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RESUMO

PEREIRA, M. L. M. O papel da heme oxigenase 1 na sindrome do desconforto
respiratorio agudo associada a maléria. 2016. 144 f. Tese (Doutorado em Imunologia) —
Instituto de Ciéncias Biomedicas, Universidade de Séo Paulo, S&o Paulo, 2016.

A maléria é uma doenca grave causada pelo parasita do género Plasmodium e que foi
responsavel por cerca de 440.000 mortes em 2015. A sindrome do desconforto respiratorio
agudo (SDRA) é uma das principais complica¢des clinicas da malaria. O modelo murino
DBA/2 reproduz os sinais clinicos da SDRA observados em humanos, quando infectado com
0 Plasmodium berghei ANKA. Foi demonstrado que a enzima heme oxigenase 1 (HO-1)
previne o desenvolvimento da malaria grave em camundongos. Além disso, altos niveis de
HO-1 foram observados em casos de malaria cerebral e em SDRA em humanos. Os nossos
dados indicam que a expressdo de mMRNA da HO-1, bem como o0s seus niveis proteicos estao
aumentados em camundongos que desenvolvem SDRA associada a maléria (SDRA-AM).
Adicionalmente, a droga indutora de HO-1 (hemina) preveniu o 6bito por SDRA-AM, quando
administrada antes do inicio do desenvolvimento da SDRA-AM. Verificou-se também uma
reducdo na permeabilidade vascular pulmonar e nos niveis de VEGF, ambos sinais da SDRA-
AM e uma melhoria dos parametros respiratorios em animais tratados com hemina. Assim
sendo, a inducdo da HO-1 parece ser protetora e a sua expressao aumentada aquando do
desenvolvimento da SDRA-AM pode representar um esfor¢o por parte do hospedeiro em
reverter o fendtipo desta sindrome. Sendo que a HO-1 tem um papel protetor na SDRA-AM
em modelo murino, esta enzima poderd ser um alvo de novos farmacos, como forma de
prevenir o desenvolvimento da SDRA-AM em humanos.

Palavras-chave: Heme-oxigenase-1. Malaria. Sindrome do desconforto respiratério agudo.



ABSTRACT

PEREIRA, M. L. M. The role of heme oxygenase 1 in malaria-associated acute
respiratory distress syndrome. 2016. 144 p. PhD thesis (Immunology) — Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2016.

Malaria is a serious disease, caused by the parasite of the genus Plasmodium, which was
responsible to 440,000 deaths in 2015. Acute lung injury/ acute respiratory distress syndrome
(ALI/ARDS) is one of the main clinical complications in severe malaria. The murine model
DBA/2 reproduces the clinical signs of ALI/ARDS observed in humans, when infected with
Plasmodium berghei ANKA. It was demonstrated that the enzyme heme oxygenase 1 (HO-1)
prevents mice to develop severe malaria. Also, high levels of HO-1 were reported in cases of
cerebral malaria and in ALI/ARDS in humans. Our data have indicated that the HO-1 mRNA
and protein expression are increased in mice that develop malaria associated ALI/ARDS
(MA-ALI/ARDS). Additionally, a HO-1 inducing drug (hemin) prevented mice from
developing MA-ALI/ARDS, when administered before the beginning of the time window
during which MA-ALI/ARDS usually develops in this model. Also, there is a decrease in the
lung permeability and in lung VEGF levels, which are signs of ALI/ARDS, and an
amelioration of respiratory parameters in the animals treated with hemin. Therefore, the
induction of HO-1 seems to be protective and their increased expression on the onset of MA-
ALI/ARDS development may represent an effort to revert the phenotype of this syndrome by
the host. Being HO-1 protective against MA-ALI/ARDS in murine models, this enzyme could
be a target of new drugs to prevent the development of MA-ALI/ARDS in humans.

Keywords: Heme Oxygenase-1. Malaria. Acute lung injury / acute respiratory distress
syndrome.
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1.1 Epidemiologia e distribui¢cdo geogréafica da maléria

A maléria é uma doenca grave causada pelo parasita Plasmodium e transmitida pela
picada do mosquito Anopheles. Estimou-se que em 2015 ocorreram cerca de 214 milhdes de
casos de malaria, sendo que esta doenca vitimou, no mesmo ano, cerca de 440 mil pessoas, a
maioria das quais criancas com menos de 5 anos de idade, originarias da Africa subsaariana
(67%). Dos cerca de 3,3 bilhdes de pessoas em risco de contrair malaria em 2014, 1,1 bilhdes
viviam em zonas de alto risco (mais do que um caso de malaria reportado por cada 1000
habitantes), situadas majoritariamente na Africa e no sudeste Asiatico (Figura 1) (WHO,
2014, 2015). As principais espécies causadoras de malaria em humanos sdo Plasmodium
falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale e Plasmodium
knowlesi. As duas primeiras sdo causadoras do maior nimero de casos da doenca. No Brasil
foram registrados cerca de 140 mil casos de malaria em 2014, sendo a maioria proveniente da
Amazobnia Legal e causada pelas espécies P. falciparum (17%) e P. vivax (83%) (WHO,
2015) (Figura 2).

Confirmed malaria cases per 1000 population
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Figura 1- Paises onde ocorreu a transmissdo de malaria em 2013 (WHO, 2014).
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Figura 2 - Limites espaciais da transmissdo de malaria causada por P. falciparum (A) e P. vivax (B) no Brasil
em 2010 (“Malaria Atlas Project”, 2010).

1.2 Ociclo de Vida e a Doenca

O ciclo de vida do Plasmodium comeca quando um mosquito fémea do género
Anopheles, possuindo esporozoitos em suas glandulas salivares pica o hospedeiro vertebrado
e injeta saliva infectada para a circulagdo sanguinea. Uma vez no sistema circulatério os
esporozoitos alcancam o figado, onde estabelecem uma infeccdo primaria assintomatica
intracelular em hepatécitos. Nos 7 a 30 dias seguintes, periodo entre a infeccdo e o
aparecimento dos primeiros sintomas (7 a 15 dias para P. falciparum e P. vivax e até 30 dias
para P. malariae), o parasita diferencia-se em milhares de merozoitos, que sdo liberados nos
sinusoides hepaticos no interior de merossomos (BARTOLONI; ZAMMARCHI, 2012;
PRUDENCIO; RODRIGUEZ; MOTA, 2006). Os merossomos, por sua vez acumulam-se no
pulméo e liberam o0s merozoitos na microvasculatura pulmonar (BAER et al., 2007). No
sangue, estes merozoitos vao, por sua vez, infectar os eritrocitos, iniciando a fase sintomatica
da doenga. O parasita desenvolve-se no interior dos eritrocitos passando por varias fases de
desenvolvimento como, anel e trofozoito, culminando na divisdo por esquizogonia com
consequente ruptura dos eritrocitos e liberacdo de merozoitos que, por sua vez irdo infectar

novos eritrocitos. Além de merozoitos, o desenvolvimento intraeritrocitico pode culminar em
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gametocitos (feminino e masculino). Se os gametocitos forem transmitidos a um mosquito
que pique um hospedeiro infectado, a fertilizacdo vai ocorrer no seu tubo digestivo, dando
origem a um zigoto, que por sua vez se desenvolve em 00cisto e em esporozoitos que vao
invadir as glandulas salivares do mosquito, tornando-o passivel de infectar um novo
hospedeiro (Figura 3) (GREENWOOD et al., 2008).

A maléria é caracterizada por sinais e sintomas como anemia grave, febre, vomitos e
fadiga. Durante a fase sintomatica da doenca podem ocorrer diversas complicagdes clinicas
que no conjunto se definem como malaria grave. A malaria grave tem sido descrita como uma
sindrome complexa que pode afetar varios érgdos e que é, em varios aspectos, semelhante a
sepse. Isto torna a maléaria grave dificil de diagnosticar numa fase inicial, pois pode ser
confundida com outras doencas febris, como a pneumonia, a sepse e as infec¢bes do sistema
nervoso central. As principais complicagdes clinicas que caracterizam a malaria grave séo a
anemia aguda, a malaria cerebral, a maléria placentaria, distdrbios renais e hepaticos e a
sindrome do desconforto respiratéria agudo (SDRA) (CURTIS; FINN; POLLARD, 2013).
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Figura 3 - Ciclo de vida do Plasmodium (GREENWOOD et al., 2008).
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1.3 Sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA)

A primeira descricdo de SDRA foi feita em 1967 como uma sindrome que apresentava
sinais de dispneia grave, taquipneia, hipoxemia, perda de complacéncia pulmonar e presenca
de infiltrado alveolar difuso, detectado por raio X toracico (ASHBAUGH et al., 1967). De
acordo com a definicdo de Berlim de 2012, a SDRA em humanos define-se em trés
subcategorias, dependendo do grau de hipoxemia: benigna (200 mm Hg <PaO,/FI0,<300
mmHg), moderada (100 mmHg <PaO,/FIO, <200 mmHg) e grave (PaO,/FI0,<100 mmHg).
Desta forma o termo lesdo pulmonar aguda (LPA) usado para designar uma forma menos
grave da doenca, foi abandonado, sendo unicamente usado o termo SDRA. Além disso, outros
critérios foram tidos em conta na definicdo de SDRA, tais como: opacidades bilaterais
detectadas por raio X ao torax ou por tomografia computadorizada. O inicio dos sinais da
SDRA ocorre em até uma semana ap6s o estimulo que levou aos sintomas, ou apds a piora ou
0 aparecimento de novos sinais e sintomas respiratérios; o edema ndo pode ser cardiogénico;
a pressdo expiratéria final positiva deve ser igual ou superior a 5 cm H,O para a SDRA
benigna e igual ou superior a 10 cm H,0 para a SDRA grave; o volume expirado por minuto
corrigido deve ser maior do que 10 L/min e/ou deve existir uma baixa complacéncia do
sistema respiratdrio (menor do que 40 mL/cm H,0) (RANIERI et al., 2012).

A SDRA afeta mais adultos do que criangas, possui uma elevada taxa de mortalidade e
¢ caracterizada por dispneia, taquipneia e hipoxemia que progride rapidamente para um
quadro de insuficiéncia respiratoria aguda caracterizado por complacéncia pulmonar reduzida,
aumento da atividade fagocitaria e aumento dos niveis de mediadores inflamatérios
(MONAHAN, 2013). As causas mais comuns da SDRA em humanos séo as pneumonias
bacterianas ou virais. Além destas, existem outras origens frequentes, como a sepse derivada
de infeccbes ndo pulmonares, a aspiracdo de suco gastrico e o traumatismo severo. Outras
causas mais raras sdo a pancreatite aguda, transfusdes, reacOes adversas a farmacos e
infeccOes fungicas ou parasitarias do pulmédo (MATTHAY; WARE; ZIMMERMAN, 2012).
Em modelos animais existe evidéncia de que a lesdo pulmonar aguda associada a hiperoxia
leva & presenca de elevados niveis de espécies reativas do oxigénio, que danificam as células
endoteliais e epiteliais do pulméo, incluindo os pneumdcitos do tipo | (morte celular) e
causam danos na membrana basal (THIEL et al., 2005; ZHANG, XUCHEN et al., 2003).
Além disso, pensa-se que as respostas do endotélio tambeém sdo importantes na protecdo
contra a morte induzida por hiperoxia devido ao fato de as células endoteliais constituirem

mais de 30% de todas as células pulmonares (CRAPO et al., 1982). Uma das mais graves
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consequéncias da SDRA é a falha de mdltiplos 6rgdos. Evidéncias clinicas recentes
especificaram que estratégias protetoras do endotélio podem prevenir a falha de multiplos
6rgdos (LANGOUCHE et al., 2005; ZHANG, XUCHEN et al., 2006).

1.4  Maléria grave

A espécie P. falciparum é a mais virulenta, a qual predomina na Africa. Por outro
lado, a espécie P. vivax € menos virulenta e esta mais amplamente distribuida pelo mundo de
que P. falciparum (WHO, 2015). Apesar disso, ambas as espécies Sao responsaveis por casos
de maléria grave (BAIRD, 2013; LACERDA et al., 2012; RAHIMI et al., 2014).
Os principais eventos fisiopatoldgicos que ocorrem durante a infeccdo por maléria sdo: a
liberacdo de citocinas pro-inflamatdrias, a adesdo de eritrocitos parasitados (EP) as células
endoteliais de capilares e vénulas, particularmente importante em P. falciparum, cuja proteina
Pfempl é responsavel pela ligacdo a receptores do hospedeiro, como o CD36 e o ICAM-1
(BARUCH et al., 1996). Ademais, a remocdo de eritrocitos parasitados da corrente sanguinea
pelos macréfagos esplénicos e a ruptura de eritrocitos parasitados com consequente liberacéo
de fatores que vao ativar a resposta inflamatdéria, como o glicosilfosfatidilinositol, a
hemozoina (pigmento malérico), o DNA e precipitados de acido Urico derivados do parasita,
que ao interagirem com receptores TLR da imunidade inata, como o TLR9 (hemozoina e
DNA), conduzem a uma activacdo da reposta inflamatéria (GALLEGO-DELGADO et al.,
2014; GAZZINELLI et al., 2014; GUPTE, 2013). Estes eventos estdo associados entre si e
sdo responsaveis pelas principais sindromes que estdo associadas a malaria. Os macrofagos
esplénicos e 0s mondcitos sdo os principais responsaveis pela liberacdo de mediadores pro-
inflamatorios (BORGES DA SILVA et al., 2015). Isto deve-se ao fato de estas células
estarem expostas a um elevado numero de eritrécitos infectados da corrente sanguinea e por
serem responsaveis pela deteccdo e fagocitose desses eritrocitos (DEL PORTILLO et al.,
2012). Apesar disso, a anemia severa, uma das formas mais comuns de malaria grave, ndo
pode ser explicada apenas pelo fendmeno de remocdo de eritrocitos parasitados pelo bago.
Além disso, tem sido proposto o efeito supressor da eritropoiese pelas citocinas pro-
inflamatdrias (GAZZINELLI et al., 2014). Para além dos macréfagos e dos mondcitos, as
celulas T CD4+, as células T gama-delta e as células NK s&o também responsaveis pela
producdo de citocinas pré-inflamatorias, como a IL-12, o IFN-y e 0 TNF-a, numa fase
precoce da infec¢do por plasmédio em humanos. Dentre estas células, os monécitos CD14+
destacam-se pela producdo de TNF e quimiocinas, enquanto nas células T CD4+ predomina a

expressao de IL-10. O envolvimento de mediadores inflamatérios, como IL-6, MIP-1a, MIP-



23

1B ¢ MCP-2 e da citocina anti-inflamatdria 1L-10, est4 associado a uma maior probabilidade
de ocorréncia de maléria grave em humanos (STANISIC et al., 2014).

A adesdo de eritrocitos parasitados ao endotélio é um fendmeno importante no
desenvolvimento de formas graves da malaria, como a malaria cerebral (IDRO et al., 2010) e
a malaria placentaria (COSTA et al., 2006; UMBERS; AITKEN; ROGERSON, 2011). Em
relacio @ SDRA associada a maléria, existem ainda poucos estudos sobre a possivel
importancia deste fenémeno, tanto in vivo (CORBETT et al.,, 1989) como in vitro
(CARVALHO et al., 2010; MUANZA et al., 1996). Receptores do hospedeiro, como ICAM-
1 (CARVALHO et al., 2010) e CD36 (BARNWELL et al., 1989; BARUCH et al., 1996,
1997; CHEN, Q et al., 2000; OQUENDO et al., 1989) estdo envolvidos na adesdo ao
endotélio de EP leucdcitos e plaquetas (KIRCHGATTER; DEL PORTILLO, 2005;
SHERMAN; EDA; WINOGRAD, 2003; WASSMER; COMBES; GRAU, 2003).

A participagdo de diversas células do sistema imunitério e de células endoteliais em
diversos Orgaos no aparecimento dos primeiros sinais de malaria reforca a hipdtese de
envolvimento de mdltiplos fatores do hospedeiro para o desenvolvimento das sindromes de

malaria severa como a SDRA e a maléria cerebral.

1.5  Sindrome do desconforto respiratorio agudo (SDRA) associada a malaria

Os mecanismos fundamentais da fase inicial e da propagacdo da SDRA nédo estdo
ainda bem definidos, no entanto, sabe-se que a entrada de fluido intravascular nos pulmaes,
resultante do aumento da permeabilidade dos capilares sanguineos alveolares, € 0 mecanismo
fisiopatoldgico chave da SDRA associada a malaria (MOHAN; SHARMA; BOLLINENI,
2008). Neste aumento da permeabilidade estdo, possivelmente, envolvidos maltiplos fatores
como a injuria do endotélio causada pela adeséo de EP, 0 aumento dos niveis de citocinas pro-
inflamatorias, como a TNF-a, a interleucina 1 (IL-1) ou as interleucinas 6 e 8 (IL-6 e IL-8), e
ainda, a obstrucdo endovascular associada a acumulacdo de eritrocitos com reduzida
deformabilidade, EP e leucécitos (MOHAN; SHARMA; BOLLINENI, 2008) (Figura 4).
Esta sindrome pode estar também associada a outros fatores como a insuficiéncia cardiaca ou
a taquipneia associada a maléria cerebral (GOOD et al., 2005). Entretanto, tem sido
demonstrado que a génese da SDRA associada a malaria é multifatorial e que as hipoteses de

adesdo ao endotélio, inflamacdo e hemostasia, envolvidas na patogénese da malaria severa,



24

especialmente da maléria cerebral (VAN DER HEYDE et al., 2006), sejam também
relevantes no desenvolvimento da SDRA associada a malaria.

o Non-infected red biood o Blood vesse
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Non infected ALI/ARDS

Figura 4 — Componentes celulares envolvidos na SDRA associada a maléaria (AITKEN et al., 2014).

A SDRA ja foi diagnosticada em pacientes sofrendo malaria causada por todas as
espécies responsaveis por esta doenca nos humanos, incluindo Plasmodium knowlesi
(SINGH; DANESHVAR, 2013), no entanto, é mais comum em Plasmodium falciparum e P.
vivax (MOHAN; SHARMA; BOLLINENI, 2008; PRICE et al., 2007).

Modelos murinos s@o uma importante ponte entre o paciente de uma zona endémica e
o laboratdrio de pesquisa. Hipdteses emergentes de estudos humanos podem ser facilmente
testadas em modelos animais e fornecem valiosas informagdes sobre a patogenia das
enfermidades. Nesse sentido, foram desenvolvidos diferentes modelos em roedores para o
estudo da SDRA associada a maléaria, que demonstram aspectos semelhantes 8 SDRA humana
(EPIPHANIO et al., 2010a; HEE et al., 2011; LOVEGROVE et al., 2008; VAN DEN STEEN
et al., 2010). Camundongos da linhagem DBA/2 quando infectados com o parasita
Plasmodium berghei ANKA, desenvolvem SDRA (EPIPHANIO et al., 2010a). Entre 30 e
60% dos camundongos desta linhagem que morrem entre os dias 7 e 12 ap0s infecao

apresentam dispneia, hipoxemia e reducdo da capacidade respiratéria. Estudos post-mortem
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revelaram que estes camundongos apresentavam efusdo pleural, contendo células como
neutrdfilos, linfocitos, mondcitos e macrofagos. Ademais, o fator de crescimento vascular
endotelial (VEGF) foi identificado como fundamental no aumento da permeabilidade vascular
pulmonar, um marco da SDRA (EPIPHANIO et al., 2010a; PENA et al., 2012). Em outro
modelo, camundongos C57BL/6, quando infectados com o parasita P. berghei NK65
desenvolveram um quadro de maléria grave caracterizado por infiltrado inflamatério e edema
alveolar e intersticial no pulmao e formacdo de membranas hialinas, o que ¢é tipico da SDRA
(VAN DEN STEEN et al., 2010). Neste modelo, cerca de 90% dos camundongos infectados
morrem com um quadro de maléria grave tipico de SDRA, sem desenvolver maléria cerebral,
0 que o torna um modelo Util no estudo da SDRA associada a malaria. Por ultimo,
demonstrou-se que a infec¢cdo de camundongos da linhagem C57BL/6 com o parasita P.
berghei NK65 ® levou a que estes desenvolvessem SDRA com uma incidéncia préxima de
100% (dados nédo publicados). Assim sendo, qualquer um destes trés modelos aqui descritos é
adequado para o estudo da SDRA associada a malaria.

1.6 A heme oxigenase-1

O sistema heme oxigenase tem sido intensamente estudado devido as suas
propriedades regulatorias tanto em processos fisioldgicos, quanto patolégicos. A HO-1 é uma
enzima codificada pelo gene hmox-1, o qual é considerado um gene “protetor” devido a suas
propriedades anti-inflamatdrias, anti-apoptéticas e anti-proliferativas em diferentes tipos
celulares, incluindo as células endoteliais (SOARES et al., 1998). Esta enzima participa na
degradacdo do heme livre em quantidades equimolares de CO, ferro e biliverdina. A
biliverdina é posteriormente reduzida a bilirrubina pela enzima biliverdina redutase (DULAK
et al., 2008) (Figura 5).
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Figura 5 — Reacdo enzimatica da HO-1 (DULAK et al., 2008).

O heme ¢é derivado de proteinas, tais como a hemoglobina e a mioglobina. A HO-1 é
expressa em todas as células em baixos niveis, mas é rapidamente induzivel por estimulos
variados, tais como heme livre, heme-hemopexina, radiacdo ultravioleta A, peroxido de
hidrogénio, citocinas IL-1, IL-6, TNF-a, IFN-y, endotoxina, PDGF, TGF, VEGF, metais
pesados, lipoproteinas oxidadas de baixa densidade, hiperoxia, 6xido nitrico, doadores de
oxido nitrico, dopamina e todos os estimulos que induzem uma mudanca consideravel no
potencial redox celular (AGARWAL; BOLISETTY, 2013; HILL-KAPTURCZAK; CHANG,;
AGARWAL, 2002).

A heme oxigenase possui duas isoformas: HO-1, induzivel e heme oxigenase-2 (HO-
2), constitutiva. A atividade enzimatica de ambas é idéntica. A HO-2, possivelmente, regula
as funcgdes fisiologicas normais das células, enquanto que a HO-1 é expressa em todas as
células e é altamente induzivel por uma variedade de estimulos (AGARWAL; BOLISETTY,
2013). Esta enzima desempenha um papel protetor na modulagéo da resposta tecidual a injuria
em varios orgdos, incluindo o pulmao (injdria pulmonar associada a hiperoxia (ZHANG, Y et
al., 2013), hipertensdo pulmonar (CHRISTOU et al., 2000) e fibrose pulmonar (TSUBURAI
et al., 2002)).

Sendo assim, a HO-1 confere protecéo celular através de:

e degradacdo do heme livre, que tem efeitos pré-oxidantes (BALLA et al., 1991,
TRACZ; ALAM; NATH, 2007);

e produtos da reacdo da HO-1 que contribuem para a resposta protetora (MOTTERLINI,
OTTERBEIN, 2010; NAKAGAMI et al., 1993; STOCKER et al., 1987).
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Em resposta ao estresse oxidativo as células alteram a sua expressdo génica de
maneira a ativar genes que codificam proteinas responsaveis pela protecdo contra esse
estresse. O fator de transcricdo Nrf2, juntamente com os seus genes alvo (envolvidos na
protecdo celular antioxidativa), sdo importantes na protecdo contra espécies reativas do
oxigénio (ROS), espécies reativas do nitrogénio, e dano celular. O Nrf2 estd localizado no
citoplasma, associado a proteina Keapl. Esta proteina é responsadvel pela ubiquitinacéo
constante de Nrf2, o que leva a sua degradacdo no citoplasma. Em resposta ao estresse
oxidativo Nrf2 é libertado de Keapl e, posteriormente, translocado para o nucleo. No ndcleo,
Nrf2 forma um hetero-dimero com a proteina Maf e liga-se a elementos relacionados com
antioxidantes (AREs) na regido promotora de determinados genes citoprotetores, entre 0s
quais hmox1, que codifica a proteina HO-1 (JOO CHOI; CHENG; SHIK KIM, 2014). Um
composto denominado “desoxyrhapontigenin” diminuiu a produ¢do de ROS e de peroxinitrito
e induziu a HO-1 através da ativacdo por Nrf2 e da inibicdo por Keap 1. Este farmaco levou
ainda a uma melhoria da inflamagéo pulmonar induzida por LPS (lipopolysaccharide) em
camundongos ICR (Inprinting Control Region) (JOO CHOI; CHENG; SHIK KIM, 2014).

As ferramentas disponiveis para o estudo da HO-1 em diferentes doencas, sdo as
drogas indutoras (hemina, cobalto protoporfirina IX) e inibidores quimicos, como zinco
protoporfirina IX. O gene da HO-1 pode ser deletado, constituindo camundongos HO-1
deficientes (HO-1 knockout). No entanto, os ensaios valendo-se de camundongos HO-1-KO
apresentam 0s seguintes problemas: letalidade parcial da delecdo de HO-1 para o
desenvolvimento pré-natal; a deposi¢cdo de ferro nos tecidos pode afetar os resultados dos
experimentos. Porém, os inibidores quimicos da HO-1 tém a desvantagem de serem
inespecificos. Num esfor¢co de contornar estes problemas, verificou-se que a inibicéo
especifica da HO-1 pulmonar através de RNA de interferéncia (SIRNA) permitiu estudar o
efeito do silenciamento da HO-1 poés-natal em células especificas (SINER et al., 2007;
ZHANG, XUCHEN et al., 2004; ZHANG, Yl et al., 2013).

1.7 O papel da heme oxigenase-1 na SDRA
Em ratos, a indugdo da expressdo da HO-1 levou a reducdo da injuria pulmonar
resultante da presenca de LPS bacteriano no sangue (OTTERBEIN; SYLVESTER; CHOI,

1995). Também foi demonstrado que a inibi¢cdo da HO-1 levou a um agravamento dos sinais
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de SDRA em ratos apdés isquemia-reperfusdo (I/R) dos membros inferiores (BOUTROS et al.,
2005).

Em modelos murinos, demonstrou-se que a hemina, um indutor da HO-1, inibiu o
recrutamento de células inflamatdrias e reduziu a ativacao do inflamassoma NLRP3 na injaria
pulmonar aguda induzida pela sepse (LUO et al., 2014). O inflamassoma NLRP3 regula a
maturacdo das citocinas pré-inflamatdrias IL-1p e IL-18. O complexo é formado pelas
proteinas NLRP3, ASC e caspase-1. Devido a um estimulo endégeno ou exdgeno, 0
inflamassoma forma-se através da ativacdo da proteina NLRP3 e recrutamento de ASC e da
pré-caspase-1. Isto resulta na ativacdo da caspase-1 e subsequente processamento das
citocinas pro-IL-1 e pro-1L-18 nas suas formas ativas (ANAND; MALIREDDI;
KANNEGANTI, 2011; SCHRODER; TSCHOPP, 2010). O inflamassoma NLRP3 pode ser
ativado por varios fatores estimulantes tais como, bactérias, virus, fungos e componentes
resultantes da morte celular (ANAND; MALIREDDI; KANNEGANTI, 2011). A ativacédo
desregulada de NLRP3 esta presente na SDRA associada a aspiracao de LPS e as citocinas
associadas ao inflamassoma, pertencentes a familia de citocinas IL-1, sdo responsaveis pela
propagacao da resposta inflamatéria (GRAILER et al., 2014). Ndo menos importante, 0s
niveis de marcadores de estresse oxidativo no tecido pulmonar, reduziram em animais com

sepse tratados com hemina (LUO et al., 2014).

Por fim, o knockdown da HO-1 pulmonar levou a um agravamento da injaria pulmonar
resultante de hiperoxia, com consequente aumento da apoptose das células endoteliais
pulmonares, aumento dos niveis de ROS e de proteina no lavado broncoalveolar e aumento
dos niveis das citocinas IL-1B, IL-6 e TNF-a (ZHANG, Y] et al., 2013). Este estudo permitiu
assim determinar o papel da HO-1 no pulmdo, em casos de hiperoxia, sendo possivel
determinar qual a contribuicdo da HO-1 para a patogénese desta doenca em diferentes células
do pulmédo. No entanto, estudos como este sdo dispendiosos e complexos pelo que,
geralmente se opta pela utilizagdo de camundongos HO-1 knockout ou de inibidores quimicos,

como o ZnPPIX, para o estudo da HO-1.

1.8 O papel da heme oxigenase-1 na maléria
Diversos estudos sustentam a hip6tese de que na malaria grave, a enzima HO-1 e 0 CO
tém um papel protetor (EPIPHANIO et al., 2010a; PAMPLONA et al., 2007; PENA et al.,

2012). Entretanto, niveis elevados de HO-1 nos leucocitos do sangue periférico e no plasma
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foram associados a maléaria grave em criancas gambianas (WALTHER et al., 2012).
Adicionalmente a HO-1 foi também detectada em elevados niveis nos mondcitos e
macrofagos residentes do cérebro, pulméo e figado de humanos com maléria grave (CLARK
et al., 2003). Tal como em casos de hiperoxia, endotoxemia e I/R, a infecdo por malaria leva a
liberacdo de espécies reativas de oxigénio e heme livre, prejudiciais para as células endoteliais
do hospedeiro. Quando expostas ao heme livre, as células do hospedeiro aumentam a
expressao da HO-1 (FERREIRA et al., 2008).

Em camundongos da linhagem C57BL/6, tanto a indugdo da HO-1 com cobalto
protoporfirina IX (CoPPIX), como o tratamento com monoxido de carbono (CO) suprimiram
a patogénese da malaria cerebral experimental, prevenindo a ruptura da barreira
hematoencefélica, bem como reduzindo a neuroinflamagdo (PAMPLONA et al., 2007). No
entanto, a inibicdo quimica da HO-1 com a ZnPPIX ndo teve efeito na patogénese em
camundongos C57BL/6. Apesar disso, neste estudo, foram utilizados camundongos HO-1-
KO, cujo background é a linhagem Balb/c (os quais ndo desenvolvem malaria cerebral), e foi

observado o desenvolvimento de sinais similares & malaria cerebral.

Recentemente, foi demonstrado em DBA/2 infectados com Plasmodium berghei
ANKA que a administracdo exdgena de CO suprime a SDRA e que altos niveis de VEGF
estdo associados ao desenvolvimento desta lesdo (EPIPHANIO et al., 2010a). Ademais, Siner
e colaboradores demonstraram que o VEGF é um potente indutor da enzima HO-1 e que a
inducdo desta enzima reduziu a injdria pulmonar aguda causada por hiperoxia em
camundongos (SINER et al., 2007).

Apesar de a maior parte dos estudos da HO-1 concluirem que esta enzima tem um
papel protetor no desenvolvimento de diferentes doencas, como a SDRA, o papel da HO-1 na
SDRA associada a malaria € pouco conhecido, por isso, 0 objetivo principal deste estudo foi
verificar a sua importancia na patogénese desta sindrome em camundongos DBA/2 infectados
com P. berghei ANKA.

1.9  Aumento da permeabilidade vascular pulmonar na SDRA: o papel do VEGF
O aumento da permeabilidade vascular pulmonar é um fator chave na génese da
SDRA. Este aumento de permeabilidade ja foi verificado em casos de SDRA associada a

sepse e de pneumonia em humanos, com consequente incapacidade de remocdo do fluido
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alveolar por parte do epitélio alveolar (CONSTANTIN et al., 2007; HOLTER et al., 1986;
JABAUDON et al., 2016). Em modelos murinos verificou-se que a permeabilidade vascular
pulmonar esta presente na ARDS induzida por LPS (KONRAD et al., 2016; MENG et al.,
2015).

A remocdo do fluido alveolar dos alveolos pulmonares para o espaco intersticial é
realizada pela atividade das bombas de sodio-potassio e pela ATPase nas células epiteliais
alveolares. Durante a SDRA ndo s6 o epitélio alveolar é afetado mas também o endotélio,
com a formacdo de espacos entre as juncdes das células endoteliais (GONZALES; LUCAS;
VERIN, 2015). Estes espacos sao formados devido a um remodelamento do citoesqueleto das
células endoteliais, induzido por fatores como o VEGF (SUKRITI et al., 2014). O
entendimento dos mecanismos envolvendo o VEGF endotelial in vivo pode ter implicacGes
terapéuticas importantes.

Apesar de amplamente distribuido em muitos 6rgdos, o VEGF esta presente nos
pulmdes em elevados niveis, no entanto a sua funcdo ndo € ainda bem compreendida
(MEDFORD et al., 2009; NG et al., 2001). VEGF é uma familia de glicoproteinas dimorficas
que se inclui na superfamilia de PDGF. Apesar de ser apenas um entre muitos fatores de
crescimento, 0 VEGF é necessario para uma vasculogénese bem-sucedida, bem como para a
manutencdo da permeabilidade vascular e possui propriedades mitogénicas e de sobrevivéncia
das células endoteliais envolvidas na angiogénese (DRAKE et al., 2000; GERBER; DIXIT;
FERRARA, 1998). Em culturas de células endoteliais o VEGF previne a apoptose,
possivelmente através da inducdo de proteinas anti-apoptoticas tais como aquelas pertencentes
a familia Bcl-2, que estabilizam as membranas mitocondriais (GERBER; DIXIT; FERRARA,
1998). Adicionalmente mostrou-se que, num modelo in vivo, a proteina IL-13 tem um papel
protetor durante a hiperoxia e que a protecdo € em grande parte devido a sua habilidade para
induzir a expressao de VEGF no parénquima pulmonar, vasos sanguineos, vias respiratorias e
macrofagos alveolares (CORNE et al., 2000). Além disso, mostrou-se que, camundongos
transgénicos que sobre expressam o VEGF estdo protegidos da SDRA associada a hiperoxia,
em parte através da inducdo da proteina anti-apoptética Al, da familia Bcl (HE et al., 2005;
WAXMAN et al., 1998). No entanto, em outros estudos, como o do modelo de SDRA
associada a malaria, o VEGF tem um papel deletério (EPIPHANIO et al., 2010b). Sendo
assim o papel do VEGF na prote¢éo contra a lesdo pulmonar parece ser controverso e depende
do modelo em estudo.
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Os niveis de VEGF estdo aumentados em camundongos DBA/2 infectados com P.
berghei ANKA (EPIPHANIO et al., 2010a; ORTOLAN et al., 2014). Além disso, 0s niveis
de permeabilidade endotelial pulmonar estdo aumentados nos mesmos camundongos, que
também apresentam edema alveolar e efusdo pleural (EPIPHANIO et al., 2010a; ORTOLAN
et al., 2014). Dado que a HO-1 reduziu a permeabilidade pulmonar em outros modelos de
SDRA induzida por LPS (KONRAD et al., 2016) e protegeu o modelo murinho C57BL/6 da
malaria cerebral (PAMPLONA et al., 2007), o objetivo principal deste projeto foi verificar se

HO-1 tem um papel protetor contra a SDRA associada a malaria.



6 CONCLUSOES
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Os resultados obtidos neste trabalho levam-nos a concluir o seguinte:

a expressdo da HO-1 esta aumentada ao 7° dia ap6s a infecdo em DBA/2 infectados
com Plasmodium berghei ANKA que desenvolveram SDRA quando comparado com
animais HP;

o0 tratamento com hemina aumenta a expressdo da HO-1 em camundongos DBA/2 nédo
infectados;

o0 tratamento com hemina alterou o quadro clinico pulmonar de DBA/2 infectados com
Plasmodium berghei ANKA, melhorando os parametros respiratorios e aumentando a
sobrevida destes animais;

0 tratamento com hemina reduziu os niveis de VEGF e a permeabilidade vascular
pulmonar em DBA/2 infectados com Plasmodium berghei ANKA.

0 tratamento com hemina mostrou ainda ser eficaz ex vivo, reduzindo a
permeabilidade de células endoteliais de pulmédo de camundongo DBA/2 incubadas

com extrato de P. berghei ANKA, por diminuicdo das aberturas intercelulares

(juncdes gap).
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