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Resumo
DISSERTAC;AO DE MESTRADO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

Marcos Vinicius Rangel Ferreira

A maléaria é uma doenca infecto-parasitaria causada por protozodrios do género
Plasmodium, e € um dos principais problemas de saulde publica mundial. A
parasitose pode evoluir para formas graves com complicagdo pulmonar
associada a sindrome do desconforto respiratorio agudo (MA-SDRA). Infeccdes
por P. falciparum, P. vivax, P. ovale ou P. knowlesi podem levar ao quadro
respiratorio grave de MA-SDRA em humanos. Nestes, assim como nos modelos
experimentais murinos, a MA-SDRA ¢é caracterizada pelo aumento da
permeabilidade do endotélio da microvasculatura pulmonar e inflamacéao.
Entretanto, pouco se sabe sobre os mecanismos imunoregulatérios associados
a patogénese da MA-SDRA. O objetivo deste estudo foi investigar a cinética de
recrutamento das células do sistema imune inato para o pulméo, e o perfil de
polarizacdo dos macrofagos alveolares apds a infeccdo de camundongos
C57BL/6 e BALB/c com Plasmodium berghei ANKA (PbA). Os camundongos
C57BL/6 infectados apresentaram disfuncdo pulmonar e edema, este
evidenciado pelo aumento no peso do 6rgdo e no conteudo de proteinas no
lavado broncoalveolar (BAL) e intersticio pulmonar. Os animais BALB/c
parasitados, entretanto, apresentaram discreto aumento no peso do 6rgao e de
proteinas quantificadas no BAL, alteracbes que nado se refletiram em dano a
funcdo pulmonar. As subpopulacdes de células mieloides (mondcitos
inflamatérios, macrofago alveolar, neutrofilos e/ou eosindfilos) presentes no BAL
e no tecido pulmonar foram analisadas por citometria de fluxo. Observamos
diferengas no numero percentual e/ou total de mondcitos inflamatérios e
neutréfilos, em ambos os compartimentos, ao longo da infeccdo em animais
BALB/c e C57BL/6. Embora com cinética diferenciada, os animais parasitados,
de ambas as linhagens, apresentaram reducéo no percentual e nimero total de
macréfagos alveolares ao longo da doenca. Interessantemente, os macrofagos
alveolares de camundongos C57BL/6 exibiram maior expressdo de CD206 e de
MHC classe Il e, reducédo no percentual de células expressando a enzima iNOS.
Além disso, foi detectado aumento na atividade da enzima arginase e de é6xido
nitrico, no BAL dos animais C57BL/6 infectados. Nenhuma variacao foi notada
na populagdo de eosindéfilos ao longo da infeccdo em ambas as linhagens.
Analise do perfil de citocinas revelou, no BAL dos animais BALB/c e C57BL/6,
niveis aumentados de TNFa e IFNy. Entretanto, no BAL dos camundongos
C57BL/6 foi detectado um maior desbalanco quando relacionado com a IL-10, ja
nos camundongos BALB/c ndo observamos diferencas estatisticas. Em
conclusdo, nosso estudo mostrou que camundongos C57BL/6 e BALBI/c
apresentam uma dinamica de popula¢des celulares diferenciada no pulméo e
distinta plasticidade dos macrofagos alveolares. Estes eventos podem estar
associados ao desenvolvimento de complicagbes pulmonares observadas nos
animais C57BL/6 e BALBI/c.
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Malaria is an infectious-parasitic disease caused by a protozoa of the genus
Plasmodium, and is one of the main public health problems worldwide. The
parasitosis may progress to severe forms with pulmonary complications
associated with acute respiratory distress syndrome (MA-ARDS). Infection with
P. falciparum, P. vivax, P. ovale or P. knowlesi can lead to severe respiratory
symptoms of MA-ARDS in humans. In murine models of malaria, MA-SDRA is
characterized by increased permeability of the pulmonary microvasculature
endothelium and inflammation. However, little is known about the
immunoregulatory mechanisms associated with the pathogenesis of MA-ARDS.
The aim of this study was to investigate the kinetics of lung innate immune cell
recruitment and the polarization profile of alveolar macrophages, after infection
of C57BL/ 6 and BALB/c mice with Plasmodium berghei ANKA (PbA). C57BL/6
infected-mice showed pulmonary dysfunction and edema as attested by
increased organ weight and protein content in the bronchoalveolar lavage (BAL)
and pulmonary interstitium. In contrast, BALB/c mice showed a small increase in
the organ weight and total proteins in the BAL, alterations that did not interfere
with lung function. Subpopulations of myeloid cells (inflammatory monocytes,
alveolar macrophages, neutrophils and/or eosinophils) present in the BAL and in
the lung tissue were analyzed by flow cytometry. We observed differences in the
percentage and/or total number of inflammatory monocytes and neutrophils, in
both compartments, in BALB/c and C57BL/6 mice, throughout the infection.
Infected mice of both strains, although exhibiting different kinetics, showed
reduction in the percentage and total number of alveolar macrophages,
throughout the disease. Interestingly, alveolar macrophages of C57BL/6 mice
exhibited higher expression of CD206 and MHC class Il as well as reduction in
the percentage of positive cells for INOS enzyme. In addition, an increase in the
activity of the enzyme arginase and nitric oxide was detected in BAL of the
infected C57BL/6 mice. No changes were noticed in the eosinophil population
over the course of infection in both strains. Cytokine analysis in BAL from animals
BALB/c and C57BL/6 revealed increased levels of TNFa and IFNy. However, in
the C57BL/6 mice, a greater imbalance was detected when related to IL-10, in
BALB/c mice, we did not observe statistical differences. In conclusion, our study
showed that C57BL/6 and BALB/c mice have different cellular dynamism in the
lung and distinct alveolar macrophages polarization. These events may be
associated with the development of pulmonary complications observed in
animals C57BL/6 and BALB/c.
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1. Introducéo

1.1 A maléria
1.1.1 Histérico

A malaria € uma doenca antiga, cujas possiveis primeiras referéncias do que
seria esta enfermidade foram encontradas em documentos chineses que datam o ano
de 2700 a.C (1). A palavra “malaria” tem origem do italiano medieval mal’aire que
significa “maus ares”. A doenga era anteriormente conhecida como paludismo, do
latim “palus” (pantano), ou febre dos pantanos devido a sua associacdo com terrenos
alagados. Durante muitos anos acreditou-se que a malaria, assim como a célera, fazia
parte das doengas causadas por uma “névoa venenosa” (miasma), rica em particulas
oriundas do processo de decomposicéo (2). Antonie Van Leeuwenhoek, no decorrer
do ano de 1676, observou e descreveu pela primeira vez 0s micro-organismos e
concluiu que estes estavam presentes em qualquer recipiente exposto ao ar e nao
nasciam espontaneamente da putrefacdo, mas viajavam na agua da chuva e no vento
causando as doencas infecciosas (3,4). Esse grande achado de Antonie permitiu que,
entre os anos de 1878 e 1879, Louis Pasteur e Robert Koch desenvolvessem uma
teoria para a origem das infeccdes, derrubando a teoria do miasma (3,5) e
intensificando a pesquisa pela causa da maléaria. Essa busca levou Charles Louise
Aphonse Laveran, oficial do exército francés, durante seu trabalho na Argélia, a
procurar pelo pigmento malarico ja visto nos bacos aumentados dos pacientes. Ele
observou protozoarios em diferentes formas dentro de leucécitos e glébulos
vermelhos (6) e identificou o parasito Oscillaria malariae, atualmente conhecido como
Plasmodium (P) falciparum. As espécies responsaveis pelas febres terca e quarta
foram descobertas e descritas por Augusto Celli (P. vivax) e Camillo Golgi (P.
malariae) entre os anos de 1885 e 1926. A quarta espécie, P. ovale, foi descrita pelo
parasitologista John Stephens no ano de 1918 (7). Ja a identificagdo do mosquito
Anopheles como o vetor do parasito causador da malaria humana foi feita por Giovanni
Battista Grassi (2,8).

Atualmente sdo descritas seis espécies de Plasmodium que causam malaria
em humanos, sao elas: P. falciparum, P. vivax, P. malariae e P. ovale, P. knowlesi e

P. simium (9,10). O P. knowlesi foi caracterizado pela primeira vez em 1932, em
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macacos de cauda longa, Macaca fascicularis (9,11) e reportado como uma infec¢ao
exclusiva de primatas ndo humanos até o ano de 1965. Durante uma investigacao de
casos atipicos de uma possivel infeccao pelo P. malariae, em pacientes na Malasia,
foram relatados sintomas n&o caracteristicos e contagem alta de parasito (9,12).
Ensaios de sequenciamento do DNA do parasito revelaram se tratar de infec¢des pelo
P. knowlesi, e ndo pelo P. malariae (13). O P. simium, espécie identificada mais
recentemente e classificada como zoonética, também era citado como um parasito
especifico de macacos. A infeccdo de humanos pelo P. simium foi reportada pela
primeira vez na regidao da Mata Atlantica brasileira, e pode ter sido erroneamente
diagnosticada como P. vivax por muitos anos devido a nao utilizacdo de técnicas

especificas para sua identificagcao (14).

No Brasil, a primeira grande epidemia de malaria irrompe na regido amazonica
no final do século XIX (15). Mais de 10 mil pessoas morreram de maléaria ao longo de
toda regido colonizada do Brasil e a doenca foi se agravando cada vez mais até o
inicio dos anos de 1900 (16). Neste mesmo periodo, comecaram a surgir medidas de
controle da doenca em Séo Paulo e Rio de Janeiro. Liderado por Adolpho Lutz, foi
criado o primeiro mapa da maléaria no estado de S&o Paulo. No Rio de Janeiro, liderado
por Oswaldo Goncalves Cruz juntamente com Carlos Chagas e Arthur Neiva foram
implementados métodos profilaticos que incluia o uso de larvicidas para a eliminacao
do vetor (15,16). Nos anos seguintes, foi criado o Departamento Nacional de Saude
Publica (DNSP) e implementado a Campanha de Erradicacdo da Malaria (CEM), pelo
meédico sanitarista Mario Pinotti (17,18). A campanha gerou a¢des promissoras no
controle da malaria, como a conscientizacdo do problema grave de saude publica
gerado pela doenca. Entretanto, algumas diretrizes ndo foram aplicadas de forma
correta, como 0 uso incontrolado de diclorodifeniltricloroetano (DDT) e a adicao de
cloroquina (CQ) no sal de cozinha, favorecendo, mais tarde, o surgimento de vetores
e parasitos resistentes as drogas utilizadas (19). Atualmente, as estratégias que visam
o controle da malaria no Brasil consistem no diagnostico e tratamento imediato dos
casos da doenca, assim como metodos de combate da transmissdo através da

aplicacao de medidas antivetoriais (18).
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1.1.2 Epidemiologia

No ano de 2019, foram registrados cerca de 229 milhdes de casos de malaria
e 409 mil mortes (20). Dentre os niumeros de casos, estima-se que 207 mil mortes
(64%) ocorreram no grupo mais vulneravel, criancas menores de 5 anos (21). Os
casos se concentram na regiao Africana (93%), seguido pela regido do Sudoeste
Asiético (3,4%) e regido oriental do Mediterraneo (2,4%). O P. falciparum é o mais
prevalente na Africa, responsavel por 99.7% dos casos e associado as formas graves
da maléaria, que acometem principalmente crian¢cas menores de 5 anos e gestantes
(22). Nas Américas, estima-se que aproximadamente 93% de todo os casos de
malaria estejam concentradas em seis paises: Brasil, Coldmbia, Guiana, Haiti, Peru e

Venezuela (Figura 1) (23).

No Brasil, o nimero de casos de malaria reportados vem caindo anualmente.
O pais registrou reducado de 76,8% na incidéncia de malaria entre os anos de 2000 e
2014, e em 2016 contribuia com 42% dos casos registrados de malaria nas Américas
(24). Essa reducéo foi possivel devido ao diagnéstico imediato e as politicas de
controle implementadas pelo Programa Nacional de Controle da Malaria (PNCM)
(25,26). Entretanto, o quadro epidemiolégico da malaria ainda é preocupante e a
doenca permanece como um grave problema de saude publica. Aproximadamente
99,5% dos casos de malaria no Brasil ocorrem dentro da Amazénia Legal e séo
causados predominantemente pelo P. vivax (27). Fora da regido endémica
amazobnica, os casos de malaria estdo localizados em 18 estados brasileiros,
constituindo 0,5% das notificacBes que totalizam aproximadamente 1.300 casos (entre
0s anos de 2003-2013) (25,28).
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B Umou mais casos autéctones [l Certificado livre de malaria apos 2000
Zero casos em 2017-2018 [0 sem malaria

Zero casos em 2018 Nao aplicavel
B Zero casos (>3 anos) em 2018

Figura 1. Paises com casos autéctones de maléria e seus status epidemiolégicos no ano de
2018. Mapa representativo das areas endémicas para malaria. Em vermelho pode-se observar areas
com um ou mais casos autdctones notificados em 2018; em rosa, zero casos dentre 0s anos de 2017 e
2018; em amarelo, areas com zero casos em 2018; em azul, localidades com zero casos da doenca ha
mais de 3 anos; em verde, areas com certificado livre de malaria desde 2000; em branco, localidades

sem malaria e em cinza, areas com dados nao fornecidos. Fonte: Adaptado WHO, 2019.

1.1.3 O ciclo bioldgico do Plasmodium spp

Protozoérios do género Plasmodium séo parasitos intracelulares pertencentes
ao filo Apicomplexa (29), transmitidos pelos mosquitos do género Anopheles (30) e
apresentam ciclo de vida heteroxénico (Figura 2), com uma fase assexuada no
hospedeiro vertebrado e outra sexuada no vetor anofelino (31). O ciclo assexuado se
inicia quando a fémea do Anopheles, durante o repasto sanguineo, inocula formas
esporozoitas do parasito na derme do hospedeiro intermediario. Estas formas atingem
0s vasos linfaticos e sanguineos (31). Na corrente sanguinea, 0S esporozoitos migram
passivamente até o figado e atravessam a barreira sinusoidal e diversas células do
orgao até se alojar em um hepatocito (32). Dentro do vacuolo parasitéforo da célula

hospedeira, os parasitos se transformam em trofozoitas hepaticos e iniciam o
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processo denominado esquizogonia hepatica ou exoeritrocitica, forma assexuada de
multiplicacéo que resulta em milhares de merozoitos (33). Em determinadas espécies,
como o P. vivax e P. ovale, alguns parasitos diferenciam-se em hipnozoitos e podem
permanecer latentes no hospedeiro durante anos e subitamente desencadear uma
infeccdo reincidente (34). Os merozoitos deixam o figado dentro de uma vesicula
formada a partir da membrana do hepatécito, denominada merossoma, e séo
carreados através da circulagdo hepatica até a corrente sanguinea. Liberados na
corrente sanguinea, os merozoitos invadem os eritrocitos onde se replicam. Os
parasitos rompem os eritrocitos em periodos de 48-72 horas nas infeccfes em
humanos, coincidindo com os quadros sintomaticos da maléria. Durante esse periodo
0s parasitos se diferenciam em trofozoitos jovens (forma de anel), trofozoitos maduros
e, em seguida, em novos merozoitos, que apos a lise os eritrocitos, infectam novas
células sadias, perpetuando o ciclo eritrocitico e sintomatico da doenca (35). Alguns
merozoitos podem se diferenciar em gametocitos masculinos (microgametocitos) e
femininos (macrogametécitos), formas responsaveis pela infeccdo de novos
mosquitos durante o repasto sanguineo e inicio do ciclo sexuado do Plasmodium no
inseto vetor (36,37).

No intestino médio da fémea anofelina, inicia-se a gametogénese
(diferenciacdo dos gametocitos em gametas). O microgameta (gameta masculino)
fecunda o macrogameta (gameta feminino) dando origem ao zigoto que,
posteriormente, se diferencia em oocineto (forma moével e invasiva). O oocineto
perfura e atravessa a membrana peritréfica e o epitélio intestinal do mosquito e se
aloja na lamina basal do intestino médio do vetor onde transforma-se em oocisto
(37,38). Dentro do oocisto ocorrem sucessivas divisdes celulares (esporogonia) e
formacao de milhares de esporozoitos. Apés romperem a membrana do oocisto, 0s
esporozoitos alcangam a hemolinfa, migram até as glandulas salivares e, durante um
novo repasto sanguineo, sdo inoculados na derme do hospedeiro vertebrado

completando o ciclo bioldgico do Plasmodium (39).
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Figura 2. Ciclo biolégico do parasito Ciclo sexuado (a esquerda): Apés a fecundacdo no
intestino do mosquito ocorre a formacgéo do zigoto e posteriormente a diferenciagdo em oocineto.
Oocineto atravessa o epitélio intestinal dos mosquitos se aloja na lamina basal do intestino do
vetor e transforma-se em oocisto. Apés sucessivas divisdes celulares e formagéo de esporozoitos,
ha o rompimento da membrana do oocisto onde os esporozoitos migrar até as glandulas salivares.
Ciclo assexuado (& direita) momento da infeccdo com a inoculagdo de esporozoitos na derme do
hospedeiro vertebrado até a infec¢do dos hepatdcitos e liberacdo dos merozoitos. Os eritrécitos
séo infectados repetidamente e quando também ha a formacgéo das formas sexuadas. Durante o
repasto sanguineo o mosquito ingere as formas sexuada presentes na corrente sanguinea

perpetuando o ciclo. Fonte: Adaptado de White, N.J. e colaboradores, 2014.

1.1.4 Imunopatogénese da maléaria grave

Malaria € uma doenca sistémica e a extensdo de sua gravidade depende de
fatores como a viruléncia do parasito, genética do hospedeiro, condi¢des nutricionais,
fatores socioecondmicos e infec¢des anteriores (40). Sintomas como cefaleia, fadiga
e desconforto abdominal acompanhados por febre em diferentes momentos séao
reportados pelos pacientes, e sado considerados manifestacdes leves da doencga.
Devido a infeccdo dos hepatoécitos, pacientes adultos e criangcas podem apresentar
ictericia e aumento do figado, respectivamente (41). Os casos mais graves da doenca
costumam ser atrelados a infeccdo pelo P. falciparum, entretanto, complicacbes
graves da maléria também tém sido reportadas em infecgbes pelo P. vivax e P.

knowlesi (42,43). Danos associados a falha renal aguda ja foram demonstrados em
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pacientes infectados com P. falciparum e P. vivax, enquanto os pacientes infectados

pelo P. malariae desenvolvem doencas crénicas e glomerulopatias progressivas (44).

As formas graves da doenca estdo associadas a uma série de eventos que
ocorrem de forma sistémica. A anemia € uma das complicacdes mais frequentes da
malaria e pode causar morbidade e mortalidade, principalmente em gravidas e
criangas (45,46). A lise de eritrécitos parasitados, sua depuragdo pelos macréfagos
esplénicos, assim como a inibicdo da eritropoiese na medula éssea pela acdo de
citocinas inflamatérias sdo as principais causas da complicacdo (47,48). Outras
formas graves de malaria, como a malaria pulmonar e cerebral (MC), estdo associadas
ao sequestro de eritrécitos infectados aos 06rgdos, processo conhecido como
citoaderéncia (47). Os eritrocitos infectados interagem com receptores do préprio
hospedeiro como CD36, E-selectina, Moléculas de Adeséo Intercelular-1 (ICAM-1) e
Moléculas de Adesao Vascular-1 (VCAM-1), através de proteinas especificas do
parasito como a proteina 1 de membrana eritrocitaria associada ao P. falciparum
(PfEMP1), por exemplo (49,50). O aumento dos niveis séricos de citocinas
inflamatorias € um evento chave na ativacao do endotélio, induzindo maior expressao
de moléculas de adesado e aderéncia de leucdcitos a microvasculatura periférica dos
orgaos (51). Além da adesdo leucocitaria, as plaquetas também sdo encontradas
interagindo com os eritrécitos infectados, mondcitos e linfécitos na microvasculatura
(52), ocasionando trombocitopenia. A adesdo das células leucocitarias, plaguetas e
rosetas eritrociticas e a ativacdo endotelial geram o bloqueio dos vasos e, como
consequéncia, a diminuicAo das trocas gasosas e depuragao/excrecao de
metabdlitos. Esse cenario leva a complicacbes, como hipoxemia e acidose

metabdlica, que determinam a progressao da doenca para a sua forma grave (52,53).

A producao de 6xido nitrico (NO) a partir das familias de proteinas, éxido nitrico
sintase, possui importante papel durante a fisiopatologia da malaria (54). Entretanto,
0S mecanismos de acdo ainda se mantém controversos. Clarck e colaboradores,
correlacionaram aumento da producdo de NO com os severos danos cerebrais da
malaria (55). Contrariamente, Anstey e colaboradores, exibiram que a producéo de
NO é diminuida em casos ndo complicados e malaria cerebral (56). Estudos “in vitro”
também mostraram que ndo ha papel do NO na eliminacdo do parasito, onde P.

falciparum (57,58) e parasitos de roedor (P. berghei e P. yoelli) foram incubados com
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solucéo de alta saturacéo de NO e néo foi evidenciado a morte de parasito, sugerindo

resisténcia a morte por NO (59,60).

A ativagéo exacerbada do sistema imune e desenvolvimento de um perfil de
resposta proé-inflamatéria também estdo relacionados a gravidade da doenca. A
ativacdo do sistema imune se inicia com o reconhecimento de padrées moleculares
associados ao patogeno (PAMPs) e ao dano tecidual (DAMPSs) pelas células do
sistema imune inato. A hemozoina, produto da metabolizacdo do grupo heme dos
eritrocitos pelo parasito, e o complexo hemozoina/DNA sdo exemplos de PAMPs. O
reconhecimento destas moléculas por células fagociticas, como macrofagos,
mondcitos, células dendriticas (DCs) e neutrofilos ocorre através dos receptores de
reconhecimento de padrédo (PRRs) (61,62) presentes na membrana plasmatica e na
membrana endossomal (receptores intracelulares). Os receptores do tipo Toll (TLRS)
sdo exemplos de PRRs e sua ativacao induz a producao de citocinas pro-inflamatorias
como TNF-a, e interferon (IFN) do tipo 1. Os cristais de hemozoina, quando
fagocitados, podem desestabilizar a estrutura do fagolisossomo e, ao cairem no
citoplasma, ativam o inflamassoma NLRP3, atuando como o segundo sinal da
cascata, que leva a clivagem da proécaspase e, consequentemente, propicia a
clivagem de pro-IL-13 na proteina bioativa (50). Além disso, ja foi demonstrado que o
glicosilfosfatidilinositol (GPI) do patdgeno é capaz de ativar TLR2, levando a producao
e secrecdo de citocinas proé-inflamatérias via a molécula adaptadora de diferenciacéo
mieloide 88 (MyD88). Estudos realizados com camundongos deficientes em MyD88
demonstraram que estes animais apresentam menor secrecdo de IL-12 e,
interessantemente, menor dano tecidual (63). Além disso, os macrofagos (entre outras
células do sistema imune inato) também podem reconhecer DAMPs, como as
microvesiculas derivadas de plaquetas e heme, via TLR-4 durante a infeccdo pelo P.

vivax e P. falciparum (64).

As imunidades inata e adaptativa sao indissociaveis. As citocinas produzidas
pelas células do sistema imune inato guiam o curso da resposta imune adquirida (65).
No microambiente esplénico, as DCs sdo importantes células apresentadora de
antigenos (APCs) e produtoras de IL-12. As DCs apresentam os antigenos do parasito

as células ThO e induzem sua diferenciagdo em linfécitos T CD4 produtores de IFN-y
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(Thl) (51). As células NK, ativadas no microambiente rico em TNF-a e IL-12 também

produzem IFN-y, importante para a polarizacdo da resposta Th1l.

O sistema imune tenta balancear a resposta inflamatoria frente a infeccéo com
a producdo de citocinas e fatores anti-inflamatérios, como a IL-10 e o fator de
crescimento do tipo beta (TGF-B) (66,67). Entretanto, a produgéo exacerbada de
citocinas pro-inflamatoérias contribui para o acumulo e o sequestro de eritrécitos
infectados na microvasculatura, propiciando a inflamacao local, obstrucdo do fluxo
sanguineo e o dano tecidual. No pulmao, levam a edema, hiperventilacdo e a

sindrome do desconforto respiratorio (43).

1.1.5 Fisiopatologia da Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo

associada a malaria

Ao longo do processo evolutivo foram sendo selecionadas e desenvolvidas
estruturas que possibilitaram a sobrevivéncia dos animais no meio terrestre (68). Isto
€, estruturas que propiciassem a respiracdo fora do meio aquatico. Registros e
estudos ontologicos mostram que o pulméo dos vertebrados originou-se a partir de
uma estrutura progenitora dos peixes 6sseos e foi se desenvolvendo ao longo de
milhares de anos até a estrutura que conhecemos nos dias atuais (68). Estruturas
cartilaginosas, arvore brénquica, direcionam o ar inspirado para o [limen dos alvéolos.
Estes s@o recobertos por capilares sanguineos, nos quais o sangue circula bem
préximo ao ar inalado, separados apenas por uma barreira de epitélio alveolar. por

difusé@o ocorre a hematose pulmonar (69).

A guebra na homeostasia por agentes patogénicos, como bactérias, virus,
parasitos e/ou fungos, pode levar a danos na morfologia tecidual e comprometimento
das func¢des do érgéo. A sindrome do desconforto respiratorio (SDRA) é um exemplo
de comprometimento pulmonar, na qual os principais sintomas séo falta de ar e
respiracdo acelerada. A SDRA durante muitos anos esteve correlacionada ou até
mesmo sendo sindnimo de lesdo pulmonar aguda (LPA) (70). Entretanto, em 1967,
Ashbaugh e colaboradores propuseram a SDRA como uma sindrome distinta, que
poderia ser definida pelos sinais clinicos de dispneia grave, taquipneia, cianose e
perda da complacéncia pulmonar. A distincdo da SDRA das demais sindromes

respiratdrias promoveu uma melhor abordagem na pesquisa sobre a sua patogénese,
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e criou um padrdo nas medidas de tratamentos e intervencéo (71). No ano de 1988
foi proposto uma expansao da definicdo da SDRA adicionando um sistema de score
da hipoxemia, da conformidade da respiracdo e critérios radiolégicos. Com o0s
conceitos expandidos, em 1994 ficou definido na Conferéncia América-Europa de
Consenso que a distingédo entre um quadro de LPA e SDRA também seria pelo critério
da frac&o inspirada de oxigénio (FiO2) e presséao arterial de oxigénio (PaOz2) (72). Com
isso, determinou-se que o parametro da falha respiratoria que define LPA seria de
Pa02/FiO2 <300 mmHg enquanto o que define a SDRA seria de PaO2/FiO2 <200
mmHg. No ano de 2012, durante a Conferéncia de Berlin foi excluido o termo LPA e
a SDRA passou a ser categorizada, de acordo com a oxigenacao, em trés estagios:
leve (200<Pa02/FIO2<300 mmHg), moderado (100<Pa02/FIO2<200 mmHg) e severo
(PaO2/FIO2 = 100mm Hg); acompanhada da radiografia toracica, a origem do edema
e tempo da disfuncao respiratéria (73). Portanto a SDRA ficou caracterizada como
uma forma especifica de lesdo pulmonar distinguida por quebra e disfuncdes da
barreira pulmonar, resultando em edema alveolar formado pelo contetdo plasmético
(73).

Segundo dados clinicos, o pulméo é o segundo maior 6rgdo afetado durante a
malaria grave, ocorrendo em 50% dos casos por infeccdo pelo P. knowlesi (85) e 20%
da maléria grave causada pelos parasitos P. falciparum (74) e P. vivax (75). Analise
“post mortem” de casos de maldria grave mostrou sinais caracteristicos de SDRA
induzida pela malaria (MA-SDRA), como edema pulmonar rico em conteudo
plasmatico, espessamento dos alvéolos, congestéo dos vasos e infiltrado inflamatério.
A MA-SDRA é mais frequentemente observada em adultos (20-40 anos) e muitas
vezes progride para uma rapida deterioracdo e um progndstico ruim com taxas de

letalidade de até 80%, apesar do tratamento com antimalarico (76).

O sequestro de eritrocitos infectados nos vasos do tecido pulmonar
desencadeia uma resposta inflamatoria local (Figura 3), dano da barreira endotelial,
aumento da permeabilidade vascular e extravasamento de plasma para o intersticio,
resultando em edema (77). O comprometimento da barreira epitelial também pode
ocorrer e promove 0 extravasamento de fluido para o alvéolo. Analise histolégica do
pulm&o de pacientes “post-mortem” revelou o acumulo e mondcitos e macrofagos nos
capilares, intersticio e, em alguns casos, nos alvéolos. Quimiocinas, como CXCL1,

estdo relacionas com o recrutamento e acumulo leucocitario no parénquima do
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pulmdo (78). Os mondcitos recrutados participam da remocdo dos eritrocitos
infectados (79).

Além dos mondcitos e macrofagos, linfécitos e poucos neutréfilos também séo
encontrados no pulméo durante a MA-SDRA (80,81). Citocinas pro-inflamatorias,
como IFN-y e TNF-a, sédo capazes de aumentar a capacidade de processamento e
apresentacdo de antigeno das células endoteliais promovendo a ativacdo dos
linfécitos T CD8 via molécula de MHC | (77,82).
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Figura 3. Imunopatogénese da MA-SDRA Componentes celulares envolvidos na sindrome do
desconforto respiratério associada a malaria (MA-SDRA). O sequestro de hemacias parasitadas ao
endotélio desempenha um papel importante na iniciagdo e amplificacdo da imunopatologia local.
Durante o sequestro ha ativacdo do endotélio, fazendo com que haja aumento da permeabilidade
vascular. Células da circulagdo principalmente mondcitos, linfécitos e alguns neutréfilos podem
atravessar a barreira hematoalveolar chegando ao intersticio do pulmao, provocando o espessamento
intersticial. Os cristais de hemozoina, produzidos pelo parasito, também podem ser encontrados em
fagocitos, sendo capazes de induzir inflamacgéo pulmonar. Danos e apoptose de células endoteliais
resultam em rompimento da barreira endotelial e micro-hemorragias. O edema alveolar, espessamento
do intersticio e, presumivelmente, também diminui¢cdo do fluxo sanguineo resultam em troca gasosa

prejudicada e hipoxemia grave. Fonte: Adaptado de Van den Steen e colaboradores, 2013.
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1.2 Macrofagos

Os macroéfagos, assim como os monocitos e DCs séo células que possuem
precursores mieloides, componente da resposta de imunidade inata, e apresentam
importante papel ao longo da infecc¢éo pelo parasito da malaria. Os macrofagos podem
ter diferentes origens: os residentes no tecido, tém origem do saco vitelino e figado
fetal, durante o estagio pré-natal, sendo programados de forma especifica por fatores
locais (83,84), e recebem nomenclaturas proprias, como microglia (cérebro), células
de Kupffer (figado) e macréfago alveolar (pulméo) (85). Estes macréfagos sao
conhecidos como células de vida longa e que se auto renovam (86). Os macréfagos
também podem ter origem a partir de mondcitos circulantes recrutados da corrente
sanguinea para o tecido. Ou seja, os macrofagos sao células residentes do tecido ou
infiltradas, criticos para a resposta imune, desenvolvimento normal do tecido,
homeostasia e/ou reparo tecidual. A composicdo de macréfagos presentes em cada
tecido/érgdo é dependente de um balanco dinAmico de macréfagos recrutados e
residentes do tecido. Este balanco é normalmente regulado por diferentes fatores,
como a entrada de um patégeno no tecido/6rgdo. Mas independente de sua origem,
0s macrofagos sao plasticos e podem apresentar fenétipos distintos em resposta a

estimulos patogénicos e citocinas presentes em seu microambiente.

O potencial dos macrofagos em adotar diferentes fendtipos funcionais, em
resposta a sinais patogénicos e de citocinas, levou a descricao pragmética (quase que
para fins didaticos) de dois subtipos de macréfagos: os classicamente ativados (M1),
e os alternativamente ativados M2. Macréfagos M1 sdo induzidos por PAMPs, DAMPs
e citocinas pro-inflamatorias, como IFN-y e TNF-a.. Além disso, possuem alta atividade
microbicida e tumoricida, e secretam citocinas e mediadores pro-inflamatérios, como
IL-1B, IL-6, TNF-a e Oxido nitrico (87). Embora os macréfagos M1 sejam importantes
para a defesa do hospedeiro, principalmente contra patdgenos intracelulares, sua
ativacdo deve ser bem controlada. As citocinas e mediadores produzidos por estas
células, se nao regulados apropriadamente, podem levar ao dano tecidual e
patologias, como observado na artrite reumatoide (88). Na malaria, a producéo
exacerbada de citocinas pré-inflamatérias pelos macrofagos esplénicos esta
associada ao desenvolvimento de formas graves da doenca (50). Ja os macrofagos

M2, tiveram sua nomenclatura expandida a M2a, M2b, M2c e M2d na tentativa de
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incluir todos os outros tipos de macrofagos, que séo induzidos por diferentes
mediadores e apresentam fungbBes distintas (89). Mesmo com a expansao na
nomenclatura, esta ainda é uma forma simplificada de apresentacéo da plasticidade
dessas células, onde todos os subtipos dos macréfagos ndo sdo contemplados.

Os macrofagos apresentam um estado funcional de continua variacao,
dependendo do sinal ou conjuntos de sinais que esta célula esta processando no
momento. Atualmente, outra forma de classificacdo dos macrofagos tem sido utilizada
(90). Baseado em suas funcgbes, estas células podem ser classificadas em trés
populacdes: macréfagos classicamente ativados (envolvidos na defesa do
hospedeiro), macréfagos regulatérios e macrofagos de reparo tecidual (Figura 4). A
classificacdo dos macréfagos, na verdade, deve relacionar o fenoétipo, funcdo e

contexto.

Os macrofagos de reparo tecidual sdo induzidos por citocinas como IL-4 e IL-
13. Estes macrofagos expressam arginase-1 e o receptor de manose (CD206) e
produzem TGF- entre uma variedade de fatores que estimulam a proliferacéo,
diferenciacdo e ativacdo de fibroblastos, células epiteliais, células endoteliais e
células-tronco e progenitoras que facilitam o reparo tecidual (91). Durante os estagios
posteriores do processo de reparo, estimulados por IL-10 e pela fagocitose de células
apoptéticas e imunocomplexos, eles assumem um fendtipo regulador pro-resolucao.
Os macréfagos regulatérios apresentam atividade anti-inflamatéria, expressam
arginase-1 e produzem citocinas imunossupressoras como IL-10 e TGF-f3, garantindo
que a resposta inflamatoria que danifica o tecido seja suprimida e a arquitetura normal
do tecido seja restaurada. Se o processo nao for controlado de maneira eficaz, os
processos de inflamacao persistente e/ou reparo ndo adaptativo podem levar a fibrose
destrutiva do tecido (91).

Os macrofagos de reparo tecidual e regulatorios (ou, de acordo com as suas
primeiras classificagcbes, macréfagos alternativamente ativados ou M2), também,
podem estar associados a doencgas. Os macrofagos associados ao tumor (TAMS), por
exemplo, sdo as principais células infiltradas no microambiente tumoral. Esses
macrofagos apresentam fungdo imunossupressora, com secrecao de IL-10 e TGF-f3,

promovendo o desenvolvimento tumoral (92). De forma semelhante, os macréfagos
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M2 (assim classificado pelos autores) foram correlacionados com a progressao da

infeccdo por Mycobacterium tuberculosis (93,94) .

a
Macréfagos Macréfagos
classicamente alternativamente
ativados ativados

| M2

V1

Macréfagos classicamente
ativados

Macréfagos reparador Macréfagos regulatérios

Figura 4. Espectro esquemaético dos tipos de macréfagos (a) Uma representagcdo monocromética
da nomenclatura mostrando a escala linear das duas designacfes de macréfago, M1 e M2. (b) As trés
populagBes de macrofagos organizadas de acordo com as trés cores primarias, onde, vermelho
designando macréfagos classicamente ativados, amarelo designando macrofagos reparador tecidual
e azul designando macréfagos reguladores. As cores secundarias, como o verde, podem representar
macrofagos associados a tumores que possuem muitas caracteristicas de macréfagos reguladores,
mas também compartilham algumas caracteristicas de macréfagos em cicatrizagdo. Em individuos
com obesidade, macréfagos reparadores podem transitar para um fenétipo de macréfago néo-

convencionalmente ativado. Fonte: Adaptado de Mosser, D e Edwards, J, 2008.
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1.2.1 Macréfagos pulmonares

Os macrofagos alveolares sé@o células residentes do pulméo, localizadas no
limen alveolar e, como descrito anteriormente, sdo células de origem embrionaria e
de vida longa. Estas células sdo essenciais para a manutencdo da homeostase
pulmonar através da remocéao de particulas inaladas, poeira, poluentes, patdgenos e
na regulacdo/homeostase de surfactante (95). Diferente dos demais macréfagos do
pulmdo e dos macrofagos residentes de outros tecidos, os macrofagos alveolares
podem ser identificados por diferentes marcadores; sdo células SiglecF*, CD11cM,
CD11b"" e F4.80"°%, Os macréfagos alveolares também expressam altos niveis de
CD206, que reconhece carboidratos presentes nos patdégenos, e 0s receptores
scavengers SR-A e MARCO que atuam na remocao de particulas (96). J& os
macrofagos intersticiais do pulméo sdo F4.80* e CD68".

Na homeostase, macrofagos alveolares apresentam o fendtipo
imunossupressor de macrofagos regulatérios ou M2. Porém, quando ha algum
estimulo inflamatério, os mondcitos circulantes podem ser recrutados para o limen
alveolar e intersticio, onde se diferenciam em macrofagos classicamente ativados ou
M1 (97,98). A polarizacdo de macrofagos derivados de mondcitos em um perfil M1
durante a maléaria por P. falciparum estd associada a danos teciduais e a gravidade
da doenca (99). Interessantemente, os macréfagos alveolares tém sido implicados na
patogénese da SDRA (100), porém seu papel na MA-SDRA permanece a ser

demonstrado.
1.3 Granulécitos: eosinéfilos e neutrofilos

Os eosindfilos inflamatorios sdo células que possuem progenitores mieloides,
requerem IL-5 para sua producdo na medula Ossea e sdo fenotipicamente
caracterizados pela expressao de Siglec-F, F4/80, CD125 e CCR3 (101). Os
eosinofilos uma vez recrutados para o tecido sao considerados efetores na resposta
principalmente a infecgéo por helmintos ou alergias e essa resposta imune é mediada
pelos efeitos nas atividades das células T, resultando em um perfil de reposta imune
Th2 (102). No tecido pulmonar, essas células liberam leucotrienos e outros fatores

como, metaloproteinases, envolvidos na remodelagcdo das vias aéreas. Os

33



leucotrienos secretado pelos eosinoéfilos sdo potentes broncoconstritores e mantém o

influxo de eosindfilos para o tecido pulmonar (103).

Os neutrdfilos sdo também conhecidos como polimorfonucleares, produzidos
pela medula 6ssea a partir de progenitor mieloide e estdo em grande namero na
corrente sanguinea (104). Essas células atuam como primeira linha de defesa do
hospedeiro contra patdogenos invasores no tecido. Uma vez na circulagdo sanguinea
estdo em constante patrulhamento para qualquer sinal de infec¢cdo ou estimulo
tecidual (105). Uma vez sinalizados, os neutréfilos deixam a circulagcdo sanguinea de
forma a iniciarem o processo de transmigracdo celular para o tecido, desde o
rolamento e ativacdo da selectinas e integrinas no endotélio até a entrada completa
da célula no tecido. Embora se saiba da heterogeneidade dos neutréfilos nas mais
variadas patogenias, essas células possuem trés principais mecanismos pelas quais
exercem atividade antimicrobianas: fagocitose, degranulacdo e liberacdo das redes
extracelulares de neutrofilos (NETS) (106,107).

1.4 Modelos experimentais de maléria: breve descricdo do modelo murino

A descoberta dos parasitos de aves e pequenos mamiferos permitiu o
desenvolvimento de modelos experimentais ndo primatas para o estudo e
compreensao da malaria humana. Atualmente estes estudos foram alavancados com
o desenvolvimento de modelos experimentais de malaria murina. Sao quatro espécies
de Plasmodium que infectam roedores: P. berghei, P. chabaudi, P. vinckei, e P. yoelii
(108,109). Estudos mostraram um alto nivel de conservacao (de cerca de 85%) entre
os genes de P. falciparum, P. berghei, P. chabaudi e P. yoelii, em termos de contetdo
e ordem de seus respectivos materiais genéticos (110). Os parasitos de roedores ao
infectarem camundongos, geneticamente distintos, formam modelos experimentais
atraentes para o estudo da resposta imune, resisténcia a drogas e estudo dos
mecanismos envolvidos no desenvolvimento das formas graves da doenca, como
anemia, MC e MA-SDRA. A infec¢cdo de camundongos DBA/2 com P. chabaudi, por
exemplo, tem sido utilizado para a compreenséo de resisténcia a drogas e variacao
antigénica (111). Os modelos de infeccdo de camundongos das linhagens CBA,

BALB/c e C57BL/6 com P. yoelli ttm sido utilizados para o estudo da biologia,
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imunidade inata e adquirida durante o estagio hepatico (112). Estudo prévio mostrou
que a infeccdo de camundongos BALB/c com P. vinckei leva a danos pulmonares,
com aumento de leucdcitos no pulm&o em animais com alta parasitemia (113). J4 o
modelo de infeccdo de camundongos C57BL/6 com P. berghei ANKA (PbA) tem sido
amplamente utilizado para estudos que visam o entendimento da infeccdo em
reticulocitos, seu sequestro nos 6rgaos e bloqueio da microvasculatura (114) com,
consequente desenvolvimento da MCE, acidose metabdlica, disfuncdo hepatica e
sindrome respiratoria (114). Isto mostra que, juntamente com as complicacdes
cerebrais, ha o desenvolvimento de patologia pulmonar com aumento de conteudo
intersticial leucocitario e hemorragia limitada. Os animais BALB/c infectados com PbA,
diferentemente de C57BL/6 parasitados, sdo considerados resistentes a MCE e
parcialmente resistentes ao desenvolvimento da maléria pulmonar (77). Apesar do
comprometimento pulmonar ser uma complicagdo da malaria de importancia
reconhecida, pouco conhecemos sobre sua patogénese (115). Compreender a
dindmica das populacdes celulares no pulméo ao longo da infec¢ao é necessario para
o desenvolvimento de estratégias clinicas eficazes. Assim como o melhor
entendimento dos mecanismos de programacao e plasticidade funcional dos
macrofagos alveolares permitindo novas abordagens de manipulacdo terapéutica

dessas células.

2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

Investigar a cinética de recrutamento das células do sistema imune inato para
o pulméo e o perfil de polarizacdo dos macrofagos alveolares apés a infeccéo
de camundongos C57BL/6 e BALB/c com Plasmodium berghei ANKA (PbA).

2.2. Objetivos especificos:

1. Caracterizar o curso da parasitemia e sobrevida de camundongos C57BL/6 e

BALB/c infectados com PbA, e assim confirmar dados prévios da literatura
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sobre a resisténcia e suscetibilidade destas linhagens de camundongos a
malaria grave;

. Investigar alteracdes na funcédo pulmonar, formacdo de edema e no niumero
total de leucdcitos no lavado broncoalveolar em camundongos C57BL/6 e
BALB/c infectados com PbA;

. Caracterizar fenotipicamente as ceélulas inflamatdrias mieloides e sua cinética
de recrutamento para o pulmao de camundongos C57BL/6 e BALB/c durante
a fase eritrocitica da infecc¢éo;

. Identificar os padrbes de citocinas e enzima (INOS e arginase) presentes no
lavado broncoalveolar de camundongos C57BL/6 e BALB/c parasitados;

. Avaliar a plasticidade fenotipica e funcional de macréfagos alveolares de
camundongos C57BL/6 e BALB/c parasitados, através da expressao de

diferentes marcadores (MHC classe II, arginase, iINOS e CD206).
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3. Metodologia

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos C57BL/6 e BALB/c fémeas, com idade
entre 6-8 semanas, fornecidos pelo centro de criacdo do Instituto de Ciéncia e
Tecnologia em Biomodelos (ICTB) da Fundacdo Oswaldo Cruz (Rio de Janeiro, RJ,
Brasil). Os animais foram mantidos no biotério do Pavilhdo Leonidas Deane com
temperatura controlada de 25 °C, livre acesso a 4gua e racao, e submetidos a ciclos
de claro/escuro de 12 horas até o momento de uso. Anterior ao inicio dos
experimentos, os animais foram tratados via oral (gavagem) com antimicrobiano a
base de enrofloxacino (Baytril®), na concentragdo de 2 mg/mL (200 pL por animal),
por cinco dias. Ao final do tratamento, os animais ficaram em repouso por duas
semanas para restabelecimento da microbiota. Todos os protocolos experimentais
foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) do I0C/Fiocruz (L-
041/2016 e L-029/2020).

3.2 Parasito e infeccao

Foi utilizada a cepa de Plasmodium berghei ANKA (PbA) transfectada com
proteina verde fluorescente (GFP) (116). Anterior a infeccdo, camundongos C57BL/6
e BALB/c (1-2 animais/linhagem) foram inoculados, via intraperitoneal (i.p), com 100-
150 pL de sangue contendo eritrécitos parasitados criopreservados. No 4° dia apés a
infeccéo, os animais foram anestesiados com 100 pL de uma solu¢cdo composta por
guetamina (150 mg/kg), xilazina (10 mg/kg) e tampao fostato salino (PBS) qsp., e 0
sangue total coletado por puncdo cardiaca com o uso de uma seringa contendo
heparina. Foram avaliados a porcentagem de eritrécitos parasitados da amostra
(parasitemia de 5-10%) por citometria de fluxo (FACS Canto Il - BD Bioscience) e a
hematimetria (contagens de eritrécitos totais) em camara de Neubauer para o calculo
e diluicdo do sangue, em PBS, na concentracdo final de 1 x10’ eritrécitos
parasitados/mL. Os animais BALB/c e C57BL/6 dos grupos experimentais foram
imobilizados e inoculados via i.p no quadrante inferior direito do abdomem com 1 x108
eritrocitos parasitado/100 L, diluidos em PBS. Os grupos controles foram inoculados
com o mesmo volume de PBS. A parasitemia foi monitorada nos dias 4 e 6 apés a

infeccao por citometria de fluxo (FACS Canto Il — BD Bioscience).
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3.3. Sobrevida e curso clinico

Apos infeccdo (como descrito acima), os animais foram mantidos no
biotério e o 6bito conferido diariamente para analise da taxa de sobrevida. Os
resultados foram expressos como porcentagem de animais vivos. Em um segundo
grupo de experimentos foram analisados, nos dias 4 e 6 apds infeccéo, a parasitemia,
peso e temperatura corporal (Figura 5). Animais néo infectados (grupo Controle) foram
avaliados em paralelo. A parasitemia foi verificada através da diluigdo de 0.5 pL de
sangue da cauda dos animais infectados em 500 pyL de PBS. As amostras foram
adquiridas no citbmetro de fluxo BD FACSCANTO Il e a porcentagem de eritrécitos
parasitados (GFP*) foi determinada utilizando o programa FlowJo v.10.0. A
temperatura corporal foi mensurada utilizando o termémetro retal (OAKTON). Em
seguida, os animais foram anestesiados com 100 pL de uma solugdo contendo

quetamina (150 mg/kg), xilazina (10 mg/kg) e PBS qsp., e pesados em balanca de

precisao.
Inoculagdo de
1x10° eritrécitos
infectados
Avaliacdo da
fungdo pulmonar
CS57BL/6 Dia Dia Dia
0 3 5
O O O O O » Sobrevida
Dia Dia
6
f e
» 1} 1
c— W
- Coleta e anélises
BALB/c das amostras

Figura 5. Desenho experimental. Camundongos BALB/c e C57BL/6 foram infectados com 1 x108 eritrécitos

parasitados com PbA-GFP* via intraperitoneal. Foram avaliados: 1. Sobrevida (acompanhada até 20 dias

apo6s a infecgdo); 2. Fungcdo pulmonar (dias 3 e 5 apés a infecgdo); 3. Parasitemia, temperatura, peso

corpéreo, quebra da barreira hematoalveolar e coletados o BAL e tecido pulmonar (dias 4 e 6 apo6s a

infeccao).
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3.4 Avaliacao da disfuncéo pulmonar

No 3° e 5° dia apds a infeccéo, animais parasitados ou nao (grupos Controle)
foram submetidos a um teste para avaliacdo da mecénica respiratoria, sem a
necessidade de anestesia ou imobilizagdo. A avaliacdo pela pletismografia
barométrica de corpo inteiro ndo invasiva foi realizada com uso do aparelho BUXCO®-
(Harvard Biosciende, Inc). O sistema de plestimografia € baseado em camaras
individuais, nas quais os animais foram colocados e as camaras foram vedadas. Os
camundongos foram analisados por 5 minutos e o padré&o de respiragao foi registrado.
Um transdutor de presséo sensivel € conectado para medir mudancas na pressao de
dentro da camara e a média de todos os parametros ventilatérios [Tempo de
expiracdo (Te), Tempo de relaxamento (RT), Tempo de inspiracao (Ti), Pico de fluxo
inspiratério (PIF), Pico de fluxo expiratorio (PFE), Volume corrente (TV), Volume de
expiracdo (EV), Volume minuto (VM), Frequéncia respiratéria (Freq), Pausa
Inspiratéria Final (EIP), Pausa Expiratoria Final (EEP), Pausa Avancada (PenH) ]
foram determinados pelo software Buxco Fine Pointe. Os tempos de 3 e 5 dias apos
a infecgédo, para avaliagdo da funcédo pulmonar, foram determinados a partir da

logistica experimental.
3.5 Avaliagéo da quebra da barreira hematoalveolar

No 4° e 6° dia apos infec¢do, apos afericdo da temperatura e coleta de sangue
pela cauda para avaliagcdo da parasitemia, 0s animais parasitados ou controles foram
anestesiados, pesados e inoculados com 100 yL de uma solucédo de Azul de Evans
2% no plexo orbital (via intravenosa). ApGs 1 hora, os animais foram mortos e seus
pulmdes extraidos. Os 6rgaos foram pesados e armazenados individualmente em 3
mL de formamida PA (Sigma-Aldrich ®), na estufa a 37 °C por 48 horas. Apos este
periodo, o sobrenadante foi recolhido e a absorbancia mensurada por
espectrofotometria (comprimento de onda de 620 nm) no aparelho Spectramax 190,
Molecular Devices, CA, USA. Os resultados obtidos foram expressos em micrograma

(ug) por mL de Azul de Evans por grama (g) do tecido pulmonar.
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3.6 Obtencéao do lavado broncoalveolar (BAL)

A coleta do lavado broncoalveolar (BAL) dos animais, parasitados ou
ndo, foi realizada em tempos diferentes (4 e 6 dias) ap0s infeccdo com PDbA.
Imediatamente ap6s a morte, os animais foram colocados em decubito dorsal, a
assepsia foi feita, e entdo, realizada uma tragueostomia. A pele, camada muscular,
glandulas maxilares e parétidas adjacente a traqueia foram removidas para melhor
visualizacdo da mesma. Com o auxilio de uma pin¢a curva, uma linha de costura foi
passada por debaixo da traqueia e um né foi feito para garantir a ndo saida de ar.
Utilizando um cateter periférico intravenoso de 20G (& 1,1/32mm -65ml/min)
(DESCARPACK) foi realizada uma incisdo entre os anéis traqueais. A agulha foi
retirada ficando somente a canula na traqueia, pela qual foi instilado e aspirado 1 ml
de PBS gelado. ApGs a aspiracdo, a solucao foi recolhida e colocada em um tubo
identificado com “lavado 1”. A seringa foi preenchida novamente com PBS e, acoplada
a canula, foram realizados mais dois lavados. Os tubos “lavado 1” e “lavado 2 + 3”
foram centrifugados (3000 g por 5 minutos). O sobrenadante do tubo “lavado 1” foi
recolhido e aliquotas congeladas para andlises futuras. As células dos trés lavados
foram reunidas apOs centrifugacdo. Quando necessério, foi realizada a lise das
hemacias com 200pul de Tampéao de lise (Sigma-Aldrich ®) por até 1 minuto. As células
foram lavadas com PBS contendo soro fetal bovino (SFB) 5% e contadas em

hemicitdmetro
3.7 Obtencéo de células do tecido pulmonar

Para avaliacdo das células no tecido pulmonar, os camundongos foram mortos
e perfundidos com 20 mL de PBS. Os pulmdes foram retirados, cortados em pequenos
pedacos e incubados individualmente em 1 mL em meio RPMI 1640 (Gibco)
suplementado com Penicilina (100 U/MmL) e Estreptomicina (100 ug/mL) e Liberase®
ROCHE, na concentracdo de 128 pug/mL, a 37 °C e 5% de CO2 por uma hora. Apés o
tempo de acéo da Liberase®, foram adicionados 500 pL de RPMI contendo 5% de
SFB e 0,01% de DNAse gelado. O tecido e o meio foram colocados sobre uma rede
de nylon (Cell strainer 70um - BD Biosciences®) em placa de 6 pogos, foram
adicionados mais 5 ml de meio RPMI com SFB 5 % e DNAse 0,01% e, com o auxilio
de um embolo de seringa, todo o tecido foi macerado. A suspensdo celular foi

aspirada, transferida para tubos de 15 mL e centrifugada por 10 minutos na rotacao
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de 1700 rpm a 23 °C. O sobrenadante foi recolhido e as células preparadas para

citometria.

3.8 Imunofenotipagem das células obtidas do lavado broncoalveolar e

tecido pulmonar

A fenotipagem das células foi realizada por citometria de fluxo. As células do
lavado broncoalveolar e do macerado pulmonar, obtidas e processadas como descrito
no item 3.6, foram transferidas para placa de 96 pocos em fundo “V” e centrifugadas
a 500 g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas
com 50 ul do marcador de viabilidade celular (LIVE/DEAD™ Fixable Violet Dead Cell
Stain Kit, Invitrogen), diluido de acordo com as instru¢des do fabricante. A placa foi
incubada (protegida da luz) a 4 °C por 30 minutos. Apés o término da incubacéo as
células foram lavadas com 100 pl de PBS com 5% de SFB e centrifugadas por 10
minutos a 500 g. O sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em 50
Ml do pool de anticorpos de superficie (Tabela 1) diluidos no tampéo de FACs (PBS
5% SFB) por 20-30 minutos a 4 °C protegido da luz. Ao final da incubacéo, as células
foram lavadas 2 vezes com 150 - 200 pl do tampédo FACs e adquiridas no citdmetro
de fluxo. Para a marcacdao intracelular, as células do BAL e tecido pulmonar foram
pré-incubadas por 4 horas com GolgiPlug Brefeldin A e GolgiStop Monensin (BD
Biosciences) de acordo com as orientacdes do fabricante antes da marcacdo com
LIVE/DEAD. Apés a marcacdo de superficie, as células foram fixadas e
permeabilizadas utilizando o Fixation/Permeabilization Solution Kit (BD Biosciences)
e incubadas com o pool de anticorpos intracelulares (Tabela 1) diluidos no tampéao de
permeabilizacdo (Perm/Wash) por 30-40 minutos a 4 °C protegido da luz. Ao final da
incubacéao, as células foram lavadas 2 vezes com 150-200 pl do tampao Perm/Wash.
As amostras foram adquiridas em um citometro de fluxo (CytoFlex ou FACS Canto II)

e os dados analisados no programa FlowJo (TreeStar, Estados Unidos).
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Tabela 1. Lista de anticorpos utilizados para marcacao das células do BAL e tecido pulmonar

Marcador Fluorocromo Clone Marca
CD11b PeCy7 ou PerCP- MI1/70 BD
Cy5.5

APC-Cy7

0.3:100

PerCP-Cy 5.5

Intracelular APC-eFluor 780 Invitrogen

1:100
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3.9. Quantificacdo de proteinas totais e de citocinas no lavado

broncoalveolar

Os niveis das citocinas presentes no BAL dos diferentes grupos experimentais
foram avaliados usando o Kit Cytokine Bead Array (CBA) Mouse Th1/Th2/Th17 (BD
Biosciences) de acordo com as especificacbes do fabricante. A leitura das amostras
foi feita no FACSCANTO Il (BD Bioscience) e os dados analisados no programa FCAP
Array (versdo 3.0). A dosagem de proteinas foi realizada utilizando o Qubit® Protein
Assay Kit (ThermoFisher) e o equipamento Qubit® 2.0 Fluorometer, seguindo as

instrucdes do fabricante (Invitrogen).
3.10 Dosagem de 6xido nitrico

A dosagem de oOxido nitrico, presente no sobrenadante do BAL de animais
infectados ou ndo com PbA, foi realizado de forma indireta, através da quantificacédo
da concentracao total de nitrato/nitrito (Nitrate/Nitrite Colorimetric Assay Kit). O ensaio
foi realizado conforme recomendacdo do fabricante (CAYMAN CHEMICAL).
Resumidamente, a curva de nitrato foi realizada em duplicata com concentragdes de
0 a 35 puM. As amostras foram entdo adicionadas (40 pL) e em seguida foram
adicionadas a enzima cofator e a nitrato redutase nas amostras e na curva padrao. A
placa foi coberta e incubada por 1 hora a temperatura ambiente. Apos tempo de
incubacéo, foi adicionado o reagente de Griess 1 nos po¢os das amostras e da curva,
seguido da adicdo do reagente de Griess 2 também em todos 0s pocos. Apéds
incubacao a temperatura ambiente, por 10 minutos, para desenvolvimento da cor, foi
realizada a leitura, por absorbancia, utilizando o aparelho Varioskan LUX multimode

da ThermoFisher no comprimento de onda de 550nm.
3.11 Dosagem de arginase

A atividade da enzima arginase presente no sobrenadante do BAL foi
quantificada utilizando o kit “Arginase Activity Assay” da Sigma-Aldrich®. O ensaio se
baseia na producéo e deteccdo colorimétrica de ureia, ap0s a adicdo de arginina e
manganés as amostras. Assim, o produto colorimétrico gerado € proporcional a
atividade arginase presente nas amostras. A dosagem foi realizada de acordo com as

orientacdes do fabricante. Resumidamente, os vials foram reconstituidos e o tampéo
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de ensaio deixado a 37°C. O padréo de ureia (1mM) foi adicionado a um dos pocos.
As amostras foram adicionadas (40uL) em duplicata (um pogo para ensaio e outro
para controle da reacdo). O tampé&o de ensaio contendo manganés e arginina foram
adicionados apenas em uma das duplicatas das amostras (po¢o ensaio) e feita
incubacéo a 37°C, por 3 horas, sob protecdo da luz. Apés o tempo de incubacéo, a
reacao foi parada adicionando o reagente de ureia (constituido pelo reagente A e B)
em todos os pocos. Em seguida, foi adicionado o tampéo de ensaio (manganés e
arginina) nos pogos para controle da reagdo e, feita incubagdo a temperatura
ambiente, por 60 minutos. Apdés esse tempo, foi feita a leitura da absorbancia
utilizando o aparelho Varioskan LUX multimode da ThermoFisher no comprimento de
onda de 430nm.

3.12 Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas através do programa GraphPad Prism
versao 8.0 (GraphPad Software, Estados Unidos). Os dados foram analisados pelo
teste t de Student ndo paramétrico seguido de pos-teste Mann-Whitney. Nas analises
entre as linhagens de camundongos (BALB/c e C57BL/6) foi utilizado ANOVA two-
way com poés-teste de Bonferroni para variancia estatistica entre os grupos. Os valores
foram expressos como médias + SEM. e P < 0,05 foi considerado estatisticamente

significativo.
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4. Resultados

4.1 Camundongos BALB/c e C57BL/6 parasitados com Plasmodium
berghei ANKA apresentam curso clinico da doenca diferente, embora

parasitemia semelhante

Camundongos BALB/c e C57BL/6 infectados com Plasmodium berghei ANKA
(PbA) s&o utilizados como modelos experimentais para investigar diferentes formas
clinicas da malaria (117). Com a finalidade de confirmar a resisténcia e
susceptibilidade dos camundongos BALB/c e C57BL/6 ao desenvolvimento de malaria
cerebral experimental (MCE), respectivamente, os animais foram inoculados com 1
x108 eritrécitos parasitados com PbA-GFP. A parasitemia (Fig. 6A e B) e curso clinico
da doenga, através do acompanhamento da sobrevida (Fig. 6C), peso corpéreo (Fig.
6D) e temperatura (Fig. 6E), foram analisados. A parasitemia dos animais infectados
com PbA-GFP foi baseada na porcentagem de eritrocitos GFP* nos dias 4 e 6 apds a
infeccdo (Fig. 6A e B). O percentual de eritrocitos parasitados aumentou ao longo da
infeccéo, de forma semelhante em ambas linhagens, BALB/c e C57BL/6 (Fig. 6A e B).
Embora os animais BALB/c e C57BL/6 infectados tenham apresentado nivel de
parasitemia similar, eles desenvolveram sinais clinicos distintos. A infeccdo com PbA-
GFP levou a uma diminuicdo da sobrevida dos camundongos C57BL/6, onde todos
0S animais parasitados morreram no 7° dia apos a infec¢cdo (Fig. 6C). Em
contrapartida, 75% dos camundongos BALB/c sobreviveram os primeiros 9 dias de
infeccdo, enquanto os demais foram a 6bito tardiamente (Fig. 6C). Na anélise de peso
corporal ndo foi observada diferenca significativa nos animais BALB/c, 6 dias apoés a
infec¢do, quando comparados ao grupo Controle. Ja nos camundongos C57BL/6 no
6° dia houve uma diminuicdo no delta do peso corporal quando comparado ao dos
animais néo infectados (grupo Controle) (Fig. 6D). Além da perda da massa corpérea,
0s animais C57BL/6 infectados, apresentaram hipotermia no 6° dia apds a infecgéo,
quando comparados com o0s animais nao infectados (Fig. 6E). Essa hipotermia
também foi observada no 6° dia apés a infeccdo nos camundongos BALB/c, quando
comparados ao grupo Controle. Contudo, os animais C57BL/6 apresentaram uma
reducao significativa na temperatura quando comparados os animais BALB/c, 6 dias

apos a infeccéo.
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Figura 6. Curso da infeccdo com PbA-GFP e progressdo da doenca. Camundongos BALB/c e
C57BL/6 foram inoculados com 1 x10° eritrécitos parasitados com PbA-GFP via intraperitoneal. (A) Dot
plot representativo dos eritécitos GFP*. (B) Percentual de eritrécitos parasitados (GFP*) nos dias 4 € 6
apos a infeccdo. (C) Curva de sobrevida, em percentual, dos animais BALB/c e C57BL/6 infectados.
(D) Delta do peso corpéreo entre os animais controle (ndo infectados) e infectados, expresso em
gramas (g). (E) Temperatura corporal expressa em graus centigrados (°C). Grupos: Controle (-), 4 dias
e 6 dias ap0s a infeccdo. Dados representativos de 2 ou mais experimentos (B e C) ou compilados de
dois ou mais experimentos independentes com N= 8-12 animais por grupo (D e E). As amostras foram
analisadas pelo teste t de Student ndo paramétrico seguido de pos-teste Mann-Whitney. Na da curva
de sobrevida (C) foi utilizado o teste estatistico Log-Rank e nos dados de peso corporeo (E) foi utilizado
ANOVA two-way com pds-teste Bonferroni para variancia estatistica entre os grupos BALB/c e C57BL/6

no dia 6 apos infecgdo. Os valores foram expressos como meédias £+ SEM. P < 0,05

4.2 A infeccdo com Plasmodium berghei ANKA promove edema e

disfuncdo pulmonar em camundongos C57BL/6

Pacientes com maléaria cerebral (MC), forma severa da doenca observada
principalmente apoés infecgdo pelo P. falciparum, também apresentam disfuncéo de
diferentes tecidos e 6rgaos, como o pulméo (118). A fim de avaliar se 0 nosso modelo
de MCE (animais C57BL/6 infectados com PbA) apresenta quebra da barreira
hematoalveolar e consequente edema pulmonar, animais de ambas linhagens
(C57BL/6 e BALB/c) foram infectados com 1 x 108 eritrécitos parasitados e, nos dias
4 e 6 apos a infeccdo, foram verificados o peso dos pulmdes dos animais controle e
parasitados (Fig. 7A), a concentracdo de proteinas totais no lavado broncoalveolar
(BAL) (Fig. 7B) e o extravasamento de proteinas plasmaticas, através do ensaio de
Azul de Evans (Fig. 7C).

Os animais BALB/c parasitados apresentaram aumento no peso do 6rgao no
dia 6 quando comparados ao grupo Controle) e na concentragdo de proteina no BAL)
no 6° dia apos a infecgcéo. Entretanto, nao foi possivel verificar alteracdes significativas
de extravasamento de proteinas plasmaticas no pulméao desses animais no 6° dia
apos infec¢do, quando comparados com o grupo Controle (Fig.7 C). J& nos animais
C57BL/6 parasitados houve um aumento no peso do 6rgdo e no contetdo de proteinas
do BAL no 6° dia ap0s a infeccdo quando comparado ao grupo Controle. A analise do

extravasamento de proteinas plasmaticas para o tecido pulmonar revelou diferencas
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no 4° e 6° dia apos a infec¢céo (Figura 7C). Embora os animais BALB/c parasitados
tenham apresentado aumento no peso do 6rgao e na quantidade de proteinas no BAL,
no 6° dia apods infeccdo, o peso do oOrgdo e a dosagem de proteinas foi
significativamente maior no grupo C57BL/6 quando comparado com o BALB/c no

mesmo tempo de infeccdo (Fig. 7A e B).

Os animais, parasitados ou ndo, de ambas as linhagens também foram
avaliados quanto a funcé@o pulmonar atraveés do sistema de pletismografia de corpo
inteiro (BUXCO) um dia antes de serem mortos (dias 3 e 5 apos a infec¢do). Foram
verificadas a pausa respiratoria (Penh) (Fig. 7D) e a frequéncia respiratéria (Fig. 7E).
A infeccdo aumentou significativamente o Penh e diminuiu a frequéncia respiratéria
em camundongos C57BL/6, no 5° dia apos a infec¢do quando comparado com o grupo
Controle. E em camundongos BALB/c, ndo houve alteracdo no Penh e na frequéncia

respiratoria nos tempos avaliados apos a infeccdo com PbA (Fig. 7D e E).
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Figura 7. Desenvolvimento de edema e disfuncdo pulmonar em camundongos C57BL/6 infectados com
PbA. Camundongos BALB/c e C57BL/6 receberam ou ndo 1x106 eritrocitos parasitados com PbA-GFP via
intraperitoneal. (A) Raz&o entre o peso dos pulmdes e o peso do animal em mg. (B) Concentracdo de proteinas
(ug/ml) no BAL. (C) Concentracdo de Azul de Evans (ug/mL) por tecido pulmonar (g). (D) Pausa respiraroria
(Penh). (E) Frequéncia respiratéria (bpm). Grupos: Controle (-), 4 dias e 6 dias ap6s a infeccdo. Dados
representativos dois ou mais experimentos (N= 4-6 animais por grupo). As amostras foram analisadas pelo teste
t de Student ndo paramétrico seguido de pos-teste Mann-Whitney. Nos dados de peso (A) e concentracao de
proteina (B) foi utilizado ANOVA Two-way com p0s-teste Bonferroni para variancia estatistica entre os grupos
BALB/c e C57BL/6 no mesmo dia apos infecgdo (6° dia). Os valores foram expressos como médias + SEM. P <
0,05.
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4.3 Variacdes no numero de células presentes no BAL de camundongos
C57BL/6 e BALB/c ao longo da infeccdo com Plasmodium berghei ANKA

Durante inflamagdo pulmonar, células residentes e recrutadas s&o
responsaveis pela resposta inflamatoria no tecido, podendo atravessar a barreira
pulmonar e adentrar o alvéolo (77). Assim, com objetivo de analisar o perfil fenotipico
das células residentes do lumen da regido broncoalveolar e a cinética das células
inflamatorias durante o estabelecimento da malaria pulmonar experimental, o BAL dos
camundongos BALB/c e C57BL/6 infectados ou n&o foi recolhido nos dias 4 e 6 apoés
a infeccdo com PbA. As populacfes de células mieloides foram identificadas através
de seu tamanho e granulosidade, pela expressdo da molécula CD45 e CD11b, e
posteriormente classificadas com base na expressdo de uma combinagdo de
marcadores em: macrofagos  alveolares  (SiglecF*CD11c*), eosindfilos
(CD11b*SiglecF*), neutréfilos (CD11b*Ly6G*Ly6C*) e mondcitos inflamatérios
(CD11b*Ly6GLy6CM) como mostra a estratégia de gates (Fig. 8).
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Figura 8. Dot plots representativos da estratégia de gates utilizada para identificacao das

células mieloides presentes no lavado broncoalveolar durante a infecgdo com PbA

A infecgdo com PbA néo alterou significativamente o numero total de células

no BAL nos camundongos BALB/c no 4° dia quando comparado ao Controle, mas foi
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possivel observar um reestabelecimento expressivo no 6° dia quando comparado ao
4° dia apos infeccdo (Fig. 9A). Ja os camundongos C57BL/6 apresentaram uma
reducdo significativa do total de células no BAL 4 dias apés a infecdo quando
comparado ao Controle e um aumento expressivo no total de células obtidas no 6° dia

guando comparado ao dos animais do 4° dia apos a infeccao. (Fig. 9A).

Através da imunofenotipagem das células presentes no espaco alveolar, foi
possivel observar que camundongos BALB/c apresentaram reducao do numero total
e percentual de macrofagos alveolares no 6° dia apés a infeccdo quando comparado
ao Controle (Fig. 9B e C). A infeccdo com PbA também levou a reducdo no numero
total e percentual de macréfagos alveolares nos camundongos C57BL/6 infectados
quando comparado aos seus controles, porém diferente dos camundongos BALB/c,
foi possivel observar uma diminuicéo significativa ja no 4° dia ap6s a infec¢cdo nos
animais C57BL/6 (Fig. 9B e C).

Entre as células mieloides investigadas, poucos eosinofilos foram observados
no BAL dos camundongos BALB/c e C57BL/6 naive e parasitados (Fig. 9D e E).
Todavia, a infeccdo promoveu influxo de mondcitos inflamatérios para o alvéolo
pulmonar, levando a um aumento no numero total de mondécitos inflamatorios nos
camundongos C57BL/6, observado 6 dias apds a infeccdo (Fig. 9F). Esta alteracdo
no numero total de mondcitos ndo foi observada nos camundongos BALB/c (Fig. 9F).
A andlise do percentual destas células, entretanto, mostrou um aumento percentual
significativo no 6° dia ap6s a infeccao tanto em camundongos BALB/c quanto
C57BL/6. Contudo, é possivel observar que o percentual de mondcitos inflamatérios
nos camundongos C57BL/6 é expressivamente maior que o do grupo BALB/c (Fig.
9G).

A analise da populagdo de neutréfilos do BAL mostrou uma redugéo
significativa no numero total de neutrdfilos logo apdés a infeccdo em ambas as
linhagens de camundongos, quando comparados com seus grupos controles (Fig.
9H). Da mesma forma, houve reducao significativa no percentual dessas células apos
a infeccdo em camundongos BALB/c e C57BL/6 em relacdo aos seus controles (Fig.
9l).
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Figura 9. Cinética de recrutamento das subpopulagdes de células mieloide durante o estabelecimento
da malaria pulmonar experimental. Camundongos BALB/c e C57BL/6 foram infectados ou ndo com PbA,
e as células do BAL dos grupos Controle (-), 4 dias e 6 dias ap0s infec¢ao analisadas por citometria de fluxo.
(A) Numero total das células do BAL. Numero total e percentual (em relagéo ao total de células) de (B e C)
macréfagos alveolares, (D e E) eosindfilos, (F e G) monécitos inflamatérios e (H e 1) neutréfilos. Dados
representativos de dois ou mais experimentos independentes (N= 4-6 animais por grupo). As amostras foram
analisadas pelo teste t de Student e os valores foram expressos como médias + SEM. P <0,05. Para analise
de mondcitos entre as linhagens foi utilizado ANOVA Two-way com pos-teste Bonferroni para variancia

estatistica no mesmo dia apés infecgdo (6° dia). Os valores foram expressos como médias + SEM. P <0,05.
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4.4. Cinética de recrutamento de monoécitos inflamatorios e neutrofilos
para o tecido pulmonar de camundongos BALB/c e C57BL/6 infectados

com Plasmodium berghei ANKA

Analise do perfil de células mieloides CD11b*CD45*, recrutadas para o
intersticio pulmonar foi possivel observar que nos camundongos C57BL/6, ocorreu
aumento significativo de mondcitos inflamatorios observado ja no 4° dia apés a
infecgdo (Fig. 10A) comparado aos controles (Fig. 10A). Nos animais BALB/c
parasitados houve um sutil aumento (n&o significativo) no percentual desta célula (Fig.
10A). Por outro lado, resultados mostraram reducéo na porcentagem de neutrofilos,

no 6° dia apos a infeccdo, em ambas as linhagens de camundongos (Fig. 10B).
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Figura 10. Analise de recrutamento de mondcitos e neutréfilos para o tecido pulmonar durante ainfecgao
com PbA. Camundongos BALB/c e C57BL/6 foram infectados ou ndo com PbA. Células do tecido pulmonar
obtidas dos grupos Controle (-), 4 dias e 6 dias ap0s infeccdo foram analisados por citometria de fluxo. (A)
Percentual de mondcitos inflamatérios dentro das células CD11b*CD45*. (B) Percentual de neutrofilos dentro
das células CD11b*CD45*. Dados de um experimento (4-6 animais por grupo). As amostras foram analisadas

pelo teste t de Student ndo paramétrico e os valores foram expressos como médias + SEM. P <0,05.
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4.5 A infeccdo com Plasmodium berghei ANKA acarreta alteracdes na
expressdo de CD206, MHC Il e iNOS nos macrofagos alveolares de
camundongos BALB/c e C57BL/6

O perfil e a plasticidade dos macrofagos alveolares ao longo da infecgdo foram
investigados através da expressdo dos receptores CD206 e MHC classe I, e das
enzimas iNOS e arginase. Todos os macréfagos alveolares expéem CD206 e MHC
classe Il em sua membrana e a infecgdo promoveu a regulagéo positiva na expressao
desses receptores nos macrofagos alveolares de ambas linhagens de camundongos
(Fig. 11A-C). Interessantemente, a média da intensidade de fluorescéncia (MFI) do
receptor de manose, CD206, nos macrofagos alveolares no 6° dia apds a infeccéo foi
significativamente maior nos camundongos C57BL/6 quando comparada com a
expressao observada nos macrofagos alveolares oriundos dos camundongos BALB/c
(Fig. 11B). De forma semelhante ao observado na expressao de CD206, a molécula
de MHC Il foi mais expressa nos macréfagos de camundongos C57BL/6 quando
comparada aos macrofagos de camundongos BALB/c no 6° dia apés a infeccao (Fig.
11C).

Nao foi possivel detectar a expressdo da enzima arginase nos macrofagos
alveolares de camundongos naive e parasitados (dados ndo mostrados). No entanto,
foi possivel observar a expressdo de INOS em aproximadamente 10% e 30% dos
macrofagos alveolares dos animais BALB/c e C57BL/6 controles, respectivamente. O
percentual de macrofagos alveolares INOS* reduziu de forma significativa no 6° dia

apo6s a infeccdo em ambas as linhagens (Fig.11D e E).
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Figura 11. Alteracdo na expressao do receptor de manose CD206, MCH classe Il e 6xido nitrico
sintase (iINOS). Camundongos BALB/c e C57BL/6 foram infectados ou ndo com PbA, e os macrofagos
alveolares dos grupos Controle (-), 4 dias e 6 dias apos infeccéo foram analisados por citometria de
fluxo. (A) Histograma representativo da expresséo do receptor CD206 nos macréfagos alveolares de
camundongos BALB/c e C57BL/6 (linha cinza: células SiglecF-; linha preta: controle, ndo infectado; linha
verde: 4 dias ap0s a infeccdo; e linha vermelha: 6 dias apés a infeccdo). (B) Média de intensidade de
fluorescéncia (MFI) da expressdo de CD206. (C) Média de intensidade de fluorescéncia (MFI) da
expressdo de MHC II. (D) Estratégia de gates para analise dos macréfagos CD206+INOS+. (E)
Percentual de células CD206*NOS* dentro da populacdo de macrofagos alveolares. Dado
representativo de dois ou mais experimentos independentes (N= 4-6 animais por grupo). As amostras
foram analisadas pelo teste t de Student ndo paramétrico. Nos dados do MFI CD206 e MFIMCH Il (B e
C) foi utilizado ANOVA two-way com pés-teste Bonferroni para varidncia estatistica entre os grupos

BALB/c e C57BL/6 no dia 6 apds infecgéo e os valores foram expressos como médias + SEM. P <0,05.

4.6 Camundongos C57BL/6 infectados com Plasmodium berghei ANKA
apresentam niveis elevados de Oxido nitrico e arginase no lavado

broncoalveolar

A presenca do 6xido nitrico e da atividade da enzima arginase no BAL nos
animais infectados também foi investigada. A infeccdo com PbA nédo alterou os niveis
de Oxido nitrico no sobrenadante do BAL dos camundongos BALB/c (Controle; (Fig.
12A). Contudo, foi possivel observar cerca de duas vezes mais quantidade de 6xido
nitrico no BAL dos camundongos C57BL/6 no 6° dia apds infeccdo quando
comparados com o grupo Controle. Mais ainda, os niveis de Oxido nitrico no
sobrenadante do BAL dos camundongos C57BL/6 foram maiores que os valores
encontrados no BAL dos camundongos BALB/c ho mesmo tempo de infeccao (Fig.12
A).

De forma anéloga a producdo de 6xido nitrico, foi observado que a infeccao
com PbA néo levou a alteragbes na atividade da enzima arginase em camundongos
BALB/c. Entretanto, foi possivel observar um aumento expressivo de
aproximadamente 7 vezes na atividade da arginase nos camundongos C57BL/6 no 6°
dia apods infeccdo quando comparados com o grupo (Fig.12B). A razdo entre a
atividade da arginase e a producéo de 6xido nitrico foi realizada e foi possivel observar
que ndo ocorreu alteracdo no balango dessas moléculas em camundongos BALB/c.

No entanto, foi observada diferenca significativa na razdo dessas moléculas no
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sobrenadante do BAL dos camundongos C57BL/6, 6 dias ap0s a infeccdo, quando

comparados ao grupo Controle (Fig. 12C).

A B
Oxido Nitrico (uM) Arginase (u/L)
p=0,0111
p=00190 | © BALB/c 15- 00 o BALB/c
2.0 » = C57BLG ™ ] = C57BL
o 10 o "
15 o 1 + x
n 5
o] B0 B nm -z—% "
04 © O% [5) '} %
0.5 5. o w "™
00 T L] L] T T T _10 1 T L] T L] L]
- 4 6 - 4 6 - 4 6 - 4 6
Dias Dias Dias Dias
c 3 .
Razéao Arginase/NO
ns o BALB/c
101 N = C57BL/6
p=0,0286
1
o |
5 s
T34+
o 8 {' i
]
()
'5 I I I ! 1 1
- 4 - 4 6
Dias Dias

Figura 12. Niveis de 6xido nitrico e atividade arginase no BAL camundongos BALB/c e
C57BL/6 infectados com PbA. (A) Dosagem de 6xido nitrico (nitrito/nitrato) e (B) atividade
arginase do sobrenadante do lavado broncoalveolar. Grupos: Controle (-), 4 dias e 6 dias apés
infeccdo. (C) Razdo entre a arginase e 0 0xido nitrico. Dados de um (nico experimento (4-6
animais por grupo). As amostras foram analisadas pelo teste t de Student nao paramétrico. Nos
dados do 6xido nitrico (A) foi utilizado ANOVA two-way com pds-teste Bonferroni para variancia
estatistica entre os grupos BALB/c e C57BL/6 no dia 6 apés infeccdo e os valores foram

expressos como médias + SEM. P < 0,05.
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4.7 Perfil das citocinas presentes no lavado broncoalveolar de
camundongos BALB/c e C57BL/6 infectados com Plasmodium berghei
ANKA

Citocinas sé@o importantes moléculas capazes de modular a resposta local e
sistémica. Foram dosadas as citocinas TNFa, IFNy, IL-10, IL-2, IL-4, IL-6, IL-17 do
sobrenadante do lavado broncoalveolar, mas apenas TNFa, IFNy, IL-10 e IL-2

apresentaram niveis detectaveis.

Camundongos BALB/c e C57BL/6 infectados com PbA apresentam um
aumento nos niveis das citocinas proinflamatorias TNFa e IFNy no 6° dia apos a

infeccdo em relacdo ao grupo Controle e IFNy (Fig. 13A e B).

A citocina IL-10 apresenta importante funcdo no controle de respostas
inflamatorias (119). A andlise na producdo dessa citocina no BAL nao revelou
diferencas significativas nos camundongos C57BL/6 ao longo da infeccdo. Por outro
lado, os animais BALB/c apresentaram um aumento dessa citocina no sobrenadante
do BAL durante a infeccdo, sugerindo o desenvolvimento de maior capacidade
regulatéria pelos animais dessa linhagem (Fig. 13C). Com relagéo a citocina IL-2, foi
nao foram observadas diferencas em seus niveis no BAL dos camundongos BALB/c
ao longo do curso da infeccdo. Entretanto, mesmo em niveis baixos, foi possivel
observar aumento na produc¢éo da IL-2 nos camundongos C57BL/6 no 6° dia apés a
infecdo, quando comparado ao grupo (Fig. 13D).
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A razédo entre os niveis de TNF/IL-10 (Fig. 13E) e IFNy/IL-10 (Fig. 13F) revelou
um balanco mais pro-inflamatorio de citocinas presentes no BAL de camundongos
C57BL/6 no 6° dia apds a infeccdo quando comparados ao seu controle. Nenhuma
diferenca significativa nas razGes destas citocinas foi observada nos animais BALB/c
(Fig. 13E e F).
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Figura 13. Analise do perfil de citocinas presentes no BAL de animais infectados com PbA.
Dosagem das citocinas (A) TNF-a, (B) IFN-y, (C) IL- 10 e (D) IL-2 presentes no sobrenadante do lavado
broncoalveolar dos camundongos BALB/c e C57BL/6 infectados ou ndo com P. berghei ANKA. (E)
Razao entre as citocinas TNF e IL-10, e (F) IFN e IL-10. Grupos: Controle (-), 4 dias e 6 dias apos
infeccdo. Dados de um experimento (4-6 animais por grupo). As amostras foram analisadas pelo teste

t de Student nao paramétrico. Os valores foram expressos como médias + SEM. P <0,05.

5. Discusséao

A malaria se mantém como um grande problema de saude publica nos paises
em desenvolvimento. Embora seja uma doencga que possa ser prevenida e tratada,
mais de 400 mil pessoas morrem de malaria a cada ano. No ano de 2019, foram
estimados 229 milhdes de casos e 409 mil mortes em 87 paises endémicos para a
doenca (20). A maioria dos casos sao de infeccdo pelo P. falciparum e estédo
relacionados com o desenvolvimento de complicacdes cerebrais, acidose metabdlica,
injuria renal e comprometimento pulmonar (120,121). Cerca de 20% dos pacientes
adultos com malaria grave, causada pelo P. falciparum ou P. vivax, desenvolvem
problemas respiratérios (122). Andlises histoldgicas post-mortem do tecido pulmonar
de pacientes com malaria grave evidenciaram que aproximadamente 25% dos casos

desenvolveram edema pulmonar (123,124).

O uso de modelos experimentais propiciou maior avan¢o na compreensao das
complicagbes encontradas durante a infeccdo em humanos. Animais C57BL/6
infectados com PbA sao utilizados como modelo experimental para o estudo da
malaria cerebral experimental (MCE). Nossos achados iniciais validam os dados
reportados na literatura sobre a resisténcia e a suscetibilidade ao desenvolvimento de
MCE de camundongos BALB/c e C57BL/6, respectivamente (125,126). Nosso estudo
confirmou que todos os animais C57BL/6 parasitados morrem entre os dias 6 e 9 apés
infec¢@o, com sinais clinicos que se assemelham ao desenvolvimento de MCE; e que
a taxa de sobrevida é maior nos animais BALB/c parasitados quando comparada
aguela dos C57BL/6. Os animais BALB/c infectados com PbA morrem tardiamente
decorrente de anemia, como evidenciado por Shibui e colaboradores, 2009 (125).
Além disso, parametros clinicos como perda de peso e hipotermia, também, foram
observados de forma mais acentuada nos animais C57BL/6 parasitados.

Notadamente, ndo ha diferenca na porcentagem de eritrocitos infectados entre as
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linhagens de camundongos, o que infere que o desenvolvimento de complicacdes
devido a malaria esta associado a fatores genéticos que, entre outras coisas,
controlam o perfil da resposta imunoldgica ante a infeccado pelo PbA. Um classico
exemplo de predisposicdo genética para suscetibilidade ou resisténcia a uma
determinada doenca é observado na infeccdo de camundongos BALB/c e C57BL/6
por Leishmania major, e se correlaciona com o perfil de resposta imune desencadeada

pela infeccao nas diferentes linhagens (127).

Os modelos de malaria experimental murina utilizados neste estudo também
revelaram diferencas no comprometimento pulmonar apos infec¢cdo com PbA. Anélise
do 6rgao revelou que os animais C57BL/6, ao contrario dos camundongos BALBI/c,
apresentaram, em resposta a infec¢do, maior edema pulmonar, redugcdo no niumero
de macroéfagos alveolares observado ja no 4° dia apés infeccédo e influxo de mondcitos
inflamatorios para os alvéolos (6 dias apés a infec¢ao) e intersticio pulmonar (4 dias
apos infeccao). Os animais BALB/c parasitados apresentaram reducao no niumero de
macréfagos alveolares mais tardiamente (6 dias ap6s a infec¢cdo). J& os macréfagos
alveolares que permaneceram no tecido, ao longo da infeccdo, apresentaram
diferencas no seu perfil de marcadores, como aumento na expressao do receptor de
manose (CD206), MHC classe Il (MHC I1), e reducdo na expressao de iNOS pelos

macrofagos ou no niumero de macréfagos INOS™.

Durante o processo inflamatorio sistémico observado na malaria grave, as
paredes dos vasos que irrigam o tecido pulmonar séo afetadas, podendo ocorrer o
aumento da permeabilidade e, consequentemente, extravasamento de contetdo
plasmatico para o intersticio. Esse infiltrado pode comprometer a funcéo do érgao e,
se nédo tratado de forma oportuna, o dano pode ser letal (128). Muitas vezes o
diagndstico de MA-SDRA é mal interpretado e até mesmo confundido com pneumonia
viral, como ocorreu em casos reportados de pacientes com quadros pulmonares
provenientes da infeccdo com P. falciparum, na regido da Ardbia Saudita,
diagnosticados incialmente como uma infeccdo por MERS-CoV (129). Nossos
resultados mostraram aumento do peso do pulmé&o, na quantidade de proteinas no
BAL bem como quebra da barreira hematoalveolar nos camundongos C57BL/6
infectados com PDbA. Estes dados corroboram as observacbes de Lovegrove e

colaboradores (2008), que mostraram que camundongos C57BL/6 infectados com
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PbA desenvolveram lesdo pulmonar aguda, com aumento no conteudo de proteina
total e imunoglobulina M (IgM) no BAL nos dias 6 e 7 apés a infeccéo (130). Aumento
na concentracdo de Azul de Evans no tecido pulmonar no 6° dia apos infeccao
também foi observado em outros estudos (131,132). Entretanto, notamos que a
infeccdo levou a um discreto aumento no peso do 6rgdo e no contetdo de proteinas
totais no BAL dos animais BALB/c, porém sem extravasamento do corante Azul de

Evans para o 6rgéo e interferéncia na fungéo pulmonar.

Nossos achados revelaram que apenas os animais C57BL/6 parasitados
apresentaram diminuicdo na frequéncia respiratoria e um aumento do Penh no 5° dia
apos a infeccdo. Nossos dados sugerem que camundongos BALB/c infectados com
PbA s&o parcialmente resistentes a MA-SDRA, assim como reportado por Van den
Steen e colaboradores, 2013 (77). Variagcdes na fungédo pulmonar foram observadas
em camundongos DBA/2 infectados com PbA. Estes animais desenvolveram
complicacBes pulmonares (MA-SDRA) com aumento da pausa respiratéria (Penh) e

diminuicdo da frequéncia respiratéria 7 dias apos a infeccdo (133).

De forma macroscépica a inflamacéo é caracterizada com a presenca de calor,
rubor, edema, dor e perda de funcdo (134), e de forma microscépica, no tecido, a
resposta inflamatéria se caracteriza pela desorganizacdo da estrutura tecidual,
permitindo o influxo de células oriundas dos vasos sanguineos (135). Durante a
fisiopatologia da MA-SDRA a resposta inflamatoria esté associada a dois importantes
eventos. O primeiro esta relacionado com a resposta inflamatdria sistémica,
provocando disfun¢éo das células da microvasculatura do hospedeiro (136,137). E o
segundo esta associado a adesédo de eritrocitos infectados ao endotélio pulmonar,
amplificando a resposta inflamatéria local e contribuindo para a patogénese (138,139).
Dados de pacientes “post-mortem” infectados com Plasmodium reforgam a presencga
de conteudo leucocitario no parénquima pulmonar. Estudos prévios, utilizando o
modelo experimental de camundongos C57BL/6 infectados com PbA, observaram que
a infeccdo com PbA levou a um aumento no numero de células totais no BAL de
camundongos C57BL/6, 6 dias apés a infecgcdo (131). Nossos resultados mostram que
6 dias apos a infec¢cdo com PbA, camundongos C57BL/6 exibiram aumento no numero
total de células em relacéo ao 4° dia de infec¢cdo, mas ndo em relacédo aos controles.

Nenhuma alteragdo no numero total de células foi encontrada no BAL de
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camundongos BALB/c ao longo da infeccdo. No modelo de SDRA induzida por
lipopolissacarideo (LPS), Verjans e colaboradores também observaram aumento no

namero total de células no BAL em camundongos C57BL/6 doentes (140).

Durante a inflamac&o pulmonar em complica¢fes alérgicas é possivel observar
a presenca elevada de eosinofilos no alvéolo pulmonar (141). Entretanto, durante a
fisiopatologia da malaria apenas um trabalho observou aumento plasmatico da
proteina catibnica eosinofilica durante quadro de maléaria cerebral em adultos (142).
Ademais, estudos mais antigos a este mostraram que a maléria causada pelo P.
falciparum, com ou sem exposi¢des anteriores, esta associada a baixos niameros de
eosinofilos circulantes (143,144). Em nossos modelos de infeccdo com PbA néo foi
possivel encontrar alteracées na contagem de eosindfilos presentes no BAL ao longo
da infec¢éo, tanto em camundongos C57BL/6 quanto em camundongos BALB/c.

No decorrer da resposta inflamatoria, os mondcitos sao importantes células
recrutadas para o tecido onde irdo responder aos estimulos no sitio inflamatorio, se
diferenciar e produzir mais mediadores importantes para a patogénese e/ou controle
da infeccdo. Em diversas infecgfes, os mondcitos desempenham fungdes cruciais
para o controle da doenca, como na infec¢cao experimental por Toxoplasma gondii. A
deplecdo dessas células, com uso de anticorpos monoclonais, levou a extensivos
danos e mostrou a importancia dos mondcitos para a sobrevida dos camundongos
C57BL/6 parasitados (145). Em um contexto bacteriano, Lee e colaboradores, 2020,
mostraram que durante a infeccdo causada por Mycobacterium tuberculosis ha um
aumento na populacdo de macréfagos derivados de mondcitos recrutados e que
essas células controlam melhor o micro-organismo do que os macréfagos intersticiais
e 0s macrofagos alveolares (146). Além disso, resultados de estudos ontogénicos dos
macréfagos fornecem dados independente que sustentam a ideia de que as
populacbes de macrofagos alveolares e macréfagos intersticiais representam
populactes de células hospedeiras que apresentam permissividade diferente quanto
ao crescimento bacteriano (94). Ainda, estudo “in vitro” mostrou a capacidade desses
monaocitos recrutados em responderem ao M. tuberculosis, alterando a producao de

citocinas e promovendo a ativacao de linfécitos T (147).

Infec¢des virais no pulmdo também estdo associadas ao recrutamento de

monaocitos para o tecido pulmonar. Durante a infec¢do com o virus da Influenza A foi
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reportado que mondcitos e macrofagos derivados de mondcitos possuem certa
resisténcia a apoptose mediado por caspase (148). Outro estudo mostrou que a
infeccdo pelo virus da influenza leva ao recrutamento de mondcitos da corrente
sanguinea que irdo adentrar o tecido e se diferenciar em células dendriticas mieloides
produtoras de IFN do tipo 1, importante para o controle viral (148). O recrutamento de
monaocitos e a sua diferenciacdo em TipDCs é substancialmente maior em animais
infectados com virus da influenza A de maior viruléncia, e o seu recrutamento depende
do receptor de citocina quimiotéatica 2 (CCR2) e da proteina quimiotatica de mondcitos
1 (MCP-1). Estas células promovem a eliminacao do virus ao induzirem respostas de
células T CD8 especificas (149).

A patogénese da MA-SDRA ainda vem sendo elucidada, porém ja se sabe que
a maior parte dos leucdcitos infiltrantes sdo células mononucleadas que causam
disfuncéo das trocas gasosas devido a seu acumulo no tecido (150). Entretanto, os
monaocitos sdo importantes durante a maldria para o processo de fagocitose,
apresentacdo de antigeno e producdo de citocinas (151). Estudo de Lagassé e
colaboradores mostrou aumento no niumero de macréfagos derivados de mondcitos
no BAL de camundongos C57BL/6 infectados com PbA (152). Nossos resultados
mostraram aumento no numero total e na porcentagem de mondécitos no BAL de
camundongos em camundongos C57BL/6 6 dias apds a infeccdo com PDbA.
Entretanto, nos camundongos BALB/c observamos apenas aumento na porcentagem
dessas células. Além do mais, Valecha e colaboradores mostraram que pacientes com
injaria pulmonar na malaria esta relacionada com aumento da frequéncia de
monaocitos, macréfagos e linfocitos, porém, neutrofilos sdo as células menos

frequentes (80).

No tecido, encontramos aumento no percentual de mondcitos inflamatérios em
ambas as linhagens de camundongos no 6° dia apos a infeccdo. Como mencionado
anteriormente, o sequestro de eritrécitos infectados nas superficies endoteliais resulta
em lesdo pulmonar aguda e no rapido recrutamento de mondcitos
CCR2*CD11b*Ly6CM da corrente sanguinea. Essas células recrutadas permanecem
nos pulmdes como macréfagos derivados de mondcitos e sdo importantes na
depuracdo, por meio da fagocitose, de eritrocitos aderentes infectados com

Plasmodium (152). Durante a infeccdo com Plasmodium berghei NK65, Galvao-Filho
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e colaboradores mostraram que o IFN-y produzido localmente induz a diferenciagao
final de mondocitos em TipDC, que por sua vez medeia a patologia do tecido pulmonar,
produzindo altos niveis de espécies reativas de nitrogénio (153). Interessantemente,
trabalhos na literatura j& mostraram o papel da molécula CD36, no contexto dos
monaocitos, que atua regulando a resposta imune devido a sua participacdo no
processo de fagocitose, uma vez que consistentemente CD36 € um determinante da
adesao eritrocitos infectados nos pulmdées (130,154). Além do receptor CD36, estudos
apresentaram resultados que suportam o papel de um mecanismo, via receptor CCR2,
gue responsavel pela intensidade e duracdo do trafego de mondcitos para o tecido
durante a inflamacdo pulmonar. Destacando a importancia dessa expressdo do

receptor CCR2 para a chegada de mondcitos inflamatérios para o pulméo (155,156).

O recrutamento de neutrofilos para o tecido é importante para a eliminacao de
diversos patdégenos. Essas células sdo as primeiras a chegar no sitio de infeccéo e
participam no processo de fagocitose e eliminacdo de patégenos invasores atraves
de mecanismo dependentes de espécies reativas de oxigénio (ROS) e mecanismos
independentes de oxigénio (157,158). Durante a infeccdo com M. tuberculosis,
entretanto, ha um aumento na porcentagem e no numero total de neutréfilos
recrutados para o pulméo, atingindo o pico entre os dias 2 e 3 ap6s a infeccdo em
camundongos suscetiveis (157). Esses resultados elucidam a capacidade dos
neutréfilos de entrar no tecido e fagocitar o patégeno juntamente com a baixa

capacidade dos neutréfilos em restringir o crescimento bacteriano.

Na infec¢do pelo Plasmodium spp., o recrutamento de neutrofilo é importante
para a eliminacdo do parasito no baco (159). Além disso, alguns trabalhos tem
relacionado essas ceélulas com a injuria pulmonar (160), lesdo hepética (161) e
também complicacbes cerebrais (162). Vandermosten e colaboradores realizaram um
estudo com diferentes Plasmodium spp. em paralelo com uso de diferentes linhagens
de camundongos. Os resultados obtidos pelo grupo mostram que camundongos
C57BL/6 infectados com P. berghei NK65-E tiveram um aumento no numero total de
neutréfilos no BAL 9 dias apos a infeccdo. Entretanto, a infeccdo com PbA em
camundongos DBA/2 ndao promoveu aumento de neutrofilos no BAL até o 19° dia apos
a infeccdo. Em paralelo a infecdo com PbA em camundongos BALB/c também néo

levou alteracGes no infiltrado de neutrofilo até 15° apds a infeccado (163). Nossos
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dados revelaram uma diminuicdo significativa tanto da porcentagem quanto do
namero total de neutrofilos no BAL no 6° dia apos a infecdo com PbA em ambas as
linhagens de camundongos (BALB/c e C57BL/6), quando comparados com seus
grupos Controles. Essa reducdo também foi observada no tecido pulmonar 6 dias
apos a infeccdo. O baixo numero de neutrofilos presentes no pulméao corrobora com
dados “post mortem” de malaria em humanos. Maknitikul e colaboradores mostraram
que ndo hé diferenca nos niveis de neutrdéfilos entre os pacientes infectados com P.
falciparum, com ou sem edema pulmonar (138). Podemos hipotetizar que a
diminuicdo no numero de neutrofilos teciduais, observado em nosso estudo, e 0s
baixos numeros encontrados apos andlise de pacientes infectados com P. falciparum
podem estar relacionados (1) a rapida morte e remoc¢éo dos neutrofilos que chegam
no tecido a fim de resolver o problema. Com isso, talvez fosse ideal observar os
estagios mais iniciais do desenvolvimento da doenca para que se possa identificar
essas ceélulas. Uma segunda hipdtese ainda ndo muito bem elucidada é que (2) a
infeccdo pelo Plasmodium spp. pode provocar a inibicdo da quimotaxia dos
neutroéfilos, pois ja foi reportado que neutréfilos de pacientes infectados com P.
falciparum tiveram sua quiomiotaxia reduzida quando comparados com 0s pacientes
nao infectados (164) [revisto em (158)]. Além disso, Leoratti e colaboradores ja
reportaram a reducdo da quimiotaxia pode estar relacionada em parte com a
expressédo de IL-8 e com o receptor CXCR2 (165). E por fim (3), essa diminui¢do dos
neutréfilos pode estra associada diretamente com a producdo ou a saida dessas

células a partir da medula 6ssea.

Por outro lado, em casos de infeccéo fatal pelo P. vivax foi observado aumento
na populacdo de células CD15* (neutrofilos) no intersticio pulmonar (166). Nossos
dados sao diferentes do estudo realizado por Sercundes e colaboradores, 2016, onde
0S autores mostraram que a infeccdo de camundongos DBA/2 com PbA promoveu
aumento no namero de células CD11b*Ly6G™* (neutréfilos) nos pulmdes de animais

gue desenvolveram MA-SDRA.

Os macrofagos alveolares constituem células participantes na resposta de
imunidade inata e desempenham importante papel no controle das respostas
inflamatorias, apos exposicdo do hospedeiro a diversos agentes do meio. Sao

importantes na manutencdo da homeostase do pulméo, fagocitando particulas
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inorganicas, bactéria, fungos e virus (167,168), além de contribuirem na remocéo de
células mortas e restos celulares, promovendo a renovacao tecidual. Sob condicdes
de homeostase, os macrofagos residentes possuem principalmente o fenétipo M2 e
secretam citocinas anti-inflamatoérias como IL-10 e TGF- 3 (167).

Durante complicacdes pulmonares os macréfagos alveolares sdo responsaveis
pela producédo de citocinas e quimiocinas que irdo recrutar diferentes tipos celulares
para o sitio inflamatdrio (169). Nossos dados exibiram uma diminuicdo no percentual
dos macréfagos alveolares nos camundongos BALB/c no 6° dia apés a infec¢do. Ja
nos camundongos C57BL/6 observamos também uma reducdo no percentual dos
macrofagos no dia 6 apos a infeccdo, porém, diferentemente dos camundongos
BALB/c, notamos uma reducao significativa j& no 4° dia apds a infeccdo quando
comparada ao grupo Controle. J& com relagdo ao numero total de macréfagos
alveolares, observamos reducédo 6 dias apos a infeccdo em ambas as linhagens de
camundongos (BALB/c e C57BL/6). Califano e colaboradores, 2018, mostraram que
durante a infecgdo pelo virus da influenza ha uma severa redugcdo de macrofagos
alveolares em camundongos BALB/c 7 dias ap6s a infeccdo. Essa reducao é
independente da dose de unidades formadoras de colénia administrada por via
intranasal. Em contrapartida, macrofagos alveolares de a camundongos C57BL/6 séo
mais resistentes a deplecéo apos a infeccéo pelo virus da influenza (170). Lasbury e
colaboradores, 2007, mostraram em seu estudo com Pneumocystis pneumonia que a
deplecdo de macrofagos alveolares observada em camundongos BALB/c pode ser,
em parte, devido a apoptose dessas células mediada por poliaminas. Analises do BAL
de animais infectados com Pneumocystis pneumonia exibiu altos niveis de poliaminas
(Espermidina, N'-acetilespermina, N!-acetilespermidida). O estudo associou esses
altos niveis de poliaminas com aumento das espécies reativas de oxigénio intracelular,
ativacao das caspases 3 e 9 (171). J& Fan e colaboradores mostraram, em um modelo
de hipoxia e isquemia pulmonar, que a apoptose de macrofagos alveolares € atenuada
pela inducdo de autofagia, via diminuicdo do extresse oxidativo (172). Ademais,
estudo de injuria pulmonar, induzida por LPS, em camundongos C57BL/6 observou
que a regulacdo positiva de IL-1p pode resultar na ativagao do piroptossoma da qual

culmina na piroptose dos macréfagos alveolares aumentando a inflamacéo (173).

68



A dinamica de recrutamento e os perfis de macrofagos encontrados no pulméao
pode variar de acordo com fatores epigenéticos especificos. Ja foi reportado, em
camundongos, que a exposicao a diferentes agentes ambientais ao longo da vida,
incluindo virus, fumacga de cigarro, entre outros, pode induzir o recrutamento de
monocitos que se diferenciam em macrofagos alveolares em resposta ao
microambiente do tecido pulmonar. Esses macréfagos alveolares derivados de
mondcitos, com o tempo, persistem no pulmao assumindo um papel de macréfagos
alveolares residentes nos tecidos (86). Desta forma, o papel dos macréfagos
residentes se torna bem especifico de acordo com o microambiente no qual esta célula

se encontra.

O fendtipo M1 nos macréfagos alveolares pode ser caracterizado como
CD206'°CD86" e fendtipo M2 como CD206"CD86'° (174). Estudo em humanos com
Streptococcus pneumoniae mostrou que apds a exposicdo microbiana houve o
predominio de células CD206"CD86" Além disso, independentemente da exposicéo
a S. pneumoniae, os macréfagos alveolares detectados expressaram niveis elevados
de CD80, CD64 e HLA-DR, perfil caracteristico de um fenétipo M1. No entanto, a
expressdo elevada de CD206 ilustra que os macrofagos alveolares expressam um

fendtipo duplo e plastico nas mais diferentes situacdes (174).

Nossos resultados mostraram que os macréfagos alveolares de camundongos
BALB/c e C57BL/6, em condi¢cdes de homeostase, expressam CD206, porém ao longo
da infeccdo ocorre um aumento na expressdo dessa molécula em ambas as
linhagens. No entanto, a média da intensidade de fluorescéncia (MFI) da expresséo
da molécula CD206 nos macrofagos alveolares dos animais C57BL/6 foi
significativamente maior quando comparado a dos animais BALB/c, no mesmo
periodo pés-infeccdo. Nossos dados indicam que mesmo em condicdes nao
homeostéticas os macrofagos alveolares mantém o perfil M2 e sugerem a hipétese de
qgue talvez, para assegurar a homeostase do tecido inflamado, esses macréfagos
realizem a regulacéo positiva do CD206. Estudo com pacientes portadores de doenca
pulmonar obstrutiva cronica (DPOC), mostrou que durante estagio de maior
severidade da doenca h&d um super expressao da molécula CD206 nos macréfagos

alveolares (175).
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A fim de buscarmos e identificarmos ainda mais o perfil fenotipico dos
macrofagos alveolares em nosso modelo de infec¢cdo com PbA, também observamos
0 aumento na expressao da molécula MHC Il. Esse aumento ocorreu no 6° dia apés
a infeccdo em ambas as linhagens de camundongo quando comparadas aos seus
controles. Todavia, observamos que o MFI do MHC Il dos macrofagos de
camundongos C57BL/6 foi mais alto do que de camundongos BALB/c 6 dias apos a
infeccdo. Além de ter tido um aumento do MFI j& no 4° dia apds a infeccdo nos
macréfagos de camundongos C57BL/6. No estudo de Fulton e colaboradores, 2004,
foi observado que macréfagos alveolares de camundongos C57BL/6 expressam
constitutivamente MHC 1l e que a suscetibilidade a infecdo infeccdo com
Mycobacterium bovis pode ser resultado da capacidade das micobactérias de interferir
na expressao do MHC Il e na apresentacdo do antigeno por macréfagos alveolares
(176). De acordo com Yao e colaboradores, 2018, a infecdo por adenovirus em
camundongos BALB/c levou a uma modulacao positiva no MFI da molécula de MHC
I, 28 dias ap0s a infeccdo. Além disso, este trabalho estabeleceu um novo paradigma,
até entdo pouco explorado na imunologia, de formacdo de memoria inata de

macrofagos associados a mucosa pulmonar (177).

Seguindo ainda a identificacdo do perfil fenotipico dos macrofagos alveolares,
nossos resultados mostraram uma diminuicdo significativa na percentagem de células
CD206*INOS* dentro da populacdo dos macréfagos alveolares em ambas as
linhagens de camundongos no 6° dia quando comparados aos grupos Controle.
Contudo, em condi¢cbes de homeostase, ha um percentual maior macrofagos
alveolares expressando iINOS nos camundongos C57BL/6, do que macréfagos de
camundongos BALB/c. Talvez essas diferencas na expressdao da iINOS ja em
condicdes de equilibrio seja uma das razdes pelas quais os camundongos C57BL/6
desenvolvam rapidamente sérias complicagfes pulmonares. Além disso, verificamos,
também, niveis mais elevados de 6xido nitrico em camundongos C57BL/6, 6 dias apos
a infeccdo com PbA, quando comparados aos do grupo Controle e também quando
comparados aos dos camundongos BALB/c, no 6° dia ap0s a infecgdo. Speyer e
colaboradores, 2003, utilizando animais knockout, mostrou que a auséncia de INOS
causa respostas inflamatérias aumentadas no pulmao de C57BL/6, e que podem estar
relacionadas a producéo aumentada de MCP-1 por células endoteliais e macréfagos
(178).
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Em paralelo, embora a expressdo da arginase nao tenha sido detectada nos
macrofagos alveolares, observamos aumento da atividade dessa enzima no
sobrenadante do BAL dos camundongos C57BL/6 parasitados. Enquanto a infec¢ao
com PbA nao promoveu alteracéo na atividade da arginase em camundongos BALB/c
ao longo da infeccdo. Estudo na literatura mostrou que durante a infeccdo com M.
tuberculosis, os macréfagos alveolares tendem a se polarizar primeiramente para o
perfil classico M1, caracterizado pelos altos niveis de IFN-y e iNOS. Entretanto,
durante o desenvolvimento da inflamacéo os macréfagos diminuem a expressao de
IFN-y e INOS e aumentam a expressdo da enzima arginase 1 e citocina IL-4,
polarizando para o fendtipo M2 (179). Como supracitado, em nossos resultados,
camundongos C57BL/6 expressam mais CD206 do que os BALB/6 no 6° dia apos a
infeccdo. Assim, podemos fazer a relacdo de que a medida que essas células vao
aumentando a expressdo de um marcador de fendtipo M2 (CD206) e atividade da
arginase 1, vao diminuindo a expressao de um marcador de fenotipo M1 (iNOS),
evidenciando o balanco de polarizacao desses macréfagos alveolares. Contudo, por
ser uma populacéo celular bem plastica essas células podem assumir perfis de acordo
com diferentes estimulos do meio. Bazzan e colaboradores, 2017, apresentaram
dados de macréfagos alveolares de pulmdes de pacientes fumantes ou com DPOC, e
essas células mantinham um perfil ndo polarizado (M0). Com a inflamacdo causada
pelo tabagismo e a gravidade da DPOC, houve aumento na expresséo tanto de
marcadores M1 quanto M2, ou seja, 0S autores mostraram coexpressao de

marcadores M1 e M2 no mesmo macrofago alveolar (180).

A infeccéo pelo P. falciparum e P. vivax e a severidade no desenvolvimento da
doenca estédo associadas a producao e secrecdo de citocinas pré-inflamatérias como
TNF, IFNy e IL-18 (181,182). Em modelos experimentais murinos de infecgao por P.
berghei, P. yoelii ou P. chabaudi é possivel observar as mesmas funcdes dessas
citocinas no desenvolvimento da maléria (51,109). Essas citocinas estao relacionadas
ao aumento da expresséo de moléculas de adeséo, como E-selectina, e ICAM-1 nas
células endoteliais e 0 sequestro do eritrocito parasitado. Durante eventos da malaria
cerebral, Rudin e colaboradores ja reportaram a importancia do TNF no
desenvolvimento da doenca, onde camundongos knockout para o receptor TFN-a e
TNF-B se mostraram completamente resistentes ao desenvolvimento de
complicacbes cerebrais, apos a infeccdo com PbA (183). Além disso, embora o TNF
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esteja relacionada com eliminacdo do parasito na malaria em humanos por P.
falciparum, a mesma pode causar disfuncdo endotelial significativa e agravar o
sequestro de heméacias parasitados na microvasculatura (184). No contexto pulmonar,
essa citocina estd associada a quimiotaxia de leucdcitos para o sitio inflamatério,
inducao de fagocitose no macrofago, e maturacéo de DCs durante a infeccdo com M.

tuberculosis [revisado (185)].

Nossos resultados mostraram que a infeccdo com PbA promoveu aumento de
TNF no BAL, em ambas as linhagens de camundongos, 6 dias apos a infeccao.
Analisando, também, os niveis de IFN-y no BAL, mostramos aumento significativo de
citocina em camundongos C57BL/6 e BALB/c 6 dias apés a infeccdo. Estudo com
infeccdo pelo virus da influenza em camundongos BALB/c mostrou que o IFN-y
promove a deplecdo de macrofagos alveolares ao longo da infec¢do. Talvez o IFN-y
também possa ser um dos mediadores responsaveis pela a diminuicdo dos
macrofagos alveolares durante a infeccdo pelo PbA. Outra citocina proinflamatoéria que
analisamos foi a IL-2. Detectamos um aumento significativo na producdo dessa
citocina no BAL de camundongos C57BL/6 no 6° dia apds a infeccdo. A IL-2 € bem
conhecida como uma citocina importante para a proliferacédo de linfocitos T [revisado
(186)]. © ambiente pulmonar é particularmente sensivel a inflamacéo induzida por IL-
2 durante a infeccao pelo virus da influenza (187). Mais ainda, outro estudo identificou,
que durante o edema pulmonar, a IL-2 causou dano a microvasculatura no tecido
(188). Os mecanismos pelos quais IL-2 atua ainda ndo sdo bem compreendidos.
Todavia, acredita-se que este efeito possa ser consequéncia da producéo indireta de
outras citocinas, como TNF-a, e de proteases que séo liberadas por células recrutadas
para o tecido [revisto por (188)] . Okamoto e colaboradores, 2002, mostraram que a
IL-2 de forma sinérgica com a IL-18 é responsavel pelo processo de injuria pulmonar

letal durante a patogénese da pneumonia (189).

Ao analisarmos a IL-10, citocina imunorreguladora (190), observamos aumento
de seus niveis no 6° dia apos a infeccdo, em camundongos BALB/c parasitados, 0
gue nao foi observado nos animais C57BL/6. Desta forma, os resultados sugerem que
essa citocina possa estar envolvida no controle da imunopatogénese da maléaria
pulmonar. O papel da IL-10 como citocina reguladora do desenvolvimento da MCE

durante a infecgcdo com PbA de camundongos C57BL/6 ja foi evidenciado por Schmidt
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e colaboradores, 2018 (191). Neste modelo ha diminuicdo na expressdo de mRNA de
IL-10 no baco e no cérebro (191), em associacdo ao aumento na suscetibilidade ao
sequestro de parasito na microvasculatura desses tecidos (192). A geracdo de
resposta inflamatdria no tecido pulmonar envolve o balanco entre as citocinas
préinflamatdrias e anti-inflamatorias (193). Avaliamos a razdo entre as citocinas pro-
inflamatoria TNF e IFN-y com a citocina anti-inflamatoria IL-10. Observamos que
camundongos C57BL/6 possuem nivel de razdo mais elevado entre as citocinas
TNF/IL-10 e IFN-y/IL-10, sugestivo de um maior desequilibrio da resposta inflamatéria
nesses animais. Contrariamente, o estudo de Lovegrove e colaboradores, em modelo
de infeccdo com PbA em camundongos C57BL/6 e BALB/c, ndo detectou citocinas,
como TNF e IFN-y, e quimiocinas no BAL dos animais até 7 dias apos a infecgao.
Observaram apenas aumento na quantidade plasméticas dessas citocinas (130).
Além do mais, de acordo com a metodologia empregada nesse estudo, a dosagem de
citocinas foi realizada no volume total do BAL livre de células. Em nossas dosagens
utilizamos apenas o sobrenadante do primeiro lavado recolhido para mantermos a

concentracao das citocinas.
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6. Conclusao

Nossos dados mostram que camundongos BALB/c e C57BL/6 respondem de
forma diferente a infeccdo pelo Plasmodium berghei ANKA, desenvolvendo resposta
inflamatoria pulmonar leve e grave, respectivamente. A parcial resisténcia (BALB/c)
ou suscetibilidade (C57BL/6) das linhagens ao comprometimento pulmonar pode estar
relacionada a cinética distinta de influxo de mondcitos inflamatorios e do balaco entre
os mediadores inflamatérios (TNF e IFN) e regulatérios (IL-10) detectados no pulméao
dos animais parasitados. Mais ainda, evidenciamos que os macréfagos alveolares, de
ambas linhagens, percebem e respondem a infeccdo sistémica, apresentando

mudancas quantitativas e também do perfil funcional.
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7. Consideracdes finais
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Figura 14: Cinética de recrutamento de mondcitos e polarizacdo de macréfagos alveolares em
camundongos infectados com Plasmodium berghei ANKA. Animais C57BL/6 infectados com PbA
possuem um maior recrutamento de mondcitos inflamatérios para o tecido pulmonar quando comparados
com os animais BALB/c. Ambas as linhagens exibem uma diminuicdo dos macrofagos alveolares.
Entretanto, os animais C57BL/6 apresentam um aumento mais expressivo da molécula de MHC Il e CD206
nos macréfagos alveolares quando comparados com os camundongos BALB/c. Camundongos C57BL/6
exibem um maior desbalanco entre citocinas pré-inflamatérias (TNF e IFNy) e regulatéria (IL-10). Os
eventos inflamatérios no tecido pulmonar desencadeiam perda de fungcdo do pulm&o nos camundongos

C57BL/6 (suscetivel), diferentemente dos camundongos BALB/c.
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9. Anexos

9.1 Licenga do Comité de Etica na Utilizacdo de Animais (CEUA)

Instituto Oswaldo Cruz

1 [Comisséo de Etica no Uso de Animais - CEUA/ I0C

L041/2016
LICENGA

Certificamos que o protocolo (CEUA/IOC-035/2016), intitulado “Importancia do recrutamento,
diferenciagdo e ativacdo de células do sistema imune inato e adquirido na malaria”, sob a
responsabilidade de FLAVIA LIMA RIBEIRO GOMES atende ao disposto na Lei 11794/08, que
dispbe sobre o uso cientifico no uso de animais, inclusive, aos principios da Sociedade Brasileira de
Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL). A referida licenga ndo exime a observancia das Leis e
demais exigéncias legais na vasta legislag@o nacional.

Esta licenca tem validade até 30/09/2020 e inclui o uso total de:
Camundongo, cepa:

C57-BL/6 — 403 animais fémeas — 6-8 semanas
—18-209g

BALB/c — 403 animais fémeas — 6-8 semanas
18-20g
Mus musculus — 403 animais fémeas — 6-8 semanas — 18-20g

Observacdo: Esta licenca ndo substitui outras licengas necessarias, como Certificado de Qualidade
em Biosseguranga para animais geneticamente modificados, certificado do IBAMA para captura de
animais silvestres ou outros.
Rio de Janeiro, 06 de outubro
de 2016.

Flavio Alves Lara
Coordenador da
CEUA/Instituto Oswaldo Cruz
Fundacé&o Oswaldo Cruz

FIOCRUZ-Fundagéo Oswaldo Cruz/IOC-
Instituto Oswaldo Cruz Av. Brasil, 4365 -
Manguinhos - Rio de Janeiro - RJ - Brasil
CEP: 21040-360 Tel: (21) 2562-1056
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| cenca L-029/2020

Certificamos que o protocolo (CEUA/IOC-020/2020), intitulado, “Importancia do
recrutamento e plasticidade das células do sistema imune inato em camundongos BALB/c
e C57BL/6 infectados com Plasmodium berghei ANKA, modelos experimentais de
resisténcia e suscetibilidade ao desenvolvimento da malaria cerebral’”, sob a
responsabilidade de FLAVIA LIMA RIBEIRO GOMES atende ao disposto na Lei 11794/08,
gue dispde sobre o uso cientifico de animais, inclusive, aos principios da Sociedade
Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL). A referida licenca ndo exime a
observancia das Leis e demais exigéncias legais na legislacéo nacional.

Esta licenca tem validade até 21/10/2024 e inclui o uso total de:
Camundongo (Mus musculus), linhagem C57BL/6 - 1622 - animais machos
ou fémeas de 6-8 semanas - origem - ICTB

Camundongo (Mus musculus), linhagem BALB/c - 1622 - animais machos ou fémeas de 6-8 semanas
- origem - ICTB

Observacao: Esta licenca ndo substitui outras licencas necessarias, como Certificado de

Qualidade em Biosseguranga para animais geneticamente modificados, certificado do
IBAMA para captura de animais silvestres ou outros.

e e

Tania Zaverucha do Valle

Rio de Janeiro, 22 de outubro de 2020.

Matricula SIAPE 1362665

Coordenadora da CEUA/Instituto
Oswaldo Cruz Fundacéo Oswaldo Cruz

Fiocruz - Fundagéo Oswaldo Cruz-Instituto Oswaldo Cruz/IOC - Pavilhdo Arthur Neiva — modulos de
expansao — sala 06 Av. Brasil, 4365 - Manguinhos - Rio de Janeiro - RJ - Brasil

CEP: 21040-360 Tel: (21) 2562-1056
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L-041/2016-

LICENCA ADITIVA

A Comissdo CEUA/IOC, em atencgéo a solicitacdo da pesquisadora, FLAVIA LIMA
RIBEIRO GOMES responsavel pela licenca (L-041/2016), do protocolo (CEUA/IOC-
035/2016), intitulado “Importancia do recrutamento, diferenciacédo e ativagao de
células do sistema imune inato e adquirido na malaria”, que atende ao disposto na
Lei 11794/08, que dispde sobre o uso cientifico de animais, inclusive, aos principios
da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL), autoriza o
presente aditivo. A referida licenga aditiva ndo exime a observancia das Leis e
demais exigéncias legais na legislacdo nacional.

Esta licenca aditiva tem validade até 30/09/2020, inclui a adicdo de Camundongo
(Mus musculus), da linhagem C57BL/6 - 94 fémeas de 6-8 semanas - origem
ICTB - totalizando o nUmero de 497 animais, salvo o nimero de animais ja utilizados
até a presente data, e inclui novos membros e exclui o membro Césare Bianco
Junior.

Observacdo: Esta licenca ndo substitui outras licencas necessarias, como
Certificado de Qualidade em Biossegurangca para animais geneticamente
modificados, certificado do IBAMA para captura de animais silvestres ou outros.

T i

Tania Zaverucha do Valle

Rio de Janeiro, 07 de janeiro de 2020.
Coordenador Adjunto da CEUA/Instituto
Oswaldo Cruz

Fundagcé&o Oswaldo Cruz

Fiocruz-Fundacédo Oswaldo Cruz/IOC-Instituto
Oswaldo Cruz Av. Brasil, 4365 - Manguinhos -
Rio de Janeiro - RJ - Brasil CEP: 21040-360
Tel: (21) 2562-1056
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