdo 4 dias apos a
infeccdo) com heme, houve uma melhora do quadro inflamatério no pulmdo. Foi encontrado
diminui¢do da expressdo (avaliacdo do RNA mensageiro) no pulméo e dos niveis séricos de
citocinas IFN-y, IL-10 e CCL-2/MCP-1 (Pereira e cols., 2016). Esses resultados contrastantes
aos nossos, podem estar relacionado ao fato de analisarmos modelos diferentes de maléria
pulmonar, inclusive utilizando técnicas também diferentes, uma vez que analisamos por
ELISA as quimiocinas no macerado de pulmdo. Contudo, é necessario que analisemos uma
gama maior de quimiocinas além de analisar citocinas em nosso trabalho, para confirmarmos
se a modulacgéo realmente ndo esta acontecendo.

Obtivemos em nosso modelo um resultado curioso ao observarmos um aumento da
expressdo da enzima HO-1 no pulmdo dos animais controle e infectados apds o tratamento
tanto com CoPPIX quanto com ZnPPIX. Entretanto, Yu e cols. (2016), tratou animais
acometidos de injaria pulmonar induzida pela injecdo de LPS, com heme (no papel de indutor
da HO-1), ZnPPIX ou com os dois juntos e, ao avaliar a expressdo da HO-1 nos animais
controle (sem LPS) percebeu aumento da expressao quando tratou com o combinado de heme
com ZnPPIX. Enquanto todos os animais injetados com LPS tiveram aumento da expressdo
da HO-1. Porém, os animais desafiados com LPS e tratados com heme tiveram um aumento
significativamente maior que os animais LPS n&o tratados, enquanto o grupo LPS tratado com
ZnPPIX teve um aumento significativamente menor em relacdo ao grupo sé LPS. Estes dados
da literatura sugerem que mesmo o CoPPIX e o ZnPPIX tendo o papéis opostos com relacdo a
ativacdo da enzima HO-1, também podem interferir com a sua expressdo. Ja foi mostrado que

0 CoPPIX € capaz de aumentar a expressdo e a atividade da enzima HO-1 em células tronco
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de musculo esquelético (Heather-Marie e cols. 2015), em cultura priméria de hepatdcitos (Liu
e cols., 2013) e no tecido hepatico de ratos que foram induzidos a morte cerebral (Fang e
cols., 2015). Também foi observado aumento da proteina HO-1 no plasma de ratos Winstar
pré-tratados com CoPPIX, e desafiados com LPS de Escherichia coli (Piotrowski e cols.,
2014).

Trabalhos anteriores do nosso grupo analisaram o sequenciamento do RNA de
plaquetas proveniente de pacientes infectados com malaria vivax, em comparacdo com
plaguetas provenientes de individuos saudaveis (dados ainda ndo publicados). Neste trabalho
foi demonstrado que 0 RNA para HO-1 é o gene mais aumentado em relacdo aos controles,
sugerindo que a HO-1 teria um papel importante nas plaquetas durante a infeccdo maléria. Ao
analisarmos o papel da HO-1 na plaguetopenia, observamos que os animais infectados
tratados com CoPPIX ndo apresentavam queda na contagem de plaqueta periférica.

E documentado na literatura que a enzima HO-1 tem um papel importante em inibir a
agregacdo plaguetaria em condi¢des de estresse (Peng e cols., 2004). A agregacédo plaquetéria,
como ja falado anteriormente, & fator importante de agravamento em muitos quadros
inflamatérios. A enzima HO-1 parece ter um papel importante inibindo a agregagdo
plaquetaria em doencas cardiovasculares (Li e cols., 2013) e na injdria hepéatica ocasionada
por eventos de isquemia e reperfusdo (Tamura e cols., 2013). Esses trabalhos nos indicam que
a ativacdo da enzima HO-1 estaria levando a uma menor ativacdo plaquetaria e consequente
agregacao, que influenciaria na contagem de plaqueta periférica. Estad descrito na literatura
que fatores de crescimento liberados por plaquetas levam ao aumento na acumulagé@o nuclear
do fator Nrf2 em osteoblastos, que por sua vez reduziria o estresse oxidativo e diminuiria o
risco de lesdo (Tohidnezhad e cols., 2014). Estes dados estdo de acordo com o nosso trabalho,
ao indicar que a modulacao exercida pela enzima HO-1 nas plaquetas leva uma melhora nos
eventos inflamatdrios analisados.

Observamos também um aumento na expressdo da subunidade allb (CD41) no
pulmdo dos animais controle e infectados quando tratados tanto com CoPPIX quanto com
ZnPPIX, sendo mais expressivo nos tratados com CoPPIX. Ndo encontramos correlacdo na
literatura da expressdo da subunidade allb e a enzima HO-1. Acreditamos que apesar do
aumento da expressdo de CD41 ocorrer frente aos dois tratamentos, estaria ocorrendo uma
modulacgéo diferenciada. Os animais tratados CoPPIX apresentaram mais plaquetas no sangue
periférico, que poderia ser reflexo do aumento de producdo de plaquetas no pulmdo. J& nos
animais tratados com ZnPPIX, que encontram-se plaguetopénicos, o0 aumento de expressao de
CD41 pode ser devido ao fato das plaquetas estarem mais ativadas e expressando mais

integrinas em sua superficie, levando ao maior acimulo destas células no pulmdo como
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residuo da adesdo ao endotélio. Esta explicacdo é suportada pelo fato de qué apesar da
integrina allbB3 (CD41/CD61) ser a mais expressa na superficie de plaguetas, mesmo em
repouso, a ativacdo plaquetaria leva a modulacdo desta ndo s6 pela mudanca em sua
conformagdo, mas também pelo aumento do nimero de moléculas na superficie (Wencel-
Drake e cols., 1986; Woods e cols., 1986). Contudo, precisamos de mais experimentos para
confirmar como o tratamento esta influenciando nas plaquetas no pulméao.

Outro ponto importante que deve ser levado em consideracdo ao avaliar a atividade da
enzima HO-1, é o papel dos produtos gerados pela catalise realizada por esta. A reacédo de
quebra do heme pela HO-1 leva a liberacdo de mondxido de carbono (CO), de Fe?* (que passa
rapidamente pela reacdo de Fenton e deixa de ser tdxico) e de biliverdina (rapidamente
reduzida a bilirrubina pela enzima citosélica biliverdina redutase). A liberacdo desses
produtos é importante para a protecdo exercida pela enzima HO-1. O papel da biliverdina,
bilirrubina e/ou da enzima biliverdina redutase foi importante na melhora de quadro de injuria
pulmonar (Kosaka e cols., 2013; Sarady-Andrews e cols., 2005), no remodelamento de
artérias durante a gestacdo (Ha e cols., 2015), na diabetes tipo 1 e tipo 2 (Mishra and Ndisang,
2014), no Alzheimer (Barone e cols., 2014), na artrite (Bonelli e cols., 2012) e na pancreatite
aguda (Nuhn e cols., 2013).

Em diversos modelos foi demonstrado melhora do quadro inflamatério quando
realizado o tratamento com monéxido de carbono, como por exemplo, na dor neuropatica da
diabete (Castany e cols., 2016), na injdria causada por eventos de isquemia e reperfusdo
(Akamatsu e cols., 2004), diminui¢do da rejeicdo em transplantes cardiacos (Otterbein e cols.,
2016; Sato e cols., 2001) e injaria pulmonar ocasionado por hiperoxia (Otterbein e cols.,
1999b). Na malaria, a exposicdo de animais C57BI/6 infectados com P.berghei ANKA ao
mondxido de carbono (CO) levou a reducdo da incidéncia de malaria cerebral experimental,
sem afetar a parasitemia. Contudo o tratamento impediu a ruptura da barreira hemato-
encefélica, congestdo da microvasculatura cerebral e neuroinflamagdo, incluindo sequestro no
cérebro de células T CD8" (Jeney e cols., 2014; Pamplona e cols., 2007).

O tratamento com o monoxido de carbono é também relacionado a modulagdo da
adesividade plaquetaria. Animais que receberam transplante cardiaco e foram tratados com
da trombose, do infarto do miocéardio e da apoptose. Verificou-se também que a expressao de
HO-1 por células endoteliais in vitro inibe a agregacdo plaquetaria e protege células
endoteliais de apoptose, sendo ambas as acBes mediadas pela geracdo de monoxido de

carbono (Sato e cols., 2001). Portanto, ndo podemos descartar que os fendbmenos observados
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por nés neste trabalho sejam mediados, em parte, por alguns dos produtos gerados pela acao
enzimatica da HO-1.

A inducdo da HO-1 e liberacdo dos seus produtos de catalise sdo importantes nos
fendbmenos que levam a inibicdo da ativacdo e agregacdo de leucdcitos, plaquetas e células
endoteliais (Gozzelino e cols., 2010; Loboda e cols., 2008; Ryter e cols., 2006; Wagener e
cols., 2003), que sdo fenbmenos chaves na fisiopatologia da malaria experimental e clinica
(Schofield and Grau, 2005; Schofield and Mueller, 2006; Van den Steen e cols., 2013). Em
nosso trabalho, sugerimos que ao usar o indutor da atividade da enzima HO-1, ocorreu uma
melhora do quadro inflamatério que é estabelecido no pulmdo em decorréncia da infeccéo
malérica, e que a melhora observada estd relacionada a uma menor plaquetopenia e ativagdo
plaquetaria. Contudo, estudos adicionais Sd0 necessarios para que possamos compreender
melhor a resposta gerada a infeccdo, e nos permita assim descobrir novas estratégias de

tratamento.
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6. CONCLUSAO

e Animais C57BL/6 infectados com PbNKG65 apresentaram alta parasitemia e
mortalidade no pico da infeccdo concomitante com o desenvolvimento de

comprometimento pulmonar;

e A inducdo da maléria pulmonar levou a uma plagquetopenia acentuada, desencadeada
por intensa ativacdo plaquetaria e menor producdo de plaquetas tanto na medula 6ssea
quanto no pulmao.

e A inducdo ou inibicdo da enzima heme oxigenase 1 ndo influencia no crecimento do
parasita, ou seja, no desenvolvimento da infeccéo.

e A maior ativagdo da enzima HO-1 levou a uma maior sobrevida dos animais, devido
um formacdo de um quadro inflamatério pulmonar menos intenso.

e A maior ativacdo da enzima HO-1, inibiu a plaquetopenia acentuada desencadeada

pela infeccdo malarica.

7. PERSPECTIVAS

e Dosagem da atividade da enzima heme oxigenase através da quantificacdo de heme e
de bilirrubina no plasma.

e Dosagem dos mediadores inflamatérios TNF, IFN-y, IL-10 e fator plaquetario 4 no
plasma, no lavado brénquio-alveolar e no pulméo.

e Avaliacdo de marcadores de morte celular nas plaquetas circulantes.

e Avaliacédo da producéo de plaguetas apds os tratamentos com CoPPIX e ZnPPIX.
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