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RESUMO

ORTOLAN, L. S. Citoadesao na imunopatogénese da sindrome do desconforto
respiratério agudo associado a malaria. 2017. 155 f. Tese (Doutorado em
Imunologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, S&o
Paulo, 2017.

A maléaria é um dos maiores problemas de saude global, especialmente nas regides
tropicais e subtropicais. Infec¢des por Plasmodium sp. podem levar a complicacbes
pulmonares denominadas sindrome do desconforto respiratorio agudo (SDRA),
caracterizadas por inflamacgdo aguda, lesédo do endotélio alveolar e do parénquima
pulmonar e disfuncdo e aumento da permeabilidade da barreira alvéolo-capilar. O
modelo experimental, que utiliza o parasita murino Plasmodium berghei ANKA e
camundongos da linhagem DBA/2, € empregado no estudo de mediadores
imunoldgicos e fatores que propiciam o estabelecimento das lesdes pulmonares
associados a SDRA. Camundongos DBA/2 infectados com Plasmodium berghei
ANKA (PbA) foram classificados de acordo com a causa de morte como SDRA ou
HP (hiperparasitemia). Os pulmdes foram coletados para andlise da capacidade
respiratéria pulmonar, histopatolégica, para ensaios de permeabilidade vascular,
para qRT-PCR e imunoistoquimica. Camundongos DBA/2 foram também infectados
com PDbA luciferase para avaliar a distribuicdo de parasitas in vivo. Para avaliar o
efeito anti-inflamatdério no desenvolvimento da sindrome, os camundongos foram
tratados com Dexametasona. Ex vivo, células endoteliais pulmonares de
camundongos DBA/2 (CEPP-DBA/2) foram estimuladas com IFN-y, TNF, VEGF,
LPS, extrato do parasita (Ext), eritrocitos parasitados (EP) ou com eritrcitos néo
parasitados (EnP) em diferentes tempos de exposicdo. Estas células foram
analisadas em ensaios de citoadesédo estatico e em fluxo, por expressao génica, em
co-culturas com células inflamatérias e em ensaios de inibicdo de moléculas
especificas e de permeabilidade. Nossos resultados demonstraram que ha acumulo
de PbA nos pulmdes de DBA/2 que desenvolveram SDRA e que TNF e IFN-y
aumentam a citoadesdo em CEPP-DBA/2, bem como a expressdo de ICAM-1,
VCAM-1 e EPCR. Além disso, mostramos que a inibicdo de TNF diminui a adeséo
de EP. Também observamos que dexametasona protege 0s animais da SDRA
através da diminuicdo de fatores inflamatorios, expressao génica de EPCR e através
da inibicdo da abertura de juncdes interendoteliais. Em concluséo, identificamos que
0 aumento da citoaderéncia de PbA-EP nos pulmdes de camundongos DBA/2 esta
relacionada com a patogénese de SDRA associada a malaria e que fatores
inflamatorios, especialmente TNF e IFN-y aumentam a expressao de moléculas de
adesdo, em especial EPCR. Ainda, concluimos que a intervencdo com
dexametasona protege os animais do desenvolvimento da SDRA associada a
malaria (SDRA-AM) devido preservacdo da permeabilidade da barreira alvéolo-
capilar. A intervencao da citoaderénca e da permeabilidade vascular pulmonar com o
uso de corticosteroies, pode ser um importante alvo para o tratamento e a prevencao
da SDRA-AM.

Palavras-chave: Plasmodium. Maléaria. Adesdo. Sindrome do Desconforto
Respiratorio Agudo. Inflamacéao.



ABSTRACT

ORTOLAN, L. S. Cytoadhesion in the immunopathogenesis of malaria-
associated acute respiratory distress syndrome. 2017. 155 p. Ph. D thesis
(immunology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Séo
Paulo, 2017.

Malaria is one of the most serious global health problems, especially in tropical and
subtropical regions. Infections by Plasmodium sp. can lead to pulmonary
complications named acute respiratory distress syndrome (ARDS), characterized by
acute inflammation, damage of the alveolar endothelium and pulmonary parenchyma,
dysfunction and increased permeability of the alveolar-capillary barrier. The
experimental model, using the murine parasite Plasmodium berghei ANKA and
DBA/2 mice, is used to study immunological mediators and factors that allow the
establishment of lung lesions associated with ARDS. DBA/2 mice infected with
Plasmodium berghei ANKA (PbA) were classified according to cause of death as
ARDS or HP (hyperparasitemia). Lungs were collected for analysis of respiratory
capacity, histological analyses by qRT-PCR and immunohistochemistry. DBA/2 mice
were also infected with PbA luciferase to evaluate a parasite distribution in vivo. To
evaluate the anti-inflammatory effect in the ARDS development, DBA/2 mice were
treated with dexamethasone. Ex vivo, primary culture of pulmonary endothelial cells
from DBA/2 mice (PPEC-DBA/2) were stimulated with IFN-y, TNF, VEGF, LPS,
parasite extract (Ext), parasitized erythrocytes (PE) or with non-parasitized
erythrocytes at different exposure times. These cells were analyzed through
immunofluorescence, static and flow cytoadhesion tests, mMRNA expression,
cytokines production, co-culture with inflammatory cells and specific molecules
inhibition and permeability assays. Our results demonstrate that there was an
accumulation of PbA in the lungs of DBA/2 mice which developed ARDS. Also, TNF
and IFN-y increased the cytoadhesion of PE in CEPP-DBA/2, as well as the
expression of ICAM-1, VCAM-1 and EPCR. Moreover, the inhibition of TNF
decreased the adherence of PE in PPEC-DBA/2. We also observed that
dexamethasone protected animals from ARDS by decreasing inflammatory factors,
gene expression of EPCR and inhibited the opening of interendothelial junctions. In
conclusion, we identified that the increased cytoadherence of PbA-PE in the lungs of
DBA/2 mice is related to the pathogenesis of malaria-associated ARDS, and the
inflammatory factors (TNF and IFN-y) increase the expression of adhesion
molecules, especially EPCR. In adittion, the treatment with dexamethasone protects
the animals from the development of malaria-associated ARDS (MA-ARDS), due to
preservention of the alveolar-capillary permeability barrier. The intervention of the
cythoadherence and pulmonary vascular permeability using corticosteroids may be
an important target for treatment and prevention of MA-ARDS.

Keywords: Plasmodium. Malaria. Adhesion. Acute Respiratory Distress Syndrome.
Inflammation.
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1 INTRODUCAO

Malaria € uma doenca infecciosa parasitaria de grande impacto para a saude
publica e para o desenvolvimento econdémico mundial, pois ainda hoje representa
risco para as mais diversas populacoes, especialmente para aquelas localizadas em
areas tropicais e subtropicais. Esta enfermidade est4 fortemente associada a
pobreza, sendo que as taxas de mortalidade mais altas encontram-se em paises
com menor PIB per capita (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2012).

De acordo com a organizacdo mundial da saude (OMS), em 2015, 3,2 bilhdes
de pessoas estiveram expostas ao risco de ser infectadas e desenvolver a doenca e
nesse mesmo ano, a estimativa foi de 214 milhdes de novos casos. Em 2015 a
malaria foi responsavel pela morte de aproximadamente 438.000 pessoas (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2015).

Das cinco espécies de Plasmodium que infectam humanos, Plasmodium
falciparum é responsavel pelo maior numero de casos graves e fatais nos tropicos
(OLUPOT-OLUPQOT; MAITLAND, 2013). Embora considerada por muito tempo como
malaria benigna, nos ultimos anos as infeccbes por P. vivax também tém sido
descritas como causadoras de maléaria grave, inclusive com casos fatais (NAING et
al., 2014).

Acidose e hipolglicemia sdo os distarbios metabdlicos mais comuns da
malaria e as principais complicacfes incluem malaria cerebral, comprometimento
pulmonar, faléncias renal e hepatica, anemia grave, quadros hemorragicos, além da
malaria placentéria, as quais podem progredir rapidamente para a morte em horas
ou dias. Em muitos pacientes, estas manifestacbes podem aparecer
concomitantemente (MILLER et al., 2013; TRAMPUZ et al., 2003).

Um importante aspecto da patogénese da malaria grave resulta na habilidade
de eritrocitos parasitados (EP) serem sequestrados na microvasculatura. Este
envolvimento pode ser um resultado direto do bloqueio dos vasos sanguineos ou
efeitos causados pela interacdo entre os EP e o endotélio, incluindo a resposta
inflamatoria local (HUGHES; BIAGINI; CRAIG, 2010). Além disso, a adesédo promove
o desaparecimento das formas assexuadas do parasita da circulacdo periférica,
evitando assim, que os mesmos sejam destruidos no baco (GREENWOOD et al.,
2008; MILLER et al., 2002; POUVELLE et al., 2000).
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Entre as alteracdes pulmonares causadas pela malaria grave, a Sindrome do
Desconforto Respiratério Agudo (SDRA) tem sido associada a diferentes
enfermidades e ndo somente em decorréncia da maléria (LANGE et al., 2012;
MOHAN; SHARMA,; BOLLINENI, 2008; REISS; UHLIG; UHLIG, 2012; RISCILI et al.,
2011).

A SDRA associada a malaria (SDRA-AM) pode ocorrer a qualguer momento
durante a infecgdo, incluindo antes, durante ou mesmo apds o tratamento com
antimaléricos, quando parasitemia jA& decaiu (MOHAN; SHARMA; BOLLINENI,
2008).

Muitos estudos tém sido realizados desde entdo para tentar esclarecer 0s
mecanismos de patogénese desta doenca. Todavia, apesar das inovacbes na
medicina de tratamento intensivo, em 2005 a incidéncia estimada de SDRA em
adultos foi de aproximadamente 200 mil casos e a mortalidade ainda permanece
maior que 40 % (BHARGAVA; WENDT, 2012; GROMMES; SOEHNLEIN, 2011;
MATTHAY; ZEMANS, 2011).

A mortalidade por SDRA em hospitais tem sido alta desde que a sindrome foi
descrita, atualmente varia entre 40 a 50 % na maioria dos casos e 0S principais
fatores que influenciam na sobrevida incluem idade, tipo de condicdo médica,
gravidade do dano pulmonar, presenca de disfuncdo organica extrapulmonar e
sepse em curso. A sobrevivéncia a alta hospitalar € mais baixa em pacientes com
sepse grave e pneumonia e maior em pacientes com trauma. Aproximadamente 80
% de todas as mortes ocorrem dentro de 2 a 3 semanas apds 0 aparecimento da
sindrome e apenas uma pequena porcdo de pacientes morrem de hipoxemia
(VILLAR; BLANCO; KACMAREK, 2016), sem o suporte ventilatério, a mortalidade é
ainda maior, em torno de 80 % (VILLAR; BLANCO; KACMAREK, 2016).

A SDRA é caracterizada por lesdo alveolar difusa, inflamagdo aguda dos
alvéolos e do parénquima pulmonar. Observa-se também a perda da funcéo e o
aumento da permeabilidade da barreira epitelial do alvéolo e do capilar pulmonar,
resultando em edema pulmonar de origem nao-cardiogénica, diminuicdo da
capacidade de trocas gasosas, aumento da atividade leucocitaria e de mediadores
inflamatorios nos pulmdes, culminando em insuficiéncia respiratéria em pacientes
criticos (ANSTEY et al., 2002; GOODMAN et al., 2003; GROMMES; SOEHNLEIN,
2011).
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A SDRA-AM pode ocorrer em infec¢des por P. falciparum como uma unica
complicacdo ou pode ser acompanhada por outros distlrbios levando a uma
disfuncdo de multiplos 6rgdos (MOHAN; SHARMA; BOLLINENI, 2008; TAYLOR et
al.,, 2012). A SDRA-AM também ja foi descrita em associagdo as infeccdes por P.
vivax, P. ovale e P. malariae e também em infec¢des por P. knowlesi, sendo a mais
frequente de suas complicacbes (DESCHEEMAEKER et al., 2009; LEE; MAGUIRE,
1999; MOHAN; SHARMA; BOLLINENI, 2008; PRICE et al., 2007; TAN et al., 2008).

A patogenia da SDRA-AM é multifatorial e, tanto fatores do hospedeiro quanto
do parasita, possuem papéis cruciais no desenvolvimento da doenca. Embora tenha
sido descrita ha muito tempo, a mortalidade de pacientes permanece alta nas
unidades de terapia intensiva e ainda ndo se conhece 0s mecanismos de
desenvolvimento da doenca. Também sdo desconhecidas formas de diagndstico
precoce, que permitam um tratamento efetivo antes do estabelecimento da forma
grave da sindrome e, que consequentemente, evite a morte do paciente (GOOD et
al., 2005; MOHAN; SHARMA; BOLLINENI, 2008). A mesma pode estar associada a
danos do endotélio da microvasculatura pulmonar, ativagcdo de mecanismos pro-
inflamatorios, sequestro de parasitas nos pulmdes, acidose metabdlica, faléncia
cardiaca. (GOOD et al., 2005).

Mecanismos ligados a imunidade inata tém se mostrado importantes para o
controle precoce da infeccao pelo plasmédio por meio do aumento de citocinas e da
ativacdo da resposta imune celular (ARTAVANIS-TSAKONAS; RILEY, 2002;
MITCHELL et al.,, 2005). Entretanto, uma resposta inflamatodria excessiva e/ou
prolongada contribui para a patogénese e para o aparecimento dos sinais e dos
sintomas associados a malaria grave, incluindo anemia severa, malaria cerebral,
pulmonar e placentaria (SCHOFIELD, 2007).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Maléria no Mundo

Maléaria é uma doenca infecciosa e parasitaria que mesmo com 0s avangos no
tratamento e na prevencao ainda resulta em um grande impacto na saude publica e
no desenvolvimento econémico mundial, pois apresenta diversos riscos
principalmente nas populacdes localizadas em regifes tropicais e subtropicais
(MIYAKE et al., 2013) (Figura 1).

|
y 3
& .
"
Paises com malaria endémica, 2016 I paises endémicos em 2000 e n3o mais endémicos em 2016
Paises sem malaria endémica, 2000 NZo aplicavel
Source: WHO database

*'®  WORLD MALARIA REPORT 2016 - SUMMARY

Figura 1 — Distribuicdo dos paises com malaria endémica em 2000 e 2016.

Distribuicdo dos casos de malaria no mundo, mostrando alta incidéncia da doenca em regibes
tropicais e subtropicais, especialmente na Africa Subsaariana. Em 2000 a malaria foi considerada
endémica 108 paises, caindo para 91 paises e territdrios em 2016. A maior parte da mudanca pode
ser atribuido a implantagcdo em grande escala das intervencdes de controle da maléria. Fonte:
Adaptado de (WHO; WHO (WORLD HEALTH ORGANISATION), 2016).

A doenca em humanos € causada por protozoarios do género Plasmodium eé
transmitida através da picada de fémeas de insetos do género Anopheles.
Atualmente sdo conhecidas seis espécies do parasito capazes de infectar os seres
humanos: Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malariae,

Plasmodium ovale e os plasmodios de primatas ndo humanos, Plasmodium knowlesi
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e Plasmodium cynomolgi que, mais recentemente, foram identificados parasitando o
homem (AHMED; COX-SINGH, 2015; TA et al., 2014; WHITE, 2008).

Em 2015 foram relatados 212 milhdes de casos (faixa de incerteza de 148-
304) sendo que 90 % dos casos ocorreram na Africa, 7 % no sudeste asiatico e 2 %
na regiao oriental do mediterraneo. Embora apenas 4 % do total de casos tenha sido
devido a infecc¢des por P. vivax, fora do continente africano a proporcédo de destas
infeccdes foi de 41 % (WHO; WHO (WORLD HEALTH ORGANISATION), 2016).

Em relacdo a mortalidade, foi estimada 429.000 6bitos no mundo (faixa de
incerteza de 235.000-639.000), sendo que a Africa foi a regido mais afetada (92 %)
e 99 % destas mortes foram decorrentes de infec¢cdes por P. falciparum e 70 %
destes Obitos foram em criangas com menos de cinco anos de idade (WHO; WHO
(WORLD HEALTH ORGANISATION), 2016).

2.2 Maléria na América do Sul e no Brasil

A maioria dos casos de malaria da América do Sul estdo centralizados na
regido Amazénica; em 2015, quatro paises foram responsaveis por 83 % dos casos
de maléaria nas américas: Brasil (24 %), Venezuela (30 %), Colémbia (10 %) e Peru
(19 %) (Figura 2) (RECHT et al., 2017).
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Venezuela

Figura 2 - Paises da américa do Sul com maléaria endémica.

As areas em verde indicam a regido da Floresta Amazdnica onde s&o reportados a maioria dos
casos, com excecao da da Coldémbia, onde parte dos casos também vem da costa do Pacifico. Fonte:
(RECHT et al., 2017).

No Brasil, ha trés espécies associadas a malaria em seres humanos: P. vivax,
P. falciparum e P. malariae sendo Anopheles darlingi o principal vetor, cujo
comportamento é altamente antropofilico e endofagico (entre as espécies brasileiras,
€ a mais encontrada picando no interior e nas proximidades das residéncias). Ele é
de ampla distribuicdo no territério nacional, exceto no sertdo nordestino, no Rio
Grande do Sul e nas areas com altitude acima de 1.000 metros. E capaz de manter
a transmissdo mesmo quando h& baixa densidade populacional de mosquitos. Esta
espécie cria-se, normalmente, em aguas de baixo fluxo, profundas, limpidas,
sombreadas e com pouco aporte de matéria organica e sais. Entretanto, em
situacdes de alta densidade, o An. darlingi acaba ocupando varios outros tipos de
criadouro, incluindo pequenas colec6es hidricas e criadouros temporarios
(MINISTERIO DA SAUDE, 2016).
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Os medicamentos antimalaricos sao disponibilizados gratuitamente em todo o
territério nacional, em unidades do Sistema Unico de Sautde (SUS). O meio mais
efetivo para interromper a cadeia de transmisséo e reduzir a gravidade e a letalidade
da maldria é o diagndstico, seguido imediatamente de tratamento correto
(MINISTERIO DA SAUDE, 2016).

Na Ameérica Latina, a cloroquina (CQ) ainda é muito utilizada para o
tratamento dos estagios assexuais na malaria ndo complicada por P. vivax
(esquizontes), sendo no primeiro dia uma dose de 10 mg/kg e mais dois dias de 7,5
mg/kg; além disso € utilizado o tratamento com primaquina (PQ) por 7 dias (0,5
mg/kg/dia).

Ja para a malaria por P. falciparum na regido amazbnica foi adotado o
tratamento com AL (artemeter + lumenfantrine) + PQ por 1 dia, enquanto na regiao
extra-amazoénica o tratamento utilizado é artesunato (AS) + Mefloquina (MQ) + PQ
por 1 dia (RECHT et al., 2017).

O tratamento com PQ deve ser utilizado com cautela, pois alguns individuos
podem apresentar deficiéncia em G6PD (Glucose-6-phosphate dehydrogenase),
uma enzima que funciona como um protetor critico do estress oxidativo. O gene que
codifica essa enzima € altamente polimérfico resultando em aproximadamente 400
variantes, a maioria devido a mutacfées que leva a substituicdes de aminoacidos. O
uso de PQ em individuos deficientes em G6PD causa anemia hemolitica aguda
(AHA) (RECHT et al., 2017).

No Brasil, cerca de 20 % da populacdo estd ameacada a contrair a malaria
sendo que foram confirmados 270.000 casos em 2011 embora registrou-se uma
queda significativa do numero de pessoas padecendo de malaria no Brasil,
principalmente devido as medidas efetivas de controle. Eram mais de 600.000 casos
confirmados em 2000, sendo reduzidos para 270.000 em 2011. Infelizmente o
cenario ainda continua bastante preocupante com risco de novas epidemias
(LACERDA, 2013).

Entre os casos notificados de malaria no Brasil, aproximadamente 99 %
ocorrem em estados que compde a Amazbnia Legal (Amazonas, Acre, Amapa,
Rondbénia, Roraima, Para, Tocantins, Mato Grosso e Maranhao). Sabe-se ainda que
essa incidéncia ndo esta distribuida de forma homogénea, sendo influenciada por
determinantes epidemiologicos, como o clima, intensa migracdo da area rural para

urbana, que variam em funcdo das formas de ocupacgao do solo e das modalidades
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de exploracdo econdmica dos recursos naturais. Assim estes parametros podem
aumentar a probabilidade da ocorréncia de malaria (MEDEIROS et al., 2010) (Figura
3). Ainda nesta regido prevalecem caracteristicas socioeconémicas e ambientais que
favorecem a permanéncia dos plasmaddios, tais como a presenca de criadouros
naturais do vetor e o contato mais aproximado do mosquito com o homem,
resultando na forma natural de transmissdo da doenca (OLIVEIRA-FERREIRA et al.,
2010).

A precaria vigilancia epidemiologica e entomoldgica associado a areas que
sofreram acdes antrépicas, como o desmatamento, sdo fatores que contribuem

decisivamente para o agravamento deste quadro (SARAIVA et al., 2009).

2.3 Plasmodium e seu ciclo de vida

A designacgédo do termo “malaria” ocorreu no seculo XVIII, na Italia e, reflete a
crenca que predominava de que as febres que estavam associadas a malaria eram
causadas por vapores venenosos oriundos de pantanos, teoria do “mau ar” ou “male
aria”, em italiano (COX, 2010).

Em 1880, o médico militar francés Charles Louis Alphonse Laveran,
trabalhando na Argélia, ao examinar microscopicamente o sangue de um soldado
sofrendo de malaria, notou entre os globulos vermelhos, elementos que pareciam
ser parasitas. ApoOs esta observagdo, ao examinar o sangue de 44 pacientes
malaricos, verificou que 0s mesmos elementos estavam presentes em quase todos.
Laveran rapidamente percebeu que tinha encontrado um parasita protozoario que
ele chamou de Oscillaria malariae. Ele apresentou suas conclusdes a Academia
Francesa de Ciéncias Médicas em dezembro 1880, mas ndo conseguiu convencer
nenhum dos eminentes microbiologistas, zo6logos ou malariologistas de que ele
estava vendo outra coisa que nao fosse células vermelhas do sangue
desintegrando-se (COX, 2010). Ainda assim, ele perseverou e por volta de 1884,
havia convencido os malariologistas incluindo Bignami, Golgi e Marchiafava que a
malaria era causada por um protozodrio e nao por uma bactéria. O seu maior triunfo
veio no mesmo ano quando ele convenceu 0s microbiologistas mais céticos: Louis
Pasteur, Charles Edouard Chamberland e Pierre Paul Emile Roux. Em 1895,

Laveran ganhou o prémio Nobel de medicina e em 1907 e suas descobertas foram
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descritas mais detalhadamente pelos irmaos Sergent e Bruce-Chwatt. O que foi
notavel sobre a descoberta de Laveran é que antes dele, nunca havia sido
encontrado um protozoério habitando qualquer tipo de célula do sangue humano.
Depois de suas descobertas, muitos outros trabalhos vieram e em 1890, sabia-se
que a malaria era causada por um protozoario que invadia e se multiplicava em
hemacias. Era um momento de muita confusdo, pois havia trés espécies
identificadas com periodicidades especificas e outras caracteristicas. Eram elas,
Haemamoeba vivax, Laverania malariae e Haemamoeba malariae agora,
respectivamente, Plasmodium vivax, P. falciparum e P. malariae. Em 1918, John
Stephens, trabalhando na Africa Ocidental, descobriu uma quarta espécie que era
parecido com P. vivax, que ele descreveu como P. ovale em 1922 (COX, 2010).

O que se sabe hoje em dia sobre o ciclo de vida do Plasmodium sp. € que o
mesmo € complexo e inicia-se quando uma fémea infectada do mosquito do género
Anopheles, ao realizar o seu repasto sanguineo, introduz esporozoitos infectantes
na pele do hospedeiro vertebrado. Estes esporozoitos permanecem na pele por
cerca de 15 minutos e podem alcancar os capilares sanguineos, devido da sua
mobilidade ou, penetram nos vasos linfaticos, enquanto outros permanecem na pele
e morrem (NEVES, 2005).

Carregados pela circulagdo sanguinea, eles atingem o figado onde sao
capazes de atravessar células de Kupffer (PRADEL; FREVERT, 2001) e invadem
diversos hepatdcitos, até finalmente, estabelecerem-se em um deles (MOTA et al.,
2001). Neste hepatdcito infectado, os esporozoitos diferenciam-se em trofozoitos
pré-eritrociticos e multiplicam-se por reproducdo assexuada do tipo esquizogbnia,
dando origem aos esquizontes teciduais (forma exo-eritrocitica). Esta etapa €
assintomatica e conhecida como fase pré-eritrocitica ou fase hepatica (NEVES,
2005).

Posteriormente, 0os merozoitos sdo langcados na corrente sanguinea por meio
de vesiculas denominadas merossomas. Estas se rompem liberando os merozoitos,
que por sua vez invadem eritrécitos, iniciando o ciclo intra-eritrocitico assexuado,
responsavel pela manifestacdo dos sinais e dos sintomas da enfermidade (STURM
et al., 2006).

Os parasitas desenvolvem-se dentro do vacuolo parasitoforo, onde se
alimentam de hemoglobina, levando a formacdo do pigmento malarico ou

hemozoina e passa por varios estagios. O primeiro estagio € chamado de anel e,
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apos ter seu citoplasma aumentado, transformam-se em trofozoitos. Estes se
transformardo em esquizontes através de um processo de divisdo celular
denominado esquizogonia, levando a consequente formagdo de novos merozoitos.
ApOs a ruptura dos eritrocitos, estes sdo liberados na circulagdo sanguinea e
invadem novos eritrocitos, dando continuidade ao ciclo e a manifestacdo da doenca
(NEVES, 2005). A ruptura dos esquizontes é seguida pela aparicdo da febre
caracteristica da doenca. (ANTINORI et al., 2012).

Apés algumas geracdes de merozoitos, alguns parasitos ndo iniciam o
processo de divisdo celular e diferenciam-se nas formas sexuadas, os gametécitos
masculinos e femininos. Estes ndo sofrem mais divisdo celular e seguirdo o seu
desenvolvimento no mosquito, apds serem ingeridos pelo inseto vetor no momento
do repasto sanguineo. Ao alcancarem o trato digestivo do inseto, as hemacias sao
digeridas e os gametdcitos sao liberados. A fecundacao entre os gametas masculino
e feminino forma o zigoto, que se diferencia em oocineto. O oocineto forma um
envoltério protetor transformando-se em oocisto, que sofre a primeira meiose
redutora, seguida de inUmeras mitoses, liberando os esporozoitos hapldides na
hemolinfa do inseto. Estes esporozoitos migram e instalam-se na glandula salivar do
mosquito, até que se realize uma nova alimentacdo sanguinea em um hospedeiro
vertebrado, podendo infectar um novo individuo (NEVES, 2005) (Figura 3).

Infeccbes por P. ovale, assim como P. vivax, ainda apresentam algumas
formas que podem ficar em estado de laténcia no hepatécito, sendo chamados de
hipnozoitos (do grego hipnos, sono). Estas formas levam a recaidas da doenca apés
periodos de incubacdo que, em geral, sdo de seis meses (HULDEN; HULDEN,
2011).
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Figura 3 - Ciclo de vida do Plasmodium sp.

Parasitas na forma de esporozoitos sdo inoculados na pele do ser humano pela picada do mosquito
vetor. Os parasitas seguem para o figado iniciando a fase hepatica e posteriormente, migram para
sangue, originando a fase eritrocitica, onde se observa o quadro sintomatoldgico. Fonte: Greenwood
et al., 2008).

2.4 A resposta imune frente a maléaria

O ciclo de vida do parasita, conforme detalhado anteriormente, compreende
diferentes estagios e em cada um deles o plasmédio pode ser alvo do sistema
imune. Esporozoitos na derme precisam evadir dos anticorpos antes de alcancar os

vasos sanguineos; no figado encontram-se suscetiveis a acdo das células de
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Kupffer e no interior dos hepatocitos, 0os esporozoitos estdo suscetiveis a acao de
células T citotoxicas. Merozoitos na circulacéo estdo expostos a acao dos anticorpos
antes de conseguirem atingir e invadir os eritrocitos e mesmo durante o estagio intra-
eritrocitico, estdo sujeitos a opsonizacdo por anticorpos e a acdo de macréfagos
(GREENWOOD et al., 2008).

Células do sistema imune inato sdo as primeiras a reconhecer patégenos
humanos, tais como o plasmddio, seja ele na forma de esporozoito ou como
merozoito eritrocitico. Este reconhecimento acontece através de macroéfagos, células
dendriticas, neutrofilos, células natural killer (NK), TCRyd® e proteinas do
complemento. Além disso, ha também a liberacdo de citocinas, que potencializam a
fagocitose, atraem novas células inflamatérias e contribuem para a ativacdo de
células TCD4* (HAFALLA; SILVIE; MATUSCHEWSKI, 2011; LUNDIE, 2011,
STEVENSON; RILEY, 2004).

O principal mecanismo de defesa contra protozoarios que sobrevivem dentro
dos macrofagos é a imunidade mediada por células, particularmente a ativacdo do
macrofago por citocinas derivadas das células Trul. A interleucina (IL)-12 acentua a
producédo de IFN-y e o desenvolvimento de células Thl (BOSTROM et al., 2012).

As citocinas inflamatérias tém um papel importante na resposta imune a
infeccbes, mas também podem contribuir com a imunopatologia e a severidade da
doenca, caso seus niveis ndo estejam devidamente controlados. Sabe-se que a
rapida producdo de IFN-y é essencial para montar resisténcia perante a infeccéo e
gerar protecdo para episddios clinicos. No entanto, outras citocinas pro-inflamatorias
como Interleucina 12 (IL-12) e TNF também possuem um papel mediador essencial
nesta protecdo. Todos eles parecem ser necessarios para inibir o crescimento do
parasita e para a estimulagdo da fagocitose com objetivo de eliminar os eritrécitos
parasitados.

Na malaria, as células TCD8* estdo centralmente envolvidas na imunidade
protetora contra o parasita na fase hepatica. Em estudos realizados com os
parasitas murinos P. berghei e P. yoelli, a transferéncia adotiva de clones de células
TCD8* especificas para os epitopos localizados nas proteinas circunsporozoiticas
(CS), as quais recobrem o0s esporozoitos, protegeu os camundongos contra o
desafio com estes parasitas. Além disso, a imunizacdo de camundongos com uma

vacina expressando estes epitopos, induziu a producdo de células TCD8*, o que
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inibiu fortemente o desenvolvimento do parasita no estagio hepatico in vivo
(CARVALHO et al., 2002).

Células de Kupffer ativadas produzem IL-18 e esta citocina tem potencial de
ativar a resposta inflamatéria através da inducédo da producédo de IFN-y, impedindo,
por sua vez, o crescimento de esporozoitos dentro deste 6rgdo (TSUTSUI et al.,
2003). H4 indicios de que células TCD4* sdo essenciais para o desenvolvimento de
células TCD8* que podem inibir o desenvolvimento da malaria na fase hepatica e a
citocina IL-4 é um mediador essencial para essa interacdo da célula T (CARVALHO
et al., 2002).

A imunidade protetora ao plasmédio no estagio sanguineo requer tanto
elevados titulos de anticorpos neutralizantes quanto células TCD4* especificas
contra a malaria para um rapido e eficaz controle da parasitemia, sendo 0s principais
alvos antigénicos do reconhecimento humoral as proteinas do P. falciparum PfEMP1
(sigla proveniente do inglés “Plasmodium falciparum erythrocyte membrane protein
1”) (LUNDIE, 2011). Os eritrocitos parasitados induzem a producdo de fator de
necrose tumoral (TNF), IL-12 e IFN-y pelas células mononucleares sanguineas
(HAFALLA,; SILVIE; MATUSCHEWSKI, 2011).

O TNF é uma citocina pro-inflamatéria que tem papel muito importante na
imunidade de mamiferos e na homeostase celular. A desregularizacdo do receptor
do TNF (TNFR) esta associada a muitos disturbios inflamatorios, incluindo varios
tipos de artrite e doenca inflamatéria intestinal, dessa maneira o acesso ao TNF tem
sido uma estratégia terapéutica eficaz nessas doencas (BRENNER; BLASER; MAK,
2015). Niveis plasmaticos de TNF e oOxido nitrico, secretados por macrofagos e
neutrofilos ativados estdo associados com a febre e remocao dos parasitas.

O aumento da producédo de citocinas inflamatorias como TNF, IL-1 e IFN-y
aumentam a expressao de moléculas de adeséo, incluindo ICAM-1 (CD54), CD36 e
trombospodina no endotélio vascular dos principais 6rgdos do corpo, incluindo o
cerebro. Essas moléculas estdo envolvidas na patogénese da maléaria cerebral (MC)
humana e experimental. Alta expressdo de TNF e ICAM-1 em cortes de cérebro
foram visto ndo apenas em células endoteliais vasculares, mas também em
leucdcitos e parasitas em lesdes positivas para MC (HEARN et al., 2000). A
observacdo de que niveis mais elevados de TNF foram encontrados em pacientes

com malaria grave e que essa citocina regula a expressao de ICAM-1 em células
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endoteliais, sugeriu o envolvimento de ICAM-1 na gravidade da malaria (SHERMAN;
EDA; WINOGRAD, 2003).

Nos macréfagos de camundongos, a ativagdo de receptores do tipo toll (TLR,
do inglés “Toll-like Receptors”) induz a producédo de Oxido nitrico e a sintese de
citocinas pro-inflamatodrias, como TNF e IL-1B. Nas células endoteliais vasculares
umbilicais humanas, a ativacdo de TLR por ancoras GPI induz a expressao de
ICAM-1, molécula de adesao celular vascular 1 (VCAM-1) e E-selectina, bem como a
producéo de Oxido nitrico (GAZZINELLI et al., 2014).

TNF tem demonstrado um papel importante na patogénese da maléaria por P.
falciparum. Polimorfismos no promotores (TNF-238) associado a atividade diferencial
e a producao de TNF, estdo associado ao desfecho clinico grave da maléria por P.
falciparum em criancas de Ibadan, sudoeste da Nigéria (OLANIYAN et al., 2016).

Outras citocinas como IL-1, IL-6, IL-8, IL-10 e IL-12 tém sido implicadas na
patogénese da malaria grave quando comparados com malaria ndo complicada
(BOSTROM et al., 2012; GOODMAN et al., 2003).

Em resposta aos ligantes do parasita reconhecidos pelos receptores de
reconhecimento de padrdao, como os Toll-like receptors (TLRs) e CD36 ou citocinas
inflamatorias, como IFN-y, as células dendriticas (DC) amadurecem e migram para o
baco, o primeiro local da resposta imune no estagio sanguineo contra o plasmadio.
A maturacdo de células dendriticas esta relacionada ao aumento da regulacdo de
moléculas de MHC classe I, CD40, CD80, CD86, moléculas de adeséo e producéo
de citocinas incluindo IL-12. A IL-12 ativa NK a produzir IFN-y e induz a
diferenciacdo em células T helper 1 (Tnul). A producdo de citocinas, particularmente
IFN-y, por células NK resulta na maturacdo de células dendriticas e aumenta o efeito
do estimulo decorrente do parasita, faciltando a expansdo clonal de TCD4*
especificas contra o antigeno. A citocina IL-2, produzida por células Thl antigeno-
especificas, estimula as células NK a produzir IFN-y, que induz a maturacao de DC e
macrofagos ativados que, por sua vez, amplificam a resposta imune (STEVENSON,;
RILEY, 2004).

Receptores para padrbes moleculares (PRR, do inglés “Pattern Recognition
Receptors”) desempenham um papel critico na detecgédo de patdgenos e na ativagéao
da resposta imune inata (AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006). Receptores de
membranas TLRs e receptores citosélicos do tipo Nod (NLR, do inglés “Nod-like
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Receptors”) representam duas importantes familias receptores nas células do
hospedeiro induz a ativacdo de uma cascata de sinalizacdo, que envolvidas no
reconhecimento e na ativagdo de respostas inflamatorias frente aos diferentes
produtos microbianos (ADEREM; ULEVITCH, 2000; FRITZ et al., 2006). Desta
forma, a estimulacdo destes culmina na transducdo de sinais, como do fator de
transcricdo nuclear kB (NF-kB, do inglés “Nuclear Factor - «kB”) e,
consequentemente, na producao de citocinas inflamatérias e quimiocinas (AREND;
PALMER; GABAY, 2008; FRITZ et al., 2006; MEDZHITOV, 2001).

Atualmente ja foram identificados treze membros desta familia de receptores
em mamiferos, sendo dez em humanos (TLR1 — TLR10) e doze em camundongos
(TLR1 - TLR9 e TLR11 - TLR13) (GAY; GANGLOFF, 2007). Sendo seis
extracelulares (TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6, TLR10), localizados na superficie
da membrana plasméatica das células, e sete intracelulares (TLR3, TLR7, TLRS,
TLR9, TLR11l, TLR12 e TLR13), presentes na membrana de endossomos
(KAWASAKI; KAWAI, 2014; O’NEILL; GOLENBOCK; BOWIE, 2013).

Na malaria, os receptores TLRs tém sido correlacionados com o
reconhecimento da hemozoina (Hz) e de Glicosilfosfatidilinositol (GPI) presentes nos
plasmodios (COBAN et al., 2005; KRISHNEGOWDA et al., 2005; PARROCHE et al.,
2007; PICHYANGKUL et al., 2004). GPIs purificados de culturas de P. falciparum
séo reconhecidos por TLR2 e, menos extensivamente, por TLR4 (KRISHNEGOWDA
et al., 2005). J& foi demonstrado que o pigmento malérico, tanto Hz purificada de P.
falciparum quanto Hz sintética, estimula a resposta imune in vivo e in vitro através da
ativacdo de TLR9, resultando na producéo de citocinas e quimiocinas e no aumento
da expressao e da regulacdo de moléculas co-estimuladoras (COBAN et al., 2005).
Foi também sugerido em um modelo murino de SDRA associado a malaria grave,
que a hemozoina induz inflamagédo pulmonar e que a mesma estd associada a
SDRA, aumentando a expressédo génica de citocinas pro-inflamatorias, quimiocinas e
outros mediadores inflamatorios (DEROOST et al., 2013).

Embora a resposta imune ao plasmoédio deva ser eficiente, e contar com
componentes pro-inflamatorios, que controlam ou eliminam eritrécitos infectados,
esta resposta deve ser suprimida por mediadores anti-inflamatorios, como IL-10 e
TGF-B, a partir do momento em que a carga parasitaria esteja controlada, evitando
assim, danos ocasionados pela propria resposta amplificada, podendo levar ao
qguadro de malaria grave (RILEY et al., 2006; STEVENSON; RILEY, 2004). Ja foi
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demonstrada uma correlacdo entre a gravidade da doenca e niveis circulantes de
citocinas (POOVASSERY; MOORE, 2009).

Individuos que apresentaram varios episédios de malaria podem atingir um
estado de imunidade parcial, com quadro subclinico ou assintomatico, contudo uma
imunidade esterilizante, que confere total protecdo clinica, até hoje nao foi
observada (MINISTERIO DA SAUDE, 2016).

Portanto, a resposta imunoldgica frente a malaria é complexa e especifica para
cada estdgio da infeccdo e a resposta imune exacerbada pode levar as sindromes

de maléria grave.

2.5 Maléria e suas consequéncias

O periodo de incubacdo da malaria varia de acordo com a espécie de
plasmaddio. Para P. falciparum, de 8 a 12 dias; P. vivax, 13 a 17; e P. malariae, 18 a
30 dias. Nas infecgdes por P. vivax e P. ovale, alguns esporozoitos originam formas
evolutivas do parasito denominadas hipnozoitos, que podem permanecer em estado
de laténcia no figado. Estes hipnozoitos sdo responsaveis pelas recaidas da
doenca, que ocorrem apOs periodos variaveis, em geral dentro de 3 a 9 semanas
(MINISTERIO DA SAUDE, 2016).

A crise aguda da maléria, que ocorre na fase sanguinea, caracteriza-se por
episodios de calafrios, febre (que pode atingir 40 °C ou mais) e sudorese com
duracdo que pode variar de 6 a 12 horas e, em geral, esses sintomas sao
acompanhados por cefaleia, mialgia, naduseas e vomitos. Ap0s as primeiras
manifestacbes, a febre pode passar a ser intermitente (MINISTERIO DA SAUDE,
2010).

O quadro clinico da malaria é variavel e depende de alguns fatores como a
espécie de parasita, a quantidade de parasitas circulantes, o tempo de doenca e o
nivel de imunidade adquirida pelo paciente, sendo que gestantes, criancas e
primoinfectados estéo sujeitos a maior gravidade da doenca. O diagnéstico precoce
e 0 tratamento correto e oportuno sao 0s meios mais adequados para reduzir a
gravidade e a letalidade da doenca (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

P. falciparum é a espécie mais virulenta, responsavel pela febre terca maligna

caracterizada pelos acessos febris em intervalos de 36 a 48 horas. Esta espécie é
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responsavel pela maioria das mortes causadas pela malaria (GARCIA; MARKUS;
MADEIRA, 2001). Algumas complicacbes comumente sdo encontradas em suas
infecgbes, tais como: acidose metabodlica, malaria cerebral, anemia severa,
distarbios hepaticos e renais e complicacdes pulmonares, conhecidas como
sindrome do desconforto respiratorio agudo (MILLER et al., 2002).

A caracteristica fundamental da patogénese relacionada a esta espécie é a
adesd@o de eritrocitos infectados as células endoteliais da microvasculatura de
orgdos como cérebro, e células epiteliais da placenta, devido a presenca de
receptores especificos encontrados nestes, como CD36 e CSA. Isto resulta em um
baixo fluxo sanguineo e incita o processo inflamatério, com infiltracdo de células
inflamatoérias e liberacdo de mediadores pré-inflamatoérios, causando alteracbes
tissulares que caracterizam as formas graves da doenga (GREENWOOD et al.,
2008; MILLER et al., 2002; POUVELLE et al., 2000).

O fenétipo de adesdo de eritrocitos infectados esta correlacionado ao
aparecimento de PfEMP1 na superficie do eritrocito parasitado. Essa proteina &
codificada por genes da diversa familia de var, a qual permite a ligacao do eritrGcito
parasitado a varios receptores promovendo o desaparecimento das formas
assexuadas do parasita da circulacdo periférica evitando provavelmente assim, que
0s mesmos sejam destruidos no baco (MILLER et al., 2002; POUVELLE et al.,
2000).

A proteina PfEMP1 interage com uma série de receptores de superficie como
ICAM-1, PECAM-1, CD36, entre outros, e esta interacdo esta relacionada com a
patogénese da maléaria cerebral (MC) (RENIA et al., 2012).

A MC é uma forma bastante grave observada em infec¢des por P. falciparum
com manifestacdes que incluem coma por mais de 30 minutos; caso ndo seja
tratada, € quase sempre fatal, e mesmo quando realizado o tratamento adequado, a
taxa de mortalidade é de aproximadamente 20 % em adultos e 15 % em criancas
(BARTOLONI; ZAMMARCHI, 2012).

Contudo, atualmente, acredita-se que na génese da MC, estdo envolvidos,
além do sequestro do eritrocito infectado, a inflamagé@o e a homeostasia, levando a
disfung&o da microcirculagédo (VAN DER HEYDE et al., 2006).

Também ja foi demonstrado o sequestro de eritrocitos parasitados na placenta,
sendo que os mesmos ligam-se a condroitina sulfato A (CSA), causando malaria

placentaria e, consequentemente, nascimento prematuro e baixo peso ao nascer,
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resultando no aumento da mortalidade dos recém-nascidos, bem como em anemia
materna (MILLER et al., 2002).

Outra complicacdo frequentemente observada na malaria € a anemia severa,
definida por niveis de hemoglobina < 5 g/dL ou hematocrito <15 %. Em areas de alta
endemicidade, a anemia grave € um problema sério, especialmente em criangas e
em mulheres gravidas, (especialmente em primiparas), mas pode ocorrer também
na populagdo adulta (BARTOLONI; ZAMMARCHI, 2012). Os mecanismos sao
multifatoriais, incluindo hemdlise de eritrocitos infectados e néo infectados, resposta
inapropriada da medula 6ssea e outros fatores individuais (por exemplo, bacteremia,
HIV, ancilostomiase, deficiéncia de G6PD, vitamina A e deficiéncia de vitamina B12).
(BARTOLONI; ZAMMARCHI, 2012). Alguns estudos indicam uma associagéo entre
a anemia severa e altos niveis de TNF, IL-10 e mondcitos circulantes contendo
hemozoina (LUTY et al., 2000).

Faléncia renal aguda pode estar presente na admissdo do paciente em um
contexto envolvendo multiplos 6rgédos, ou pode ocorrer na fase de recuperacdo da
malaria grave (BARTOLONI; ZAMMARCHI, 2012). A doenca ocorre quase
exclusivamente em adultos ou em criancas mais velhas com uma incidénciade 1 a 4
%. A patogénese é multifatorial e envolve a interacdo de fatores mecéanicos,
imunologicos, citocinas e fatores humorais; o sequestro do parasita na
microvasculatura causa prejuizo no fluxo da microcirculagéo renal e no metabolismo.
Outros fatores também podem estar associados, como a ativacdo massiva de
monaocitos e a liberacdo de espécies reativas de oxigénio (KRISHNA et al., 2012).

J& as infeccbes por P. vivax sdo caracterizadas pela febre terca benigna, com
acessos febris em intervalos de 48 horas. Apesar de ser conhecida como maléaria
benigna, trabalhos demonstraram a ocorréncia de malaria grave, como a leséo
pulmonar aguda e MC associada a infec¢des por este parasita (BOULOS; COSTA,;
TOSTA, 1993; OZEN et al., 2006; TAN et al., 2008). Lacerda e colaboradores em
2012 descreveram casos de paciente na regido Amazonica brasileira, infectados
com P. vivax e que vieram a Obito com malaria grave. Dentre estes casos a maior
parte foi em decorréncia de SDRA, apresentando edema pulmonar associado ao
acumulo de neutréfilos no espaco interalveolar (LACERDA et al., 2012).

Atualmente, h& evidéncias de que ocorra aderéncia dos eritrocitos infectados P.

vivax (formas maduras) as células endoteliais, pelo receptor ICAM-1 (DE LAS
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SALAS et al., 2013), e pelo receptor CSA, na placenta (CHOTIVANICH et al., 2012),
0 que pode ser envolvido da patogenicidade desta espécie de parasita.

Porém, no Brasil, o numero de admissfes hospitalares por P. falciparum
reduziu de 5.396 em 2000 para 697 em 2012 e em 2015 passou para 288. Essa
reducdo pode ser atribuida as melhorias no sistema de saude, especialmente da
regido amazoénica. Ja a proporcao de admissdes por P. vivax permaneceu baixa de
2000 a 2006 (1 %), diminuindo para 0,73 % em 2007 e 2008 e apresentou um pico
em 2011, atingindo 1,5 % (Figura 4). Esse aumento pode ser atribuido ao numero de
casos de malaria grave ou, a administracao de primaquina sem a analise prévia de
deficiéncia de G6PD (glucose-6-phosphate dehydrogenase) (SIQUEIRA et al., 2016).
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Figura 4 - Nomero e proporcéo de admissdes hospitalares no Brasil.
Gréfico correspondente a infec¢des por Plasmodium falciparum e Plasmodium vivax, no periodo de
2000 a 2015. Fonte: Adaptado de (SIQUEIRA et al., 2016).

2.6 Sindrome do desconforto respiratorio agudo (SDRA)

A Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo foi pela primeira vez
reportada em 1967 por Asbaugh e colaboradores, sendo descrita como desconforto
respiratorio agudo em adultos. Nesta ocasido o quadro relatado foi dispneia severa,
taquipnéia, cianose, diminuicdo da complacéncia pulmonar, infiltrado inflamatdrio
alveolar difuso e dos doze pacientes observados, sete foram a 6bito (ASHBAUGH et
al., 1967).
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Desde entdo, a incidéncia desta sindrome, especialmente nos Estados
Unidos, tem aumentado e, nos ultimos anos foram registrados cerca de 200.000
casos por ano e a taxa de mortalidade é significativa, em torno de 40 % (HAN;
MALLAMPALLI, 2015; RUBENFELD et al., 2005). Esta doenca tem sido associada a
diferentes enfermidades e pode ocorrer através de insultos diretos ou indiretos, tais
como: pneumonia, aspiracdo ou inalagdo de contetdo gastrico, traumas, septicemia,
gueimaduras graves, inalacdo de fumaca e, mais recentemente, a infeccdes pelo
virus HIN1, além da malaria grave (LANGE et al.,, 2012; MOHAN; SHARMA;
BOLLINENI, 2008; REISS; UHLIG; UHLIG, 2012; RISCILI et al., 2011).

A SDRA é uma sindrome caracterizada por lesdo alveolar difusa, inflamacéo
aguda dos alvéolos e do parénquima pulmonar. Observa-se também a perda da
funcdo e o aumento da permeabilidade da barreira epitelial do alvéolo e do capilar
pulmonar, resultando em edema pulmonar de origem nao-cardiogénica, diminuicao
da capacidade de trocas gasosas, aumento da atividade leucocitaria e de
mediadores inflamatdrios nos pulmdes, culminando em insuficiéncia respiratéria em
pacientes criticos (ANSTEY et al., 2002; GOODMAN et al.,, 2003; GROMMES;
SOEHNLEIN, 2011).

Em 1994, um consenso Americano-Europeu estabeleceu critérios para definir
Lesdo Pulmonar Aguda (LPA) e Sindrome do Desconforto Respiratorio Agudo
(SDRA). Ambas, apresentam inicio agudo, infiltrado bilateral observado em
radiografia toracica e edema de origem ndo cardiogénica. Entretanto, para LPA foi
determinada a razdo de PaO2/FiO2 <300 e para a SDRA, sua forma mais severa, a
razdo PaO2/FiO2 foi < 200 (WALKEY et al., 2012).

Mais recentemente, em 2012, foi realizada uma nova conferéncia que resultou
na definicdo de Berlim. As principais alteracdes em relacdo a definicdo anterior
foram: a eliminagdo do termo leséo pulmonar aguda (LPA) e a classificacdo da
Sindrome do desconforto respiratério agudo em trés niveis (Leve: PaO2/FiO2 = 201-
300; Moderado: 101-200 e Grave: <100). Além disso, foi definido o inicio agudo
como < 7 dias ap0s a injuria inicial, edema de origem n&o cardiogénica ou
sobrecarga de fluidos e radiografia apresentando opacidades bilaterais, né&o
totalmente explicadas por derrames, colapso lobar/ pulméo ou noédulos (WALKEY et
al., 2012).

Dessa maneira, neste trabalho adotamos o termo SDRA para idenficar os

animais que vao a obito entre o 7° e 0 12° dia pés-infeccdo com efusao pleural e que
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desenvolvem lesGes pulmonares compativeis com SRDA humana, tais como:
alteracdo dos parametros respiratérios, hipoxemia e opacidade pulmonar, infiltrado
leucocitario e presenca de membrana hialina conforme descrito anteriormente
(ORTOLAN et al., 2014).

Na fase inicial da SDRA, conhecida como fase exsudativa, tanto agressodes
diretas, como indiretas resultam em lesdo do endotélio capilar e do epitélio
pulmonar, levando a morte de pneumdcitos tipo | e pneumdcitos tipo Il. Os
pneumacitos tipo | constituem a vasta maioria da superficie alveolar e sao
particularmente susceptiveis a lesées. Como consequéncia de um dano do endotélio
capilar e do epitélio, hA uma perda da funcdo da barreira alvéolo-capilar, o que
contribui para o acumulo de um fluido proteinaceo (edema) tanto no intersticio
pulmonar quanto no interior dos alvéolos, resultando na formagdo de membrana
hialina. Ocorre também sequestro, marginacao e, consequente, aumento do numero
de neutrdéfilos em ambos 0s espacos intersticiais e alveolares, que colaboram para a
injuria. Na segunda fase, a fibroproliferativa, ocorre hiperplasia de pneumdcitos tipo
II, que se proliferam com o objetivo de repor os pneumdcitos tipo |, que sofreram
necrose ou apoptose, e também ha proliferacdo de fibroblastos e miofibroblastos.
Nesta fase, ocorre também exacerbacédo da inflamacao e os alvéolos podem estar
colapsados devido a diminuicdo do surfactante (produzidos por pneumdcitos tipo II),
além do espessamento da membrana hialina e da fibrose (DENG; STANDIFORD,
2011; JAIN; BELLINGAN, 2007; MATTHAY; ZEMANS, 2011).
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Figura 5 - Fase exsudativa da sindrome do desconforto respiratério agudo.

Nesta fase ocorre dano no endotélio capilar e no epitélio pulmonar, aumento da permeabilidade
vascular, levando a formacdo do edema, inativagdo da substancia surfactante, influxo de
polimorfonucleares (PMN) e hemorragias. Fonte: Adaptado de (FUDALA et al., 2010).

Ha indicios de que citocinas pro-inflamatérias em conjunto com quimiocinas
possuem um importante papel na amplificacdo, mediacdo e perpetuacdo do
processo da lesdo pulmonar (GOODMAN et al., 2003). Estudos j& demonstraram o
grande envolvimento dos neutréfilos na SDRA, especialmente no inicio da resposta
inflamatoria, contribuindo para os danos aos pulmdes. Edema pulmonar, injurias
endotelial e epitelial sdo acompanhadas pelo influxo de neutréfilos para o intersticio
e para 0 espaco broncoalveolar. As quimiocinas descritas no recrutamento de
neutrofilos para o local da inflamacdo sdo CXCL1 (em camundongos: KC), CXCL2
(MCP-1), CXCL5 (ENA-78), CXCL15 (lungkine) (GROMMES; SOEHNLEIN, 2011;
PUNEET; MOOCHHALA; BHATIA, 2005), e CCL2 (MIP-2) (ROSE; SUNG; FU, 2003)

gue podem estar envolvidas na patogenia da SDRA-AM.
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2.7 Tratamento para SDRA associado a malaria

A malaria grave pode matar dentro de horas da apresentacgéo,
especialmente em criancas. O diagnoéstico rapido por microscopia ou teste de
diagnéstico rapido e inicio precoce do tratamento antimalarico sédo cruciais. As
drogas orais eficazes, principalmente um tratamento combinado baseado em
artemisinina, sdo administradas uma vez que 0s pacientes podem engolir
normalmente. O artesunato € a droga de escolha para adultos, mulheres gravidas e
criancas. Grandes ensaios randomizados mostraram reducéo de 35 % e 22 % nas
taxas de mortalidade em adultos e criangas, respectivamente, em comparagcdo com
a quinina (TAYLOR et al., 2012).

N&o ha tratamentos especificos para SDRA na malaria, de modo que as
estratégias de manejo seguem as diretrizes da SDRA nao associadas a maléaria. A
ventilacdo mecénica € freqientemente dificil no pulmdo gravemente doente. As
diretrizes incluem a aplicacdo de ventilacdo de suporte ao volume ou a pressdo com
pressdo expiratéria final positiva. A intubacdo de sequéncia rapida deve ser feita
para prevenir a hipercapnia com subsequente aumento da presséo intracraniana.
Em muitos centros, a reversao da razao inspiracdo-expiracdo é utilizada como
estratégia em caso de hipoxemia refrataria. Colocar o paciente na posi¢cdo pronada
pode melhorar drasticamente a oxigenacdo, embora uma aplicacdo sistematica
desta estratégia ndo tenha conseguido melhorar a mortalidade em um estudo
randomizado em pacientes com SDRA nao relacionada com a malaria (TAYLOR et
al., 2012).

A maioria dos pacientes que chegam as unidades de salde apresentando
SDRA recebe ventilagdo mecéanica. O objetivo € promover troca gasosa, evitando a
lesdo pulmonar associada a este procedimento e 0 comprometimento
hemodinamico. Entretanto, uma ventilacdo inadequada pode causar piora no quadro
do paciente, estimulando o pulmé&o a produzir mediadores inflamatérios em resposta
ao estresse mecanico (BARBAS VALENTE et al., 2007).

Uma outra estratégia utilizada € a manobra de recrutamento, esta utiliza um
aumento dinamico e transitorio da pressao transpulmonar (diferenca entre as
pressdes nas vias aéreas e pleural) para abrir areas do pulméo; esta estratégia pode

melhorar a dindmica pulmonar e a oxigenacdo, entretanto pode aumentar
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temporariamente a permeabilidade alvéolo-capilar. Dessa maneira, ndo esta bem
estabelecido a eficacia desta estratégia no tratamento da SDRA (SILVA; PELOSI,;
ROCCO, 2016).

2.8 Sindrome do desconforto respiratdorio agudo associada a maléria e seus
modelos

A SDRA-AM ja foi descrita em infec¢des por P. faciparum, P. vivax, P. ovale e
P. malariae e mais recentemente por P. knowlesi (DESCHEEMAEKER et al., 2009;
LEE; MAGUIRE, 1999; MOHAN; SHARMA; BOLLINENI, 2008; PRICE et al., 2007;
TAN et al., 2008).

Embora tenha sido descrita ha muito tempo, a mortalidade de pacientes
permanece alta nas unidades de terapia intensiva e ndo se conhece os mecanismos
de patogénese e formas de diagndstico precoce que permitam um tratamento efetivo
antes do estabelecimento da forma severa da sindrome, e que consequentemente,
evite a morte do paciente (GOOD et al., 2005; MOHAN; SHARMA; BOLLINENI,
2008). A SDRA associada a malaria devido ao P. falciparum ocorre em mais de 25
% dos adultos e 40 % das criancas entre os casos de malaria grave. Ainda, a
doenca pode ocorrer como uma unica complicacdo ou pode ser acompanhada por
outros disturbios levando a uma disfun¢do de multiplos 6rgdos (MOHAN; SHARMA,
BOLLINENI, 2008; TAYLOR et al., 2012).

A SDRA-AM pode estar associada a injurias no endotélio da microvasculatura
pulmonar, ativagcdo de mecanismos pro-inflamatérios, sequestro de parasitas nos
pulmdes, acidose metabolica, faléncia cardiaca (GOOD et al., 2005).

Por diversas razfes, € bastante dificil investigar a resposta imune humana
contra os parasitas da malaria in vivo, pois ha, por exemplo, restricbes para a coleta
de tecido pulmonar e anélise até mesmo por questdes éticas. Portanto, modelos
animais tém sido cada vez mais utilizados para estudar aspectos fisiopatoldgicos e
imunoldgicos da SDRA, funcionando como importantes pontes entre 0s pacientes de
uma zona endémica e o laboratério de pesquisa, uma vez que hipteses emergentes
de estudos humanos podem ser facilmente testadas em modelos animais e

fornecem valiosas informacdes sobre a patogenia das enfermidades.
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Desta maneira, espécies de Plasmodium que infectam roedores s&o
frequentemente utilizados como modelos experimentais para a malaria humana e,
diferentes combinacdes entre espécies de Plasmodium murinos (P. berghei, P. yoelii
e P. chabaudi) e linhagens de camundongos permite-nos estudar um numero de
manifestacdes fisiopatologicas (LOVEGROVE et al., 2008; PAMPLONA et al., 2009;
VAN DEN STEEN et al., 2010).

Assim, estes modelos tém sido muito importantes para a compreensao dos
mecanismos da patogénese da malaria, elucidar as interacbes imunes em
hospedeiros e para demonstrar muitos fatores associados aos mecanismos de
defesa contra a malaria, como os modelos desenvolvidos para a malaria cerebral e
para as sindromes placentaria e anémica, 0s quais estdo bem estabelecidos
(CHANG; STEVENSON, 2004; DE SOUZA; RILEY, 2002; NERES et al., 2008;
NIIKURA; INOUE; KOBAYASHI, 2011).

Com a finalidade de caracterizar um modelo para injuria pulmonar, Lovegrove e
colaboradores, em 2008, utilizaram camundongos da linhagem C57BI/6 infectados
com P. berghei ANKA. Eles observaram a presenca de inflamag&o no septo, ruptura
da membrana alvéolo-capilar, edema pulmonar proteinAceo de origem néo
cardiogénica e sequestro de parasitas dependente da molécula CD36. No entanto,
neste modelo, ndo foi identificada a transmigracédo celular para o espaco alveolar,
bem como a infiltracéo de neutréfilos (LOVEGROVE et al., 2008).

Outro trabalho recentemente publicado também utiliza o modelo experimental
com P. berghei ANKA e camundongos C57BI/6 para estudar a SDRA-AM (SOUZA et
al., 2013). Contudo, esta associacdo (C57Bl/6 e P. berghei ANKA) ja € bem
estabelecida para estudos sobre MC, levando a uma alta mortalidade dos
camundongos entre 6 a 8 dias apos a inoculacdo do parasita com manifestacdes
caracteristicas de MC (AMANTE et al., 2010; DE SOUZA; RILEY, 2002; HEARN et
al., 2000; LOVEGROVE et al., 2006; YANEZ et al., 1996). Desta maneira, mesmo
gue os camundongos infectados apresentam alguns indicios de SDRA no inicio da
infeccéo, eles vao a obito por MC (SOUZA et al., 2013).

Van den Steen e colaboradores, em 2010, propuseram um modelo
experimental com camundongos da linhagem C57BI/6 infectados com 104 eritrdcitos
parasitados (EP) de P. berghei NK65. Com este modelo, ndo foram observados

sinais cerebrais e os camundongos apresentaram um aumento do peso dos
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pulmdes, edema pulmonar rico em proteinas e formacédo de membrana hialina (VAN
DEN STEEN et al., 2010).

Outro modelo foi proposto, envolvendo a associagao entre o parasita P. berghei
K173 e camundongos da linhagem C57BI/6 infectados com 2 x 10 EP. Os animais
infectados apresentaram, principalmente, congestao dos capilares com leucécitos e
eritrocitos, bem como a presenca de leucocitos no parénquima pulmonar, porém
apresentaram um quadro de comprometimento leve (HEE et al., 2011).

Ainda em 2010, nosso grupo desenvolveu um modelo murino que apresenta
qguadro histopatolégico semelhante a injuria respiratéria aguda / sindrome do
desconforto respiratorio agudo (SDRA) associado a malaria humana, utilizando
camundongos da linhagem DBA/2 infectados com P. berghei ANKA (PbA). Esta
associacdo resultou em dispneia, obstrucdo das vias aérea, aumento da
permeabilidade vascular, efusédo pleural, hemorragias e edema pulmonar em 30 a 60
% dos camundongos e nenhum deles apresentaram qualquer indicio ou sintoma de
malaria cerebral. Neste trabalho foi demonstrado que o VEGF é fundamental para o
desenvolvimento da sindrome respiratéria associada a malaria (EPIPHANIO et al.,
2010).

Com esse modelo, propusemos um modelo preditivo onde conseguimos
identificar os animais que desenvolverdo a SDRA ou ndo, no 7° dia pés-infeccao,
além de demostrar outros achados similares com a SDRA humana, como opacidade
pulmonar observada ao raio X, presenca de membrana hialina e hipoxemia evidente
(ORTOLAN et al., 2014).

Ainda demonstramos o papel essencial dos neutroéfilos no desenvolvimento da
SDRA associada a malaria (SDRA-MA), uma vez que observamos que 0s animais
DBA/2 infectados com PbA, que desenvolvem SDRA, possuem mais neutréfilos nos
pulmbes em relacdo aos animais que ndo desenvolvem e a deplecdo desses
neutrofilos diminuiu o desenvolvimento da SDRA-MA e aumentou a sobrevivéncia
dos animais. Também verificamos, pela primeira vez, um importante mecanismo da
patogénese envolvendo estes neutroéfilos, que é a formacéo de redes extracelulares
(NETs) (SERCUNDES et al., 2016).

Nosso grupo ainda constatou que a inducado da heme-oxigenase-1 em DBA/2
infectados com P. berghei ANKA com hemina reduziu niveis séricos de VEGF e de

citocinas proé-inflamatérias, diminuiu a permeabilidade vascular, indicando a acao
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protetora desta droga sobre os efeitos lesivos no endotélio microvascular dos

pulm@es, tanto in vivo quanto in vitro (PEREIRA et al., 2016).

2.9 Citoadesao na malaria

Em infec¢cbes ocasionadas por Plasmodium falciparum em humanos, o
fenbmeno da citoaderéncia esta bem elucidado como um importante fator que leva a
malaria grave. (CRAIG; KHAIRUL; PATIL, 2012; DE LAS SALAS et al.,, 2013;
SHERMAN; EDA; WINOGRAD, 2003).

As proteinas da familia PfEMP1 (proteina da membrana do eritrocito P.
falciparum 1) sdo responsaveis por mediar a adesdo de eritrécitos infectados as
células endoteliais (CE), através de ligacdo especifica com multiplos receptores,
incluindo CD36, molécula de adeséao intercelular 1 (ICAM-1), E-selectina, e CD31
(PECAM-1), e ao receptor placentario condroitina sulfato A (CSA). A ligacdo de
PfEMP1 com o endotélio resulta em sequestro generalizado de eritrécitos
parasitados (EP) e, consequentemente, a reducdo da destruicdo de EP, presentes
na corrente sanguinea, pelo baco. EP aderidos também ativam as CE, levando a
respostas proé-inflamatérias e pré-coagulantes, reduzem as funcdes da barreira
endotelial e prejudicada do tdbnus vasomotor. Estudos post-mortem tém fornecido
evidéncias correlacionando o sequestro do P. falciparum em 6érgaos especificos a
algumas formas clinicas da doenca. Embora nédo haja evidéncias claras, especula-se
gue estes parasitas promovam interacfes locais com as CE para a sua propria
sobrevivéncia, como mecanismo de escape, e essas interacbes produzem as
manifestagdes clinicas da maléaria (AVRIL et al., 2016).

P. falciparum possui aproximadamente 60 genes de alta viruléncia (genes
var), cada um dos quais codifica uma variante diferente de PfEMP1. Cada parasita
expressa um unico gene var de cada vez, mantendo todos 0s outros genes var num
estado silencioso. Quase todos os membros da familia var sédo classificados em trés
grupos principais (A, B e C), com base na combinacédo de localizacdo cromossémica,
direcdo de transcricdo e uma sequéncia promotora. A variacdo antigénica clonal
modifica as propriedades antigénicas e de ligacdo do EP. Cada um dos receptores
do hospedeiro para PIFEMP1 tem um padrédo de expresséo Unica na vasculatura. Por

exemplo, CD36 € expresso em células endoteliais microvasculares, mas nédo é
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detectavel em CEs a partir de certos vasos de grande calibre, incluindo artérias
musculares e veia hepéatica. ICAM-1 e E-selectina sao diferencialmente expressas
no endotélio em condi¢cbes basais e em resposta a inflamacdo. A capacidade das
variantes de PfEMP1 para atingir diferentes receptores endoteliais, que em si sé&o
distribuidos de forma heterogénea, ajuda a explicar porque alguns pacientes com
malaria apresentam-se com sindromes especificas de determinados 6rgaos. Por
exemplo, na maléria associado com a gravidez, a variante de do gene VAR2CSA
quando transcrito gera a proteina PfEMP1 que tem como ligante CSA localizada nos
ndcleos do estroma viloso da placenta, que ficam expostas ao sangue materno apos
desnudacéo do sinciciotrofoblasto (JESPERSEN et al., 2016).

ICAM-1 tem sido implicado como um importante receptor para ligagéo de P.
falciparum no endotélio cerebral. Em autopsias, foram observados eritrécitos
parasitados em co-localizacdo com vasos positivos para ICAM-1 (TURNER et al.,
1994) e vasos com maiores niveis de ICAM-1 tem maiores cargas de eritrécitos
parasitados sequestrados (SILAMUT et al., 1999). ICAM-1 e o receptor da proteina
C endotelial (EPCR) sédo receptores candidatos as complicacbes da malaria grave.
No entanto, ndo esta claro se a ligacdo de EP por Plasmodium falciparum com
ICAM-1 e a EPCR esta envolvido com a citoadesédo de diferentes subpopulacfes de
parasitas na microvasculatura do cérebro. Em um estudo recente, foi observado que
duas linhagens de parasitas expressando o dominio 13 de PfEMP1 tem ligacéo
dupla a EPCR e ICAM-1 (AVRIL et al., 2016).

O EPCR tem a funcéo principal de mediar a funcao citoprotéica da proteina
C ativada (APC), o EPCR se liga a APC e cliva o receptor 1 ativado por protease
(PAR-1) que divide especificamente a via RAC1, inibe a ativagdo da factor nuclear
KB e fornece protegédo de barreira endotelial (SHABANI et al., 2016). O EPCR facilita
a ativacdo da proteina C (PC) pelo complexo trombina-trombomodulina; ja foram
observados efeitos citoprotectores do EPCR na protecdo vascular e tecidual no
cérebro, pulmdes, rins e figado (SHABANI et al., 2016). As atividades citoprotetoras
da APC fornecem efeitos neuroprotetores que incluem a protecdo da barreira
hematoencefalica, bem como atividades anti-inflamatdrias e anti-apoptéticas dentro
da unidade neurovascular, efeitos nefroprotectores e efeitos antiinflamatérios no
pulméo e, portanto, essas atividades de APC podem ser diretamente relevantes para

as complicacdes associadas a malaria grave (MOSNIER; LAVSTSEN, 2016).
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De fato, estudos in vitro com dominios CIDRa1 purificados e estirpes
laboratoriais de EP com P. falciparum, confirmam a perda da funcionalidade EPCR
apos a ligagdo CIDRa1 ou EP, que inclui a perda da ligacdo PC e APC ao EPCR, a
inibicdo da ativacdo da PC mediada por EPCR e a obstrucdo dos efeitos protetores
da barreira endotélial mediada por APC. Conseqlentemente, a ligacdo da PfEMP1
ao EPCR resulta em uma deficiéncia funcional do sistema de proteina C adquirida, o
que suporta as novas evidéncias de que o EPCR desempenha um papel central na
patogénese da maléaria grave (MOSNIER; LAVSTSEN, 2016).

A ligacdo de EPCR é mediada através da regido de interdominio rica em
cisteina amino-terminal (CIDRal) das subfamilias de DC8 e APfEMP1 do grupo e
que CIDRal interfere com a ligacao da proteina C ao EPCR (TURNER et al., 2013).
Existem algumas evidéncias de que o PfEMP1 pode se ligar ao EPCR com efeitos
importantes na malaria grave, no entanto, ndo ha evidéncias de associacdo de
Plasmodium berghei ANKA ao EPCR e os efeitos do EPCR na patogénese SDRA
permanecem por ser elucidados.

Esses receptores presentes nas células endoteliais dos mais diversos
tecidos podem estar implicados na patogénese da sindrome respiratéria aguda

associada a maléria grave.

2.10 Microvasculatura e o endotélio pulmonar

A vasculatura pulmonar € uma camada homogénea de células endoteliais
escamosas que reveste toda a circulagdo pulmonar. Inicialmente, acreditava-se que
era uma estrutura estética e inerte, entretanto o endotélio pulmonar € cada vez mais
reconhecido como um 6rgdo dinamico, metabdlicamente ativo, que modula varias
funcBes reguladoras fundamentais, incluindo: diapedese dos leucécitos, coagulagcéo
intravascular, tonus vasomotor e a passagem de solutos e fluidos por meio da
regulacédo de permeabilidade da barreira. (MILLAR et al., 2016).

O endotélio pulmonar é distinto da vasculatura sistémica, na medida em que
estd exposto a maior tensdao de oxigénio, enquanto mantém o fluxo sanguineo de
baixa pressdo, interage com células através do sangue e com mediadores
vasoativos para detectar estimulos mecanicos, quimicos e celulares. Embora isso

permita ao endotélio regular a inflamacgdo local, a interrupcdo dos mecanismos
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homoeostéaticos endoteliais do pulméo o transforma de um fendtipo principalmente
antiinflamatorio para um fenoétipo proinflamatério ativado que propaga a inflamacéo
do parénquima pulmonar (MILLAR et al., 2016).

O endotélio pulmonar forma uma Unica camada de células endoteliais
derivadas do mesénquima, funcionando como uma barreira semipermeavel que
separa a circulacdo pulmonar do intersticio pulmonar, regulando macromoléculas,
nutrientes, leucocitos e transferéncia de fluidos (MILLAR et al., 2016).

A integridade desta barreira é determinada por interagcbes homofilicas entre
células endoteliais vizinhas através de juncdes intercelulares [(juncbes oclusivas e
juncdes de aderéncia (JAs)]. Essas juncdes ligam as células endoteliais e séo
servidas por microtibulos do citoesqueleto e microfilamentos de actina para facilitar
a manutencdo da funcdo de barreira e a modulagdo da transducdo de sinal em
resposta as forcas de tensdo e contractil exercidas sobre o endotélio durante a
ventilacdo mecanica (MILLAR et al., 2016).

As jungbes oclusivas sao formadas pela fusdo das camadas externas das
membranas plasmaticas e sdo constituidas por moléculas de adeséo, claudinas e
adesdo acopladas a proteinas citoplasmaticas e ligadas ao citoesqueleto de actina
de células endoteliais (MILLAR et al., 2016). Sdo os principais componentes apicais
do complexo de juncbes, medeiam a adesdo e comunicacdo entre células
adjacentes, sdo responsaveis por regular a permeabilidade parecelular e manter a
polaridade celular, sendo as principais proteinas a ocludina e a familia das claudinas
(composta por mais de vinte membros) (BAZZONI, 2004).

As JAs sdo compostos de caderinas, principalmente caderina endotelial
vascular (VE-caderina), que se ligam as proteinas intracelulares de catenina
(incluindo a pl20-catenina, uma proteina estabilizadora de VE-caderina) que, por
sua vez, se ligam a outros parceiros protéicos no citoesqueleto de actina. As JAs sédo
mediados pela associagdo dependente de célcio das proteinas da caderina e
regulam o transporte paracelular (a via predominante) das células e solutos entre o
sangue e o intersticio. Assim, os JAs e, especificamente, a VE-caderina, s&o
reguladores-chave da permeabilidade intercelular, que determinam a transmigracao
de leucécitos e a formacdo de edema, enquanto as caveolinas regulam o trafico
transendotelial (transcitose) de macromoléculas, incluindo albumina (MILLAR et al.,
2016).



54

Outro tipo de juncdes, as juncbes comunicantes, também fazem a mediacdo
da comunicacao célula-célula, esta estrutura € formada por conexinas (cx), sendo
trés dessas proteinas (cx 43, cx 40 e cx 37) expressas no endotélio, elas séo
organizadas em conexons, que Sao canais para a passagem de ions e moléculas de
pequeno peso molecular (BAZZONI, 2004).

O endotélio desempenha papéis regulatérios adicionais na troca gasosa,
tonus vascular e coagulacdo. Como componente integral da unidade alveolar-
capilar, é estrutural e funcionalmente otimizado para facilitar a correspondéncia
perfusdo-ventilagcdo. Assim, as células endoteliais do pulmé&o regulam a sintese e o
metabolismo de compostos vasoativos como o oxido nitrico e endotelina-1, potentes
reguladores do tonus vascular pulmonar. Além disso, o endotélio também produz
substancias tanto pro-trombaoticas como antitromboéticas que atuam tanto local como
remotamente para regular a coagulacéo. Ele separa os componentes do sangue (por
exemplo, plaquetas) e componentes humorais (por exemplo, fatores de coagulacao
da cascata de coagulacdo) de substancias protrombdéticas no intersticio pulmonar e
espaco alveolar (MILLAR et al., 2016).

As células endoteliais (CE) sdo as células de revestimento dos vasos
sanguineos, cuja a funcdo é criar uma interface ativa, seletiva e permeéavel entre os
vasos sanguineos e o tecido, que controla a passagem de nutrientes, gases e
células do sistema imune. Essas células também exercem funcbes paracrinas e
enddcrinas. A morfogénese do sistema vascular embriogénico comeca com 0s
angioblastos, ou células endoteliais progenitoras. Angioblastos sédo células
mesodérmicas do tipo fibroblastos capazes de migrar, reconhecer outros
angioblastos, aderir e se organizar em estruturas vasculares (LOIOLA et al., 2013).
Uma vez que um angioblasto é recrutado para formar um tubo vascular ou um vaso
e se diferencia em células endoteliais. Os principais passos na especificacdo e
diferenciacdo de CE sao direcionados pela interacdo do fator de crescimento
vascular endotelial (VEGF) com o receptor vascular de fator de crescimento
(VEGFR-2), que é expresso em CE. VEGF e os receptores VEGFR-1 (também
conhecido como Fit-1) e VEGFR-2 (também chamado KDR ou Flk-1) tem sido
descritos como reguladores criticos da diferenciacédo endotelial, bem como formacéo
de vasos sanguineos (VOELKEL; ROUNDS, 2009).

O principal receptor para VEGF é o receptor tirosina-quinase VEGFR-2, o

qual é crucial para a angiogénese e vasculogénese e é um dos marcadores mais
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confiaveis de angioblastos e células endoteliais diferenciadas (VOELKEL; ROUNDS,
2009). CE podem ser ativadas por varios estimulos, como trombina e histamina e,
quando ativas sintetizam fator de ativacdo plaquetaria (PAF) que age com a P-
selectina na adesdo de plaquetas e neutréfilos no endotélio (SUMPIO; TIMOTHY
RILEY; DARDIK, 2002).

Células endoteliais HUVECS (sigla proveniente do inglés “human umbilical
vein endotelial cells”) produzem TNF que pode estar envolvido na ativacao autdcrina
dessas células (IMAIZUMI et al., 2000). CE ativadas também produzem IL-8, que
estimula a quimiotaxia de neutrdéfilos e degranulacdo. IL-8 também regula a adeséo
de neutrofilos e promove transmigracdo. As CE também podem produzir outros
mediadores inflamatorios, tais como IL-1, IL-6, LTB4, C4, D4, E4, MCP-1, MCP-2,
MHCII, fatores de crescimento (PDGF, EDGF, FGF, IGF, TGF-3, GM-CSF, G-CSF),
fatores pro-coagulantes (VWF, TXA2, tromboplastina, fator V, PAF, PAI-I,PAI-2)
(SUMPIO; TIMOTHY RILEY; DARDIK, 2002).

Células endoteliais priméarias geralmente apresentam producdo constitutiva
elevada de fator de von Willebrand (VWWF), da molécula de adeséo celular endotelial
plaguetaria (PECAM-1 ou CD31) e de fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF) (UNGER et al., 2002). Sabe-se também que a VE-caderina € uma molécula
de adesédo estritamente especifica de células endoteliais, localizada nas juncdes
intercelulares, de grande importancia para a manutencdo e controle do contato
celular (VESTWEBER, 2008). No entanto, as CEs respondem a estimulos pro-
inflamatorios, por inducdo de outras moléculas de adeséao, tais como molécula de
adesdo celular intercelular 1 (ICAM-1 ou CD54), molécula de adesdo celular
endotelial vascular (VCAM-1 ou CD106) e E-selectina (CD62E) (UNGER et al.,
2002). As CEs também sé&o reconhecidas por expressar 6xido nitrico sintase (e-
NOS), molécula essencial para mediagdo da angiogénese, induzida por VEGF, para
a producdo de oxido nitrico (KROLL; WALTENBERGER, 1998). E, além disso,
expressam enzima conversora de angiotensina (ACE), de importante funcdo na
sinalizacdo endotelial e remodelamento vascular (KOHLSTEDT et al., 2004).

A enzima conversora da angiotensina (ACE) esta distribuida uniformemente
na superficie luminal de células endoteliais e sitio catalitico fica exposto na corrente
sanguinea, é um marcador sensitivo da disfung&o pulmonar endotelial, cuja principal
funcao é a hidrdlise de angiotensina | em angiotensina Il e na quebra da bradicinina.

A redugédo na concentragao de ACE tem sido um dos primeiros sinais detectados em
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diferentes modelos animais de SDRA (HERMANNS et al.,, 2013; LOIOLA et al.,
2013). O estudo das células endoteliais pulmonares de camundongos DBA/2
permitem analises mais detalhadas da interacdo dos eritrécitos parasitados e a
microvasculatura pulmonar, bem como as interagdes entre células endoteliais e os
fatores inflamatorios e a sua funcdo na ativacao endotelial.

Assim, face as inimeras lacunas existentes no que se refere a patogenia da
SDRA associada a malaria, o presente projeto teve como objetivo final analisar o
efeito da adesdo dos eritrocitos infectados as células endoteliais pulmonares. Este
estudo foi realizado em um modelo murino de infeccdo e, visou contribuir para a

compreensao da SDRA-AM.
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

Partindo do pressuposto que citoadesao de eritrocitos parasitados em células
endoteliais pulmonares pode ser um componente importante na patogénese da
SDRA e responsavel pelo desencadeamento do intenso processo inflamatorio local,
0 objetivo deste trabalho foi avaliar esta citoadesdo, bem como o envolvimento de

moléculas de adeséao e, seus efeitos, em modelo experimental.

3.2 Objetivos especificos

v' Avaliar a importancia da citoadesao de eritrocitos parasitados em células
endotelias no desenvolvimento da SDRA associada a malaria;

v Estudar os efeitos de fatores inflamatérios nesta citoadeséo;

v Avaliar o papel das moléculas de adesdo no modelo murino de SDRA e em
células endoteliais pulmonares primarias de camundongos DBA/2;

v' Analisar a contribuicdo da resposta inflamatéria e a producdo de fatores
inflamatérios em células endoteliais;

v Estudar os efeitos da inflamacéao, através da administracdo de dexametasona
em modelo murino de SDRA e em células endoteliais pulmonares primarias

de camundongos DBA/2.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais e parasitas

Tanto para 0s experimentos in vitro quanto in vivo foram utilizados
camundongos das linhagens DBA/2 machos com 6 a 8 semanas de idade,
fornecidos pelo biotério do departamento de Parasitologia do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de S&o Paulo. Os animais foram criados e mantidos em
mini-isoladores, em estantes ventiladas, em condi¢bes controladas de umidade,
iluminacao e temperatura e com acesso livre a alimento e a agua.

A infeccdo dos animais, assim como 0 isolamento e sincronizacdo de
eritrocitos parasitados foi realizada com o plasmdédio murino da cepa Plasmodium
berghei ANKA (PbA). Os animais infectados foram inoculados com 108 eritrécitos
parasitados (EP) via intraperitoneal (ip). Para eutanasia dos animais, administrou-se
uma dose letal da solucdo composta por cetamina (Syntec, Brasil), 150 mg/kg e

xilazina (Syntec, Brasil), 15 mg/kg via intraperitoneal (ip).

4.2 Comité de Etica

Os procedimentos experimentais deste projeto estdo de acordo com 0s
principios éticos de experimentacdo animal, adotados pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e foram previamente aprovados pela
comissdo de ética no uso de animais do Instituto de Ciéncias Biomédicas da

Universidade de S&o Paulo, registrado sob n° 24 folha 16 do livro 03.

4.3 Parasitemia

A contagem da parasitemia foi realizada através de esfregagos sanguineos,
com uma gota de sangue coletada das caudas dos animais. Os esfregacos foram
fixados com metanol e corados com solucdo de Giemsa, conforme descrito por

Kitamura e colaboradores (KITAMURA et al., 1979) ou com o corante hematoldgico,



59

Panotico (Laborclin, Brasil, ref. 620529). A contagem da parasitemia, por meio de
microscopio de luz (Carl Zeiss, Primo Star, Alemanha), foi realizada observando-se a
proporcdo entre eritrocitos parasitados (EP) em relacdo aos eritrocitos néo
parasitados (EnP) expressa em percentagem. Dessa maneira, foram contados cem

eritocitos em trés campos diferentes, depois foi feita a média dos mesmos.

4.4 Analise da funcéo respiratoria

Camundongos infectados, bem como nao infectados, foram dispostos em
camaras plestimogréficas (BUXCO Eletronics, EUA) (Figura 6) para avaliacdo do
padrdo respiratorio. O aparelho possui quatro camaras que permite mensurar
individualmente e simultaneamente o padrdo respiratério de quatro animais. Os
animais permanecem no interior das camaras, (ndo anestesiados) durante 10
minutos e o aparelho mensura diversos parametros, dentre os quais a frequéncia
respiratéria (FR), volume tidal (VT) e o aumento da pausa respiratoria (Penh, do

inglés enhanced pause).

Figura 6 - Camaras plestimogréficas.
Céamaras plestimograficas utilizadas para mensurar o padrédo respiratério de camundongos DBA/2
infectados com Plasmodium berghei ANKA. Fonte: (BUXCO Eletronics, EUA).

A frequéncia respiratoria corresponde ao numero de respiracdes por minuto. Ja
0 aumento da pausa respiratéria (Penh) é calculado pela formula: Penh = (PEF/PIF)
x (Pausa), onde PIF: altura do pico inspiratorio; PEF: altura do pico expiratério; Te:
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tempo expiratério; Rt: tempo para expirar 65 % do volume; pausa: Te/Rt-1
(LOMASK, 2006) (Figura 7).
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Figura 7 - Fluxo respiratdrio e aumento da pausa respiratoria.

Férmula do aumento da pausa respiratéria (Penh) onde PIF: altura do pico inspiratério; PEF: altura do
pico expiratério; Te: tempo expiratério; Rt: tempo para expirar 65 % do volume; Pausa: Te/Rt-1; Penh:
PEF/PIFx Pausa. Fonte: adaptado de Lomask, 2006.

4.5 Classificacdo dos animais em sindrome do desconforto respiratério agudo
ou hiperparasitemia

O modelo experimental de SDRA murino associada a malaria, (camundongos
DBA/2 infectados pelo P. berghei ANKA), onde cerca de 50 % desenvolve esta
sindrome, reflete muitas caracteristicas da sindrome respiratéria aguda em
humanos, tais como: presenca de infiltrado inflamatério, edema, membrana hialina
nos pulmdes, hipoxia e opacidade toracica observada por exames radiograficos
(ORTOLAN et al., 2014).

Para estudar diferencas entre animais que desenvolvem a sindrome SDRA e
daqueles que vao a Obito por hiperparasitemia (HP) e anemia, nés utilizamos o
modelo, desenvolvido em nosso laboratério, para predizer quais animais que
desenvolveriam SDRA ou HP no 7° dia pos-infeccdo, valendo-se de parametros

como a parasitemia, a frequéncia respiratéria e o Penh, conforme demonstrado na
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Figura 8 e previamente descrito por Ortolan e colaboradores (ORTOLAN et al.,
2014).

EP-PbA Critérios Preditivos:
Frequéncia Respiratdria
Aumento da Pausa Respiratdria (Penh)
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Figura 8 - Modelo preditivo para classificacdo dos animais em SDRA ou HP.

Camundongos DBA/2 séo infectados com Plasmodium berghei ANKA e divididos em dois grupos
(grupo de sobrevivéncia e grupo eutanasiado). O grupo de sobrevivéncia, onde sabe-se com certeza
a causa de morte do animal, os camundongos que apresentam sindrome do desconforto respiratorio
agudo (SDRA) mostram efusdo pleural e pulmdes avermelhados e morrem entre 7 e 12 dia pés-
infeccdo (dpi); os animais que vdo a o6bito por hiperparasitemia (HP) apds esse periodo, nao
apresentam efusdo pleural, mas sim hepatomegalia, esplenomegalia e pulm8es acinzentados. No 7°
dpi os critérios preditivos (parasitemia, aumento da pausa respiratoria e frequéncia respiratéria) sdo
mensurados em ambos 0s grupos. O grupo de sobrevivéncia € mantido em observacdo por 20 dpi.
Os valores dos critérios preditivos do grupo de sobrevivéncia definem os cutt-off para classificar os
animais do grupo submetido a eutandsia. Os animais do grupo submetido a eutanasia que
apresentam 2 ou 3 dos critérios, sdo classificados com SDRA. Fonte: adaptado de Ortolan et al, 2014.

4.6 Histologia

Para as analises histopatolégicas, o0os pulmdes dos camundongos
eutanasiados no 7° dpi foram perfundidos e colocados em solugcdo de formol
tamponado 10 %, para os tecidos coletados no dia de Obito, ndo foi realizada a
perfusdo e foram diretamente dispostos em formol; apés 24 horas o tecido foi

transferido para alcool 70 %. Os pulmdes foram emblocados em parafina e cortes de
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5 pm de espessura foram realizados. Os tecidos utilizados nas analises

histopatolégicas foram corados com hematoxilina e eosina (H&E).

4.7 Captacdo da bioluminescéncia in vivo de eritrocitos parasitados em
animais infectados com Plasmodium berghei ANKA Luciferase

Camundongos DBA/2 foram infectados com PbA expressando luciferase
(PbA-L). No 7° dia pos-infeccdo, foi injetado 150 pl de luciferina (15 mg/ml)
(VivoGlo™ Luciferin, In Vivo Grade, Catalogo #: P1041, Promega) via intraperitoneal,
que permite a analise da presenca do parasita, por emissdo de bioluminescéncia
pelo equipamento IVIS® Spectrum (PerkinElmer). Os animais foram inicialmente
sedados com isofluorano para captacdo das imagens (cerca de 20 segundos apos a
injecdo da luciferina). Posteriormente, foram submetidos a eutanasia com cetamina e
Xilazina e perfundidos com 20 ml de PBS 1 x. Ap6s a perfuséo, foram capturadas
novas imagens dos animais e, posteriormente, dos 6rgdos isolados dispostos em

placas de petri estéreis.

4.8 Isolamento e cultura primaria de células endoteliais pulmonares

As culturas de células endoteliais pulmonares primarias (CEPP) foram obtidas
a partir de camundongos da linhagem DBA/2 (CEPP-DBA/2), conforme descrito em
publicacdo prévia, com adaptagbes (CHEN; FEI; LI, 1995). Resumidamente, o
animal foi submetido a eutanasia e todo o sangue foi removido através do corte das
artérias carotidas. O pulmao foi coletado em condicdes estéreis, lavado em PBS 1 x
e cortado em fragmentos de 1 mm de diametro e adicionados a placas de cultura de
seis pocos, com meio DMEM (do inglés Dulbecco's Modified Eagle's Medium) com
baixa glicose (Gibco, ThermoFisher scientific, ref. 31600034), suplementado com 20
% de soro fetal bovino inativado (SFB) (Invitrogen, ThermoFisher scientific, ref.
12657029), 40 pg/ml de gentamicina (Invitrogen, ThermoFisher scientific, ref.
15710064), antibiotico-antimicotico na concentracdo de 1:100 (Gibco, ThermoFisher
scientific, ref. 15240-096) e bicabornato de sodio (Invitrogen, ThermoFisher
scientific, ref. 25080094)], pH 7,2.
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Em 72 horas, ocorre a migracdo das células endoteliais que podem ser
observadas através de um microscépio de luz Zeiss (Vert. A1l). Neste momento, 0
tecido foi removido das placas para evitar a contaminagao por fibroblastos. O meio
de cultura foi trocado a cada trés ou quatro dias. Assim que as mesmas atingiam
semi-confluéncia, foi realizada a passagem com 0,25 % tripsina EDTA (Gibco,
Thermo Fisher Scientific, ref. 25200). As células foram utilizadas para

experimentacdo entre a terceira e a quinta passagem.

4.9 Caracterizacdo das células endoteliais primarias de pulmdes de
camundongos DBA/2

As CEPP-DBA/2 cultivadas foram caracterizadas por imunocitoquimica em
laminulas de 13 mm de diametro (cover slip - knittel glass), dispostas em placas de
cultura de 24 pocos de poliestireno. As laminulas foram tratadas com gelatina 0,2 %
diluida em PBS 1 x (gelatine from bovine skin — Sigma-Aldrich). As CEPP-DBA/2
foram dispostas em placas de cultura (4 x 10* células/poco) entre a 32 e 52
passagem. Para iniciar as marcac¢des, o meio de cultura foi totalmente removido e as
células foram lavadas trés vezes com PBS 1 x. A sequir, foi adicionado formaldeido
3,7 % em PBS 1 x (10 minutos a temperatura ambiente). O formaldeido foi removido
e as células foram novamente lavadas com PBS 1 x. Logo apds, foi adicionado
acetona PA por 5 minutos a -20 °C para permeabilizacdo, e posteriormente, a
solucdo de bloqueio (PBS BSA 1 %) por uma hora a temperatura ambiente. Apés o
bloqueio, as laminulas foram removidas da placa e lavadas em PBS 1 x por imersao.
Adicionou-se separadamente os anticorpos primarios VWF (Santa Cruz — sc14014),
eNOS (Abcam — ab87750), CD31 (Abcam — ab28364), ACE (Abcam — ab 85955),
Ve-Caderina (Abcam — ab205336) e CD62-E (Abcam - ab18981) na concentragao
1:200, exceto o VWF (Santa Cruz Biotechnology — sc14014) na concentracao 1:10 e
as células foram incubadas por 45 minutos a temperatura ambiente. O proximo
passo foi lavar as laminas com PBS 1 x e adicionar anticorpo secundario Alexa Flour
488 donkey anti-rabbit (Life Technologies — A21206) por uma hora a temperatura
ambiente na concentracéo de 1:400.

Também foi realizada a imunomarcacdo com Ulex conjugado com Fitc

(Sigma-Aldrich, EUA, ref. L9006) na concentracdo de 1:100. Posteriormente, foi
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adicionado o marcador de acido nucleico Hoechst 33342 (Life Technologies) 1:1000
por 5 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, as laminulas foram montadas em
laminas de vidro, utilizando-se o meio de montagem Fluoromount Aqueous Mounting
Medium (Sigma-Aldrich, EUA) e observadas e fotografadas com uma céamera
colorida Zeiss (Axio Cam HRc), conectada a um microscépio de luz Zeiss (Axio

imager. M2).

4.10 Sincronizacgao e enriguecimento dos eritrocitos parasitados

Com o objetivo de obter formas maduras do parasita (trofozoitos maduros e
esquizontes), eritrécitos parasitados com Plasmodium berghei ANKA (EP-PbA)
foram coletados de animais DBA/2 infectados e foram sincronizados com
adaptacdes do protocolo descrito previamente (JANSE; RAMESAR; WATERS,
2006).

Resumidamente, EP-PbA foram obtidos do sangue de camundongos da
linhagem DBA/2 infectados EP-PbA no 6° dpi. O sangue coletado foi adicionado a
uma garrafa de cultura de 75 cm? contendo meio DMEM a 25 % de soro fetal bovino.
Em seguida, foi adicionada a mistura gasosa contendo 85 % de Nz; 10 % de Oz2e 5
% de CO2 (White Martins), a garrafa foi vedada e o sangue em suspenséao foi
incubado a 37 °C por 14 horas.

Apoés o periodo de incubacao, foram isolados esquizontes, com a coluna de
separacdo magnética MACS® Separation Columns (25 CS columns), (Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) apoiada em um suporte de ima, que retém os
eritrocitos parasitados (Figura 9), resultando em populac¢des celulares com cerca de
95 % de eritrécitos parasitados com esquizontes. A coluna utiliza as propriedades
magnéticas da hemozoina para separar 0s eritrocitos parasitados (os quais ficam
retidos na coluna) dos eritrocitos ndo parasitados que passam pela coluna e sao

descartados.
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Figura 9 - Isolamento de formas maduras de eritrocitos parasitados.

Procedimento para isolamento das formas maduras de eritrocitos parasitados por Plasmodium
berghei ANKA. Eritrécitos ndo parasitados passam pela malha de ferro enquanto as formas maduras
de eritrdcitos parasitados (trofozoitos maduros e esquizontes) sé@o atraidas pelos imas.

Em seguida, a fracdo de EP-PbA coletada pela coluna magnética foi lavada
com meio de cultura DMEM (Gibco) e centrifugada a 270 g por 8 minutos, a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado e os EP-PbA foram ressuspendidos em 3 ml de meio
de cultura. Os eritrocitos ndo parasitados (EnP) foram obtidos do sangue de
camundongos nao infectados, também por puncao cardiaca ou por coleta da veia
submandibular. Da mesma forma, o sangue coletado foi lavado com meio de cultura
e centrifugado. ApOs descarte do sobrenadante, os EnP foram ressuspendidos em 5
ml de DMEM (Gibco, ThermoFisher scientific) .

Para a realizacdo dos ensaios experimentais, EP-PbA e EnP foram
quantificados em camara de Neubauer e depositados sobre as CEPP-DBA/2, na
proporcao de 25 EP-PbA ou EnP/célula.

Para a obtencédo do extrato (Ext) do PbA, os esquizontes sincronizados e
purificados, como previamente descrito, foram submetidos a choque térmico, por
congelamento em nitrogénio liquido seguido de descongelamento em estufa a 56 °C,
por trés vezes consecutivas. O extrato obtido foi armazenado a -80 °C, em aliquotas
correspondente a de 1 x 107 EP-PbA/ ml.
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4.11 Ensaios com células endoteliais

Nos diferentes ensaios envolvendo CEPP-DBA/2 (adeséo, citometria de fluxo,
ELISA para VEGF, TNF, IL-6, IL-33, IL-10, CBA e PCR em tempo real) células foram
dispostas em placas de cultura e estimuladas em diferentes tempos (1, 3, 6, 12, 24,
48 e 72 horas) com diferentes estimulos: IFN-y recombinante 50 ng/ml (BD
Bioscience, ref 554587), TNF recombinante 50 ng/ml (BD Bioscience, 554589),
VEGF recombinante 100 ng/ml (Gibco, Life Technologies, C6d PMG0114),
Lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli 50 mg/ml (Sigma) e também com
eritrocitos parasitados sincronizados de Plasmodium berghei ANKA (EP-PbA),
eritrocitos ndo parasitados coletados de camundongos DBA/2 néo infectados (EnP)
e extrato do P. berghei ANKA (Ext) na proporgéo de 25/CEPP (Figura 10).

S o9
\ Estimulos N Tempo (horas)

- TNF(50ng/ml) ) CEPP-DBA/2 (a1
= |FN-y (50 ng/ml) = 3
= VEGF (100 ng/ml) 6

= LPS (50 pg/ ml) = 12
= Extrato (25/ CEPP) = 24
= EP-PbA (25/CEPP) = 48
» EnP (25/CEPP) ) = 72
Ensaios
Ades3ao

Citocinas/ quimiocinas
Moléculas de adesdo

Figura 10 - Ensaios com células endoteliais.

Foram utilizados diferentes estimulos contendo fatores pré-inflamatério ou estimulos do Plasmodium
berghei ANKA para verificar a capacidade de adesdo, expressdo génica de moléculas de adeséo e
citocinas inflamatorias.
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4.12 Ensaio de atividade mitocondrial e viabilidade celular por MTT

A atividade mitocondrial e a viabilidade das culturas primarias de células
endoteliais pulmonares foi analisada através do método de MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide, Sigma, St. Louis). Este ensaio
colorimétrico de viabilidade celular de MTT, foi projetado para quantificar o
crescimento, a viabilidade e a proliferacao celular, baseado na atividade da redutase
mitocondrial (RISS et al., 2004). A viabilidade mitocondrial, e consequentemente, a
viabilidade celular, é quantificada pela reducdo do MTT (sal de coloracdo amarela,
soluvel em agua) para cristais de formazan (sal de coloragédo arroxeada e insoluvel
em agua). Dessa forma, a reducdo do MTT a formazan é diretamente proporcional a
atividade mitocondrial e a viabilidade celular (MOSMANN, 1983; RISS et al., 2004).
Considerando que, quando as células morrem, ocorre a perda da capacidade de
converter MTT em cristais de formazan e, portanto, de gerar cor purpura, este
processo serve como marcador especifico apenas para células viaveis, uma vez que
este ocorre apenas em mitocondrias ativas (MOSMANN, 1983; RISS et al., 2004).
Resumidamente, para a realizacdo do ensaio de MTT, as CEPP-DBA/2 foram
depositadas em placas de culturas de poliestireno de 96 pocos (1 x 10% células/
poco). ApGs periodo necessario para adesao e confluéncia total, as células foram
estimuladas em diferentes tempos (1, 3, 6, 12, 24, 48 e 72 horas) com IFN-y (50
ng/ml), TNF (50 ng/ml), VEGF (100 ng/ml), LPS (50 mg/ml) e também com eritrécitos
parasitados sincronizados (EP-PbA) e extrato de P. berghei ANKA (Ext) (técnica
descrita no item 4.10) e com eritrécitos provenientes de camundongos DBA/2 néo
parasitados (EnP). O MTT foi preparado diluindo 0,5 mg/ml em meio DMEM sem
soro, na diluicdo de 1:10. Nos tempos estabelecidos, 0 meio de cultura foi removido
e as células foram lavadas duas vezes com PBS 1x, foi adicionado o MTT (0,5ug/ml)
por 3 horas a 37 °C. ApOs esse periodo, o0 meio de cultura foi removido e adicionado
200 pl de DMSO (Dimetilsulfoxido- Synth) (GERLIER; THOMASSET, 1986;
TWENTYMAN; LUSCOMBE, 1987). A leitura foi efetuada por espectrofotometria
(comprimento de onda de 570 nm), em leitor de microplacas (Synergy HT, Biotek®,
EUA), programa Gen 5. Para a analise, os valores de densidade 6ptica (DO) obtidos
em células estimuladas foram comparados aos valores obtidos das células nao

estimuladas (NE) nos diferentes tempos observados.
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4.13 Ensaios por citometria de fluxo

Células endoteliais foram soltas com tripsina 0,25% EDTA e adicionadas em
placas de cultura de 12 pocos (1 x 10° CEPP/ po¢o) por 24 horas até a aderéncia. As
células foram estimuladas (TNF, IFN-y, VEGF, extrato, EP-PbA, EnP por 1, 3, 6, 12,
24, 48 e 72 horas) e ap0Os esse periodo o sobrenadante foi retirado, adicionado
staning buffer e as células foram soltas com cell scraper, coletadas e centrifugadas a
1.200 rpm por 5 minutos a 4 °C, o sobrenadante foi removido e adicionado o
anticorpo primario por 30 minutos a 4 °C [(ICAM- Biotina/ SA V500 AmCyan
(hamster anti-mouse BD 553251), VCAM-V450/ Pacific Blue (rat anti-mouse BD
561615), CD36 - BB515/ Fitc (mouse anti-mouse BD 565094), Endoglina — PE (rat
anti-mouse BD 562759), todos na concentracdo de 1:200]. ApOs esse periodo, as
células foram lavadas com staining buffer, centrifugadas a 1.200 rpm por 5 minutos e
adicionado o anticorpo secundario (streptavidina para a marcacdao do ICAM-1 na
concentracdo 1:400 por 30 minutos a 4 °C). Foi adicionado o staining buffer as
células, centrifugado para a remocdo do anticorpo e as células foram
ressuspendidas em staining buffer em tubos de citometria. A leitura foi realizada no
Facs CANTO (Becton & Dickinson). Os dados foram analisados utilizando o software
FlowJo, verséo 10,0.7.

Com o objetivo de analisar a viabilidade das CEPP-DBA/2 frente aos
diferentes estimulos utilizados, em todos os experimentos de citometria de fluxo, as
células coletadas foram marcadas com 7-Amino-Actinomycin D (7-AAD da BD
Pharmigen), um corante de &cido nucleico utilizado como um marcador de células
nao viaveis em ensaios de citometria de fluxo. Nesses ensaios foram adquiridos
30.000 eventos, foi realizado um gate para remover os “doublets” e um gate para
selecionar a populacdo de células endoteliais, em seguida foram verificadas as

células mortas marcadas com 7-AAD.

4.14 Dosagem de VEGF

A quantificacdo do VEGF foi realizada em culturas de CEPP-DBA/2
estimuladas ou n&o por 24, 48 ou 72 horas com IFN-y (50ng/ml), TNF (50ng/ml), LPS
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(50 mg/ml) e também com eritrocitos parasitados sincronizados (EP-PbA), extrato do
parasita (Ext) e eritrécitos ndo parasitados (EnP) (25/célula). Foi realizado um
imunoensaio da técnica de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) em 50 pl
do sobrenadante utilizando-se kits comerciais (R&D Systems), de acordo com as
recomendacdes do fabricante. A leitura foi efetuada por espectrofotometria
(comprimento de onda de 540 nm e 450 nm), em leitor de microplacas (Epoch,
Biotek®, EUA). Os valores obtidos foram estimados através do coeficiente de
determinacéo (R?) obtido através da curva padréo.

4.15 Ensaio de adesdo do Plasmodium berghei ANKA em células endoteliais
em condicdes estéticas

A finalidade deste ensaio foi avaliar a capacidade de citoadesédo do PbA em
CEPP-DBA/2 tratadas ou ndo com os diferentes estimulos, tais como IFN-y (50
ng/ml), TNF (50 ng/ml), VEGF (100 ng/ml), LPS (50 mg/ml), eritrécitos nao
parasitados (EnP) e extrato do parasita (Ext) 25/célula. As células (3 x 10%
células/poco) foram dispostas em placas de cultura em laminas Lab-tek “Chamber
slide”, permanox, de oito pocos (Thermo Fisher Scientific, ref. 177455).
Posteriormente, foram adicionados os estimulos e mantidos por 1, 3, 6, 12, 24, 48 ou
72 horas. Apés o estimulo, EP-PbA sincronizados foram adicionados por 1 hora nas
culturas, na proporcéo de 25 EP-PbA por CEPP-DBA/2 (25:1) a 37 °C e 5 % de CO?
(Figura 11). Ap6s o periodo de incubacéo, o meio de cultura foi removido e a camara
foi destacada das laminas. A lamina foi submetida a lavagem por imersao (10 vezes)
em meio DMEM pré-aquecido. Apos as lavagens, as laminas foram fixadas com
metanol, coradas com Pandtico (Laborclin) e entdo observadas em microscopio
Optico em imersao (aumento de 1000 vezes). O padrdo de contagem utilizado foi a
observacdo da quantidade de parasitas aderidos em 100 CEPP-DBA/2 e expressas

em percentagem.
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Figura 11 - Esquema representativo de ensaio de adeséo estatico.
Ensaios de adesao estatico de eritrocitos parasitados com Plasmodium berghei ANKA em células
endoteliais realizados com estimulos diferentes e em tempos variados.

4.16 Ensaio de adesdo do Plasmodium berghei ANKA em células endoteliais
em fluxo

O objetivo do ensaio de adesdo em fluxo é avaliar a capacidade dos
eritrécitos parasitados com Plasmodium berghei ANKA (EP-PbA) de aderir as células
endoteliais da microvasculatura pulmonar do modelo animal DBA/2, simulando
condicdes fisiologicas do fluxo sanguineo, onde € necesséaria uma forca de adeséao.

Foram dispostas em placas de cultura CEPP-DBA/2 (8 x 10%pogo) em
chamber slides labteck, permanox de 2 pocos (Thermo Scientific, Nunc, ref. 177429).
As células permaneceram em estufa a 37 °C e 5 % de CO:2 por 24 horas, até total
aderéncia das mesmas. Apds esse periodo foi adicionado TNF por 24 horas ou néo
(controle). Em sequéncia, o estimulo foi removido e adicionado formas maduras de
EP-PbA (25 por célula) em DMEM suplementado com 20 % de SFB e deixou-se
interagir com as células endoteliais durante 1 hora a 37 °C na estufa de COs..

Posteriormente, os pocos foram destacados das laminas de poliestireno e as
laminas foram adicionadas ao sistema de fluxo, composto por: uma camara (Cell
Adhesion Flow chamber, Immunetics) (Figura 12) que manteve a lamina aderida
atraves da formacgéo de um vacuo, realizado através do acoplamento de uma bomba
de vacuo, uma bomba de seringa (insight Inc.), um microscopio invertido (Zeiss Vert.
Al) conectado a uma camara (Axio Cam ERc 5s Zeiss) e a um computador com
sistema de captura de imagens (programa Zen 2011, AxioVision Rel 4.8.2 SP2).

A camara foi inicialmente preenchida com meio DMEM e, em seguida, tirada

uma foto inicial com os parasitas aderidos as CEPP-DBA/2, em seguida, foi
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submetido um fluxo continuo médio através da camara mantido a 2 ml/ hora com
uma bomba de seringa (insight Inc). Foram capturadas 5 imagens, de cada poco,
mantendo o0 mesmo campo da imagem inicial, sendo 1 imagem a cada 3 minutos
para se determinar a eficiéncia de ligacéo dos eritrgcitos.

O processamento e a analise de imagens foi realizada pelo ImageJ (Versao
1.46r). As imagens foram abertas individualmente no ImageJ e analisadas através
do plugin “cell counter’, onde foram selecionados em cada imagem todos os EP-
PbA. Apés a contagem de todas as imagens foi feita a relagdo entre o total de EP-
PbA identificados na imagem inicial, menos o total de EP-PbA que permaneceram

na imagem final (15 minutos).

Ensaio de adesdo em fluxo

Entrada de meio Saida de meio

N &

Local de acoplamento

) g Bomba de vacuo
da ldmina (labteck) —2 N

V@_—,/

[
R et - -
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#

L

Cell Adhesion Flow Chamber

Figura 12 - Esquema representativo de ensaio de adeséo em fluxo.

Imagem da camara para ensaio de adesé@o em fluxo. A lamina com a CEPP é colocada na camara
com a superficie das células em contato com as canulas de entrada e saida de meio, a lamina
permanece aderida com o auxilio de uma bomba de vacuo acoplada na canula da direita. As canulas
superiores sao para entrada e saida do meio de cultura. As imagens sdo observadas em microscopio
invertido com as objetivas de 40x.

4.17 Quantificacdo da expressao génica por PCR em tempo real

Foram realizados estudos para a quantificacao relativa de genes a partir de
cultura priméaria de CEPP-DBA/2, estimuladas ou ndo durante 1, 3, 6, 12, 24, 48 ou
72 horas com TNF (50 ng/ml), IFN-y (50 ng/ml), LPS (50 pg/ml), VEGF (50 ng/ml),
extrato do parasita, EP-PbA e EnP.
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Também foi realizada a expressdo génica de citocinas e moléculas de adeséo
em pulmdes de animais DBA/2 infectados com EP-PbA ou néo infectados. A coleta e
a extracdo das células foi efetuada com kit de extracdo de RNA “RNEasy Micro Kit”
(Qiagen, Alemanha, ref. 74004), de acordo com o protocolo recomendado pelo
fabricante (Purification of total RNA from Animal and human cells).

Ja a para a coleta e extracao de tecido, os pulmbes de camundongos DBA/2
infectados com PbA foram perfundidos, macerados em cadinho com nitrogénio
liquido, adicionado 1 ml de TRIzol® (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, ref.
15596026) e as amostras foram mantidas a -80 °C até a extracdo; a extragdo foi
efetuada com o kit “RNeasy Mini” (Qiagen, Alemanha, ref. 74104), de acordo com o
protocolo recomendado pelo fabricante.

O RNA total foi quantificado no aparelho Nanodrop 2000 (Thermo Scientific) e
a conversao em cDNA foi realizada a partir de 1 pg de RNA da amostra, utilizando-
se o kit “Tagman Reverse Transcription Reagents” para RT-PCR (Applied
Biosystems, EUA, ref. N8080234), de acordo com as indicacdes do fabricante. A
expressao génica foi realizada por meio da técnica de PCR em tempo real (QRT-
PCR), PowerSYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, EUA, ref.
4368577). Foi utilizado 1 pl de cDNA (0,02 pg/ul) e oligonucleotideos (primers) dos
genes de interesse. As moléculas analisadas estdo descritos na tabela 1. Todos os
resultados foram normalizados de acordo com a expressdo do gene constitutivo
HPRT (Hypoxanthine-guanine phosphoribosyl transferase) e os dados foram
analisados através do método de quantificacéo relativa 22T, conforme descrito por
LIVAK, J.K e colaboradores, 2001 (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). A expressao
génica das células ndo estimuladas ou de animais néo infectados foi utilizada como
parametro basal. As reacdes de qRT-PCR foram realizadas no aparelho 7500 Fast
(Applied Biosystems, EUA).
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Tabela 1 - Quadro com os oligonucleotideos utilizados nas reacdes de PCR em tempo

real.
Tamanho
Gene N° gene bank do produto Foward Primer 5’->3’ Reverse Primer 5->3’
amplificado
ADAM17 NM_001291871.1 197 GTACGTCGATGCAGAGCAAA AAACCAGAACAGACCCAACG
CD36 NM_001159558.1 187 TGGAGCTGTTATTGGTGCAG TGGGTTTTGCACATCAAAGA
CD68 NM_009853.1 228 ACTCATAACCCTGCCACCAC GATTTGAATTTGGGCTTGGA
EPCR NM_011171.2 199 GACGAAGTTTCTGCCGCTAC CTGGAGGATGGTGACGTTTT
HPRT NM_013556 173 TGCTCGAGATGTGATGAAGG TCCCCTGTTGACTGGTCATT
iCAM NM_010493 211 CGAAGGTGGTTCTTCTGAGC GTCTGCTGAGSCCCCTCTTG
Ncf2 NM_010877 243 GCAGTGGCCTACTTCCAGAG CTTCATGTTGGTTGCCAATG
PbA M19712 134 AGCATTAAATAAAGCGAATACATCCTTAC  GGAGATTGGTTTTGACGTTTATGTG
VCAM NM_011693.3 195 AGTCCGTTCTGACCATGGAG TGTCTGGAGCCAAACACTTG

4.18 Quantificacao de IL-1B, IL-6, MCP-1, KC e RANTES por CBA

A guantificagcdo de citocinas secretadas por CEPP-DBA/2 (IL1-B, IL-6, MCP-1,
KC e RANTES) foi avaliada por CBA “Cytometric Bead Array” (BD Pharmingen), com
os kits comerciais CBA Flex Set em sobrenadantes de cultura de CEPP-DBA/2,
seguindo as recomendacdes do fabricante (BD Pharmingen). As amostras foram
adquiridas utilizando o citometro de fluxo FACSCalibur (BD Biosciences, USA). As
analises foram realizadas com o software “FCAP Array versdao 3,0,1” (BD
Biosciences, USA). Os dados foram analisados e plotados em graficos utilizando o

software FlowJo, versao 10,0.7.

4.19 Imunoistoquimica

Para analisar a presenca das proteinas de interesse por imunoistoquimica,
foram utilizados anticorpos da Abcam ICAM-1 (ab124759), VCAM-1 (ab134047) e
CD36 (Abcam, ab124515). Os pulmdes de animais nao infectados (NI) e de animais
gue vieram a oObito por SDRA ou HP, ou de animais SDRA classificados de acordo
com o modelo preditivo no 7° dia pos-infeccdo (ORTOLAN et al., 2014), foram

coletados logo ap6s a morte, fixados em formol tamponado 10 % por 24 horas e
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transferidos para alcool 70 %. Os tecidos foram emblocados em parafina e cortados
em 5 ym de espessura. Para a marcagao, primeiramente foi feita a hidratacdo e a
recuperagdo antigénica com tampao citrato de sédio pH 6. A peroxidase endbégena
foi bloqueada com 3 % de peroxido de hidrogénio (H202). Os cortes foram
delimitados com caneta hidrofébica (DAKO pen, Dako Denmark A/S, Dinamarca) e
os sitios inespecificos foram bloqueados com protein block (SPD-015 Biogen) por 30
minutos em camara umida. Foi aplicado 50 pl de cada anticorpo primario (1:400). Os
cortes foram mantidos a 4 °C, por 16 a 18 horas. Foi adicionado 50 pl do primeiro
reagente do sistema de visualizac&o, o polimero, por 10 minutos, e entdo adicionado
50 ul do anticorpo secundario conjugado a HRP por 15 minutos (SPD-015 Biogen),
ambos em temperatura ambiente. Finalmente, os cortes foram lavados e incubados
com DAB [(3,3’-Diaminobenzidine) Spring - SPD-015 Biogen)] por 30 segundos. Os
tecidos foram contra corados com hematoxilina, as laminas foram desidratadas,
montadas com Tissue-tek e laminula. Os tecidos foram fotografados, utilizando-se
uma camara colorida Zeiss (Axio Cam HRc), conectada a um microscopio de luz
Zeiss (Axio imager. M2). Para a analise, foram fotografados 12 campos por tecido de
cada animal no aumento de 20 vezes. Posteriormente, as imagens foram analisadas
através do software ImageJ [(versdo 1.5 1K, National Institute of Health, USA) com a
utilizacdo do Plugin IHC Toolbox. Foram quantificadas as areas de tecido de cada
imagem através da ferramenta “color treshould” e, posteriormente, mensuradas as
areas especificas da marcacdo de DAB com a ferramenta color treshould. A area de

marcacdo de DAB foi dividida pela area total de tecido de cada imagem (Figura 13).

Figura 13 - Anélise dos tecidos marcados por imunoistoquimica.

Imagem de um pulm&o de camundongo marcado com ICAM-1 (A). Através do treshould de cores do
ImageJ é marcada toda a area de tecido (B), a area de tecido € selecionada e mensurada (C) e
através do plugin IHC toolbox é selecionada apenas a area marrom marcada com DAB (D) e entdo a
area é selecionada e mensurada (E).
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4.20 Obtencao de macrofagos peritoneais

Para verificar a acdo macrofagos sobre a citoadesdo de eritrécitos
parasitados em células endoteliais pulmonares, macréfagos peritoneais (M®) foram
coletados. Estas células foram plagueadas em membranas em poliéster (transweell),
como descritos no item 4.22. Resumidamente, camundongos DBA/2, nao infectados,
foram eutanasiados com halotano, a seguir a pele foi removida e inserido 5 ml de
PBS 1 x estéril (a 4 °C) no peritdnio. O liquido foi entdo removido, aspirado com
agulha de 24 G, centrifugado a 1.000 rpm por 5 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi
descartado e as células ressuspendidas em meio DMEM suplementado [20 % de
SFB, gentamicina 40 pg/ml (invitrogen-15710064) e antibiético/antimicotico 1:100
(Gibco-25200)]. As células foram contadas na camara de neubauer e dispostas em

placas de cultura em transwell pré-tratadas com gelatina.

4.21 Coleta de neutrofilos da medula 6ssea

Camundongos DBA/2 foram eutanasiados e os membros inferiores foram
retirados, onde fémur e tibia foram separados para a extragcdo de medula 6ssea
conforme previamente descrito (SEMERAD et al., 2002). As células da medula foram
lavadas em HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution) (Gibco, Life Technologies, EUA)
ref. 14025-092 e em seguida centrifugadas a 900 g por 5 minutos a 4 °C. O pellet foi
ressuspendido em agua destilada gelada para romper os eritrocitos e em seguida foi
adicionado HBSS com 2 % SFB, para interromper a lise. Novamente as células
foram centrifugadas a 900 g por 5 minutos a 4 °C. As células entdo foram
gentilmente colocadas em ficoll histopaque 1077, onde os neutréfilos formaram o
pellet, enquanto as demais células ficaram acima do histopaque, formando um anel.
O sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspenso em HBSS com 2 % SFB

para contagem.
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4.22 Ensaio de transwell® com células endoteliais e macréfagos peritoneais ou
com neutrofilos da medula 6ssea

Laminulas de 13 mm de diametro (cover slip - knittel glass) estéreis foram
dispostas em placas de cultura de 24 poc¢os. As laminulas foram tratadas com
gelatina (gelatine from bovine skin — Sigma-Aldrich) 0,2 % diluida em PBS 1 x. Para
isso, foram adicionados 300 pl da solugdo de gelatina nas laminulas e, em seguida
foi retirado todo o excesso da solucdo. ApGs a secagem da gelatina (40 minutos), as
células endoteliais foram dispostas em placas de cultura (7 x 10* células/poco), em
400 pl de meio DMEM completo. Sobre o poco de 24 wells foram adicionadas as
transwell com membrana em poliéster (diametro de membrana de 6,5 mm, poro da
membrana de 0,4 um, Corning, Costar, ref. 3470) onde foram plagueados 1 x 10°
macréfagos peritoneais (M®) ou neutrofilos coletados da medula 6ssea (PMN).

Apés 24 horas, 2,5 x 10° formas maduras de eritrocitos parasitados com
Plasmodium berghei ANKA (EP-PbA) ou eritrécitos ndo parasitados (EnP) foram
adicionados sobre os M® ou PMN por 24 horas (25 EP-PbA/ M® ou PMN). Apés
esse periodo, o sobrenadante entre os (M®) ou PMN e as células endoteliais foi
coletado para a quantificacdo de citocinas por ELISA. Subsequentemente, as células
endoteliais foram estimuladas com 1,75 x 10° eritrécitos parasitados para ensaio de

adesao (Figura 14).
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Figura 14 - Representagdo do ensaio de transwell® realizado em co-culturas de células
endoteliais pulmonares e macrdfagos peritoneais ou neutréfilos da medula 6ssea.

Esquema ilustrativo do ensaio de transwell realizado com CEPP-DBA/2 e neutréfilos da medula 6ssea
ou macréfagos peritoneais nao estimulados (A) estimulados com EnP (B) ou EP-PbA (C). Apos 3
horas de estimulo, o sobrenadante da transwell foi removido e adicionado meio DMEM. Os neutroéfilos
ou macroéfagos estimulados foram mantidos por 24 horas e apds esse periodo, o sobrenadante das
células endoteliais foi recolhido para mensurar citocinas por ELISA. As células endoteliais foram
entdo estimuladas com EP-PbA por 1 hora, seguido de ensaio de adeséo estatico. (M®): Macréfagos
peritoneais; PMN: neutréfilos da medula 6ssea; NE: ndo estimuladas; EP-PbA: Eritrocitos parasitados
por Plasmodium berghei ANKA; EnP: Eritrocitos ndo parasitados; CEPP-DBA/2: células endoteliais
pulmonares primarias de camundongos DBA/2.

4.23 Ensaio de Elisa para quantificacdo de TNF, IL-6, IL-10 e I1L-33

Os ensaios de ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) para TNF, IL-6,
IL-10 e IL-33 foram efetuados em soro de animais DBA/2 infectados com
Plasmodium berghei ANKA ou em sobrenadante de células endoteliais, com o0s
seguintes kits da affymetrix, eBioscience (San Diego, CA, EUA) mouse Elisa Ready-
Set-Go: TNF (ref 88-7324-88), IL-6 (ref 88-7064-88), IL-10 (ref 88-7105-88), IL-33
(ref 88-7333-88), de acordo com as instru¢des dos fabricantes. Resumidamente foi
realizado o coat com o anticorpo de captura (referente a cada um dos kits) em placa
de Elisa de 96 pocos (Corning) overnight a 4 °C, a seguir a placa foi lavada trés
vezes com tampao de lavagem do kit, realizado bloqueio por uma hora a
temperatura ambiente (TA) (com diluente ELISA/ELISPOST proveniente do kit). A
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curva padrdo e as amostras foram adicionadas a placa e incubadas a TA por 2
horas; apos esse periodo as placas foram lavadas e adicionado o anticorpo de
deteccdo por uma hora a TA, seguido de 3 lavagens e entdo adicionado 100 pl/ pogo
da avidina conjugada com peroxidade (HRP) por 30 minutos a TA. Finalmente as
placas foram lavadas e incubadas com 3,3',5,5"-Tetramethylbenzidine (TMB) 1 x por
15 minutos a TA e ap0s esse periodo, adicionado o Stop solution para parar a
reacao (H2SO4 2 N). A leitura foi realizada por espectrofotometria (comprimento de
onda de 450 nm e 570 nm), em leitor de microplacas (Synergy HT, Biotek®, EUA),

programa Gen 5.

4.24 Tratamento com dexametasona

Camundongos DBA/2 machos, com 6 semanas de idade, foram infectados
com Plasmodium berghei ANKA e tratados com Dexametasona (Decadron, Ache) 80
mg/kg via intraperitoneal (ip) durante 3 dias (dias 4, 5 e 6 pos-infeccdo). Os animais
foram observados diariamente por até 20 dias pos-infeccdo. Posteriormente, foi
realizada a necropsia dos animais que vieram a 0Obito ou foram eutanasiados no 7 °
ou no 20 ° (end point) dia pés-infec¢do (Figura 15). Como controle, foram utilizados

animais infectados, porém nao tratados.
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Figura 15 — Esquema representativo do tratamento com dexametasona.

Camundongos DBA/2 infectados com Plasmodium berghei ANKA foram tratados com dexametasona
no 4° 5° e 6° dia pos-infeccdo via intraperitoneal. No 7° dia poés-infeccdo os animais foram
eutanasiados e os pulmdes e os soros coletados para andlises.
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4.25 Ensaio de permeabilidade vascular pulmonar

A permeabilidade vascular pulmonar foi avaliada através do corante Azul de
Evans em camundongos nao infectados e infectados com Plasmodium berghei
ANKA (1 x 10° EP-PbA), tratados ou ndo tratados com dexametasona (Aché,
Guarulhos, Sao Paulo, Brasil) conforme item 4.24. Para esta finalidade, no 7° dia
pés-infeccdo, foram inoculados 200 pl do corante Azul de Evans na concentracdo de
10 mg/ml (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil) via intravenosa (iv); 45 minutos apés a
administracdo do mesmo, os camundongos foram eutanasiados com a solucdo de
cetamina/xilazina, perfundidos com 10 ml de PBS 1 x e os pulmdes foram coletados,
pesados e incubados em 2 ml de formamida (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) a 37 °C
por 48 horas. ApGs este periodo, o 6rgao foi retirado da formamida e descartado. O
sobrenadante, o qual continha o azul de Evans, foi mensurado por
espectrofotometria valendo-se de filtros com comprimento de onda de 620 nm e 740
nm (Epoch, Biotek®, EUA). A formamida foi utilizada como branco para o teste. O
valor de absorbancia obtido na leitura de 620 nm foi subtraido da leitura de 740 nm,
e entdo, o valor da absorbancia obtido foi dividido pelo peso dos pulmdes (em
gramas). Os valores encontrados foram estimados através do coeficiente de
determinacéo (R?) obtido através da curva padréo.

4.26 Ensaio de permeabilidade por sistema de Transwell®

O aumento da permeabilidade foi analisado a partir de CEPP-DBA/2
incubadas em insertos de membranas permeaveis (4 x 10* células /inserto), com
poros de 0,4 pM (Transwell® Corning, ref. 3470), pré-tratados com gelatina,
acoplados em placas de poliestireno de 24 pocos, mantidas em meio de cultura
DMEM com 20 % SFB, mantidas a 37° C e 5 % de CO2 (Figura 16). Ap6s 96 horas,
periodo necessario para adesédo e confluéncia total, como determina alguns estudos
(WOODRUFF et al., 2016), as células foram estimuladas com EP-PbA ou EnP, por 1
hora, na propor¢édo de 25 EP-PbA/célula ou 25 EnP/célula. Posteriormente, 0 meio
de cultura foi substituido por HBSS (sigla proveniente do inglés: Hanks’ Balanced

Salt Solution) e, no compartimento superior de cada inserto (em contato com as
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células) foram incubados 200 pl de Azul de Evans (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo,
Brasil), na concentracdo de 2 mg/ml, a 37° C. Apo6s 30 minutos, os sobrenadantes do
compartimento inferior, de cada amostra, foram coletados em triplicatas e analisados
em espectrofotometro, no comprimento de onda de 650 nm (NanoDrop 2000,
Thermo Scientific). Finalmente, a partir da leitura de uma curva padrdo de
concentracfes previamente conhecidas de Azul de Evans, de 0,2 mg/ml a 0,0031
mg/ml, no mesmo comprimento de onda, calculou-se a concentracdo de Azul de

Evans de cada amostra.
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Figura 16 - Ensaio de permeabilidade vascular por sistema de Transwell®,

CEPP-DBA/2 foram cultivadas sobre membrana permeavel do inserto, pré-tratadas com
dexametasona e estimuladas com EP-PbA ou ENP. A quantificagdo da concentracdo de Azul de
Evans do compartimento inferior, que atravessou a monocamada de células e os poros da
membrana, foi realizada por espectrofotdmetro, a 650 nm (CEPP-DBA/2: células endoteliais primarias
pulmonares de camundongos DBA/2; EP-PbA: eritrécitos parasitados com esquizontes de P. berghei
ANKA; ENP: eritrécitos nao parasitados).

4.27 ldentificagdo dos microfilamentos de actina por imunofluorescéncia e
analise morfométrica das aberturas das juncgdes interendoteliais

Para andlise do rearranjo dos microfilamentos de actina através de marcacao
por imunofluorescéncia, as CEPP-DBA/2 foram incubadas e preparadas como
descrito no item 4.9. Apds periodo necessario para adesao e confluéncia total, um

grupo de células foram estimuladas com Dexametasona por 24 horas,
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posteriormente estimulada com formas maduras de EP-PbA ou EnP. Controles
negativos foram realizados com as células ndo estimuladas (NE). Apos a etapa de
estimulos, as CEPP-DBA/2 passaram por lavagem, fixacdo e permeabilizacao,
conforme também como descritas no item 4.9 nas marcacdes por
imunofluorescéncia. Assim, os microfilamentos de actina foram identificados apés
incubacdo com Texas Red Phalloidina (Life Technologies, EUA, ref. T7471), por 20
minutos. Os nucleos celulares foram marcados, com Hoechst (H-33342, Life
Technologies, EUA), na diluicdo 1:1000. Todas as solucbes e anticorpos foram
diluidos em PBS 1 %. As laminulas foram colocadas sobre laminas de microscopia
de vidro, contendo o meio de montagem Fluoromount Aqueous Mounting Medium
(Sigma, ref. M1289). As imagens foram capturadas pelo microscopio de
fluorescéncia AXIO Imager M2 (Zeiss) e com a camera AxioCam HRc.

Os diferentes tipos de estimulo foram avaliados em triplicatas. No minimo,
foram obtidas cinco imagens diferentes de cada laminula, apenas de areas
totalmente confluentes. Para evitar a repeticdo de campos, cada laminula foi
inteiramente percorrida, em forma de “zigue-zague”, de cima para baixo. A area dos
espacos intercelulares foi quantificada para verificar possiveis diferencas entre
células estimulados com EP-PbA, com o sem o tratamento com dexametasona. Para
isso, foi utilizada a ferramenta “measure” do Software ImageJ [(versdo 1.5 1K,
National Institute of Health, USA)] e a ferramenta “wand (tracing)” para determinar os
espacos interendoteliais. Cada imagem foi analisada individualmente e as aberturas
das junc¢@es interendoteliais (“J-int”) foram circuladas através do “wand tracing”, onde
a area de cada “J-int” foi calculada. Assim, a andlise da diferenca entre aberturas
das juncdes interendoteliais dos diferentes estimulos foi realizada utilizando o
software GraphPad Prism 5.

4.28 Ensaio para neutralizagcdo de TNF

Laminulas de 13 mm de didametro (cover slip - knittel glass) estéreis foram
dispostas em placas de cultura de 24 poc¢os. As laminulas foram tratadas com
gelatina (gelatine from bovine skin — Sigma-Aldrich) 0,2 % diluida em PBS 1x. Para
isso, foram adicionados 300 pl da solugdo de gelatina nas laminulas e, em seguida

foi retirado todo o excesso da solugcdo. Apds a secagem da gelatina (40 minutos), as



82

células endoteliais foram dispostas em placas de cultura (7 x 10* células/poco), em
400 pl de meio DMEM completo. ApGs aproximadamente 24 horas, em alguns pocos
foi adicionados o0 anticorpo anti-mouse TNF-a Neutralizing (D2H4) Rabbit
mAb #11969 (Cell signaling®, EUA) na concentracdo de 50 ng/ml por 24 horas; para
controle do ensaio, algumas células foram estimuladas com TNF (50 ng/ml), ou com
anticorpo IgG (Imuny, Brasil, ref. Im-0378), ou com o anticorpo TNF-Neutralizing +
TNF.

Apés o tempo de estimulo, o sobrenadante foi removido e foi adicionado
esquizontes purificados e sincronizados de EP-PbA (1,75 x 108 EP-PbA/pogo) por
uma hora em estufa de CO2 a 37 °C. A seguir, o sobrenadante foi removido, as
células foram lavadas 3 vezes com meio DMEM aquecido, ap0s as lavagens, as
laminas foram fixadas com metanol, coradas com Pandético (Laborclin), montadas em
laminas com o meio de montagem Aquatex (Merck, Alemanha) e entdo observadas
em microscopio oOptico em imersdo (aumento de 1000 vezes). O padrdo de
contagem utilizado foi a observacdo da quantidade de parasitas aderidos em 100

CEPP-DBA/2 e expressas em percentagem.

4.29 Andlises estatisticas

Para analisar as diferencas estatisticas entre os grupos onde nao foi
observada uma distribuicdo gaussiana, foram utilizados testes ndo paramétricos:
teste Mann Whitney (para amostras ao comparar dois grupos) ou teste ANOVA
Kruskal-Wallis seguido do pdés-teste Dunns (para comparar dados de mais de dois
grupos). Para os demais dados, onde foi verificada uma distribuicdo gaussiana, foi
utilizado o teste T (para comparar dois grupos) ou o teste de variancia (ANOVA),
seguido do pés-teste de Bonferroni (para mais de dois grupos). As taxas de
sobrevivéncia foram analisadas pelo teste Logrank. Os testes estatisticos foram
realizados com o programa GraphPad Prism versdo 5.0 (Graph Pad Software, San
Diego, CA). As diferencas entre os grupos foram consideradas significativas para
valores de p < 0,05. (*p<0,05, **p<0,01, p<0,001).
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizacdo do modelo murino de sindrome do desconforto respiratério
agudo associado a malaria

5.1.1 A infeccdo de camundongos DBA/2 com Plasmodium berghei ANKA leva ao
desenvolvimento de SDRA

Camundongos da linhagem DBA/2, machos, com 6 a 8 semanas de idade
foram infectados com P. berghei ANKA (10° eritrcitos parasitados) e, observados
até o 20° dia apds a infeccdo. A infeccdo levou ao desenvolvimento de SDRA em
animais que vieram a o6bito entre 0 7° e 12° dia ap0ds a infeccdo. Estes apresentaram
alteracdes dos parametros respiratérios (Figura 17) e, presenca de efuséo pleural ou
hidrotérax (em 100 % dos casos), hipoxemia, hemorragia pulmonar, edema
pulmonar, conforme anteriormente publicado pelo nosso grupo (EPIPHANIO et al.,
2010; ORTOLAN et al., 2014). A medida do aumento da pausa respiratéria (Penh), a
frequéncia respiratéria e a parasitemia sao 0s principais parametros que diferenciam

animais que desenvolvem SDRA ou HP.
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Figura 17 - Sobrevivéncia, parasitemia e padrdes respiratérios do modelo experimental de
SDRA associado a maléria.

Camundongos DBA/2 foram infectados com 108 EP por Plasmodium berghei ANKA. Curva de
sobrevivéncia (A) onde 75 % dos camundongos morreram de SDRA no periodo entre 7 e 12 dias
apos a infec¢do (dpi) com a presenca de efusdo pleural e curva de parasitemia (B). Os graficos
representam o aumento da pausa respiratéria (C) e a frequéncia respiratéria (D) mensuradas no 7°
dpi. (n=12). Graficos sao representativos de 5 experimentos independentes. Média do peffil
respiratério de camundongos DBA/2 ndo infectados estdo representados pela linha tracejada. Dados
representam média + SEM (Teste mann Whitney onde * p<0,05, n=5 SDRA e n=8 HP). SDRA:
sindrome do desconforto respiratdrio agudo; HP: hiperparasitemia. Bpm: batimentos por minuto.

5.1.2 Eritrécitos parasitados por Plasmodium berghei ANKA acumulam-se nos
pulmdes e bago de animais com SDRA

Em ensaios anteriores verificamos que no 7° dia pdés-infecgcdo ha maior
guantidade de parasitas nos pulmdes de animais que desenvolveam SDRA em
relacdo aos animais classificados como HP. Estes dados foram observados pela
expressao génica de Plasmodium berghei ANKA 18s por meio de PCR em tempo

real e pela presenca de hemozoina (observado por microscopia oOptica com luz



85

polarizada) em pulmdes de animais, previamente perfundidos (ORTOLAN, 2013).
Além disso, verificou-se o contato de eritrocitos parasitados com as CEPP em cortes
histologicos (dados ainda n&o publicados) e por microscopia eletrbnica de
transmissao (AITKEN et al., 2014).

Subsequentemente, verificamos a distribuicdo e a aderéncia dos eritrécitos
parasitados nos diversos Orgados por bioluminescéncia. Animais DBA/2 foram
infectados com a cepa de PbA expressando Luciferase (PbA-L). Apés a injecao de
luciferina, no 7° dia pés-infeccdo, observou-se eritrécitos parasitados amplamente
distribuidos por toda a extensao corporal do animal (Figura 18 B). Porém, quando os
camundongos foram perfundidos com PBS 1x, notamos que 0s parasitas

concentravam-se principalmente nos pulmdes e no bago (Figuras 18 C e D).
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Figura 18 - Distribuicdo da bioluminescéncia de Plasmodium berghei ANKA luciferase em
camundongos DBA/2.

Imagens representativas de camundongos néo infectado (A) e infectado ao 7° dia apés infeccdo (B e
C), ap6s a administracdo de luciferina; Em (B) observa-se eritrécitos parasitados distribuidos
amplamente na corrente sanguinea e em (C) acumulados nos diferentes 6rgdo apés a perfusdo com
PBS 1 x. Quantificagdo da bioluminescéncia dos 6rgéos isolados (D). Dados representativos de 2
experimentos (n= 6 por grupo) expressos com média + SEM (Teste Kruskal-Wallis seguido do pés
teste de Dunn’s, onde *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). 1. Coragdo; 2: pulmdes; 3: cérebro; 4: figado;
5:rins; 6: baco. Imagens capturadas e analisadas no aparelho IVIS Spectrum.
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Ainda, observamos que animais infectados com PbA-L no 7° dpi com efuséo
pleural (hidrotorax), apresentavam maior quantidade de EP aderidos nos pulmdes,
em relacdo aos animais sem efusao pleural (Figura 19), indicando novamente que a
citoadesdo pode estar associada ao desenvolvimento da sindrome respiratoria
aguda associada a malaria, publicado em (SERCUNDES et al., 2016).
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Figura 19 - Distribuicdo da bioluminescéncia de Plasmodium berghei ANKA luciferase em
animais com SDRA e HP.

Imagens representativas de camundongos DBA/2 infectados com Plasmodium berghei ANKA
luciferase no 7° dia poés-infeccdo e apds a administracdo de luciferina de um camundongo que
desenvolveu SDRA (com hidrotérax) (A) e de um camundongo DBA/2 que apresentou HP (sem
hidrotorax) (B). Luminescéncia observada nos 6rgaos isolados de DBA/2 infectados com P. berghei
ANKA luciferase e perfundidos com PBS 1 x (C). Dados representativos de 2 experimentos (n=3 por
grupo) expressos com média + SEM (TesteT onde *p<0,05). 1: Coracao; 2: pulmdes; 3: cérebro; 4:
figado; 5: rins; 6: bago. Imagens capturadas e analisadas no aparelho IVIS Spectrum. SDRA:
sindrome do desconforto respiratorio agudo; HP: hiperparasitemia.

5.1.3 Marcacao de ICAM, VCAM e CD36 por imunoistoquimica

Sabendo que ocorre maior adesao de eritrécitos parasitados nos pulmdes de

camundongos DBA/2 infectados com Plasmodium berghei ANKA que desenvolvem
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SDRA em relacdo aos que desenvolvem hiperparasitemia, estudamos o papel das
moléculas de adesdo previamente conhecidas na citoadesdo de eritrocitos
infectados por plasmédios (ICAM-1, VCAM e CD36) (CABRERA; NECULAI; KAIN,
2014; CUNNINGHAM et al., 2017; FATIH et al., 2012; LOVEGROVE et al., 2008).
Estas moléculas foram analisados nos tecidos pulmonares de animais eutanasiados
no 7° dia poés-infeccdo e classificados em SDRA ou HP de acordo com o modelo
preditivo (ORTOLAN et al., 2014) por imunoistoquimica.

Houve marcacédo de ICAM-1, VCAM e CD36 em macréfagos alveolares e em
células endoteliais tanto em animais nao infectados (em menor quantidade), quanto
em animais classificados com SDRA e HP (Figura 20 A). Entretanto, a area de
marcacao para ICAM-1 foi maior nos pulmdes de animais SDRA em relagcdo a
animais HP ou NI (Figuras 20 A e 20 B). A marcac¢do de VCAM também foi maior
nos pulmdes de animais SDRA em relacdo a animais NI, porém nao houve diferenca
significativa entre animais SDRA e HP, mas houve diferenca entre animais HP e NI
(Figuras 20 A e 20 C).

Ja em relagdo a molécula CD36, foi observada uma maior marcagdo nos
pulmdes de animais SDRA e HP em relacdo aos animais ndo infectados. Entretanto,
esta foi maior nos pulmées dos camundongos HP quando comparado com animais
SDRA (Figuras 20 A e 20 D).
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Figura 20 - Imunoistoquimica para marcacdo de ICAM-1, VCAM e CD36 em pulmdes de
camundongos DBA/2 infectados com Plasmodium berghei ANKA.

Os pulmdes foram coletados no 7° dia pés-infeccdo e os animais classificados de acordo com o
modelo preditivo. E possivel observar a marcacdo de ICAM-1, VCAM e CD36 em animais SDRA e
animais HP em macréfagos alveolares e em células endoteliais (A). A quantificacdo da area de
marcacao especifica/ area total de tecido pulmonar, sendo ICAM-1 (B), VCAM (C) e CD36 (D).
Imagens capturadas no aumento de 200 vezes e analisadas através do software ImageJ. Barra de
escala: 100 um. Dados apresentados como média + SEM, teste de Kruskal-wallis, seguido pelo pés
teste de Dunn’s (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). NI: ndo infectado; SDRA: sindrome do desconforto
respiratério agudo; HP: hiperparasitemia.
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5.1.4 Dexametasona previne a SDRA associada a malaria, mas nao altera a
sobrevivéncia em camundongos DBA/2

Camundongos DBA/2 infectados com Plasmodium berghei ANKA foram
tratados com dexametasona para avaliar a interferéncia de um anti-inflamatério
esteroidal no desenvolvimento da sindrome respiratéria aguda.

Apesar do tratamento com dexametasona nao ter alterada a frequéncia
respiratoria (FR), os animais apresentaram uma melhora do volume tidal (VT) e
também uma diminuicdo do aumento da pausa respiratoria (Penh) (Figura 21 A, B e
C), demonstrando desta forma, uma melhora capacidade respiratoria.

Entretanto, os animais tratados apresentaram maior parasitemia periférica,
apesar de nao ocorrer diferenca significativa na sobrevivéncia dos mesmos em
relacdo aos controles infectados e néo tratados.

Porém, na andlise histolégica pulmonar efetuada no 7° dia pés-infeccéo, foi
observado que os animais tratados com dexametasona apresentaram pulmdes
integros, com menor espessamento dos septos alveolares, diminuicdo do infiltrado
inflamatoério, além de auséncia de hemorragias e edema pulmonares e efusao
pleural, observados por macroscépica (Figura 21 G), em comparacdo aos animais
nao tratados (Figura 21 F).
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Figura 21 - Perfil respiratorio, parasitemia, sobrevivéncia e analise histolégica de
camundongos DBA/2 infectados com Plasmodium berghei ANKA e tratados com
dexametasona.

Frequéncia Respiratdria (A), volume tidal (B), aumento da pausa respiratéria Penh (C) e parasitemia
(D) no 7° dia p6s infeccao (dpi) e, curva de sobrevivéncia (E). Imagens representativas de pulmdes de
animais nao tratados no dia de morte (20° dpi) (F) ou tratados com dexametasona no dia da
eutanasia (7° dpi). O tratamento com dexametasona (80 mg/kg) foi realizado nos dias 4, 5 e 6 pés-
infeccdo (G). Coloragdo H&E. Aumento 200 vezes. Barra de escala: 50 ym. Dados representativos de
2 experimentos (n=9 controle; 8 dexametasona) expressos com média + SEM (Teste Mann Whitney e
Log-rank). bpm: batimentos por minuto; Dexa: dexametasona. Linha tracejada representa a média
dos valores de animais néo infectados.

Ainda, foi observado que o0s animais tratados com dexametasona
apresentaram menores concentracdes séricas de TNF, IL-6 e IL-33 em relacdo aos

animais do grupo controle (infectados e nao tratados), e ndo houve alteracdo nos
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niveis da citocina anti-inflamatoria IL-10, indicando que, de fato, a dexametasona

reduz o processo inflamatério no nosso modelo experimental para SDRA (Figura 22).
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Figura 22 — O tratamento com dexametasona reduz os niveis séricos de TNF, IL-6 e IL-33 em
camundongos DBA/2 infectados com Plasmodium berghei ANKA.

Niveis séricos de TNF (A), IL-6 (B), IL-33 (C) e IL-10 (D) coletados no 7° dia pds-infec¢do em animais
tratados com dexametasona (80 mg/kg) nos dias 4, 5 e 6 pés-infeccdo. Foi observada redugdo nos
niveis séricos de TNF, IL-6 e IL-33 no soro dos animais tratados em relacdo aos animais n&o
tratados, entretanto, ndo houve diferengca nos niveis de IL-10. Dados representativos de 2
experimentos independentes (n=5 por grupo) expressos com média + SEM (Teste Mann Whitney e
Log-rank, *p<0,05 e **p<0,01). Técnica de ELISA. Linha tracejada representa a média dos valores de
animais ndo infectados. Dexa: dexametasona.

Ao avaliarmos a carga parasitaria nos pulmdes de animais infectados tratados
ou ndo com dexametasona, verificamos que embora 0s animais tratados néo
desenvolveram a SDRA, a dexametasona aumentou a expressao génica de EP-PbA
(18s) nos pulmbes destes animais, em relacdo aos nao tratados (Figura 23 A).
Também observamos uma grande quantidade de pigmento malarico (hemozoina) no
interior de eritrocitos parasitados e células inflamatorias (Figura 24).

Apesar de ter sido observado a diminuicdo na concentracdo sérica de TNF

(Figura 23 A), a expressao génica desta citocina ndo foi alterada (Figura 23 B) e
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também ndo houve alteracdo na expressao génica de ICAM-1 (Figura 23 C) em
animais tratados com a dexametasona.

Entretanto, a expressdo génica de CD36 nos pulmdes tanto de animais
tratados quanto ndo tratados diminuiu em relagdo aos animais nédo infectados,
apesar de ser maior em animais tratados com a dexametasona. Acreditamos que
essa alteracdo provavelmente nédo tenha efeitos bioldgicos. (Figura 23 E).

A expressao génica de EPCR nos pulmdes de animais tratados com
dexametasona foi reduzida em relagdo aos animais-controle (infectados né&o
tratados) (Figura 23 F). Por ultimo, ndo foram observadas modificacbes na
expressdo de Ncf2 e CD68 que sdo marcadores especificos para neutréfilos e

mondcitos respectivamente.
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Figura 23 - Tratamento com dexametasona altera a expressdo génica de Plasmodium berghei
ANKA e EPCR em pulmfes de camundongos DBA/2 infectados com Plasmodium berghei
ANKA.

Expressdo génica de Plasmodium berghei ANKA 18s — PbA (A), TNF (B), ICAM-1 (C), VCAM (D),
CD36 (E), EPCR (F), Ncf2 (G) e CD68 (H) nos pulm&es de camundongos no 7° dia pos-infeccao,
tratados com dexametasona (80 mg/Kg; 3 doses) ou ndo (controle). Valores obtidos por PCR em
tempo real, analisados pelo método 2-24CT e expressos em nimero de vezes aumentado em relagdo a
média dos animais ndo infectados (linha tracejada). Dados representativos de 2 experimentos
agrupados (n=9 controle; 8 dexametasona) expressos com média + SEM (Teste-T *p<0,05; **p<0,01;
***n<0,001). Dexa: dexametasona.
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Figura 24 - A hemozoina acumula em pulm@es de camundongos DBA/2 infectados com
Plasmodium berghei ANKA tratados com dexametasona.

A imagem representativa demonstra grande quantidade de pigmento malarico no parénquima
pulmonar, especialmente em eritrécitos parasitados e em células inflamatérias. Coloragdo H&E.
Aumento 400 vezes.

5.1.5 Dexametasona protege a barreira alvéolo-capilar em camundongos DBA/2
infectados com Plasmodium berghei ANKA

Uma vez que foi observado que a dexametasona melhora os parametros
respiratorio, as lesdes pulmonares e diminui a expressao génica de EPCR pulmonar,
nos perguntamos se este farmaco seria capaz de diminuir a permeabilidade
vascular.

Os animais tratados com dexametasona mostraram menor peso pulmonar e
menor concentracdo de azul de Evans, indicando diminuicdo da permeabilidade
vascular pulmonar, quando comparados com animais controles néo tratados (Figura
25).
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Figura 25 - Dexametasona diminui a permeabilidade vascular pulmonar em camundongos
DBA/2 infectados com Plasmodium berghei ANKA tratados com dexametasona no 7° dia apds-
infecéo.

Tratamento com dexametasona reduziu o peso dos pulmdes nos animais infectados (A) e apresentou
diminuicdo da permeabilidade vascular pulmonar identificada por uma menor marcacédo por azul de
Evans (B). Imagens representativas dos pulmdes dos animais néo infectados (C), controle infectados
(D) e infectados tratados com dexametasona (E). Dados representativos de dois experimentos
independentes (n=4 por grupo) expressos com média + SEM (Teste Mann Whitney). (*p>0,5). Linha
tracejada representa a média dos valores de animais néo infectados. Dexa: dexametasona.

5.2 Caracterizacao das Células Endoteliais Pulmonares Primarias

Para avaliar a citoadeséo, a expressao de moléculas de adeséo e o papel de
fatores inflamatérios e da permeabilidade vascular de maneira mais controlada, ou
seja, sem a interferéncia de fatores sistémicos do préprio camundongo, nos
utilizamos eritrocitos parasitados por Plasmodium berghei ANKA (EP-PbA) em
culturas primarias de células endoteliais pulmonares de camundongos DBA/2
(CEPP-DBA/2) (CHEN; FEI; LI, 1995; LOIOLA et al., 2013, 2015).

As células endoteliais pulmonares primarias foram inicialmente analisadas por
morfologia, valendo-se da microscépia de fase invertida. Em trés dias de cultura, foi

possivel observar células desprendendo-se e migrando dos fragmentos de tecido
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pulmonar (Figura 26 A). Ja com sete dias de cultura, foi possivel observar uma
grande quantidade de células com aspecto de paralelepipedos caracteristico de
células endoteliais (CHEN; FEI; LI, 1995; LOIOLA et al., 2013) (Figura 26 B).

Figura 26 — Aspecto morfologico das células endoteliais pulmonares primarias.

Cultura de células endoteliais com 3 dias, observa-se as células se desprendendo do tecido pulmonar
(aumento 200 vezes) (A). Cultura de células endoteliais com 7 dias, observa-se as células com
aspecto caracteristico de paralelepipedos (aumento 100 vezes) (B).

Posteriormente, as CEPP-DBA/2 foram caracterizadas por citoquimica e
imunocitoquimica através de um painel de marcadores para as células endoteliais
(Lectina de Ulex europease, fator de von Willembrand, CD31, CD62E, ACE e eNOS)
(EL-ASSAAD et al, 2013; LOIOLA et al, 2013). Esses ensaios de
imunofluorescéncia para caracterizagdo das CEPP-DBA/2 demonstraram marcacdes
positivas para todos os anticorpos especificos citados acima (anti-vWF, anti-VCAM,
anti-ACE, anti-CD62E, anti-eNOS, anti-CD31 e anti-VE-caderina), indicando que as
células isoladas dos pulm&es de camundongos DBA/2 sdo verdadeiramente células
endoteliais e que mantém caracteristicas estruturais e funcionais de células
endoteliais. Além disso, estes resultados mostraram alta pureza na cultura e
auséncia de células contaminantes, como por exemplo, fibroblastos e células
musculares (Figura 27).
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Figura 27 — Caracterizagcdo de culturas primarias de células endoteliais pulmonares de
camundongos DBA/2.

Marcacdo de Lectina de Ulex europease e de VWF, CD31, CD62E, ACE, eNOS, Ve-caderina por
imunocitoquimica. Controle Negativo foi realizado com anticorpo secundario alexa fluor 488. Nucleo
marcado em azul com Hoechst 33342. Aumento 200 vezes. Barra de escala: 50 pm.



99

5.2.1 Verificacdo da Atividade Mitocondrial e da Viabilidade Celular

Com o objetivo de verificar a atividade mitocondrial e, consequentemente, a
viabilidade das CEPP-DBA/2 frente aos diferentes estimulos (EnP, EP, Extrato,
VEGF, IFN-y, TNF e LPS) e nos diferentes tempos analisados (1, 3, 6, 12, 24, 48 e
72 horas), estas células foram submetidas ao ensaio de MTT.

Os diferentes tipos de estimulo e tempos de exposicdo ndo as impediram de
reduzir MTT a formazan, uma vez que todas as amostras apresentaram pico de
absorbancia méaxima proximo a 570 nm. Portanto, ndo alteraram a atividade
mitocondrial das CEPP-DBA/2 em relacao as células ndo estimuladas, indicando que
as células continuaram viaveis (Figura 28). Observamos apenas discreta diminuicéo
na atividade mitocondrial nas células estimuladas com LPS por 3 horas em relagéo

as ceélulas ndo estimuladas (Figura 28 B).
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Figura 28 - Células endoteliais pulmonares primérias de camundongos DBA/2 tratadas com
diferentes estimulos e em diferentes tempos permanecem viaveis de acordo com a técnica de
MTT.

Ensaio de atividade mitocondrial e viabilidade celular por MTT em células estimuladas por 1 hora (A),
3 horas (B), 6 horas (C), 12 horas (D), 24 horas (E), 48 horas (F) e 72 horas (G). Dados
representativos de 2 experimentos independentes (n=3 por estimulo e por tempo) expressos com
média = SEM (Teste Kruskal-wallis, onde *p<0,05). NE: ndo estimulado; EP-PbA: eritrécito parasitado
com Plasmodium berghei ANKA; EnP: eritrocito ndo parasitado. Ext: extrato do Plasmodium berghei
ANKA. DO: densidade optica.
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A viabilidade celular também foi confirmada por citometria de fluxo (Facs
Canto) onde foi avaliada a porcentagem de células endoteliais pulmonares primarias
(CEPP) marcadas com 7-AAD durante 1, 3, 6, 12, 24, 48 e 72 horas de estimulo.
Houve apenas uma pequena quantidade de células mortas marcadas com 7-AAD

(porcentagem maxima de 11 %) entre os diferentes tempo e estimulos (Figura 29).
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Figura 29 - Células endoteliais pulmonares priméarias de camundongos DBA/2 tratadas em
diferentes tempos e com diferentes estimulos permanecem vidveis de acordo com a marcagao
de 7AAD por citometria de fluxo.

Frequéncia de células mortas marcadas com 7AAD em ensaio de viabilidade celular por citometria de
fluxo. As células foram estimuladas por 1 hora (A), 3 horas (B), 6 horas (C), 12 horas (D), 24 horas
(E), 48 horas (F) e 72 horas (G). Dados representativos de 2 experimentos independentes (n=3 por
estimulo e por tempo) expressos com média + SEM (Teste Kruskal-wallis, onde *p<0,05). NE: ndo
estimulado; EP-PbA: eritrécito parasitado com Plasmodium berghei ANKA; EnP: eritrécito nao
parasitado. Ext: extrato de Plasmodium berghei ANKA.

5.2.2 Células endoteliais pulmonares primarias de camundongos DBA/2 produzem
VEGF

Apesar do baco ser o grande produtor de VEGF em DBA/2 que apresentam
SDRA (EPIPHANIO et al., 2010), hipotetizamos se as CEPP seriam capazes de
produzir VEGF e, portanto, contribuir na patogénese da SDRA. Para tal,
investigamos a produgcdo do VEGF em diferentes time-points com eritrocitos nao
parasitados (EnP), eritrécitos parasitados com Plasmodium berghei ANKA (EP-PbA),
extrato do parasita (Ext), IFN-y, TNF e LPS. Nossos resultados indicaram que a
producdo de VEGF detectada em sobrenadantes de CEPP-DBA/2 é tempo-

dependente tanto em células ndo estimuladas (NE) quanto frente aos diferentes
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estimulos (LPS, TNF, IFN-y, Extrato do parasita, EP e EnP). Entretanto, vale
destacar que nao houveu diferencas entre as células ndo estimuladas ou
estimulados com EP-PbA ou fatores inflamatorios, apesar do LPS ter aumentado

esta producao em 24 e 72 horas de estimulo (Figura 30 A e C).
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Figura 30 - Células endoteliais pulmonares primarias de camundongos DBA/2 produzem VEGF
e aproducdo é independente do estimulo.

Quantificacdo de niveis de VEGF em sobrenadantes de culturas de NE ou estimuladas durante 24
(A), 48 (B) e 72 horas (C) e de acordo com o estimulo em 24, 48 e 72 horas, NE (D), EnP (E), EP-
PbA (F), extrato (G), IFN-y (H), TNF (I) e LPS (J). A quantificacéo foi realizada pelo método de ELISA.
Dados representativos de 2 experimentos independentes (n= 4 por estimulo). Resultados expressos
com média + SEM (Teste Kruskal-wallis, e pés-teste Dunns onde: * p<0,05; ** p< 0,01 e *** p<0,001).
NE: ndo estimulado; EP-PbA: eritrdcito parasitado de Plasmodium berghei ANKA; Ext: extrato; EnP:
eritrécito ndo parasitado.
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5.2.3 GM-CSF, IL1-B, IL-6, KC, MCP-1 e RANTES sé&o produzidos por células
endoteliais pulmonares primérias de camundongos DBA/2

Para avaliarmos a contribuicdo das CEPP-DBA/2 no processo inflamatorio
gerado na SDRA, analisamos primeiramente se as CEPP-DBA/2 produzem citocinas
e quimiocinas inflamatdrias frente aos diferentes estimulos nos diferentes tempos
analisados (1 hora, 3 horas, 6 horas, 12 horas e 24 horas). A producdo do fator
estimulador de colbnias, citocinas e quimicionas foi verificada por Citometric Bead
Array (CBA) em sobrenadantes de CEPP-DBA/2 frente a diferentes estimulos (LPS
50 pg/ml, IFN-y 50 ng/ml, TNF 50 ng/ml, VEGF 100 ng/ml, extrato do parasita, EP e
EnP) por 1, 3, 12 e 24 horas.

Foi observado que as CEPP-DBA/2 produzem mais GM-CSF quando
estimulada com extrato do parasita (Figura 31 C), VEGF (Figura 31 D), IFN-y (Figura
31 E), TNF (Figura 31 F) e em especial LPS que aumenta cerca de 120 vezes (em

24 horas de estimulo) em relacéo as células ndo estimuladas (Figura 31 G).
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Figura 31 — A producdo de GM-CSF em células endoteliais pulmonares primérias de
camundongos DBA/2 aumenta ap6s estimulo com extrato do parasita, VEGF, IFN-y, TNF e LPS.
Concentracdo de GM-CSF em CEPP-DBA/2 frente a estimulo por EnP (A), EP-PbA (B), Extrato (C),
VEGF (D), IFN-y (E), TNF (F), LPS (G). A quantificac@o foi realizada pelo método de CBA (BD).
Dados referente a um experimento (n= 3 por estimulo; dados apresentados em duplicata). NE:
corresponde a média das células ndo estimuladas em todos os tempos. (Teste Kruskal-wallis, seguido
do pés-teste de comparacao multipla de Dunns, onde * p<0,05; ** p<0,01 e *** p<0,001 em relagao as
células ndo estimuladas). CEPP-DBA/2: células endoteliais pulmonares primarias de DBA/2; EnP:
eritrocito ndo parasitado; EP-PbA: eritrécito parasitado com Plasmodium berghei ANKA.
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Apesar de ter sido detectado a producao de IL1-B em CEPP-DBA/2, néo foi
observado diferenca na concentracdo desta citocina em relacdo as ceélulas nao
estimuladas nos diferentes tempos (Figura 32). Embora tenha sido observado
diferenca na concentracao de IL-13 em células com EnP (Figura 32 A), EP-PbA
(Figura 32 B), Extrato (Figura 32 C), IFN-y (Figura 32 E) e TNF (Figura 32 F) em

tempos especificos, a diferenca € muito ténue em relacdo as células néo

estimuladas.
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Figura 32 - A producéo IL-18 em células endoteliais pulmonares primarias de camundongos
DBA/2 nao depende do tempo e do estimulo.

Concentracao de IL-13 em CEPP-DBA/2 frente a estimulo por EnP (A), EP-PbA (B), Extrato (C),
VEGF (D), IFN-y (E), TNF (F), LPS (G). A guantificacdo foi realizada pelo método de CBA (BD).
Dados referente a um experimento (n= 3 por estimulo; dados apresentados em duplicata). NE:
corresponde a média das células ndo estimuladas em todos os tempos. (Teste Kruskal-wallis, seguido
do pos-teste de comparagéo multipla de Dunns, onde * p<0,05; ** p< 0,01 e *** p<0,001 em relagao
as células NE). CEPP-DBA/2: células endoteliais pulmonares priméarias de DBA/2; EnP: eritrdcito nao
parasitado; EP-PbA: eritrécito parasitado com Plasmodium berghei ANKA.
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Verificamos que a concentracdo da IL-6 estava aumentada em CEPP-DBA/2
estimuladas com EnP, EP-PbA, extrato de PbA, VEGF, IFN-y, TNF e LPS. Em
células estimuladas com VEGF (Figura 33 D), houve diferenca estatistica em relacao
as células ndo estimuladas. Com EnP (Figura 33 A) e EP-PbA (Figura 33 B)
observou-se um pico, bastante semelhante, em 12 horas de estimulo, decaindo com
24 horas. Em relacdo ao extrato de PbA, existiu um pico com 6 horas de estimulo,
diminuindo apods esse periodo (Figura 33 C). Ja em CEPP-DBA/2 estimuladas com
IFN-y observou-se um pico baixo em células estimuladas entre 3 e 6 horas (Figura
33 E). J& o estimulo com TNF induziu uma producédo de IL-6 tempo-dependente
(Figura 33 F). Ja em relacdo a LPS, houve um aumento brusco em 3 horas de
estimulo, ndo sendo mais observado apos esse periodo (Figura 33 G).

Esses dados indicam que tanto fatores do parasita (EP-PbA, extrato), quanto
IFN-y, TNF e LPS, séo capazes de aumentar a liberacéo IL-6 por CEPP-DBA/2, e

gue esta secrecdo mostrou-se tempo-dependente com TNF (Figura 33).
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Figura 33 - A producéo de IL-6 em células endoteliais pulmonares primarias de camundongos
DBA/2 aumenta apds estimulo com extrato do parasita, EP-PbA, VEGF, IFN-y, TNF e LPS.
Concentracdo de IL-6 em CEPP-DBA/2 frente a estimulo por EnP (A), EP-PbA (B), Extrato (C), VEGF
(D), IFN-y (E), TNF (F), LPS (G). A quantificacd@o foi realizada pelo método de CBA (BD). Dados
referente a um experimento (n= 3 por estimulo; dados apresentados em duplicata). NE: corresponde
a média das células ndo estimuladas em todos os tempos. (Teste Kruskal-wallis, seguido do pés-teste
de comparacdo multipla de Dunns, onde * p<0,05; ** p< 0,01 e ** p<0,001 em relacdo as células
NE). CEPP-DBA/2: células endoteliais pulmonares primérias de DBA/2; EnP: eritrocito néo
parasitado; EP-PbA: eritrécito parasitado com Plasmodium berghei ANKA.

Nossos resultados indicam que em CEPP-DBA/2 a liberagéo de KC foi maior
em células estimuladas com EP-PbA por 6 e 12 horas (Figura 34 B). Sendo mais alta
ainda em células estimuladas com o extrato de PbA por 6 e 12 horas, chegando a
aumentar aproximadamente 800 vezes em 24 horas de estimulo (Figura 34 C).

Também foi observada uma maior liberacdo em células estimuladas com IFN-

v por 3 e 6 horas de estimulo (Figura 34 E). Além disso, em células estimuladas com
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TNF, houve um aumento a partir de 3 horas de estimulo, com um pico de
concentracdo de KC em 6 horas (cerca de 400 vezes) (Figura 34 F) e em células
estimuladas com LPS por 3 a 24 horas (Figura 34 G), também houve um aumento
na liberagdo desta quimiocina.

Esses dados indicam que tanto fatores do parasita (EP-PbA, extrato), quanto
IFN-y, TNF e LPS, sdo capazes de induzir a liberacdo KC por CEPP-DBA/2, e que

esta secrecao € tempo-depende com LPS e com o extrato de PbA (Figura 34).
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Figura 34 — A producéo de IL-6 em células endoteliais pulmonares primérias de camundongos
DBA/2 aumenta apds estimulo com extrato do parasita, EP-PbA, EnP, VEGF, IFN-y, TNF e LPS.
Concentracdo de KC (CXCL1) em CEPP-DBA/2 frente a estimulo por EnP (A), EP-PbA (B), Extrato
(C), VEGF (D), IFN-y (E), TNF (F), LPS (G). A quantificacao foi realizada pelo método de CBA (BD).
Dados referente a um experimento (n= 3 por estimulo; dados apresentados em duplicata). NE:
corresponde a média das células ndo estimuladas em todos os tempos. (Teste Kruskal-wallis, seguido
do pés-teste de comparacdo multipla de Dunns, onde * p<0,05; ** p< 0,01 e *** p<0,001 em relacéo
as células NE). CEPP-DBA/2: células endoteliais pulmonares priméarias de DBA/2; EnP: eritr6cito ndo
parasitado; EP-PbA: eritrocito parasitado com Plasmodium berghei ANKA.
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Nossos resultados indicaram que a concentracdo de MCP-1 aumentou em
células estimuladas com EnP (Figura 35 A), EP-PbA (Figura 35 B), extrato do
parasita (Figura 35 C), VEGF (Figura 35 D), IFN-y (Figura 35 E), TNF (Figura 35 F) e
LPS (Figura 35 G) em relacdo as células NE. A liberacdo de MCP-1 foi maior
principalmente em células estimuladas com extrato de PbA, sendo essa secrec¢do
tempo-dependente, atingindo uma concentracdo de 10.572,2 pg/ml em 24 horas.
Também foi observado um aumento tempo-dependente de MCP-1 em células
estimuladas com IFN-y, chegando a um pico de concentracdo de 6.694,68 pg/ml em
24 horas.

Ja em células estimuladas com TNF houve um pico na concentra¢édo de MCP-
1 no estimulo por 6 horas (9.931,26 pg/ml), passando a decair apés esse tempo,
porém, ainda apresentaram concentracdes elevadas em 12 e 24 horas de estimulo,
em relacdo as células ndo estimuladas. O mesmo foi observado no estimulo por
LPS, cuja maior concentracédo foi em 6 horas (8.417,59 pg/ml), decaindo apds esse
periodo.

Esses dados indicam que tanto fatores do parasita (EP-PbA, extrato), quanto
IFN-y, TNF, VEGF e LPS, sédo capazes de aumentar a liberacdo MCP-1 por CEPP-
DBA/2 e que a concentracdo MCP-1 é tempo-dependente com IFN-y e com extrato

do parasita (Figura 35).
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Figura 35 - A producdo de MCP-1 em células endoteliais pulmonares primérias de
camundongos DBA/2 aumenta apés estimulo com extrato do parasita, EP-PbA, EnP, VEGF,
IFN-y, TNF e LPS.

Concentracdo de MCP-1 em CEPP-DBA/2 frente a estimulo por EnP (A), EP-PbA (B), Extrato (C),
VEGF (D), IFN-y (E), TNF (F), LPS (G). A quantificagcdo foi realizada pelo método de CBA (BD).
Dados referente a um experimento (n= 3 por estimulo; dados apresentados em duplicata). NE:
corresponde a média das células ndo estimuladas em todos os tempos. (Teste Kruskal-wallis, seguido
do pos-teste de comparacdo multipla de Dunns, onde * p<0,05; ** p< 0,01 e *** p<0,001 em relagao
as células NE). CEPP-DBA/2: células endoteliais pulmonares primarias de DBA/2; EnP: eritrécito ndo
parasitado; EP-PbA: eritrocito parasitado com Plasmodium berghei ANKA.

NOs observamos que a concentragdo de RANTES aumentou em células
estimuladas com EnP (Figura 36 A), EP-PbA (Figura 36 B), extrato do parasita
(Figura 36 C), VEGF (Figura 36 D), IFN-y (Figura 36 F), TNF (Figura 36 G) e LPS
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(Figura 36 H) em relacéo as células NE, apesar de que em células estimuladas com
EP-PbA, VEGF e IFN-y este aumento foi muito ténue (Figura 36).

Por outro lado, as células estimuladas com EnP, Extrato de PbA, TNF e LPS,
houve um aumento mais evidente tempo-dependente, sendo que nos estimulos por
Extrato e TNF o pico foi observado em 24 horas (16,92 e 116,93 pg/ml,
respectivamente), enquanto em células estimuladas com LPS o pico de
concentracéao foi observado em 12 horas (592,31 pg/ml), diminuindo em 24 horas.

Esses resultados indicam que, tanto fatores do parasita (extrato), quanto TNF
e LPS, sdo capazes de aumentar a liberagcdo RANTES em CEPP-DBA/2. (Figura
36).
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Figura 36 - A producdo RANTES em células endoteliais pulmonares primérias de
camundongos DBA/2 aumenta apés estimulo com extrato do parasita, EP-PbA, EnP, VEGF,
IFN-y, TNF e LPS.

Concentracdo de RANTES em CEPP-DBA/2 frente a estimulo por EnP (A), EP-PbA (B), Extrato (C),
VEGF (D), IFN-y (E), TNF (F), LPS (G). A quantificac@o foi realizada pelo método de CBA (BD).
Dados referente a um experimento (n= 3 por estimulo; dados apresentados em duplicata). NE:
corresponde a média das células ndo estimuladas em todos os tempos. (Teste Kruskal-wallis, seguido
do pos-teste de comparacéo multipla de Dunns, onde * p<0,05; ** p< 0,01 e *** p<0,001 em relacao
as céluulas NE). CEPP-DBA/2: células endoteliais pulmonares primarias de DBA/2; EnP: eritrécito
ndo parasitado; EP-PbA: eritrécito parasitado com Plasmodium berghei ANKA.
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5.3 Estudo da citoadeséo de eritrocitos parasitados com P. berghei ANKA em
células endoteliais pulmonares primarias de camundongos DBA/2

Fatores inflamatérios ativam células endoteliais e podem contribuir para a
citoadesao de EP (CARVALHO et al.,, 2010; EL-ASSAAD et al., 2013). Por outro
lado, estudos anteriores indicam que TNF (MAKNITIKUL et al., 2017), IFN-y (SOUZA
et al., 2013) e VEGF (EPIPHANIO et al., 2010) estdo envolvidos na SDRA associada
a malaria. Para analisar a citoadesdo no modelo de SDRA, ensaios de adeséo
estéatico e em fluxo foram realizados com CEPP-DBA/2 estimuladas e posteriormente
colocadas em contato com eritrécitos parasitados (EP-PbA).

Nos ensaios de adeséo estéatico foram utilizados os estimulos EnP, extrato de
EP-PbA, VEGF, IFN-y, TNF e VEGF, durante 1, 3, 6 12, 24, 48 e 72 horas e no
ensaio de adesdo em fluxo foram analisadas células estimuladas com TNF por 24

horas.

5.3.1 TNF, extrato do parasita, LPS e VEGF aumentam a citoades&o de eritrocitos
parasitados em células endoteliais pulmonares primarias de camundongos
DBA/2

Nos ensaios de adesédo estatico foi observado aumento na adesdo de EP-
PBA em células estimuladas com extrato do parasita em 3 e 12 horas de estimulo
(Figura 37 B e D), em células estimuladas com TNF em 6, 24 e 72 horas de estimulo
(Figura 37 C, E e F) . Em 6 horas de estimulo também foi observado um aumento

da adesao em células estimuladas com VEGF (Figura 37 C).
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Figura 37 - Adesado de eritrécitos parasitados com Plasmodium berghei ANKA é maior em
células endoteliais pulmonares primarias de camundongos DBA/2 estimuladas com VEGF,

extrato, LPS e TNF.

Ensaio de adeséao estatico de EP em células nao estimuladas ou com 1 hora (A), 3 horas (B), 6 horas
(C), 12 horas (D), 24 horas (E), 48 horas (F) e 72 horas de estimulo (G). Grafico de 3 experimentos
agrupados expressos com média + SEM (Teste de Kruskal-Wallis seguido do pés teste de Dunn’s,
onde *p<0,05; ** p<0,01 e *** p<0,001). NE: células ndo estimuladas; EnP: eritrécitos néo
parasitados; EP-PbA: eritrocitos parasitados com Plasmodium berghei ANKA; Ext: extrato de

Plasmodium berghei ANKA.
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5.3.2 TNF aumenta a adesao de eritrocitos parasitados com P. berghei ANKA em
fluxo

Com o objetivo de mimetizar a adesdo de EP-PbA em células endoteliais em
condicoes fisioldgicas (fluxo sanguineo), CEPP-DBA/2 dispostas em placas de
cultura em Labteck chamber slide (permanox) foram estimuladas com TNF por 24
horas. ApGs esse periodo o sobrenadante foi removido e adicionado EP-PbA aos
pocos por 1 hora, e posteriormente, as células foram submetidas ao fluxo. As
imagens foram capturadas no tempo inicial e depois a cada 3 minutos (até 15
minutos) (Figura 38 A e B). A andlise da sequéncia destas imagens demostrou que
as células submetidas ao TNF tém maior quantidade de eritrocitos parasitados
aderidos (relacdo entre EP-PbA aderidos tempo inicial menos tempo final) (Figura 38
C).
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Figura 38 — TNF aumenta a adesao de eritrécitos parasitados com Plasmodium berghei ANKA
em ensaio de adesdo em fluxo

Imagens de células endoteliais pulmonares primérias sem estimulo (A) e estimuladas com TNF por
24 horas, ap6s 3 minutos de fluxo (B). Quantificacdo do nimero de EP-PbA aderidos apds 15 minutos
de fluxo (C). Aumento de 400 vezes onde é possivel observar os eritrocitos parasitados aderidos nas
células endoteliais. NE: células ndo estimuladas; EP-PbA: eritrécitos parasitados com Plasmodium
berghei ANKA,; Setas inicam EP-PbA aderidos as células endoteliais.

5.3.3 TNF e IFN-y aumentam a expressdo de ICAM-1, VCAM e EPCR em células
endoteliais pulmonares primarias de camundongos DBA/2

Uma vez que foi observada diferenca na quantificacdo de moléculas de
adesao por imunoistoquimica entre animais SDRA e HP, analisamos o envolvimento
destas moléculas, como ICAM-1, CD36, VCAM e EPCR, em um sistema ex-vivo

mais controlado, como nos ensaios de adesao de EP-PbA em CEPP-DBA/2.
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Para a quantificacdo da expressdo génica destas moléculas de adeséo,
CEPP-DBA/2 primérias foram estimuladas com LPS, IFN-y, TNF, VEGF, extrato do
parasita (Ext) e EP-PbA e EnP e comparados com NE, em diferentes tempos de
estimulo. Essas amostras foram submetidas a extracdo de RNA, cDNA e as reacfes
de gRT-PCR. Os resultados obtidos foram normalizados com o gene constitutivo
HPRT. O método quantitativo usado para as andlises foi o 2-44CT,

Ao analisarmos a expressdo génica de ICAM-1 nos diferentes tempos,
observamos um aumento da expressao dessa molécula em células estimuladas com
TNF por 1, 6, 12, 48 e 72 horas em relagéo as células ndo estimuladas (NE) (Figura
39 A, C, D, Fe G). Também houve aumento da expressdo génica de ICAM-1 em
CEPP estimuladas com IFN-y por 3, 12, 24 e 48 horas em relacdo as células NE
(Figura 39 B, D, E e F). Por ultimo, foi observado nas CEPP estimuladas com LPS
um aumento na expressao génica de ICAM-1 em relacdo as nao estimuladas (Figura
39 A).

Como era esperado, nossos resultados indicaram que estimulos inflamatérios
como TNF e IFN-y aumentaram a expressdo de ICAM-1 em células endoteliais
pulmonares primarias de camundongos DBA/2, em diferentes tempos de estimulo,

sugerindo forte contribuicdo para a adesédo dos EP-PbA durante a SDRA.
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Figura 39 - Expressdo génica de ICAM-1 em culturas de células endoteliais pulmonares
primarias de camundongos DBA/2.

Expressao génica de ICAM-1 em células endoteliais pulmonares primarias de camundongos DBA/2
estimuladas com EP-PbA, Ext, VEGF, IFN-y, TNF, LPS ou néo estimuladas por 1 hora (A), 3 horas
(B), 6 horas (C), 12 horas (D), 24 horas (E), 48 horas (F) e 72 horas (G). Comparacdo de todos os
tempos observados (H). Valores obtidos por PCR em tempo real, analisados pelo método 2-2ACT e
expressos em numero de vezes aumentado em relacdo as células NE. Dados de 2 experimentos
agrupados (n=6 por estimulo e por tempo) expressos com média + SEM (Teste One-way ANOVA,
poés-teste Bonferroni onde *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). NE: células ndo estimuladas; EP-PbA:
eritrécitos parasitados com Plasmodium berghei ANKA; EnP: eritrocitos ndo parasitados; Ext: extrato
de P. berghei ANKA.

Como esperado, foi observada também uma maior expressao génica de
VCAM em células estimuladas com LPS, por 1, 3, 6 e 24 horas em relagdo as néo
estimuladas (Figura 40 A, B, C e E). Houve também um aumento de VCAM em
CEPP-DBA/2 estimuladas com TNF por 1 hora, 3 horas, 12 horas, 48 horas e 72
horas em relacdo as CEPP-DBA/2 NE (Figura 40 A, B, D, Fe G).
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Figura 40 - Expressdo génica de VCAM em culturas de células endoteliais pulmonares
primarias de camundongos DBA/2.

Expressdo génica de VCAM em células endoteliais pulmonares primérias de camundongos DBA/2
estimuladas com EP-PbA, Ext, VEGF, IFN-y, TNF, LPS ou nédo estimuladas por 1 hora (A), 3 horas
(B), 6 horas (C), 12 horas (D), 24 horas (E), 48 horas (F) e 72 horas (G). Comparacédo de todos os
tempos observados (H). Valores obtidos por PCR em tempo real, analisados pelo método 2-24CT e
expressos em numero de vezes aumentado em relacdo as células NE. Dados de 2 experimentos
agrupados (n=6 por estimulo e por tempo) expressos com média + SEM (Teste One-way ANOVA,
pos-teste Bonferroni onde *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). NE: células ndo estimuladas; EP-PbA:
eritrécitos parasitados com Plasmodium berghei ANKA; EnP: eritrocitos ndo parasitados; Ext: extrato
de P. berghei ANKA.

Em relac@o a expressado génica de CD36, ndo foi observada diferenca frente
aos diferentes estimulos, o que ndo era esperado, nos diferentes tempos analisados
em relacdo as ceélulas ndo estimuladas (Figura 41). Houve apenas uma diminui¢cdo
na expressado génica de CD36 com 12 horas de estimulo em relacdo as células ndo
estimuladas (Figura 41 D).
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Em geral, os valores de expressdo génica de CD36 foram muito baixo,
aumentados no maximo duas vezes no tempo de 1 hora para EnP e nos demais
tempos estdo muito proximos do ndo estimulado. Dessa maneira acreditamos que
essas diferencas na expressdo génica nao reflitam a nenhuma diferenca

biologicamente relevante.
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Figura 41 - Expresséo génica de CD36 em culturas de células endoteliais pulmonares primérias
de camundongos DBA/2.

Expressdo génica de CD36 em células endoteliais pulmonares primarias de camundongos DBA/2
estimuladas com EP-PbA, Ext, VEGF, IFN-y, TNF, LPS ou néo estimuladas por 1 hora (A), 3 horas
(B), 6 horas (C), 12 horas (D), 24 horas (E), 48 horas (F) e 72 horas (G). Comparacdo de todos os
tempos observados (H). Valores obtidos por PCR em tempo real, analisados pelo método 2-2ACT e
expressos em numero de vezes aumentado em relagdo as células NE. Dados de 2 experimentos
agrupados (n=6 por estimulo e por tempo) expressos com média + SEM (Teste One-way ANOVA,
poés-teste Bonferroni onde *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). NE: células ndo estimuladas; EP-PbA:
eritrécitos parasitados com Plasmodium berghei ANKA; EnP: eritrocitos ndo parasitados; Ext: extrato
de P. berghei ANKA.
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Também foi observada uma maior expressdo génica de EPCR (Endotelial
Protein C Receptor) em células estimuladas com LPS em 24 e 48 horas (Figura 42 A

e B) e em células estimuladas com TNF em 48 e 72 horas (Figura 42 e C).

>
@
O

24 horas

*k

48 horas

ﬁmnﬁ-ﬂ
&

< & &
«é‘ QQV & & & S &

72 horas

=
o
]

=

o
y

=

[S)
]

[eS]
N
®
f
@
N

o
1
o
1
o
1

*

-'ﬁrﬁﬁ-ﬁ"ﬁi-h

¢ L F £ & N & P
S Q/oégv FE &S &

N
1
IN
1
EN

N
N
h
N

Ni=inl 1 18

2 \g N K
é@“@é@@"\e
&

o

o

vezes aumentada em relagéo a NE
vezes aumentada em relacdo a NE

%
N

Expresséo Relativa de RNAm - EPCR
vezes aumentada em relagdo a NE
Expresséo Relativa de RNAm - EPCR
Expresséo Relativa de RNAm - EPCR

Figura 42 - Expressdo génica de EPCR em culturas de células endoteliais pulmonares
primarias de camundongos DBA/2.

Expressdo génica de EPCR em células endoteliais pulmonares primarias de camundongos DBA/2
estimuladas com EP-PbA, Ext, VEGF, IFN-y, TNF, LPS ou néo estimuladas durante 24 horas (A), 48
horas (B) e 72 horas (C). Valores obtidos por PCR em tempo real, analisados pelo método 2-24CT e
expressos em numero de vezes aumentado em relacdo as células NE. Dados de 2 experimentos
agrupados (n=6 por estimulo e por tempo) expressos com médiam + SEM (Teste One-way ANOVA,
pos-teste Bonferroni onde *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). NE: células ndo estimuladas; EP-PbA:
eritrécitos parasitados com Plasmodium berghei ANKA; EnP: eritrocitos ndo parasitados; Ext: extrato
de P. berghei ANKA; VEGF: fator de crescimento endotelial vascular; TNF: fator de necrose tumoral,
LPS: lipopolissacarideo.

A expressdo de moléculas de adesdo também foi avaliada por citometria de
fluxo em CEPP. Inicialmente marcamos as células vivas (que ndo marcavam com 7-
AAD). Partindo das células vivas, observamos a frequéncia de ICAM-1, VCAM e
CD36 em células frente a diferentes estimulos por 1, 3, 6, 12, 24, 48 e 72 horas.
Porém, ndo houve diferenca na expressdo de ICAM-1, VCAM e CD36 frente aos
diferentes estimulos quando comparado as células nédo estimuladas (NE) (dados néo
demonstrados). N&o sabemos ao certo se houve algum artefato de técnica, mas o
fato € que observamos que as células nédo estimuladas apresentaram alta expressao
de ICAM-1, VCAM e CD36 nos diferentes tempos, 0 que nao era suposto, conforme
demostrado na figura 43. Uma hip6tese € de que as técnicas empregadas para
soltar as células das placas (com cell scraper ou tripsina) e a manipulacdo das
mesmas foi o suficiente para ativa-las e induzi-las a expressar moléculas de adeséo
(Figura 43).
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Figura 43 - Estratégia da analise das moléculas de adesdo em células endoteliais pulmonares

primarias de camundongos DBA/2 por citometria de fluxo.
Primeiramente foram retirados os “doublets”, entdo foram selecionadas as células endoteliais vivas
(ndo marcadas com 7AAD) e, posteriormente, analisadas a intensidade de fluorescéncia por

histogramas.

5.3.4 Células endoteliais pulmonares de camundongos DBA/2 estimuladas com
eritrocitos parasitados de Plasmodium berghei ANKA produzem TNF

Sabendo que o TNF é importante para a citoadesdo, como observado nos
resultados anteriores (ensaios de adesao estatico e em fluxo, aumento da expressao
de moléculas de adeséo), decidimos verificar se as CEPP-DBA/2 possuem a
capacidade de produzir TNF frente ao estimulo de EP-PbA. Surpreendentemente,
observamos que estas células, quando estimuladas com formas maduras EP-PbA
durante 24 horas, produziram grande quantidade de TNF (cerca de 600 vezes) em
comparacdo as células ndo estimuladas (NE) (Figura 44). Esse resultado é

interessante, pois indica que os eritrocitos parasitados também contribuem para a
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producdo de TNF, favorecendo o microambiente pulmonar a aumentar expressao de
ICAM-1, VCAM e EPCR, e consequentemente, colaborando a citoadesédo do EP-

PbA.
800-
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Figura 44 - Células endoteliais pulmonares primarias de camundongos DBA/2 produzem TNF
quando estimuladas com eritrocitos parasitados com Plasmodium berghei ANKA.

A quantificacao foi realizada pela técnica de Elisa. Resultados de 2 experimentos independentes (n=4
por grupo) expressos com média £+ SEM (Teste Mann Whitney, onde *p<0,05). NE: ndo estimulado;
EP-PbA: eritrécito parasitado com Plasmodium berghei ANKA.

5.3.5 Macréfagos e neutrofilos estimulados com eritrécitos parasitados de
Plasmodium berghei ANKA promovem a adesao de eritrocitos parasitados em
células endoteliais pulmonares primarias de camundongos DBA/2

Uma vez que macréfagos produzem uma grande quantidade de fatores
inflamatérios, incluindo o TNF, nos perguntamos se EP-PbA, por si s6, poderiam
induzir a producédo de TNF em macrofagos e se esta poderia interferir na adeséo de
eritrécitos parasitados as células endoteliais.

Com esse objetivo, foram desenhados ensaios com transwell onde foi
avaliada a capacidade de EP-PbA aderir em CEPP na presenca de macréfagos
peritoneais (M®) ou neutréfilos extraidos da medula éssea (PMN), previamente
tratados com EP-PbA, EnP ou néo tratados.

Nossos resultados indicaram que as células que entram em contato com M®
estimulados com EP-PbA demonstraram maior capacidade de adesdo em relacdo as
células endoteliais que entraram em contato com sobrenadante de M® estimulados
com EnP, M® sem estimulo ou com CEPP que ndo entraram em contato com M®
(Figura 45 A e B).

Além disso, apds a analise dos sobrenadantes coletados nos ensaios de
transwell com M® e CEPP, verificamos que os M® produziram mais TNF. Esta

producado nao foi igualmente observada em M® n&o estimulados ou estimulados
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com EnP (Figura 45 C). Também foi estudada a liberacéo de IL-6 e IL-10, entretanto,
nao foram observadas diferencas entre os grupos analisados (Figura 45 D e E).
Esses resultados em conjunto indicam que EP-PbA foram capazes de induzir
a producéo de TNF pelos M®, o que poderia auxiliar a expressdo de moléculas de
adesdo e consequentemente a adesdao de EP-PbA em CEPP-DBA/2 no

microambiente pulmonar.
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Figura 45 - Eritrocitos parasitados de Plasmodium berghei ANKA em contato com macro6fagos
promovem a citoadesdo de eritrécitos parasitados em células endoteliais pulmonares
primarias de camundongos DBA/2.

Imagens representativas de ensaio de adesao de células endoteliais pulmonares primarias de DBA/2
(CEPP) que entraram em contato com macrofagos peritoneais estimulados durante 24 horas com
eritrécitos parasitados, M® estimulados com eritrécitos ndo parasitados, M® sem estimulo ou CEPP
que nao entraram em contato com M® (A). Contagem de eritrocitos parasitados em 100 CEPP-DBA/2
(B). Concentragéo de TNF (C), IL-6 (D) e IL-10 (E) no sobrenadante das CEPP-DBA/2 analisado por
ELISA. Resultado representativo de 2 experimentos; n= 3 a 4 laminulas por estimulo, expressos com
média + SEM (Teste Kruskal-Wallis e pés-teste de Dunns, *p<0,05). Setas indicam eritrécitos
parasitados em contato com as células endoteliais. M®: macréfagos peritoneais; NE: ndo estimulado;
EnP: eritrocito ndo parasitado; EP-PbA: Eritrécito parasitado com Plasmodium berghei ANKA.
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Nos ensaios de transwell com neutrofilos (PMN) extraidos da medula éssea
de camundongos DBA/2, foi observado que as células que entram em contato com
sobrenadante de PMN estimulados com EP-PbA possuem uma maior capacidade de
adesdo em relacdo as células endoteliais expostas ao sobrenadante de PMN
estimulados com EnP (Figura 46). Também foi mensurada a producéo de citocinas
inflamatorias (TNF, IL-6 e IL-10) nos sobrenadantes das CEPP em contato com

PMN, entretanto essas citocinas nao foram detectadas (dados ndo mostrados).
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Figura 46 - Eritrocitos parasitados de Plasmodium berghei ANKA em contato com neutréfilos
promovem a citoadesdo de eritrocitos parasitados em células endoteliais pulmonares
primérias de camundongos DBA/2.

Imagens representativas de ensaio de adesdo de células endoteliais que entraram em contato com
neutrofilos da medula 6ssea estimulados durante 24 horas com eritrocitos parasitados de P. berghei
ANKA, com eritrocitos ndo parasitados, PMN sem estimulo ou CEPP que ndo entraram em contato
com PMN (A). Contagem de eritrocitos parasitados em 100 CEPP-DBA/2 (B). Resultado
representativo de 2 experimentos; n= 3 a 4 laminulas por estimulo, expressos com média + SEM
(Teste Kruskal Wallis e pés-teste de Dunns, *p<0,05). Setas indicam eritrécitos parasitados em
contato com as células endoteliais. PMN: neutrdfilos extraidos da medua 6ssea; NE: ndo estimulado;
EnP: eritrocito ndo parasitado; EP-PbA: Eritrécito parasitado com Plasmodium berghei ANKA.
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5.3.6 Tratamento com anticorpo neutralizante de TNF diminui a adesé&o de eritrocitos
parasitados

Conforme ja descrito nos nossos resultados anteriores, foi observado que o
estimulo com TNF em CEPP aumenta a expressdo de moléculas de adesdo, bem
como a adesao de EP-PbA. Consequentemente, perguntamo-nos se a neutralizagcéo
de TNF poderia diminuir a adesao EP. Dessa maneira, as CEPP foram estimuladas
com TNF, anticorpo IgG e/ou com anticorpo neutralizante de TNF por 24 horas e,
apos esse periodo, foi realizado o ensaio de adesdo com formas maduras de EP-
PbA.

Como observado anteriormente, houve um aumento da adeséo de EP-PbA
em CEPP-DBA/2 estimuladas com TNF em relacdo as células ndo estimuladas (NE).
Entretanto, anticorpos neutralizante de TNF (Anti-TNF) diminuiram a adeséo (Figura
47).
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Figura 47 - A neutralizagdo de TNF diminui a adesdo de EP-PbA em células endoteliais
pulmonares primarias de camundongos DBA/2.

Ensaio de adeséo estatico de eritrécitos parasitados (por 1 hora) em células endoteliais pulmonares
priméarias de DBA/2 ndo estimuladas (NE) ou estimuladas com 1gG, TNF e anticorpo neutralizante de
TNF (Anti-TNF) durante 24 horas. Figura representativo de 2 experimentos agrupados, expressos
com média + SEM (n=8 por grupo) (Teste One-way ANOVA, pos teste Bonferroni, onde *p<0,05; **
p<0,01). EP-PbA: Eritrocito parasitado de Plasmodium berghei ANKA.
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5.3.7 A dexametasona protege a permeabilidade de células endoteliais pulmonares
frente aos eritrocitos parasitados de Plasmodium berghei ANKA.

Uma vez que observamos que a dexametasona diminui a permeabilidade
vascular pulmonar em animais infectados e tratados, nos questionamos quais 0s
mecanismos que poderiam estar envolvido na protecdo da barreira alveolo-capilar.
Inicialmente, para enderecar esta questao, realizamos um ensaio de permeabilidade
em células endoteliais pulmonares (CEPP) dispostas em placas de cultura em
transwell e estimuladas com eritrécitos parasitados, seguido do ensaio de azul de
Evans. Primeiramente, observamos nao houve diferenca em CEPP-DBA/2
estimuladas com eritrocitos ndo parasitados (EnP) em relacdo as CEPP-DBA/2
estimuladas com EnP e tratadas com dexametasona (EnP+Dexa) (Figura 48 A).
Porém, nas células estimuladas com EP-PbA e tratadas com dexametasona houve
menor passagem do corante azul de Evans em relacdo as CEPP-DBA/2 estimuladas
com EP-PbA e ndo tratadas (Figura 48 B).
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Figura 48 — Dexametasona diminui a permeabilidade nas células endotelais pulmonares
primarias de camundongos DBA/2 estimulados com eritrocitos parasitados de Plasmodium
berghei ANKA.

CEPP tratadas ou nao tratadas com dexametasona por 24 horas e estimuladas com eritrocitos nao
parasitados (A) ou com eritrocitos parasitados (B) por uma hora, seguido do ensaio de
permeabilidade vascular com azul de Evans. Resultado de trés experimentos agrupados (N=12 por
grupo) expressos com média + SEM (Teste Mann Whitney) (*p>0,5). EnP: eritrocitos ndo parasitados;
EP-PbA: eritrécitos parasitados com Plasmodium berghei ANKA; Dexa: dexametasona.

Em sequéncia, para responder esta questdo, fomos observar 0os espagos
interendoteliais através do arranjo dos filamentos de actina (marcados com
Phalloidina), em CEPP-DBA/2 NE ou estimuladas com EnP ou ainda com EP-PbA.

Observamos que o estimulo com EP-PbA promoveu a abertura das juncbes

interendoteliais e esse aumento foi significativo quando comparado as CEPP néao
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estimuladas ou estimuladas com EnP. O mais interessante € que o tratamento com
dexametasona reduziu 4,37 vezes a abertura das juncdes interendoteliais em células
estimuladas com EP-PbA em relacdo as células estimuladas com EP-PbA sem o

tratamento (Figura 49).
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Figura 49 — A dexametasona diminui a abertura de jun¢des interendoteliais promovida pelos
eritrécitos parasitados de Plasmodium berghei ANKA.

Imagens representativas do citoesqueleto de CEPP-DBA/2 estimuladas com EP-PbA ou EnP,
tratadas ou ndo com dexametasona (A). Para a quantificacdo das areas dos espacos intercelulares foi
utilizada o software ImageJ e a ferramenta “wand (tracing)’. As aberturas das junc@es estdo indicadas
pelas setas amarelas. A actina foi marcada com Texas Red Phalloidina [1:100] e o nucleo das células
com Hoechst 33342 [1:1000]. Resultado de um experimento expresso pela média + SEM (ANOVA
seguido do pos-teste de Bonferroni) n=3 (15 imagens por estimulo) (***p>0,001 em relacdo a EP-
PbA). CEPP-DBA/2: células endoteliais pulmonares primarias de camundongos DBA/2; EP-PbA:
Eritrécitos parasitados com Plasmodium berghei ANKA; EnP: Eritrécito ndo parasitado, NE: células
ndo estimuladas. Dexa: dexametasona.
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6 DISCUSSAO

A SDRA associada a malaria é uma forma grave da doenca e pouco
compreendida. Alguns modelos animais tém sido utilizados para estudar a
patogénese da malaria grave (CLARK; MACKAY, 2005; HANUM; HAYANO;
KOJIMA, 2003; HEARN et al., 2000), no entanto, ha poucos modelos experimentais
que mimetizam a SDRA associada a malaria em humanos (EPIPHANIO et al., 2010;
LOVEGROVE et al., 2006; ORTOLAN et al., 2014; VAN DEN STEEN et al., 2010).

O estudo que mostra os aspectos fisiopatolégicos da SDRA no modelo
experimental de DBA/2 infectado com P. berghei ANKA ¢é bastante interessante, pois
reproduz caracteristicas similares as encontradas em SDRA em humanos tais como:
opacidade pulmonar, hipdxia, infiltrado inflamatério, presenca de edama, membrana
hialina e aumento da permeabilidade vascular (MAYBAUER; MAYBAUER,;
HERNDON, 2006; ORTOLAN et al., 2014). Além disso, neste modelo experimental
(com Plasmodium berghei ANKA e DBA/2), os animais ndo desenvolvem maléaria
cerebral (EPIPHANIO et al., 2010), o que possibilita estudos mais direcionados para
SDRA, quando comparado com outros modelos murinos que utilizam P. berghei
ANKA (DE SOUZA; RILEY, 2002; LOVEGROVE et al., 2008). Outro modelo murino
também interessante de SDRA associada a malaria é a associacdo de
camundongos da linhagem C57BI/6 infectados com Plasmodium berghei NK65 (VAN
DEN STEEN et al.,, 2010), pois o mesmo permitiria estudos mais especificos
valendo-se de animais knockouts. Entretanto, apesar de este modelo ser instigante e
bem delineado, pois utiliza um parasita que ndo desenvolve MC em camundongos
C57Bl/6, apOs algumas tentativas, ndo conseguimos reproduzir 0S mesmos
resultados descritos pelos autores.

Alguns estudos demostraram, in vitro, a adeséo de eritrécitos parasitados de
P. falciparum, P. vivax e P. berghei em células endoteliais (DE LAS SALAS et al.,
2013; EL-ASSAAD et al., 2013; MUANZA et al., 1996; TRAORE et al., 2000).
Entretanto, poucos estudos demostram a adesdo de EP in vivo e 0s mecanismos de
adesdo nao estdo bem esclarecidos (ANSTEY et al., 2007; BEESON; BROWN,
2002; FRANKE-FAYARD et al.,, 2010; SARKAR; SAHA; DAS, 2010). Nossos

achados prévios evidenciaram que EP-PbA aderem mais em pulmdes de
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camundongos que desenvolvem SDRA do que em camundongos HP (ORTOLAN,
2013).

Neste trabalho verificamos, por meio de bioluminescéncia in vivo, que
camundongos DBA/2 infectados com Plasmodium berghei ANKA expressando
Luciferase apresentaram estes eritrécitos acumulados ou aderidos nos pulmdes,
sugerindo fortemente que carga parasitaria pulmonar € essencial para o
desenvolvimento SDRA. Sabe-se que as formas maduras de EP de P. falciparum
aderem a microvasculatura de diversos 6rgaos, o que é um aspecto importante na
patogénese da malaria grave em humanos (PINO et al., 2003; POUVELLE et al.,
2000). Recentemente, foi demonstrado in vitro que EP de P. berghei ANKA (EP-
PbA) sdo capazes aderir as células endoteliais microvasculares de pulmdo de
camundongos CBA/Ca (MVECS) e que TNF estimula a expressdo de ICAM-1 e
VCAM destas células (EL-ASSAAD et al., 2013).

Nés observamos que os animais classificados como SDRA, no 7° dia pés-
infeccdo, apresentam maior area marcada de ICAM-1 nos pulmdes quando
comparado aos pulmdes de animais HP. Além disso, hd maior area de marcacao de
VCAM e CD36 em animais SDRA em relacdo a animais nao infectado, indicando
gue ha um aumento da expressao dessas moléculas de adeséo frente a infeccéo por
Plasmodium berghei ANKA. Estudos anteriores indicam que o ICAM-1, proteina
induzivel expressa na superficie de células endoteliais, tem a sua expressao muito
baixa ou ndo é expressa em condic¢des fisiolégicas (BHATIA; MOOCHHALA, 2004).
Porém, durante a inflamacéo, IL-1 e TNF levam a um aumento de moléculas de
adesdo, como E-selectina e ICAM-1, aumentando a adesdo de polimorfonucleares
(PMN) e facilitando a transmigracdo para o intersticio e vias aéreas distais do
pulméo. Além disso, o ICAM-1 esta envolvido na adesédo de macrofagos alveolares
nas ceélulas epiteliais, resultando em uma producgdo intensificada de citocinas e
guimiocinas (WARD, 2003). Ainda, o papel do ICAM-1 tem sido demonstrado,
especialmente com a utilizacdo de anticorpos neutralizantes ou a delecdo deste
gene, observado em diversas condi¢cdes, como pancreatite aguda, injuria respiratoria
induzida pela aspiracdo de particulas de diesel, injuria pulmonar induzida por
bleomicina e traumas (BHATIA; MOOCHHALA, 2004).

O balanco entre respostas pro e anti-inflamatoria € fundamental para a
eliminacdo do parasita sem induzir lesdo tissular (FREITAS DO ROSARIO;
LANGHORNE, 2012). Estudos prévios demonstraram que a infecgdo malarica induz
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tanto o aumento da producdo de fatores pro-inflamatérias (TNF, IFN-y, IL-6, entre
outros), (ARTAVANIS-TSAKONAS; RILEY, 2002; DEROOST et al., 2013;
KOBAYASHI et al., 2000) quanto anti-inflamatérios (IL-10, HO-1) (NIIKURA; INOUE;
KOBAYASHI, 2011; WALTHER et al., 2012). Ainda, n6s mostramos anteriormente
esta dualidade na resposta inflamatéria em modelo murino de SRDA associado a
malaria (ORTOLAN, 2013; PEREIRA et al.,, 2016; SERCUNDES et al., 2016).
Nossos trabalhos anteriores indicaram que animais que desenvolveram SDRA
apresentaram aumento da HO-1, uma potente enzima induzivel com acao anti-
inflamatoria, tanto sérica quanto pulmonar, em relacdo aos camundongos nao
infectados ou que desenvolveram HP. Por outo lado, células e animais tratadas com
hemina (um indutor de heme oxigenase) apresentaram menor inflamacao e protecao
da SDRA associado a malaria (PEREIRA et al., 2016).

Dessa maneira, para estudar diferentes componentes do processo
inflamatério na patogénese da SDRA, utilizamos o um anti-inflamatério esteroidal
denominado dexametasona. Trata-se de um glicocorticoide da classe de hormonios
esteroides que se liga a receptores intracelulares de glicocorticoides (GR) e, quando
ocorre a ligacdo o complexo glicocorticoide/GR, este migra para o ndcleo, onde inibe
os fatores de transcricdo como NF-KB e AP-1 (BARNES, 2006). Além disso, podem
suprimir a ativacdo e o recrutamento de granuldcitos, preservar a integridade das
células endoteliais e controlar a permeabilidade vascular (THOMPSON, 2003).

NOs verificamos que animais tratados com dexametasona aumentaram a
sobrevida e melhoraram os parametros respiratorios e os achados histopatolégicos.
Alguns dos nossos resultados (presenca de edema e infiltrado inflamatorio)
corroboram com o modelo experimental de camundongos C57bl/6 infectados com
Plasmodium berghei NK65 e tratados com a mesma dose de dexametasona (VAN
DEN STEEN et al.,, 2010). Assim como nos nossos resultados, neste trabalho
verificaram que a dexametasona levou a um aumento na parasitemia periférica e
protecdo da SDRA. A dexametasona também é conhecida por inibir o influxo de
neutrofilos para os pulmdes em ratos com SDRA (O’LEARY; EVANS; ZUCKERMAN,
1997), e nés demonstramos que os neutrofilos sdo essenciais para a patogénese da
SDRA associada a malaria (SERCUNDES et al., 2016), o que também contribuiria
para 0 ndo desenvolvimento da SDRA nos animais tratados com este medicamento.
De maneira semelhante, foi observado efeito protetor da dexametasona em outros

modelos de SDRA como em modelo induzido por LPS onde a dexametasona (10
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mg/Kg) reduziu o niumero de neutrofilos, linfocitos TCD3 e TCD4, TNF e IL-6 (AL-
HARBI et al., 2016). Entretanto, nossos resultados ndo demonstraram diminuicao de
neutrofilos e de mondcitos, pelo menos observado pela expressao génica de Ncf2 e
CD68, respectivamente. Porém, a dexametasona contribui para a resolugcdo da
inflamacdo, uma vez que aumenta a capacidade fagocitica e elimina neutréfilos
apoptoticos (MADERNA et al., 2005).

Em relacdo ao acumulo de Plasmodium berghei ANKA nos pulmdes,
observou-se que o tratamento com dexametasona aumentou 6,8 vezes a expressao
génica do parasita em animais tratados em relacéo ao controle ndo tratado, no 7° dia
apos a infeccdo. Portanto, hipotetizamos que o aumento da expressdo génica P.
berghei nos animais tratados, poderia estar relacionado com os parasitas ja
fagocitados, uma vez que esta droga aumenta a fagocitose. Além disso, observamos
uma grande quantidade de hemozoina no interior de células inflamatérias nos
animais tratados, o que corrobora com a nossa hipotese sobre o aumento dos niveis
de fagocitose induzidos pelo tratamento. Desta forma, estes eritrécitos parasitados,
ndo estando aderidos ao endotélio vascular, ndo incitam o desenvolvimento da
sindrome.

Uma outra hipétese, para explicar o aumento da expressdo de PbA em
animais tratados com dexametasona, é baseada em estudos que indicam que os
glicocorticéides exibem um efeito vasodilatador (BOBADILLA et al.,, 1999;
MAGGIORINI, 2010; MAIRBAURL; BALOGLU, 2015). A dexametasona aumenta a
expressdo de eNOS e previne a vasoconstricdo renal induzida por ciclosporina em
ratos (BOBADILLA et al., 1999), ainda, pode aumentar a disponibilidade de 6xido
nitrico na circulagdo pulmonar levando a diminuicdo do ténus vascular pulmonar.
(MAGGIORINI, 2010; MAIRBAURL; BALOGLU, 2015).

Dessa maneira, acreditamos que a maior expressdo génica de Plasmodium
berghei ANKA em animais tratados com dexametasona deva-se a diminuigdo do
tbnus da vasculatura pulmonar, e isto dificultaria a perfusdo realizada com PBS
acarretanto assim em um acumulo de eritrécitos parasitados nos pulmoes.

Quanto ao aumento da permeabilidade vascular, nossos resultados
reafirmaram a sua importancia na SDRA (ORTOLAN et al., 2014). Em um modelo
murino de lesdo pulmonar aguda por ventilagdo mecéanica, o tratamento com
dexametasona (20 pg por camundongo) reduziu os niveis de VEGF em homogenato

de pulmédo e inibiu a resposta inflamatéria (KC, MIP-2, MCP-1, IL-1B, IL-6 e
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neutrofilos), entretanto, diferente dos nossos achados, nesse modelo ndo foi
observado melhora na permeabilidade vascular pulmonar (HEGEMAN et al., 2013).
NOs observamos que o VEGF € produzido pelas células endoteliais pulmonares,
apesar do baco ser a principal fonte de VEGF (EPIPHANIO et al., 2010). Este fator
de crescimento é crucial no aumento da permeabilidade vascular e desenvolvimento
da SDRA no nosso modelo experimental (EPIPHANIO et al., 2010), uma vez que o
VEGF tem um efeito sobre a permeabilidade vascular 50.000 vezes maior que a
histamina (ZEBROWSKI et al., 1999).

A hipoxia induz a producédo de VEGF, o extravasamento vascular e formacao
de edema. Sabe-se que a inibicdo da atividade do VEGF por um anticorpo
neutralizante pode bloquear o aumento da permeabilidade vascular induzida por
hipoxia (SCHOCH; FISCHER; MARTI, 2002). As adaptacdes celulares a hipoxia
dependem do fator de transcricdo HIF, que se encontra inativo em condicfes
normais de oxigénio, mas que € ativado em situacdes de hipdéxia (ELTZSCHIG;
CARMELIET, 2011). HIF pode também ser ativado sob condigbes normais de
oxigénio, 0 que permite o inicio de uma resposta inflamatoria antes do tecido tornar-
se hipoxémico. (ELTZSCHIG; CARMELIET, 2011).

No nosso modelo experimental ja foi demostrado que o VEGF tem papel
fundamental na patogénese da SDRA, onde verificou-se que a principal fonte
produtora de VEGF é o0 baco e animais esplenectomizados estdo protegidos do
desenvolvimento da sindrome (EPIPHANIO et al., 2010). Ainda, o VEGF é capaz de
induzir as moléculas de adesédo: ICAM-1, VCAM-1 e E-selectina em células
endoteliais (HUVEC) durante a inflamacéao (KIM et al., 2001).

Para estudar de maneira mais isolada os mecanismos da adesao eritrocitaria
e da inflamagcdo em modelo de SDRA, utilizamos culturas primarias de células
endoteliais pulmonares de camundongos DBA/2.

Inicialmente, para nos certificarmos se as células isoladas dos pulmdes dos
camundongos eram realmente células endoteliais, foram realizadas marcagdes com
Ulex europaeus agglutinin 1 (UEA 1). O Ulex europaeus agglutinin | (UEA 1), uma
lectina obtida do Ulex europaeus, é descrita por ter afinidade especifica para células
endoteliais humanas em tecidos normais e em tecidos tumorais de origem vascular
(MIETTINEN et al., 1983). Para testar a especificidade do UEA | foram realizados
ensaios com outros tipos celulares, como fibroblastos (cedida pelo laboratério da

Profa. Dra. Sylvia Stuchi) e com linhagem de citotrofoblastos de camundongos
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(HTR9). Estes ensaios mostraram marcacdes positivas (dados ndo mostrados),
indicando que este composto ndo € altamente especifico para células endoteliais.
Para a verificacdo da pureza das nossas culturas, fizemos um painel de marcadores
especificos para células endoteliais, valendo-se de anticoprpos proprios para a
deteccdo de VWF, CD31, CD62e, ACE, eNOS e VE-caderina, confirmando assim a
especificidade celular. No presente trabalho, n6s observamos que as CEPP-DBA/2
produzem VEGF, independente do estimulo e, que essa producdo € tempo-
dependente. Sabendo que as células endoteliais primarias, frente aos estimulos
utilizados, permanecem viaveis (andlise do metabolismo mitocondrial e marcacéo
por 7AAD) e ativas (liberando VEGF e fatores inflamatérios), utilizamos esse modelo
ex Vivo para avaliar como as células endoteliais poderiam auxiliar na patogénese, na
resposta inflamatéria e nas les6es pulmonares.

Nés analisamos a producéo de fatores inflamatérios produzidos pelas células
endoteliais. Sabe-se que GM-CSF, IL-1pB, IL-6 e as quimicionas MCP-1, RANTES e
KC, MIP-1a e seus receptores, CCR1 (RANTES e MIP-1a), CCR3 (MIP-1a), e CCR2
(MCP-1, 3, e 5) j& foram implicados no desenvolvimento da SDRA (DENG;
STANDIFORD, 2011).

O GM-CSF foi identificado inicialmente como estimulador do crescimento de
granulécitos e macréfagos de progenitores hematopoiéticos. Porém, a purificacdo de
GM-CSF e producao de proteina recombinante permitiu amplos estudos in vitro e in
vivo que demonstraram outras atividades biolégicas para GM-CSF, como fator de
crescimento que afeta predominantemente as células da linhagem fagocitica, mas
também estimula a producdo de eosinofilos, eritrocitos, megacariécitos e células
dendriticas (TRAPNELL; WHITSETT, 2002). Além disso, o GM-CSF participa da
homeostase do surfactante, da defesa pulmonar (TRAPNELL; WHITSETT, 2002), e
também pode induzir fracamente a expressao de estruturas de adesdo, em particular
ICAM-1 (MANTOVANI; BUSSOLINO; DEJANA, 1992).

Nossos resultados mostraram que fator estimulante de colbnias de
granuldcitos e macrofagos (GM-CSF) esta aumentado em células estimuladas com
extrato do parasita, VEGF, IFN-y e TNF em relacdo as células ndo estimuladas.
Possivelmente, as células endoteliais pulmonares, via produg¢do de GM-CSF, por um
lado tentam proteger o parequima pulmonar mantendo a produgéo de surfactante,
mas por outo lado contribuem para a expressao de ICAM-1 neste endotélio. A familia

da interleucina (IL)-1 € intimamente ligado a resposta imune inata. Esta ligacao
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tornou-se evidente apds a descoberta do dominio citoplasmatico da IL-1, o receptor
tipo I, que é altamente homoélogo aos dominios citoplasmaticos de todos Receptores
tipo Toll (TLRs). Assim, respostas fundamentais como a inducéo de ciclooxigenase
tipo 2, aumento da expressdo de moléculas de adesdo ou sintese de Oxido nitrico
sao respostas de ambos os ligantes IL-1 e TLR. IL-1 é a citocina mais estudada da
familia IL-1 devido ao seu papel na mediacdo de doencas autoinflamatoria
(TRAPNELL; WHITSETT, 2002).

Entretanto, em realcdo a IL-1B somente foram detectadas baixas
concentracfes nos sobrenadantes das CEPP-DBA/2 nos diferentes estimulos
utilizados e ndo foram tempo-dependente. Como as células endoteliais sdo capazes
de produzir IL-13 (KINNUNEN et al., 2017; PAN et al., 2017), acreditamos que nos
ensaios realizados nédo houve ativacdo do inflamassoma pelos componentes do
parasita e consequentemente a pro-IL1b ndo foi clivada para sua forma ativa.

A IL-6 é uma citocina, descrita como fator estimulante de linfocito. Ela
influencia respostas imune antigeno-especificas, sendo fundamental em infec¢ées,
cancer e inflamagcdo, que leva a progressdo da doenca ou sustenta reacoes
imunoldgicas. A deficiéncia de IL-6 deixa a imunidade inata e adaptativa prejudicada
frente a infeccdo viral, parasitaria e bacteriana (HUNTER; JONES, 2015; ROSE-
JOHN, 2012).

Os niveis de IL-6 circulantes estdo aumentados em pacientes com malaria
causada por P. falciparum e P. vivax, e esta normalmente associado a ativacao
policlonal de células B. Também ja foi observado que apds o tratamento anti-
malarico, os niveis de IL-6 diminuem e estdo associados com a diminuicdo da
hiperpirexia e parasitemia (WUNDERLICH et al., 2012). NO6s observamos que a
concentracdo de IL-6 estava aumentada em todos os estimulos utilizados, entretanto
0 tempo em que a producao dessa citocina foi maior variou de acordo com cada
estimulo (VEGF e extrato 6 e 12 horas, IFN-y 3 e 6 horas e TNF 12 horas). A
concentracéo de IL-6 foi estatisticamente maior em células estimuladas por 12 horas
com TNF. Embora ndo tenha sido observado diferencas estatisticas nos demais
tempos, pbde-se observar um perfil tempo-dependente. Nossos resultados
comprovam mais uma vez, em outro modelo experimental, a importancia desta
citocina e seu efeito sinérgico com demais fatores inflamatérios ou do parasita.

A quimiocina KC (keratinocyte- derived chemokine), homoéloga as quimiocinas

CXCL1 humanas, GROa e MGSA, é tida como a citocina mais relevante no



134

recrutamento de neutrofilos para os pulmbes de camundongos e no lavado
broncoalveolar (CXCL1) de pacientes com SDRA (GOODMAN et al., 2003;
GROMMES; SOEHNLEIN, 2011; KONRAD; REUTERSHAN, 2012) (DENG;
STANDIFORD, 2011). NOs observamos que estimulos do parasita (EP-PbA e
extrato) aumentaram a producao de KC e, em especial, 0 extrato que apresentou um
pico com cerca de 800 mg/ml em 24 horas de estimulo. Anteriormente, nos
haviamos demonstrado que o aumento sistémico dessa citocina tem implicacdes
bastante relevantes na patogénese da SDRA e que os neutrofilos tem um papel
fundamental no desenvolvimento da sindrome (SERCUNDES et al., 2016). Agora,
nos mostrando que as proprias células endoteliais produzem KC e, portanto, tem a
capacidade de recrutar neutrofilos frente a antigenos parasitarios, como dos
plasmaodios.

A liberacdo de KC também foi evidente, apesar de oscilar de acordo com o0s
tempos de estimulo, em células estimuladas com IFN-y e TNF, mas apresentou um
pico com 6 horas de estimulo com TNF e LPS. Nesse mesmo tempo, pdde-se
observar um aumento em células estimuladas com EP-PbA e extrato, sugerindo que
estimulos provenientes do Plasmodium berghei ANK pode contribuir para a liberacao
de KC e esse aumento pode ser exacerbado com fatores inflamatérios.

A proteina quimioatrativa de mondcios (MCP) -1 € um membro da subfamilia
de quimiocinas CC. O MCP-1 exerce seus efeitos através da ligacdo aos receptores
acoplados a proteina G na superficie de leucocitos direcionados para ativagédo e
migracdo. O papel do MCP-1 e do seu receptor CCR2 no recrutamento de mondcitos
durante a infeccdo ou sob outras condicdes inflamatérias € bem conhecido (YADAV;
SAINI; ARORA, 2010), inclusive em distarbios inflamatérios do pulm&o como asma
alérgica, fibrose pulmonar idiopatica e a sindrome de bronquiolite obliterante (ROSE;
SUNG,; FU, 2003).

Nossos resultados monstraram que MCP-1 também teve a concentracao
aumentada com estimulos do parasita (EP-PbA e extrato), sendo que com extrato
houve um perfil tempo-dependente, assim como o estimulo de IFN-y. TNF e LPS
induziram um pico de concentragdo de MCP-1 em 6 horas. J& no estimulo com IFN-
v, observou-se um perfil tempo-dependente. Assim, podemos inferir que tanto fatores
do parasita quanto fatores inflamatorios podem contribuir para a liberagcdo de MCP-1.

Estes resultados sugerem que as céluas endoteliais iniciam a preparacdo para a
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migracao e ativacdo de mondcitos quando os neutréfilos comecam a ser substituidos
por estas ceélulas.

RANTES (ou CCL5) € uma quimiocina inflamatéria que recruta uma vasta
variedade de leucdcitos, incluindo mondcitos, granuldcitos, células T, mastécitos e
células dendriticas, através das interacées com os receptores de quimicionas CCR1,
CCR3 e CCR5 (@YNEBRATEN et al., 2015).

Na produgdo da quimiocina RANTES também observou-se um perfil tempo-
dependente em extrato e TNF, mostrando a possivel participacdo deste quimiocina
no recurtamente de células inflamatorias. Entretanto, houve um aumento mais
discreto em células estimuladas com EP-PbA, VEGF e IFN-y, sugerindo um pouco
sinergismos entre estes fatores e a liberacdo desta citocina.

Em células estimuladas com LPS pb6de-se observar um aumento na
concentracéo de todas as citocinas analisadas, com excecéao de IL-103, em diferentes
tempos de estimulo, reforcando a ideia de exacerbacdo do processo inflamatério em
co-infecgcbes durante o desenvolvimento de SDRA-AM (HAQUE et al., 2004;
HARTGERS; YAZDANBAKHSH, 2006).

Porém, houve um aumento de IL-6, KC, MCP-1 em células estimuladas com
EnP em 12 e/ou 24 horas de estimulo, 0 que ndo era esperado, acreditamos que
esse aumento possa ser decorrente a alguma contaminacéo artefatual dos pocos da
cultura, apesar de ndo descartar a possibilidade de antigenos bacterianos presentes
no sangue coletado dos animais ndo infectados, que poderia ter permanecido
apesar das centrifugacoes e lavagens.

Nosso estudo corrobora e fornece novas evidéncias tanto in vivo quanto in
vitro, ndo somente que EP-PbA séo capazes de aderir as células endoteliais, mas
também a importancia de citocinas inflamatérias, como TNF, favorecendo esta
adesdo. Através de ensaios de adeséo estéatico e em fluxo de EP-PbA em CEPP-
DBA/2 observamos que ha uma maior adesdo de EP-PbA em células estimuladas
com TNF.

Demonstramos também que o TNF, IFN-y podem aumentar a expressao
génica de ICAM-1 (além do LPS utilizado como controle positivo) em células
endoteliais pulmonares primarias de DBA/2. A molécula de adesao, ICAM-1 tem um
papel importante na resposta imune inata e adaptativa, pois esta envolvida na
adesdo de neutréfilos em células endoteliais, preparando-os para as migracdes
transendotelial e, posteriormente, para os locais da inflamag¢do (LAWSON; WOLF,
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2009). O ICAM-1 também interage com antigenos apresentados pelas células
apresentadoras de antigenos (APCs) e com células T (LAWSON; WOLF, 2009).
Além disso, a interacdo entre eritrocitos parasitados e moléculas de adesdo, tais
como ICAM-1, CD36 e CSA, foi associada a patogénese e as formas graves das
infeccbes causadas por P. falciparum (AIRD; MOSNIER; FAIRHURST, 2014).
Nessas infeccdes, ocorrem modificacbes na superficie do eritrocito, tornando-o
rigido e inflexivel devido & exportacao de proteinas especificas para a membrana do
eritrocito, o que dificulta a circulacdo através da microvasculatura e favorece a
adesao dos eritrocitos parasitados as células endoteliais. Esta adesdo é mediada
pela proteina do parasita PfEMP-1, que interage com uma série de receptores de
superficie como ICAM-1, PECAM-1, CD36. Esta interacdo ja foi relacionada com a
patogénese, especialmente da malaria cerebral (MC) (HUGHES; BIAGINI; CRAIG,
2010; RENIA et al., 2012; SHERMAN; EDA; WINOGRAD, 2003).

Porém, El-Assad e colaboradores demonstraram que o bloqueio de ICAM-1
ndo reduziu a adesdo EP-PbA aderidos em células endoteliais primérias de pulmdes
de camundongos CBA/Ca, mas verificaram que bloqueio de VCAM-1 levou a uma
reducdo de 65 % desta adesdo (EL-ASSAAD et al., 2013). Nossos resultados
também apontam para o envolvimento do VCAM na adesédo de EP-PbA em CEPP-
DBA/2, uma vez que observamos um aumento na expressdo génica de VCAM-1,
especialmente em células tratadas com TNF e IFN-y. Em relacdo ao CD36, receptor
scarvenger, ja foi demostrado que o mesmo é importante para a adesdo de
eritrécitos parasitados no desenvolvimento de complicacdes pulmonares na malaria
(FRANKE-FAYARD et al., 2005, 2010), uma vez que camundongos CD367 n&o
apresentam sequestro de parasita nos pulmdes e no tecido adiposo, mas continuam
a desenvolver MC (FRANKE-FAYARD et al., 2005; LOVEGROVE et al., 2008). No
entanto, até 0 momento, ndo encontramos fortes evidéncias que corroborem com a
importancia do CD36 na adesao de EP-PbA no nosso modelo de SDRA associado a
malaria. A expressao génica de CD36 em CEPP-DBA/2 apresentou em niveis muito
semelhantes a de células NE e, em estudos prévios a expressdo de CD36 em
pulmdes de animais SDRA foram muito proximos de animais néo infectados ou de
camundongos que desenvolveram HP (ORTOLAN, 2013). Porém, foi observado
marcacao mais evidente de CD36 nos pulmdes (por imunoistoquimica) em animais

infectados em relacdo aos ndo infectados. Entretanto, 0s animais que
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desenvolveram HP apresentaram maior expressao do CD36 que 0s animais SDRA,
0 que, mais uma vez, nao confirma os achados descritos da literatura.

Interessantemente, nds evidenciamos que o tratamento com TNF (24 e 48
horas), o qual promove a citoadesdo, também aumenta a expressdo génica de
EPCR (endothelial protein C receptor). Um estudo recente de Turner e
colaboradores mostraram que a variante da PfFEMP1 DC8 e DC13 se liga ao EPCR e
que esta adesdo estd associada a malaria grave. A ligacdo foi observada na
microvasculatura de diversos tecidos, incluindo o cérebro e os pulmdes (AIRD,;
MOSNIER; FAIRHURST, 2014; TURNER et al., 2013).

EPCR tem uma funcdo importante na via anticoagulante da proteina C.
Quando a APC (proteina C ativada) se liga ao EPCR medeia diversas atividades
biolégicas incluindo efeitos anti-inflamatdrias, anti-apoptéticas, aumenta a protecao
da barreira endotelial e induz proliferacdo celular. Ainda, o EPCR pode ser
destacado da superficie da célula pela enzima ADAM17/ TACE, tornando-se soluvel
SEPCR (QU et al., 2007).

Em outro estudo recente, demostrou-se que ha uma relagcédo entre a biomassa
do parasita (determinada pela carga parasitaria indicada pelos niveis séricos de
histidina rico em proteina 2) e a hospitalizacdo e a severidade da doenca e, ainda,
gue os receptores como o EPCR aderem ao PfEMP1 e que esta ligacdo pode
contribuir para a viruléncia do parasita (BERNABEU et al., 2016). Sabe-se que a
Proteina C ativada (APC, do inglés activated protein C) é importante na regulacdo da
coagulacéo, da inflamacado e da barreira endotelial. A ativacdo da APC é critica na
regulacdo negativa da coagulacdo sanguinea, inativa os co-fatores Vllla e Va,
responsaveis pela amplificacdo das rea¢fes de coagulacdo sanguinea que levam a
geracao de trombina (RAO; ESMON; PENDURTHI, 2014)

Ainda, a ligagdo de dominios de PfEMP1 do parasita com EPCR leva a
diferentes mecanismos patogénicos. Ademais, Bernabeu e colaboradores
verificaram que isolados de P. falciparum provenientes de pacientes com malaria
grave em populacédo adulta na india, apresentaram aumento de genes de viruléncia
(var genes) que codificam dominios de pfEMP1 que se ligam a EPCR (os dominios
DC8 e DC6). Os dominios de DC8 tém diferentes afinidades de ligacdo e o bloqueio
do ligante de APC, prejudica a ligacdo APC-EPCR e promove assim, a disfuncéo
vascular e o aumentado a permeabilidade vascular (BERNABEU et al., 2016). Esses

resultados sugerem que o EPCR, além de estar envolvido na citoadesao do EP-PbA,
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possa estar contribuir para o aumento da permeabilidade vascular no nosso modelo
experimental (ORTOLAN et al., 2014).

Verificamos ainda que as préprias células endoteliais sdo capazes de produzir
TNF quando estimuladas com eritrocitos parasitados com P. berghei ANKA,
contribuindo para o microambiente favoravel para a adeséo do EP-PbA, pois leva ao
aumento de moléculas de adeséao.

Os ensaios em transwell com macrofagos peritoneais estimulados com EP-
PbA mostrou claramente que EP-PbA sdo capazes de ativar os macréfagos
peritoneais, estimular a liberacdo de TNF e favorecer a citoadesdo em células
endoteliais, elucidando a importancia dos macréfagos nesse panorama.

Ja nos ensaios em transwell com neutréfilos coletados da medula 6ssea,
também foi observada maior adesdo de eritrécitos parasitados. Entretanto, ndo foi
observada a liberacdo de TNF, IL-6 ou IL-10, o que sugere que outros fatores
inflamatorios também podem estar envolvidos no aumento da expressdo de
moléculas de adeséo.

No modelo isolado com as CEPP, também observamos que células tratadas
com EP-PbA apresentam maior permeabilidade em realcdo a essas células tratadas
com dexametasona onde a permeabilidade é preservada. Além disso, observamos
através da marcacdo de filamentos de actina (Phalloidina), que a dexametasona
protege a abertura de jun¢des interendoteliais. A inducdo de injaria respiratéria por
sulfito de hidrogénio (H2S) diminui significativamente a expressao proteica de
claudina-5 em ratos e células HUVECS (células endoteliais da veia umbilical
humana) (GENG et al.,, 2017). As claudinas sédo proteinas que fazem parte das
juncdes de oclusdo e consistem em complexos de proteinas transmembrana que
medeiam a adesdo célula-célula (ZIHNI et al., 2016). Entretanto, quando Geng e
colaboradores trataram os animais e as células com dexametasona, essa expressao
da claudina aumentou (GENG et al., 2017). Esses resultados corroboram com o0s
nossos achados onde a dexametasona diminui a permeabilidade vascular in vivo e
in vitro, dessa maneira podemos hipotetizar que a expressao de claudina-5 esteja
diminuida em animais infectados que apresentam SDRA e aumentada em animais e
em CEPP-DBA/2 tratados com dexametasona. Porém, esta hipétese necessidade
ser comprovada em estudos subsequentes.

Nossos resultados, em conjunto, indicam que fatores inflamatorios,

especialmente o TNF, sdo essenciais para a aderéncia de EP e para a patogénese
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de SDRA. Com o intuito de observar os efeitos da reducéo da inflamacao, tratamos
os camundongos DBA/2 com dexametasona. Observamos que esses camundongos
ficaram protegidos da SDRA e tiveram uma regulagéo negativa na expressao génica
de EPCR, indicando que EPCR pode ser importante para a aderéncia EP-PbA e
para o progresso patolégico da doenca. Além disso, os camundongos tratados com
dexametasona sd0 menos suscetiveis ao aumento da permeabilidade vascular,
assim como as CEPP-DBA/2 estimuladas com EP-PbA e tratados com
dexametasona, que apresentaram menor permeabilidade comparado as células ndo
tratadas. Portanto, nossos resultados sugerem que a dexametasona protege 0s
animais da SDRA impedindo a abertura dos espacos entre as juncbes
interendoteliais das CEPP, tanto de jun¢cées comunicantes (via TNF e contracao do
citoesqueleto) quanto de juncbes oclusivas (via diminuicdo de claudina) e,
consequentemente, reduzindo permeabilidade vascular pulmonar nos animais.

Em conclusédo, podemos inferir que a adesao de eritrocitos parasitados nas
células endoteliais pulmonares é importante para o desenvolvimento da SDRA-AM,
que os fatores inflamatérios sdo essenciais para desencadear a expressdo de
moléculas de adesao, ativacao das células endoteliais e aumento da permeabilidade
vascular pulmonar. Ademais, ressaltamos que estes mecanismos acima descritos
podem ser alvos importantes no tratamento da SDRA-AM. O tratamento desta
enfermidade com glicocorticodeis em associacdo ao controle parasitario com anti-
malarico pode ser considerada para uma terapéutica eficiente, com a diminuicao da

morbidade e mortalidade de pacientes com SDRA-AM.
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7 CONCLUSOES

e Camundongos DBA/2 infectados com P. berghei ANKA que desenvolvem
SDRA vao a oObito entre o 7° e 12° dpi e apresentam aumento da pausa
respiratéria e diminuicdo da frequéncia respiratoria;

e Camundongos DBA/2 infectados com P. berghei ANKA que desenvolvem
SDRA apresentam maior acumulo de eritrécitos parasitados nos pulmdes em
em relagdo aos animais que desenvolvem HP, sugerindo fortemente que este
acumulo esta envolvido na patogénese desta sindrome;

e Animais que desenvolvem SDRA apresentam maior marcac¢ao de ICAM-1 nos
pulmdes em relacdo a animais HP no 7° dpi;

e Apesar da dexametasona n&do diminuir a mortalidade dos camundongos
DBA/2 infectados com P. berghei ANKA, este farmaco diminui a inflamacéo e
protege do desenvolvimento da SDRA;

e Dexametasona também é capaz de diminuir o aumento da permeabilidade
vascular pulmonar em animais tratados, bem como em células endoteliais
pulmonares primarias de camundongos DBA/ (CEPP-DBA/2) estimuladas;

e Eritrécitos parasitados com Plasmodium berghei ANKA (EP-PbA) sao
capazes de aderir nas CEPP-DBA/2 ex vivo e a adesdo € maior na presenga
de citocinas pro-inflamatérios como IFN-y e TNF;

e TNF é capaz de aumentar a expressdo génica de ICAM-1, VCAM e EPCR,
atuando como um importante indutor inflamatério na patogénese da SDRA;

e EP-PbA ndo aumentam diretamente a expressdo de moléculas de adesao,
mas estimulam a producéo de TNF;

e IFN-y é capaz de aumentar a expressao génica de ICAM-1 contribuindo para
a citoadesao de EP-PbA;

e Dexametasona protege as células endoteliais do aumento da permeabilidade

atraves da diminuicao da abertura de juncdes interentdoteliais.
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