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RESUMO

QUIRINO, T.C. Estudo da permeabilidade vascular pulmonar e das juncdes
interendoteliais na malaria experimental. 2018. 127 f. Dissertacdo (Mestrado em
Farmécia, area de Fisiopatologia e Toxicologia) — Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, Sao Paulo, 2018.

Infecgbes por Plasmodium spp. podem acarretar em complicagbes pulmonares
(1 a 40% dos casos), que podem resultar no desenvolvimento da sindrome do
desconforto respiratorio agudo (SDRA). Esta sindrome é caracterizada por inflamacéo
aguda, lesdo do endotélio alveolar e do parénquima pulmonar, disfuncdo e aumento
da permeabilidade da barreira alvéolo-capilar pulmonar e, consequente, formacao de
efusdo pleural. Neste sentido, os mecanismos de regulacédo da permeabilidade das
células endoteliais e as jun¢des interendoteliais tém papel critico na manutencédo do
endotélio pulmonar. O objetivo do estudo foi determinar precocemente o
desenvolvimento da SDRA associada a maléaria por tomografia computadorizada por
emissao de foton Unico (SPECT/CT), além de identificar alteracfes nas juncdes
interendoteliais das células endoteliais pulmonares priméarias de camundongos DBA/2
(CEPP-DBA/2), apds contato com os eritrocitos parasitados de Plasmodium berghei
ANKA (EP-PbA). Os nossos resultados demonstraram que € possivel identificar
alteracdes na aeracédo pulmonar no 5° e 7° dia ap0s a infec¢éo e, consequentemente,
diferenciar os animais que desenvolveriam SDRA daqueles que evoluiriam para
hiperparasitemia (HP). Além disso, observamos em CEPP-DBA/2 que o contato direto
com EP-PbA aumenta da abertura das juncdes interendoteliais e da permeabilidade
vascular. Assim, avaliamos a diminuicdo da expressao das proteinas das juncdes
interendoteliais que contribuem para o aumento da permeabilidade vascular, por
imunofluorescéncia e Western Blot. Apesar da SDRA ter sido identificada ha mais de
50 anos, ainda ndo se conhece formas de diagndstico precoce e 0s mecanimos
efetivos de desenvolvimento desta enfermidade, que permitam um tratamento efetivo
e que evite a morte do paciente. Portanto, sugere-se que a técnica de SPECT/CT seja
uma importante ferramenta de diagndstico para identificacdo precoce de SDRA
associado a malaria.

Palavras Chave: Maléria. Puimédo. Edema. SDRA. Tomografia. Juncao celular.



ABSTRACT

QUIRINO, T.C. Study of pulmonary vascular permeability and interendothelial
junctions in experimental malaria. 2018. 127 f. Dissertation (Master's Degree in
Pharmacy, Physiopathology and Toxicology) - Faculty of Pharmaceutical Sciences,
University of Sdo Paulo, S&o Paulo, 2018.

Infections by Plasmodium spp. can lead to pulmonary complications (1 to 40%
of the cases), that can result in the development of acute respiratory distress syndrome
(ARDS). This syndrome is characterized by the acute inflammation, injury of the
alveolar endothelium and pulmonary parenchyma, dysfunction and increased
permeability of the pulmonary alveolar-capillary barrier and, consequently, formation
of pleural effusion. In this aspect, mechanisms of regulation of endothelial cell
permeability and interendothelial junctions play a critical role in the maintenance of the
pulmonary endothelium. The present study aimed to determine the early development
of single-photon emission computed tomography (SPECT/CT) associated malaria
ARDS in addition to identifying changes in the interendothelial junctions of the primary
pulmonary endothelial cells of DBA/2 mice (CEPP-DBA/2) after contact with
erythrocytes infected with Plasmodium berghei ANKA (EP-PbA). Our results
demonstrated that is possible to identify changes in lung aeration on the 5th and 7th
day after infection and, consequently, differentiate the animals that should develop
ARDS from those that would evolve to hyperparasitemia (HP). In addition, we observed
in CEPP-DBA/2 that direct contact with EP-PbA increases the opening of the
interendothelial junctions and vascular permeability. Thus, we evaluated that decrease
the expression of interendothelial junction proteins contribute to the increase of
vascular permeability, by immunofluorescence and Western Blot. Although ARDS was
identified more than 50 years ago, it is not yet known what forms of early diagnosis,
and the effective mechanisms of development of this disease, that allow an effective
treatment and that prevent the death of the patient. Therefore, it is suggested that the
SPECT/CT technique is a valuable tool to promote the early identification of ARDS

associated with malaria.

Keywords: Malaria. Lung. Edema. ARDS. Tomography. Cell junction.
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1 INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia da malaria

A malaria € uma doenca infecciosa parasitaria, causada pelo protozoario do
género Plasmodium (VAN DOOREN et al., 2005; COX, 2010), de grande impacto na
saude publica e na economia mundial (ASHLEY; PYAE PHYO; WOODROW, 2018) .
A transmissdo ocorre através de picadas de mosquitos, especialmente do género
Anopheles (MIOTO; GALHARDI; AMARANTE, 2012). Existem mais de 400 espécies
diferentes de mosquitos e 30 destes sdo vetores importantes da malaria (FORATTINI,
1995). As espécies de Plasmodium gue infectam os seres humanos séo P. falciparum,
P. vivax, P. malariae, P. ovale e P. knowlesi, P. simium, P. cynomolgl (CALDERARO
et al., 2013; BRASIL et al., 2017).

Em 2016, mais de 90 paises notificaram a transmissdo da maléaria, a
prevaléncia é de 216 milh6es de casos e 445 mil mortes/ano (MIOTO; GALHARDI;
AMARANTE, 2012; COWMAN et al., 2016; WHO, 2017) cerca de 3,2 bilhdes de
pessoas, correm o risco de serem infectadas pela doenca (HEMINGWAY et al., 2016).

Em 2018 no Brasil, nos meses de janeiro e fevereiro, houve um aumento de
56% nos casos autoctones de maldaria, quando comparado aos mesmos meses em
2017, sendo 36% pelo Plasmodium falciparum, (GARCIA, 2018). As infeccdes
causadas por P. falciparum séo responsaveis pelos casos mais graves e fatais, com
alta prevaléncia na regido subsaariana da Africa onde ocorre aproximadamente 90%
dos casos e 6bitos (KIRCHGATTER; DEL PORTILLO, 2005; MARCHIORI et al., 2013;
WHO, 2017).

Na América do Sul, a Argentina e o Paraguai encontram-se em fase de
eliminacao da maléaria, enquanto o Brasil, Coldmbia, Peru e Venezuela estdo em fase
de controle da transmissao (RECHT et al., 2017). Entretanto, no Brasil, as espécies
de Plasmodium mais prevalentes sao P. vivax, P. falciparum e P. malariae
(MONTEIRO; RIBEIRO; FERNANDES, 2013; RECHT et al., 2017). No Brasil, pais
onde a malaria é endémica (Fig.1), 99% dos casos concentram-se na Amaz6nia Legal
(Acre, Amapa, Amazonas, Para, Rondonia, Roraima, Tocantins, Mato Grosso e
Maranhdo) (MIOTO; GALHARDI; AMARANTE, 2012; MONTEIRO; RIBEIRO;
FERNANDES, 2013).
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Figura 1 - Distribui¢do dos casos de malaria no Brasil no ano de 2016. A regido norte do Brasil é area

endémica para transmissé@o da malaria. Fonte: (BRASIL, 2017).

A maléria no Brasil é mediada pelo Programa Nacional de Controle da Maléaria
(PNCM) vinculado ao Ministério da Satde (BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE, 2003),
cujo o objetivo de diminuir a gravidade e a mortalidade dos casos, promover medidas
preventivas para impedir o ciclo da doenca em areas endémicas e promover a
manutencdo da auséncia da doenca em areas nao endémicas (BRASIL, 2017). O
Ministério da Saude usa o PNCM para inspecionar e proporcionar uma politica
permanente para prevencao e controle da maléria, e ainda, conta com o apoio da rede
estruturada do Sistema Unico de Saude (SUS) para atender a todas as regifes do
pais (BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE, 2003). As redes publicas e privadas de
salude séo responsaveis pela notificacdo compulsoria dos casos de malaria no Brasil.
Na regido amazonica, todos 0s casos suspeitos devem ser notificados as autoridades
de saude, em até 7 dias, através do Sistema de Informacdo de Vigilancia
Epidemiolégica da Malaria (Sivep-Malaria). Ainda, é necessario a inclusdo de todos
0S exames que comprovem o estado de saude do paciente e o controle de cura
(RODRIGUES; NETO, 2011). Na regido extra-amazoOnica, a malaria que & uma
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doenca de notificacdo compulséria imediata, todo caso suspeito deve ser notificado
as autoridades de saude em até 24 horas. Além disso, a notificacdo deve ser
registrada também no Sistema de Informac&o de Agravos de Notificacdo (Sinan) e o
encerramento do registro da notificacdo deve ser completado no prazo maximo de 30
dias (SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2015; MOREIRA BRAZ et al.,
2016). Assim, como na regido amazonica é necessario registrar também todos os
exames de controle de cura. A identificacdo dos casos suspeitos pode ser por
deteccdo passiva, quando o paciente procurar a unidade de saude notificante para
atendimento, ou por deteccdo ativa, quando o profissional de saldde desloca-se aos
locais de residéncia, trabalho ou lazer dos individuos oferecendo atendimento
(MINISTERIO DA SAUDE BRASIL, 2017).

1.2Transmissédo da maléria

O ciclo de vida do Plasmodium é bastante complexo, e possui 2 fases: onde o
homem é o hospedeiro intermediario e 0 mosquito o hospedeiro definitivo. O ciclo de
vida do Plasmodium (Fig.2) no homem inicia-se quando uma fémea infectada do
mosquito do género Anopheles, ao realizar 0 seu repasto sanguineo introduz
esporozoitos infectantes na pele do hospedeiro (MIOTO; GALHARDI; AMARANTE,
2012; MARCHIORI et al., 2013). Na corrente sanguinea, 0s esporozoitos rapidamente
chegam ao figado e atravessam hepatécitos e células de kuppfer até se
estabelecerem em um hepatécito. No interior do hepatdcito, os esporozoitos se
dividem por esquizogonia, dando origem a milhares de merozoitos, abrigados em
vesiculas, denominadas merossomas (GOMES et al., 2011). Estas se rompem nha
corrente sanguinea e liberam os merozoitos, que invadirdo os eritrécitos do
hospedeiro. Dentro do eritrocito, o Plasmodium se desenvolve alimentando-se da
hemoglobina formando a hemozoina e sofre novamente esquizogonia, originando
milhares de parasitas, que promoveram o rompimento da célula e assim os merozoitos
serdo capaz de invadir novos eritrocitos (MILLER et al.,, 2002; PORTUGAL;
DRAKESMITH; MOTA, 2011). Ap6s algumas geracfes de merozoitos, alguns
parasitas nao iniciam o processo de divisdo celular e diferenciam-se em formas
sexuadas, 0os gametocitos (masculino e feminino) seguirdo o seu desenvolvimento
apenas ao serem ingeridos pelo inseto vetor, onde no intestino do mosquito Anopheles

ocorrera a reproducdo sexuada e a diferenciacdo para producdo dos esporozoitos.
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Estes migram para a glandula salivar, onde poderdo ent&o transmitir o parasita para
outras pessoas no momento do repasto sanguineo (VAN DOOREN et al., 2005).

Figura 2 - Ciclo de vida do Plasmodium ssp. O ciclo de vida do Plasmodium é complexo e inicia-se
quando fémea do mosquito Anopheles ao realizar o repasto sanguineo introduz os esporozoitos na
corrente sanguinea, migrando aos hepatdcitos onde ocorre um processo de esquizogonia, 0S
merozoitos na corrente sanguinea invadem as hemécias e ocorre um novo processo de esquizogonia.
Apés o rompimento das hemécias os merozoitos iniciaram um novo ciclo ou se diferenciaram em
gametaocitos, que seguirdo seu desenvolvimento ao serem ingeridos pelo mosquito, que entdo sera o
transmissor da doenca ao inocular os esporozoitos em um individuo saudavel. Fonte: (PORTUGAL;
DRAKESMITH; MOTA, 2011).

1.3 Diagnéstico Laboratorial da Maléaria

O padréo ouro no diagnéstico da maléaria é a detec¢do microscopica da espécie
do Plasmodium ssp pela técnica da gota espessa corados com Giemsa, que
apresenta baixo custo e é o mais acessivel em areas endémicas (POLLAK; HOURI-
YAFIN; SALPETER, 2017). Entretanto, a microscopia de luz apresenta limitagdes,
como a necessidade de treinamento especializado da equipe de saude para atuacao
como microscopista (PRESTEL et al., 2018).

Por isso, os testes rapidos contribuem para o diagnostico rapido, simples,
preciso e econdmico e ndo requerem eletricidade e equipamento especifico na
identificacdo da malaria (TANGPUKDEE et al., 2009; ESHEL et al., 2017). Existem

comercialmente diversos testes imunocromatograficos para identificacdo da malaria
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como por exemplo Malar-check™ especifico para o P. falciparum permitindo a
deteccdo da proteina 2 rica em histidina do inglés “histidine-rich protein 2” (HRP2).
Entretanto, sua limitacdo deve-se ao tempo prolongado da proteina circulante, apés a
cura do paciente, promovendo um resultado falso positivo (AVILA et al., 2002). Além
disso, estudos recentes indicam que algumas cepas de P. falciparum podem promover
a excluséo do gene (pfhrp2 and pfhrp3), resultando na auséncia da detec¢cdo da HRP2
circulante em pacientes infectados (WHO, 2017).

A identificacdo de infeccdes mistas pode ser realizada pelo BinaxNOW®
(DIMAIO ET AL., 2012) Optimal-IT™ e ICT™ (RUTH et al., 2007), que diferenciam as
espécies de Plasmodium pela deteccdo da enzima desidrogenase lactica, e ainda,
permite diferenciar a fase aguda e da convalescenca (SAUDE, 2005). A limitacéo é a
identificacdo entre 100 e 500 parasitas/uL na amostra sanguinea, enquanto, pelas
técnicas de biologia molecular como a reacdo em cadeia da polimerase do inglés
Polymerase Chain Reaction (PCR) é possivel identificar de 1-5 parasitas/uL de
sangue (POLLAK; HOURI-YAFIN; SALPETER, 2017).

A PCR tem como obijetivo quantificar a expresséo do gene 18s rRNA, que utiliza
um primer pan-Plasmodium, para caracterizacdo de diferentes espécies de
Plasmodium (LALREMRUATA et al.,, 2017). A biologia molecular é importante na
identificacdo da malaria submicroscépica, pois baixos valores de parasitemia podem
nao ser diagnosticados através da gota espessa, aumentando a incidéncia de
resultados falsos negativos no diagnostico e na recrusdecéncia da maléria (KATRAK
et al., 2018). Além disso, pode ser realizado a sorologia para quantificacdo dos
anticorpos especificos para os estagios sanguineos, e imunofluorescéncia que
apresenta alta sensibilidade e especificidade na deteccdo do Plasmodium sp
(TANGPUKDEE et al., 2009; PRESTEL et al., 2018).

1.4 Tratamento da malaria

O protocolo de administragdo com antimalaricos varia de acordo com a espécie
de Plasmodium (CRUZ et al., 2013). Os medicamentos antimalaricos podem ser
direcionados as diversas fases do ciclo do parasita. Novos farmacos estdo sendo
desenvolvidos contra esquizonticidas sanguineos (0Z439 e KAE609), ou bloqueio de

transmissdo com a destruicdo de gametocitos (artemisinina), ou ainda evitando a
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recrudescéncia de hipnozoitos em pacientes assintomaticos, tratados com primaquina
(tafenoquine) (HEMINGWAY et al., 2016).

Os pacientes de infectados por P. vivax séo tratados com dois principais
farmacos a cloroquina (CQ) e, um esquizonticida tecidual, como a primaquina (PQ),
para atuar sobre os seus hipnozoitas (MIOTO; GALHARDI; AMARANTE, 2012;
PAULA et al., 2016). O tempo de duragéao total do tratamento sdo 14 dias para CQ
associado com 7 dias para PQ (CRUZ et al., 2013). Entretanto, pacientes com
deficiéncia de G6PD (Glucose-6-phosphate dehydrogenase) podem desenvolver
anemia hemolitica aguda apos tratamento com PQ (HEMINGWAY et al., 2016;
DOMBROWSKI et al., 2017).

Para o tratamento de malaria por P. falciparum recomenda-se a associagéo de
quinina e tetraciclina, ou ainda, no caso de pacientes que nédo toleram ou apresentam
baixa resposta pela resisténcia do parasita, pode ser utilizado derivados de mefloquina
e 0 artesunato, durante a malaria grave (MIOTO; GALHARDI; AMARANTE, 2012;
VENTURE, 2013; WHO, 2017).

1.5 As principais complicacdes durante a maléria grave

As principais consequéncias da maléria grave sdo em decorréncia da
citoadesdao dos eritrécitos infectados pelo plasmodio ao endotélio da microvasculatura
dos diferentes tecidos (ASHLEY; PYAE PHYO; WOODROW, 2018) ou adeséo de
eritrécitos infectados a eritrécitos nédo infectados, fenbmeno amplamente conhecido
como "rosetas" causando obstrucdo de pequenos vasos, ativacdo e lesdo das células
endoteliais, fatores determinantes para a patogenicidade na malaria em muitos 6rgaos
(KIRCHGATTER; DEL PORTILLO, 2005; ALENCAR FILHO et al., 2014).

As complicacdes observadas na malaria sdo acidose metabolica, anemia
severa, hemorragia (GOMES et al., 2011), hipoxemia (RANIERI et al., 2012), maléaria
placentaria (SHARMA; SHUKLA, 2017), malaria cerebral (SINGH, 2018) e desordens
pulmonares (ROTTA et al., 2015). Esta ultima, cada vez mais observada em pacientes
ou animais infectados, pode ocasionar a sindrome do desconforto respiratério agudo
(SDRA) (ALENCAR FILHO et al., 2014; SERCUNDES et al., 2016).

Diversos receptores do hospedeiro e ligantes do parasita estdo envolvidos na

citoaderéncia ao endotélio e na formagéo de "rosetas"”, como por exemplo, a proteina
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de membrana do eritrocito 1 de P. falciparum (PfEMP1). Esta proteina é o principal
ligante adesivo dos eritrocitos infectados as células endoteliais que expressdo CD36,
ICAM-1, VCAM, CD31 e em células placentarias a condroitina sulfato A
(KIRCHGATTER; DEL PORTILLO, 2005; CIENCIAS; RICARDO; PEREIRA, 2008;
PASTERNAK; DZIKOWSKI, 2009; GOMES et al.,, 2011; LAVSTSEN et al., 2012;
DEROOST et al., 2016).

A recrudescéncia na malaria ocorre quando as formas sanguineas do parasita
nao sao completamente erradicadas apds o tratamento. Os principais motivos séo a
terapéutica deficiente, especialmente devido a ndo adesao do paciente ao tratamento,
a resisténcia do Plasmodium aos farmacos ou baixas doses terapéuticas (SIMOES et
al., 2014). Ocorre com maior frequéncia no P. vivax (WELLS; BURROWS; BAIRD,
2010) devido ao seu ciclo eritrocitario sé ocorrer em reticulécitos, as infeccbes
recorrentes sao devido a existéncia dos hipnozoitos, forma latente da fase hepatica
(PAULA et al., 20186).

Os sintomas da maléaria manifestam-se somente na fase eritrocitica, durante as
sequéncias de esquizogonia (GOMES et al., 2011; COWMAN et al., 2016). A febre e
a anemia sao sinais da malaria e nesta fase ocorre a formacgédo do pigmento malarico
(hemozoina), que é um produto do metabolismo da hemoglobina realizada pelo
parasita (OLIVIER et al., 2010). Apés a lise eritrocitica, substancias pirogénicas como
as citocinas inflamatérias (TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8) s&o liberadas pelos macréfagos
ativados pelo parasita que promovem o aumento da temperatura corporal pelo eixo
hipotadlamo-hipoéfise-adrenal (VOLTARELLI, 1994). As citocinas inflamatorias
promovem a quimiotaxia de neutréfilos e acimulo no pulmdo, sendo um dos
mecanismos da lesdo endotelial a formacdo de armadilhas extracelulares de
neutréfilos - NETs (do inglés: neutrophils extracelular traps) (SERCUNDES et al.,
2016). A fisiopatologia durante a SDRA associada a malaria é complexa e sao
necessarios mais estudos para melhor compreensdo (CANDIDO MOURA et al.,
2017).

1.6 Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo associada a Maléaria

A SDRA ¢é caracterizada por edema de origem ndo cardiogénica
(ALESSANDRI; PUGLIESE; RANIERI, 2018), inflamagé&o de inicio agudo e lesé&o do

endotélio alveolar e do parénquima pulmonar, promovendo assim o0 aumento da
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permeabilidade vascular (HOWELL; DAVIS, 2018), infiltrado pulmonar difuso e
bilateral, evidente na radiografia de térax (BALL et al., 2017), faléncia respiratoria
aguda, complacéncia pulmonar reduzida e hipoxemia grave. Todos estes fatores
estdo descritos nos critérios da definicdo de Berlin (RANIERI et al., 2012; VIANA,
2015; AMIN; AMANDA, 2017), onde a hipoxemia € classificada em leve quando a
relacdo entre pressao arterial de oxigénio e fracao inspirada de oxigénio (PaO2 /FiO2
de 201 a 300mmHg), moderada (PaO2 /FiO2 de 101 a 200mmHg) ou grave (PaO2
/FiO2 < 100mmHg) (AMATO et al., 2007; MARCHIORI et al., 2013; OCHIAI, 2015;
ROSA et al., 2015; FUNDA; CELULAR, 2016; HOWELL; DAVIS, 2018). Os critérios
da definicdo de Berlin (RANIERI et al., 2012) obtiveram algumas modificagdes como
a inclusdo da avaliacdo da presséo expiratoria final positiva do inglés “Positive End-
Expiratory Pressure” (PEEP) com valores minimos de 5cm H20 e da técnica de
tomografia computadorizada (CT), do inglés “computed tomography”, para
complementar os resultados da radiografia de térax (RIVIELLO; BUREGEYA,;
TWAGIRUMUGABE, ; AMIN; AMANDA, 2017)

Além disso, durante a SDRA observa-se disfuncdo e aumento da
permeabilidade da barreira alvéolo-capilar pulmonar (ROCH; GUERVILLY;
PAPAZIAN, 2011) (Fig.3), formando edema rico em proteinas dentro dos espacos
alveolares (GUIDELINES, 2018), onde ocorre a deposicdo de fibrina e debris
celulares, que formam a membrana hialina (FUDALA et al., 2010; VAN DEN STEEN
et al., 2013). Ainda, observa-se a reducao e a inativacdo do surfactante que ainda é
sintetizada, cuja funcéo € diminuir a tenséo superficial alveolar dando estabilidade, de
modo que € necessario menor quantidade de pressao para manter os alvéolos abertos
(ROTTA et al., 2015). A deficiéncia de surfactante favorece o colapso alveolar que,
associado ao edema, determina importante prejuizo nas trocas gasosas € na
mecanica pulmonar (VIANA, 2015; ASHLEY; PYAE PHYO; WOODROW, 2018).
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Figura 3 - Representagdo de alvéolo pulmonar durante a sindrome do desconforto respiratorio agudo.
A lesdo endotelial acarreta no aumento da permeabilidade vascular e influxo de eritrécitos no interior
do alvéolo, produzindo a hemorragia, além disso, a resposta inflamatéria exacerbada com fagécitos
(neutrdéfilos). O influxo de edema rico em proteinas promove a inativacdo do surfactante, que a

producédo pelos pneumdcitos do tipo 2 j& é insuficiente. Fonte: (FUDALA et al., 2010).

A diminuicdo da capacidade de trocas gasosas e o aumento de mediadores
inflamatoérios nos pulmbes é um fator que resulta em insuficiéncia respiratéria em
pacientes criticos, podendo leva-los ao 6bito (COX-SINGH et al., 2010; HAYDOURA
et al., 2011).

A identificacdo da SDRA foi realizada ha 51 anos, entretanto, a fisiopatologia
que conduz a SDRA associada a malaria ainda ndo estdo completamente
esclarecidos (MOHAN; SHARMA; BOLLINENI, 2008; GUIDELINES, 2018). A
mortalidade de pacientes permanece elevada nas unidades de terapia intensiva em
média 40% (OCHIAI, 2015; SUMMERS et al., 2016), mesmo ap0s o tratamento
antimalarico (VAL et al., 2017) e, ainda ndo se conhece formas de diagnostico precoce
gue permitam um tratamento efetivo e que evite a morte do paciente (ANSTEY et al.,
2002; MOHAN; SHARMA; BOLLINENI, 2008).
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1.7 Uso de metddos de diagnostico por imagem na Sindrome do
Desconforto Respiratério Agudo

A evolucéo das técnicas de imagem foram fundamentais para a realizacdo do
diagnéstico da SDRA (ZOMPATORI; CICCARESE; FASANO, 2014; VERGANI et al.,
2017). Atualmente, € possivel além da avaliacdo anatémica, a mensuragao da funcéo
pulmonar permitindo a aquisi¢do de imagens dinamicas em trés dimensodes (SIMON,
2005).

O Raio-x de térax (RXT) € a metodologia mais utilizada devido ao baixo custo,
e acessibilidade em areas endémicas de malaria (SALERI et al., 2006), entretanto,
esta técnica apresenta baixa sensibilidade na deteccdo da efusao pleural (<47%) e
consolidacéo alveolar (<75%) (CHIUMELLO et al., 2013). Além disso, a auséncia de
alteracdes radiograficas em pacientes sintomaticos e as limitacbes inerentes a
técnica, especialmente em aparelhos portateis (RODRIGUES; GUERRA; ALVES,
2010; SHEARD; RAO; DEVARAJ, 2012). O RX apesar da baixa sensibilidade e
especificidade durante a fase aguda da SDRA, é eficiente na fase mais tardia (8-14
dias), onde é possivel observar o infiltrado bilateral difuso e a opacificacdo (SHEARD;
RAO; DEVARAJ, 2012; BALL et al., 2017).

A investigagdo por imagem dos pulmdes mudou completamente durante a
dltima década, com a evolugdo das técnicas de imagem pela tomografia
computadorizada de alta resolucéo (TCAR) (OBADINA; TORREALBA; KANNE, 2013),
tomografia de impedancia elétrica (FRERICHS et al., 2010) tomografia
computadorizada por emissao de féton unico do inglés “Single Photon Emission
Computed Tomography” (SPECT) (KHALIL et al., 2011), tomografia por emissao
pésitrons do inglés “Positron Emission Tomography” (PET) (JACENE; COHADE;
WAMHL, 2004) ultrassonografia (BELLO; BLANCO, 2018) e ressonancia magnética
(KOBAYASHI et al., 2015). Estas técnicas de imagem possibilitam exames com
menor duracao de tempo, cortes mais finos e uma resolugédo mais alta, sem perda da
gualidade de imagem (MARKSTALLER et al., 2001; OVAS et al., 2001; BELLANI;
MAURI; PESENTI, 2012).

Os custos dos exames de imagens variam de acordo com a metodologia
empregada sendo que os ensaios de medicina nuclear sdo os mais caros devido a
utilizacdo de moléculas radioativas e estrutura fisica necessaria do setor radiol6gico
(DIMASTROMATTEO; CHARLES; LAUBACH, 2018).
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A tomografia computadorizada convencional (CT) € amplamente utilizada no
diagndstico clinico (DE MATOS; BARBAS, 2011) e apresenta muitas vantagens como
a obtencdo de centenas de projecfes pulmonares, auséncia de sobreposicdo de
diferentes estruturas e acuracia ha mensuracao das lesdes pulmonares na fase aguda
(<7dias), além da avaliacdo do prognostico da SDRA (PESENTI et al.,, 2001;
SHEARD; RAO; DEVARAJ, 2012). Atualmente, a CT é padrédo ouro na identificacao
da SDRA (MA et al., 2016). As imagens das altera¢des pulmonares observadas pela
CT séo mais de 100 vezes superiores aquelas obtidas por radiologia convencional
(MARCHIORI et al., 2005; SILVA et al., 2010).

As lesbes pulmonares predominantes durante a fase aguda da SDRA sé&o
intensas areas com atenuacéo de consolidacdo (edema) e atenuacao de vidro fosco
(colapso alveolar) em regifes pulmonares ndo dependentes. Ja na fase tardia (mais
que 15dias) podemos observar intensas areas com atenuacdo de reticulacdo
(GATTINONI et al., 2001; DE MATOS; BARBAS, 2011; SHEARD; RAO; DEVARAJ,
2012; OBADINA; TORREALBA; KANNE, 2013). As analises qualitativas por CT séo
complexas pois necessitam de radiologistas/imagenologistas para confirmacdo e
classificacao das lesdes (JR; NETO, 2002; MARCHIORI et al., 2005; PRESIDENT,;
VICE-PRESIDENT, 2005; SILVA et al., 2010). As terminologias especificas em CT
estdo descritas no Anexo 1.

A CT tem sido empregada em diversos modelos experimentais para analise de
inflamacédo e isquemia cerebral (SZIGETI et al., 2015), enfisema pulmonar induzida
pelo cigarro (SASAKI et al., 2015) e cancer de pulmédo (DAVISON et al., 2013). Além
disso, a CT foi utilizada em camundongos com SDRA e identificou, além de infiltrados
bilaterais e irregulares, a presenca de edema pulmonar (VOELKER et al., 2014).

A analise quantitativa da CT é realizada pela avaliacdo da aeracdo pulmonar e
as densidades séo calculadas a partir das Unidades de Hounsfield (HU) que € a escala
de cinza da radiologia (GATTINONI L et al., 1986; SIMON, 2005). Esta unidade tem
este nome em homenagem a Godfrey Hounsfield, que foi pioneiro na constru¢do do
primeiro aparelho de CT (HOUNSFIELD G.N, 1973; FALLIS, 2013).

A atenuacao do raio-x é expressa por HU sendo obtido, em qualquer dado de
voxel, que é determinado pela porcentagem de radiacdo absorvida pelo volume
pulmonar. Esta medida indica que quanto maior a absor¢cdo, menor a quantidade de
radiac&o atinge o detector de CT (HOUNSFIELD G.N, 1973).
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A densitovolumetria é dada pelo coeficiente de atenuacao da agua, que é o ponto
zero das unidades de Hounsfield (0 HU) (VIEIRA SRR, 1999). A densidade do ar
representa o ponto menos mil (-1.000 HU) sem absorcéo de raio-x; a gordura, 0s
musculos e tecidos moles tem densidade proxima de -100 HU; a agua e o sangue tem
densidade entre zero e 100 HU; os ossos tém densidade superior que 100 HU,
podendo chegar até 1.000 HU absor¢édo completa de raio-x (SIMON, 2005; RESKE et
al., 2011; MOCELIN et al., 2016).

Ja os pulmdes sdo compostos essencialmente por dois tipos de densidade: ar
e parénquima pulmonar, diferentes “thresholds” s&o utilizados na mensuracdo da
aeracdo durante a SDRA (KARMRODT et al., 2006). Os pontos de corte para avaliar
a aeracao pulmonar séo divergentes entre os estudos, o que dificulta a discusséo e a
comparacao dos dados (GATTINONI et al., 2001; MARKSTALLER et al., 2001, 2003).

Entretanto, neste estudo consideramos que os tecidos hiperinflados séao
compostos basicamente por ar, com valores entre (-1.000 até -900HU); os tecidos
normalmente aerados (-900 até -500HU) sdo compostos por alta quantidade de ar e
parénquima, considerados com ventilacdo e perfusdo normais; quando o tecido
apresenta baixa quantidade de ar € denominado pobremente aerado (-500 até -
100HU), que corresponde com a presenca de atenuacao de vidro fosco e finalmente,
os tecidos ndo aerados (-100 até 100HU) sdo caracterizados pela auséncia ar e
intensas areas de atenuacao de consolidacdo (edema) demonstrando a atelectasia
pela baixa perfusdo pulmonar (ROUBY et al., 2003; RESKE et al., 2011; WOLF et al.,
2015; PESENTI et al., 2016; VERGANI et al., 2017; CHIUMELLO et al., 2018).

A afericdo de densidade tomogréfica pode ser convertida diretamente em que
guantidade de ar e de tecidos existente em determinada regido de interesse (ROI) das
imagens pulmonares. Por exemplo, uma regido do pulméao que tenha uma densidade
de -600 HU contém uma média de 60% de ar e 40% de parénquima (IRION et al.,
2007; HOCHHEGGER et al., 2010; FALLIS, 2013). Portanto, a densitovolumetria
pulmonar tridimensional vem sendo investigada como uma alternativa mais objetiva e
reprodutivel no diagndstico clinico (IRION et al., 2007).

As técnicas de medicina nuclear sdo essenciais para a visualizacdo de
respostas fisiologicas, estudo funcional e mecéanico do pulmdo (CONWAY, 2012;
PESENTI et al., 2016). Entretanto, para a realizacdo dos ensaios € necessario 0 uso

de radiofarmacos, compostos sem acdo farmacoldgica cuja composicdo ha um
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radionuclideo, que sdo marcadores teciduais e podem ser aplicados para o
diagnostico e terapia de véarias doencas (OLIVEIRA et al., 2006; AKBAR et al., 2016).
Para o diagnéstico, os radiofarmacos devem apresentar em sua COMPOSICAO
radionuclideos emissores de radiacdo gama ou emissores de positrons (%) (KHALIL
et al., 2011), jA que o decaimento destes radionuclideos da origem a radiagcédo
eletromagnética penetrante, que consegue atravessar os tecidos e ser detectada
externamente (OLIVEIRA et al., 2006).

Existem dois métodos tomograficos para aquisicdo de imagens em Medicina
Nuclear: o SPECT que utiliza radionuclideos emissores gama (Tc®°, 1123, Ga®, TI??1) e
o PET que usa radionuclideos emissores de pésitrons (1*C, 13N, 1°0, 18F) (JACENE;
COHADE; WAHL, 2004; ROACH et al., 2010; CONWAY, 2012). As diferencas entre
as técnicas é a melhor resolucdo da imagem pela PET. Entretanto, os radiofarmacos
B+ apresentam meia vida muito baixa com decaimento em minutos, enquanto a
maioria dos emissores gama apresentam meia vida de horas. Por isso, 0S emissores
gama sdo amplamente utilizados no diagnostico devido a dificuldade na realizacdo do
exame devido ao tempo e aquisicdo dos emissores B+ (OLIVEIRA et al., 2006;
KASHEFI; KUO; SHELTON, 2011).

Os estudos de perfusdo (GUERRERO et al., 2007) e ventilagéo pulmonar (JOGI
et al., 2010) sdo importantes para avaliar a funcdo pulmonar e determinar o fluxo
sanguineo disponivel para as trocas gasosas (BAJC; JONSON, 2011; JOBSE et al.,
2013). O macroagregado de albumina (MAA) e &cido pentacético (DTPA) séo
radiofarmaco com afinidade pelo pulmdo empregados no diagnostico clinico na
medicina nuclear (AKBAR et al., 2016; KNIESS et al., 2017). O principal radionuclideo
gue € conjugado aos radiofarmaco com finalidade diagnéstica € o Tecnécio 99
metaestavel (*®"Tec) (SCHWOCHAU, 1994), que é um emissor de radiacdo gama de
baixa energia (140keV), apresenta baixo custo e ¥ vida de aproximadamente 6,02h,
0 que possibilita aquisicdo de imagens cintilograficas de alta resolucdo em cameras
gamma (ISITMAN et al., 1988; KHALIL et al., 2011; CONWAY, 2012; AKBAR et al.,
2016).

O SPECT/CT foi adaptado em pesquisa envolvendo pequenos animais, e
servem como um ensaio pré-clinico, uma importante ponte entre a pesquisa basica e
pratica clinica (HALLER et al., 2008; RODRIGUES; GUERRA; ALVES, 2010). Além

disso, sdo necessarios mais estudos pela SPECT/CT durante a SDRA associada a
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malaria para melhor compreensdo da patogénese da doenca e diagndstico precoce
do aumento da permeabilidade vascular.

1.8 A permeabilidade vascular pulmonar na SDRA e o0s modelos

experimentais para o estudo da maléaria

O aumento da permeabilidade vascular pulmonar € um marco da fisiopatologia
da SDRA observada tanto em seres humanos como em modelos murinos
(GOODMAN et al., 2003; KONRAD et al., 2016). Recentemente, muitos grupos de
pesquisa descreveram diversos modelos experimentais para aprofundar os
conhecimentos sobre os mecanismos celulares e moleculares da doenca e testar
possiveis intervencdes e tratamentos para SDRA associada a malaria (VAN DEN
STEEN et al., 2013; ORTOLAN et al., 2014; AEFFNER; BOLON; DAVIS, 2015).

Diferentes espécies de Plasmodium como P. berghei, P. yoelii, P. chabaudi e
P. vinckei sdo capazes de infectar os roedores, e, portanto, s&o amplamente utilizados
como modelos experimentais para mimetizar a malaria humana, pois as espécies
capazes de infectar humanos nao infectam os roedores (ACHTMAN et al., 2003;
SOULARD et al., 2007; VAN DEN STEEN et al., 2010, 2013; HEE et al., 2011;
DEROOST et al., 2016; SERCUNDES et al., 2016).

Muitas combinacgBes entre essas espécies de Plasmodium sp. e linhagens de
camundongos, tais como, C57BI/6, BALB/c e DBA/2 permitem a compreensao de
diversos mecanismos da patogénese da maléaria grave (EPIPHANIO et al., 2010;
ORTOLAN et al., 2014). Existem na literatura alguns modelos murinos que ja foram
propostos para estudos da SDRA associada a malaria (VAN DEN STEEN et al., 2013).
Recentemente, descreveram um modelo utilizando o Plasmodium yoelli XL em
camundongos BALB/c e identificaram edema pulmonar e altos niveis de parasitemia
>90% (FU et al., 2012). O modelo experimental, utilizando a combinagéo entre o
parasita P. berghei NK65 e camundongos da linhagem C57BI/6, observamos o
aumento do peso dos pulmdes, efusdo pleural e a formacdo de membrana hialina
(VAN DEN STEEN et al., 2010). A associacao entre o parasita P. berghei K173 e
camundongos da linhagem C57BI/6, promoveram comprometimento pulmonar leve,
onde os camundongos demostraram efusdo pleural, congestdo dos capilares com
eritrocitos e presenca de leucdcitos nos pulmdes (HEE et al., 2011). A infeccdo de

camundongos da C57BI/6 com P. berghei ANKA pode gerar o desenvolvimento da
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SDRA, porém, este modelo experimental j4 é estabelecido e muito bem delineado,
para estudos sobre os mecanismos da patogénese da malaria cerebral (SOUZA et al.,
2013; FREEMAN et al., 2016).

Nosso laboratério descreveu um modelo experimental preditivo para o estudo
da SDRA associada a maléria onde demonstramos que, em média, 50% dos
camundongos machos da linhagem DBA/2 infectados com P. berghei ANKA
apresentam hipdxia grave, infiltrado inflamatério, edema e membrana hialina nos
pulmbes, além de opacidade toracica observada por exames radiograficos
(ORTOLAN et al.,, 2014). Os achados anatomopatolégicos e histopatolégicos
evidenciaram que a presenca de efusao pleural e 0 aumento da permeabilidade
vascular pulmonar, associados ao edema e as hemorragias alveolares graves, que
culminaram na morte dos camundongos por insuficiéncia respiratoria. Entretanto, os
camundongos que ndo desenvolvem a SDRA apresentam um quadro de
hiperparasitemia (HP) caracterizado pela anemia severa e contagem alta de eritrocitos
parasitados no sangue periférico e a auséncia de efusao pleural (EPIPHANIO et al.,
2010; AITKEN et al., 2014; ORTOLAN et al., 2014; PEREIRA et al.,, 2016;
SERCUNDES et al., 2016). Para melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos
no aumento da permeabilidade vascular € importante a utilizacdo dos estudos in vitro
com células endoteliais estimuladas com o Plasmodium, para avaliar o envolvimento
das proteinas constituintes nas juncbes interendoteliais neste mecanismo
(SUSOMBOON et al., 2006; GILLRIE et al., 2007, 2012).

1.9 O papel das células endoteliais e das juncdes interendoteliais no

controle da permeabilidade vascular

As células endoteliais pulmonares consistem em uma barreira celular
semipermeavel entre o compartimento vascular e o intersticio, constituindo uma
monocamada de células que recobrem os vasos sanguineos (GIANNOTTA; TRANI;
DEJANA, 2013; SUKRITI et al., 2015).

As células endoteliais (CEs) expressam de forma constitutiva o 0xido nitrico
sintase endotelial (eNOS), molécula essencial para promoc¢édo da angiogénese, que
estimulado pelo VEGF, induzem a producéo de oxido nitrico (SUZUKI et al., 2016). O
fator de von Willebrand (VWF) € uma glicoproteina que possui a funcdo de mediar a

adeséao plaquetaria nos locais de lesdo vascular, levando a ativacdo da GPlIb-llla e,
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consequente, agregacao plaquetaria (BARBOSA; CUNHA; BARBOSA, 2007). Ainda,
a molécula de adesao celular endotelial plaquetaria (CD31) atua como mediador na
passagem de leucocitos entre as células endoteliais, conhecida diapedese ou
transmigracdo (UNGER et al., 2002). Ainda, as CEs expressam a enzima conversora
de angiotensina (ACE), que € uma importante proteina na sinalizacdo endotelial e
remodelamento vascular (KOHLSTEDT et al., 2004). A Lectina Ulex europaeus (Ulexl)
sdo glicoproteinas, de origem ndo-imunolégica, que se ligam especificamente a
carboidratos (L-fucose) presentes em células endoteliais e podem ser utilizadas na
purificacdo de culturas de células endoteliais da microvasculatura de diversos tecidos
(JACKSON et al., 1990). A E-selectina ou CD62E € expressa no endotélio de forma
transitoria e tem a funcdo de ligante para a migracdo dos leucdcitos apds estimulos
como por exemplo: LPS, onde ocorre o pico de expressdo em até 6 horas (DIXON et
al., 2004).

Uma das funcdes das células endoteliais é delimitar compartimentos teciduais
regulando a permeabilidade vascular que € importante para manter a homeostasia
pulmonar (CHIBA et al., 2008; TADDEI et al., 2008).

As juncdes interendoteliais s&o definidas como especializagbes da membrana
plasmatica que interconectam células vizinhas dentro de um tecido (LAMPUGNANI;
DEJANA, 1997). As jungBes comunicam-se com o citoesqueleto (filamentos de actina)
através de moléculas adaptadoras: zb6nula de oclusédo 1, 2, 3 (ZO-1, ZO-2, ZO-3)
(THEVENIN et al., 2013). As juncdes interendoteliais sédo divididas em categorias de
acordo com suas fungdes: juncOes de oclusdo (ou oclusivas), de adesao (ou
aderentes) e comunicante (LAMPUGNANI; DEJANA, 1997; DEJANA; SPAGNUOLO;
BAZZONI, 2001; BAZZONI; DEJANA, 2004; ZIHNI et al., 2016a; KOMAROVA et al.,
2017).

1.10 O estudo da juncao de oclusdao no aumento da permeabilidade

vascular pulmonar

As juncdes de oclusdo (JO) (Fig. 4) sdo proteinas expressas nas células
endoteliais e epiteliais que possuem a funcao de barreira seletiva e delimitacdo dos
compartimentos (GUNZEL; YU, 2013), uma vez que por difusdo paracelular controla
a passagem de solutos e ions de uma célula para outra, participando da manutencao

da homeostasia (WACHTEL et al., 1999) e, também formam a fronteira entre os
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dominios apical e basolateral da membrana plasmatica e estéo ligadas a maquinaria
gue controla a polaridade (SUZUKI et al., 2016; ZIHNI et al., 2016a). Estudos recentes
identificaram uma grande variedade de componentes que estdo associados as
juncdes de oclusdo, o que tem desafiado o tradicional modelo, em que juncdes de
oclusdo eram consideradas como barreiras de difusdo simples formadas por um

complexo molecular rigido (ZIHNI et al., 2016a).

As proteinas presentes neste grupo séo ocludinas (OCL), claudinas (CLDN),
moléculas de adesao juncional (JAM), proteinas adaptadores e intracelulares de
zbnulas de ocluséo 1, 2, 3 (ZO-1, Z0O-2, Z0O-3) (DEJANA; SPAGNUOLO; BAZZONI,
2001; BAZZONI; DEJANA, 2004; CHIBA et al., 2008). Estas proteinas desempenham
um importante papel na integridade da barreira endotelial pulmonar, regulam a
sinalizacdo intracelular e a organizacdo do citoesqueleto foi identificado que a
diminuicdo da expressdo ocasiona no aumento da permeabilidade vascular e do
edema pulmonar (FURUSE et al., 1993b; D’ATRI; CITl, 2001; DEJANA;
SPAGNUOLO; BAZZONI, 2001; LIU; GU; WANG, 2014).

+
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Figura 4 — Esquema da fungéo e localizacdo da juncdo de oclusdo na célula endotelial. As
juncdes de ocluséo estao na regido apical da membrana plasmatica com predominancia na membrana
plasmatica e séo responsaveis por promover o controle seletivo de substancias. As fungdes da juncéo
de ocluséo sdo: impedir a livre passagem de substancias paracelular e realizar a transducéo de sinal.
Fonte: (CHIBA et al., 2008).

A ocludina (OCL), uma fosfoproteina com massa molecular de

aproximadamente 60 kDa, (Fig.5) possui quatro regides hidrofébicas inseridas na
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membrana plasmatica, dois dominios extracelulares ricos em residuos de glicina e
tirosina e dois denominados intracelulares dominios N e C terminal citoplasmaticos
constituidos de residuos de serina, treonina e tirosina (FURUSE et al., 1993a; CHIBA
et al., 2008). Além disso, a regido C terminal da OCL voltada para o citoplasma fornece
a conexao da OCL com o citoesqueleto, assegurando a alta resisténcia elétrica das
monocamadas das células endoteliais e diminuicdo da permeabilidade paracelular
(WITTCHEN; HASKINS; STEVENSON, 1999). Essa caracteristica ndo é vista em
outras proteinas de membranas, que necessitam da mediacdo de uma proteina
adaptadora para se associarem a actina. Além disso, a OCL é capaz de ligar-se a
Z01, Z0O2 e ZO3 através do dominio GUK (ZIHNI et al., 2016a).
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Figura 5 - Representagdo esquematica da estrutura da ocludina. A ocludina é altamente expressa na
membrana plasmatica das células endoteliais e apresenta 4 dominios trans membranares e 2 dominios
extracelulares e intracelulares. Fonte: (FELDMAN; MULLIN; RYAN, 2005).

A OCL apresenta a capacidade de formar estruturas similares aos da JO
promovendo a formacdo da monocamada justaposta, quando transfectadas em
células que nao apresentam JO (FURUSE et al., 1998), a superexpressao de formas
mutantes de ocludina em células epiteliais levam a mudancas nas fungfes de barreira
e aumento de permeabilidade na JO (BAMFORTH et al.,, 1999). OCL altamente
fosforilada encontram-se na JO, enquanto que as ndao ou sao pouco fosforilada se
localizam no citoplasma (ANDREEVA et al., 2001). A abundéncia da OCL esta
relacionada com o grau de fechamento do endotélio, sendo esta proteina fundamental
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na polarizagdo celular, visto que estudos utilizando camundongos OCL-KO
identificaram falhas na funcdo de barreira em diferentes tecidos, demonstrando o
papel crucial desta proteina para homeostasia da permeabilidade vascular (FURUSE
et al., 1993a; WACHTEL et al., 1999; CHIBA et al., 2008).

A familia das claudinas (CLDN) sdo caracterizadas por um grupo com 27
proteinas de superficie de membrana com aproximadamente 18-27 kDA, constituidas
com 4 dominios membranares e 2 loops extracelulares e um dominio C terminal
citoplasmatico, sem sequéncias similares a OCL (CHIBA et al., 2008; GUNZEL; YU,
2013). Os ultimos aminoé&cidos do dominio C terminal sdo altamente conservados
sendo capazes de se ligar ao dominio PDZ (CHIBA et al., 2008; LEE; ZHENG, 2010).
Através das regibes PDZ, a claudina € capaz de se ligar as proteinas adaptadores
Z01, ZO2 e ZO3 (ITOH et al., 1999). As moléculas de um membro da familia CLDN
(Fig. 6) podem ligar-se entre si por interacdo homofilica (CLDN1 com CLDN1) ou por
interacdo heterofilic (CLDN1 com moléculas de outros membros da familia como
CLDN3). As CLDNs podem realizar interacdo cis (CLDN1 pode interagir ao longo da
membrana plasmatica da mesma célula) ou ainda, interacdo trans, quando interagem
com a membrana da célula vizinha (CLDN1 com CLDN3) (KRAUSE et al., 2008).

A CLDN apresenta uma distribuicdo distinta em diferentes tecidos, indicando
que elas seriam as responsaveis pela ampla variedade na resisténcia elétrica e
seletividade i6nica paracelular encontradas no endotélio (ITALLIE; RAHNER;
ANDERSON, 2001). Essa expressao diferenciada das claudinas parece estar
relacionado com o desenvolvimento, evidenciado pela CLDN6 que esta presente no
epitélio embrionario de camundongos, mas a sua superexpressao em ratos
transgénicos gera 0 aumento na permeabilidade da epiderme (K.; TURKSEN; TROY,
2002). J4 camundongos CLDN1-KO tem a barreira epidérmica comprometida, levando
a desidratagdo e morte em menos de 1 dia de vida (FURUSE et al., 2002). A CLDN5
€ predominante no endotélio pulmonar e camundongos CLDN5-KO tém a barreira
pulmonar comprometida e vao ao 6bito nas primeiras 10 horas de vida, demonstrando
a importancia fundamental desta proteina para a homeostasia pulmonar (GUNZEL,;
YU, 2013). Em células endoteliais a fosforilagdo da CLDN5 € induzida pela cAMP
atraves da treonina 207 pela via dependente de PKA, induzindo a translocacao da
proteina para o citoplasma e diminuindo a barreira paracelular (CHIBA et al., 2008;
INAMURA et al., 2013).
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Figura 6 — Representacao esquematica das intera¢cdes moleculares da Claudina entre as células. As
interacdes entre os membros das CLDN sédo homogéneas e a mesma proteina pode se ligar na mesma
membrana (interagdo cis) ou ha célula vizinha (interacéo trans), ainda pode se ligar na membrana da
célula (interacdo homofilica) ou uma proteina pode se ligar a proteina diferente na célula vizinha
(interacéo heterofilica). Fonte: (KRAUSE et al., 2008).

As proteinas adaptadoras da familia z6nula de ocluséo (ZO) séo caracterizadas
por um grupo de 3 proteinas (ZO-1, ZO2 e Z0O-3) com aproximadamente 220kDA,
sendo que, a ZO-1 é a isoforma predominante (ZIHNI et al., 2016a) apresenta
multiplos dominios PDZ (Fig. 7), que promove a interacdo das proteinas das JO na
Z0-1, integrando a JO aos filamentos de actina do citoesqueleto (FANNING et al.,
1998; ITOH et al.,, 1999). Acredita-se que as moléculas da ZO estabelecem uma
comunicacao entre o ndcleo e as juncdo de oclusao, balanceando a diferenciacdo e
crescimento das células epiteliais e endoteliais (RAO et al., 2002).

Os dominios PDZ sao indispensaveis para o agregamento e o0 ancoramento de
proteinas trans membranares (Fig.7), regulacédo do crescimento e da sobrevivéncia
celulares (BAZZONI; DEJANA, 2004; YAMAZAKI et al., 2008; LEE; ZHENG, 2010). A
Z0-1 associa-se pelo primeiro dominio PDZ1 na regido C terminal a CLDN (ITOH et
al., 1999) e se liga pelo PDZ2 a Z0O-2, pelo PDZ3 a molécula de adesao juncional
(JAM) e através do dominio GUK a OCL. Além disso, o dominio C terminal é capaz

de integrar aos filamentos de actina do citoesqueleto (FANNING et al., 1998; EBNET
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et al.,, 2000; BAZZONI; DEJANA, 2004). A via de MAPK regula a fosforilagdo da
tirosina de ZO-1 e, o aumento do estresse oxidativo promove a degradagao do
complexo da zénula de oclusédo diminuindo a funcéo de barreira da JO (FANNING et
al., 1998; RAO et al., 2002).
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Figura 7- Representacdo esquematica do modelo de interacéo da zénula de ocluséo as proteinas da
juncdo de ocluséo e filamentos de actina do citoesqueleto. A ZO-1 interage através do dominio PDZ
com a claudina, ZO-2 e JAM e pelo dominio SH3 com ZONAB, que regula o ciclo celular. ZO-2 interage
com a claudina pelo PDZ1, e com a ocludina pelo dominio GUK. Ja a ZO-3 liga-se, pelo seu primeiro
PDZ, a claudina, pelo PDZ2 a ZO-1 e pelo dominio GUK a ocludina. Todas as proteinas do complexo
da z6nula de ocluséo ligam-se aos filamentos de actina. Fonte: (TSUKITA; FURUSE; ITOH, 2001)

1.11 O papel das jungdes de adesédo na permeabilidade vascular pulmonar

As juncbes aderentes (Fig.8) sao glicoproteinas expressas membrana
plasmatica, sendo compostas por uma regido extracelular, um dominio
transmembréanico e uma pequena cauda citoplasméatica (CHIBA et al., 2008; NORIA
et al., 2016), que promovem a adesdo entre as células e entre a célula e a matrix
extracelular (ZIHNI et al., 2016b). A molécula de adeséao juncional (JAM) é um grupo
composto por 3 isoformas JAM-A, JAM-B ou JAM de endotélio vascular (VE-JAM) e
JAM-C, com peso molecular de aproximadamente 40kDa (DEJANA; SPAGNUOLO;
BAZZONI, 2001). A JAM é um membro da familia da imunoglobulinas sendo expressa
em leucécitos, plaquetas, células endoteliais e epiteliais, tem como funcdo a
integracao célula-célula JAM-A com JAM-A ou JAM-B dependendo da célula, sendo
fundamentais para o controle da permeabilidade vascular endotelial (CHIBA et al.,
2008). A caderina vascular endotelial (VE-caderina) possui o peso molecular de
aproximadamente 140kDA, é constituida por complexos de proteinas da regiédo
citoplasmatica que se associam as proteinas ligadas a actina (DEJANA; ORSENIGO;
LAMPUGNANI, 2008), tais como a-catenina, vinculina, a-actina e epiplina,

promovendo uma forte adesdo célula-célula, mediando as interacdes laterais
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intracelulares e intercelulares (DEJANA; BAZZONI; LAMPUGNANI, 1999; DEJANA;
SPAGNUOLO; BAZZONI, 2001; VINCENT et al., 2004).
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Figura 8 — Representacédo esquematica da estrutura da JAM e VE-caderina. A) A molécula de adesé&o
juncional (JAM) apresenta em sua estrutura um dominio de membrana, um dominio C terminal
citoplasmatico e um segmento extracelular. B) A VE-caderina é representada como um dimero, que é
a unidade funcional minima das caderinas e apresenta 5 segmentos extracelulares EC1-EC5 que
promove o agrupamento da VE-caderina para a interagao célula-célula. As proteinas bem conhecidas
por interagir com a VE-caderina incluem as proteinas cateninas p120, B-catenina (Bcat) e plakoglobina
(plako). B-catenina e plakoglobina associam diretamente com VE-caderina e a-catenina (acat)
promovendo a ligacdo ao citoesqueleto. Fonte: (DEJANA; ORSENIGO; LAMPUGNANI, 2008; TADDEI
et al., 2008)

1.12 O papel da jungcdo comunicante na permeabilidade vascular

pulmonar

As jun¢cdes comunicantes (JC), formadas pelo grupo de proteinas denominadas
conexinas (Cx), sao regides especializadas da membrana celular que intermediam a
comunicacdo entre as células (SOHL; WILLECKE, 2004; ZHANG, 2010). Existem
mais de 40 tipos de Cx, responsaveis pela passagem de moléculas de até 1,5 kDa
pelos poros formados (fendas estreitas e constantes de 2-4 nm de espessura), tais
como como ions, agucares, aminoacidos, nucleotideos, sendo capaz de se ligar de
forma homofilica e heterofilica (Fig.9) a outras proteinas da JC (MESE; RICHARD;
WHITE, 2007; FALK; KELLS; BERTHOUD, 2014). A Cx43 apresenta peso molecular

35



de 43 kDA sendo predominante no endotélio pulmonar e fundamental para manter a
integridade vascular do pulmao (SOHL; WILLECKE, 2004; THEVENIN et al., 2013;
KOMAROVA et al., 2017)
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Figura 9 - Representagéo da estrutura e da fungéo da jungdo comunicante. As jun¢des comunicantes,

em inglés Gap junctions, sdo um conjunto de canais com proteinas da familia das conexinas, podendo
interagir de forma homofilica e heterofilica, que formam tineis de conectividade entre as células e
atuam na permeabilidade seletiva de solutos, a cAMP e cGMP controlam a seletividade de carga dos
hemicanais. Os hemicanais da Cx32 foram mais permeaveis a adenosina do que os canais formados
pela Cx43. No entanto, os hemicanais Cx43 apresentaram permeabilidade progressivamente maior a
AMP, ADP e ATP do que aqueles formados por Cx32, e portanto, existem diferengas na seletividade
da comunicacéo dependendo da proteina da jungdo comunicante. Fonte: (MESE; RICHARD; WHITE,
2007).

Os mecanismos envolvidos na patogénese da SDRA associada a malaria sao
pouco compreendidos, portanto, nosso propdsito € propor a aplicacdo da
imagenologia como ferramenta para o diagnéstico precoce e entender as alteraces
das juncdes das células endoteliais e, consequentemente, a modificacdo na

permeabilidade vascular pulmonar.
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2 OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente estudo € propor o diagnostico precoce por imagem no

desenvolvimento da SDRA associado a malaria em modelo experimental e

compreender o aumento da permeabilidade vascular pulmonar por meio da avaliagéo

das jungdes interendoteliais.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar a aeracéo pulmonar no modelo experimental de SDRA associada

a malaria por meio da técnica de tomografia computadorizada (CT);

Avaliar a perfusdo pulmonar com o radiofarmaco macroagregado de
albumina conjugado com tecnécio 99 (**"TC-MAA) em camundongos
DBA/2 apés infeccdo com Plasmodium berghei ANKA por meio de

tomografia computadorizada por emisséo de féton Unico (SPECT);

Avaliar a abertura das juncdes interendoteliais e o aumento da
permeabilidade vascular em monocamada de CEPP-DBA/2 apds contato
direto e indireto com eritrocitos parasitados com Plasmodium berghei
ANKA,;

Determinar os tipos de jungles interendoteliais (aderentes, oclusivas e
comunicantes) envolvidas no aumento da permeabilidade vascular em
células endoteliais pulmonares de camundongos DBA/2, apGs o contato

com eritrécitos parasitados com Plasmodium berghei ANKA.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos da linhagem DBA/2, machos, adultos (6-8
semanas de idade). Para a realizacdo dos experimentos in vitro, os animais foram
eutanasiados com 0 uso da associacao anestésica Cetamina (150mg/Kg) e xilazina
(15mg/Kg), para a coleta dos pulmdes (isolamento das células endoteliais
pulmonares) e para extracao de eritrécitos parasitados. Os eritrocitos ndo parasitados

foram coletados por puncéo da veia submandibular.

Nos experimentos in vivo (SPECT/CT), os camundongos foram anestesiados
com concentracdes de Cetamina (100mg/Kg) e xilazina (10mg/Kg) diluido em solucao
salina isotonica (PBS).

A maioria dos camundongos foi criado e mantida no Biotério da Parasitologia,
do Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICB-USP), entretanto, para experimentos in vitro,
também se utilizou camundongos DBA/2 recém-importados da Jackson Laboratory,
reproduzidos no Biotério de Producéo e Experimentacdo da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas e do Instituto de Quimica Experimentacéo (FCF-IQ/USP).

3.2 Comité de ética

Os procedimentos experimentais deste trabalho estdo de acordo com os
principios éticos de experimentacdo animal, adotados pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e a licenca de uso dos camundongos
DBA/2 foi previamente aprovada pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo (ICB/USP), registrada
sob o protocolo n° 05/2017 (Anexo 2 e 2.1), e validada pelo Comité de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (FCF/USP) (Anexo 3).

3.3 Avaliagéo das parasitemias e da curva de sobrevivéncia dos animais

Os camundongos foram infectados (Fig.10) com o parasita murino P. berghei
ANKA, cuja infeccéo foi realizada via injecéo intraperitoneal (IP), com 108 eritrocitos
parasitados. O controle da parasitemia (porcentagem de eritrécitos infectados em

relacdo ao total de eritrocitos) foi realizado por meio da andlise de esfregacgos
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sanguineos coletados da cauda de cada animal e corado com panético rapido
(NewProv), de acordo com as recomendacdes do fabricante. Os animais foram
acompanhados diariamente e a parasitemia realizada a partir do 5° dia apos a
infeccdo. Apos o Obito foi realizado a necropsia para identificacdo da causa da morte
(SDRA ou HP) ou foram eutanasiados no 17° dia apds a infec¢do, para evitar o

sofrimento destes animais.

4 DBA/2 machos A

\_ Plasmodium berghei AN Kﬁ_\ J/

-~ ~

Sindrome do desconforto Hiperparasitemia
respiratorio agudo - SDRA HP
SDRA l'lIF'
L
e 275%
0 12 14 17

5
¢ Dias apos a infecgio

Figura 10 - Representagdo esquematica da malaria experimental utilizada no estudo. Apoés a infec¢éo
dos camundongos da linhagem DBA/2 com eritrécitos parasitados com Plasmodium berghei ANKA os
animais foram acompanhados para identificacdo da causa de morte e, em média, 50% dos animais
desenvolvem a sindrome do desconforto respiratorio agudo. A avaliagdo da parasitemia a partir do 5°

dia apés a infecgéo.

3.4 Andlise da funcao respiratéria

Os camundongos infectados, bem como néo infectados, foram dispostos em
camaras plestimograficas (BUXCO Eletronics, EUA) para avaliacdo do padrdo
respiratorio. O aparelho possui quatro camaras que permite mensurar individualmente
e simultaneamente a capacidade respiratéria de quatro animais. Os animais
permanecem no interior das camaras (ndo anestesiados), durante 10 minutos. O
equipamento mensura diversos parametros, dentre os quais a frequéncia respiratoria

(FR) e o aumento da pausa respiratéria (Penh, do inglés enhanced pause).
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3.5 ldentificagdo da sindrome do desconforto respiratério agudo associada a
malaria em modelo murino pela técnica de diagndstico por imagem - SPECT/CT

Camundongos DBA/2 infectados com Plasmodium berghei ANKA,
anestesiados (Cetamina 100 mg/Kg e Xilazina 10mg/Kg), foram colocados dentro do
scanner do sistema Albira PET/SPECT/CT (Carestream Molecular Imaging,
Woodbridge, CT, USA) posicionados em prona. O equipamento dispde de fonte de
raios-x de 50Kv e detector planar baseado em Csl (Tl) (iodeto de césio ativado por
talio), com area util de de 112 x112mm (Hamamatsu C7942). Foram adquiridos CT
constituidos de 1000 projecdes, com fonte de raios-x emitindo em 35KVp e 400pA.
Albira foi previamente calibrado para unidades Hounsfield (HU). Os arquivos obtidos,
em formato RAW, foram reconstruidos utilizando algoritmo “filtered back projection”
(FBP) em software fornecido pelo fabricante (Albira Reconstructor 5.6), processo que
resultou em arquivos em formato “analyze”, contendo imagens com voxel (pixel em 3

dimensdes) isométrico de 0,125 mm (125um).

3.5.1 Processamento e analise de imagens de CT

Inicialmente, foi selecionado como volume de interesse (VOI) todo torax de
cada animal. Foi aplicada mascara para todo volume de imagem que ndo estivesse
no VOI fosse considerado transparente. Posteriormente, dentro do VOI, foi feita
segmentacao para selecdo dos voxels com valores entre -1000 e +100 HU (RESKE
et al., 2011). O arquivo binario obtido dessa segmentacao foi utilizado para selecéo
de novo VOI no arquivo original, sendo esse considerado o volume total do pulméo.
Na proxima etapa, os voxels selecionados, com valores de HU entre -1000 e +100,
foram segmentados em 4 diferentes intervalos: 1) -1000 a -900 HU, classificado como
tecido hiperaerado; 2) -900 a -500 HU, tecido normalmente aerado; 3) -500 a -100 HU,
tecido pobremente aerado e; 4) -100 a +100 HU, tecido ndo aerado. Os volumes totais
de cada tecido foram calculados a partir do numero de voxels e comparado com
volume total de pulm&o. O processamento de todas as imagens foi realizado com
software PMOD 3.2 (PMOD Technologies, Zurich, Suica).

3.5.2 Experimento com SPECT/CT
A perfusdo pulmonar foi avaliada por SPECT. Para esse objetivo,
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camundongos DBA/2 controles ou infectados com Plasmodium berghei ANKA foram
anestesiados (Cetamina 100 mg/Kg e Xilazina 10mg/Kg) e receberam em média 1,0
mCi de **™Tc-MAA (Pul-Tec, IPEN, Sdo Paulo, Brasil) por via retro-orbital e apés 1
hora, tempo de distribuicdo do radiofarmaco os camundongos foram colocados dentro
do scanner do sistema Albira PET/SPECT/CT (Carestream Molecular Imaging,
Woodbridge, CT, USA) posicionados em decubito ventral. Foram adquiridas 60
projecdes de SPECT, com duracdo de 30 segundos cada uma, com janela de energia
determinada entre 112 e 168 KeV. Foi utilizado campo de visdo (FOV — “field of view”)
de 80mm e colimadores de Unico orificio. Apos essa aquisicdo, foi feito CT, nas
mesmas condi¢cdes descritas anteriormente. Dados de SPECT foram reconstruidos
com algoritmo OSEM, com corre¢do de decaimento e sem corre¢do de atenuacao.
As imagens de CT e SPECT foram fusionadas (sobrepostas) e a mesma analise
descrita anteriormente foi realizada em dados de CT. Posteriormente, VOI para cada
intervalo de valores de HU foram obtidos e aplicados na imagem de SPECT, quando,

finalmente, foi avaliada a atividade de Tc%™ em cada uma dessas regides.

Figura 11 - Reconstrucéo pulmonar representativa da densitovolumetria pulmonar total pela tomografia
computadorizada. Segmentacg&o pulmonar utilizada no processamento dos dados das topografias com

CT de referéncia.

Além disso, as imagens foram processadas valendo-se dos softwares 3D Slicer
versédo 4.9 (http://www.slicer.org) (FEDOROV et al., 2012) utilizando a ferramenta

“‘segmentation” e “threshold” onde realizamos a segmentacédo da aeragao pulmonar
(Fig.12). Estes ensaios foram realizados com o equipamento multiusuario Fapesp
(09/53800-9) do Departamento de Analises Clinicas e Toxicologicas da FCF/USP,
instalado no Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN). Os experimentos

foram realizados com o auxilio do responsavel técnico Dr. Walter Miguel Turato.
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Figura 12 - Esquema representativo da quantificacdo da aerac@o pulmonar da tomografia
computadorizada utilizando o software 3D slicer. As imagens tomograficas foram processadas
utilizando o 3D slicer, para segmentar o pulmao do corpo do animal, apés o procedimento foi
determinado os pontos de corte utilizado no estudo através da ferramenta “segment editor” e
“Threshold”. A quantificagdo foi realizada pela ferramenta “quantification” seguida de “Segmentation

statistics”.
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3.6 Isolamento das células endoteliais pulmonares primarias de camundongos
da linhagem DBA/2

As células endoteliais (Fig.13) dos pulmbes foram obtidas a partir de
camundongos DBA/2 (CEPP-DBA/2), de acordo com o descrito em publicacéo prévia
(CHEN; FEI; SHAO-HUALLI, 1995; PEREIRA et al., 2016). Inicialmente foi realizado o
isolamento das CEPP-DBA/2, em seguida a caracterizagcdo da pureza e ensaios

experimentais.

Resumidamente, camundongos foram eutanasiados e todo o sangue foi
retirado através da seccdo das artérias carétidas. O tecido pulmonar foi cortado em
fragmentos de 1 mm? e adicionado a placas de 6 pogos com meio DMEM
suplementado com 0,1 mM de glicose, 100 U/mL de penicilina, 2 mM de glutamina,
100 pg/mL de estreptomicina e 20% de soro fetal bovino. As placas sdo colocadas a
37°C com 5% de CO:2 durante setenta e duas horas, apds as quais os tecidos foram
removidos e o meio foi renovado. As células endoteliais primarias pulmonares de
camundongos DBA/2 (CEPP-DBA/2) foram mantidas com DMEM + 20% de soro fetal
bovino durante quatro passagens (aproximadamente um més), momento em que as
células sao utilizadas nos experimentos.

A imunofluorescéncia foi realizada nas culturas para a identificacdo da pureza
da cultura das CEPP-DBA/2 entédo foram marcadas com os anticorpos primarios VWF,
eNOS, CD31, ACE, CD62-E e Ullex como descrito no anexo 4.

A viabilidade celular foi verificada com azul de tripan (1/100). Entdo, foram
plagueadas 8x10* células para ensaios de imunofluorescéncia e com 1x10° células
para realizacdo de Western Blot. As células entéo foram incubadas em estufa a 37°C,
5% COg, durante 12 horas para adesao, apos este periodo, foram iniciados os ensaios

experimentais.
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DBA/2 72 horas

Figura 13 - Representagéo do protocolo de isolameto e preparo das células endoteliais pulmonares
primarias de camundongos DBA/2 (CEPP-DBA/2). Os pulmdes dos camundongos DBA/2 foram
coletados para a realizagédo da cultura priméria, apds 3 dias de cultivo (A) observamos que as células
endoteliais se desprendem do tecido pulmonar (mancha escura no canto esquerdo) (aumento: 20x).
Em (B) temos a fotomicrografia apds 7 dias de cultivo das células endoteliais, onde podemos observar
a morfologia e o aspecto de paralelepipedo (aumento: 10x). Fonte: Dra. Luana Ortolan (ORTOLAN,
2017).

3.7 Sincronizagédo e isolamento de eritrocitos parasitados em esquizontes de
Plasmodium berghei ANKA

Os eritrocitos parasitados (EP) foram obtidos através do sangue de
camundongos infectados com o parasita P. berghei ANKA (EP-PbA) (entre 10% e
20%), por puncdo cardiaca e colocados em meio de cultura RPMI 1640 (Gibco)
suplementado com 5% de Soro Fetal Bovino (SFB). Para obter formas maduras dos
parasitas (trofozoitas e esquizontes), os EP-PbA foram sincronizados e purificados,
de acordo como descrito (PEREIRA et al., 2016). Resumidamente, os parasitas foram
mantidos in vitro a 37°C por 14h em atmosfera contendo 5% de CO2, 85% de N2 e
10% de O2. Os eritrécitos foram, entdo, enriquecidos por separacdo em coluna
magnética (MAC BEADS, Miltenyi Biotec, USA), resultando em populacdes celulares
com cerca de 95% de EP-PbA (Fig.14). A coluna magnética utiliza as propriedades

magnéticas da hemozoina para separar 0s eritrécitos parasitados, os quais ficam

44



aderidos na coluna, enquanto que os eritrécitos ndo parasitados ndo se aderem
(MATA-CANTERO et al., 2014).

A fracdo de EP-PbA coletada pela coluna magnética foi lavada com meio de
cultura DMEM (Gibco) e centrifugada a 1.000 rpm por 8 minutos, a 4° C. O
sobrenadante foi descartado e os EP-PbA foram ressuspendidos em 3 mL de meio de
cultura. Os eritrécitos ndo parasitados (ENP) foram obtidos do sangue de
camundongos nao infectados, também por puncdo cardiaca. Da mesma forma, o
sangue coletado foi lavado com meio de cultura e centrifugado. Apés descarte do
sobrenadante, os ENP foram ressuspendidos em 5 mL de meio de cultura. Para a
realizagédo dos ensaios experimentais, EP-PbA e ENP foram quantificados em camara
de Neubauer e adicionados as CEPP-DBA/2, na proporcao de 25 EP-PbA ou ENP
para cada célula endotelial por 1 hora de estimulo. Ap6s o periodo foi realizado os

ensaios experimentais.

\

| P. berghel ANKA |

Coluna Magnética Ap6s Isolamento Magnético

. ege,
“'.: Q"
..0"0908
R o® 2®
o, . 3

k]
.
oe® .? ® o«
‘

Figura 14 - Representagdo do protocolo de sincronizacédo e isolamento de eritrocitos parasitados em
esquizontes de P. berghei ANKA (EP-PbA). Os camundongos DBA/2 machos sé&o inoculados com 106
eritrécitos parasitados, ap6s 6 dias de infeccao e ao sangue foi adicionado meio DMEM e soro fetal,
mantidos em mistura gasosa de nitrogénio durante 14h a 37°graus para sincronizagdo dos eritrocitos
parasitados. Posteriormente, foi realizado o isolamento dos eritrocitos parasitados, por coluna
magnética para obter 95% de pureza de EP-PbA. Adaptado de Mata-Cantero et al. Malaria Journal,

2014.
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3.8 Identificagao dos microfilamentos de actina por imunofluorescéncia

Para a avaliagdo dos microfilamentos de actina, as células foram incubadas em
placas de poliestireno de 24 pocos (8x10* células/poco), aderidas em gelatina, sobre
laminulas (Coverlips) e mantidas a 37° C e 5 % de COg, por 72 horas, para formarem
uma monocamada justaposta. Apds o periodo para adesdo e confluéncia total, as
células foram lavadas com solucdo de PSB 1%, pré-aquecido, fixadas com
formaldeido 3,7 %, permeabilizadas com Acetona (-20° C) e bloqueadas com
albumina sérica bovina (BSA) 1%. Para verificar o rearranjo dos microfilamentos de
actina, as CEPP-DBA/2 foram incubadas por 1 hora com 25 células de ENP (Eritrécito
ndo parasitado), IEP-PbA (Estimulo indireto com eritrocitos parasitados com
esquizontes de P. berghei ANKA), EP-PbA (Contato direto com eritrocitos parasitados
com esquizontes de P. berghei ANKA) para cada célula endotelial. Controles
negativos foram realizados com as células ndo estimuladas (NE). Assim, apos
incubacdo com Texas Red Phalloidina alexa flior™ 546 (A22283, Life Technologies),
por 20 minutos na diluicdo 1:200. Os nucleos celulares foram marcados, com Hoechst
(H-33342, Life Technologies), na diluicdo 1:1000 por 5 minutos. Todas as solucdes 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). As imagens foram capturadas pelo microscopio de

fluorescéncia AXIO Imager M2 (Zeiss) e com a camera AxioCam HRc.

3.9 Avaliacédo da abertura das juncdes interendoteliais

A é&rea dos espacos intercelulares foi quantificada para verificar possiveis
diferengas entre os tipos de estimulo. Para isso, foi utilizada a ferramenta Count/Size
do Software ImageJ (verséo 4.5.0.29). Cada imagem foi analisada individualmente e
as aberturas das jung¢des interendoteliais (“J-int”) foram circuladas manualmente, onde
a area de cada “J-int” foi calculada. Assim, a soma da area resultou na porcentagem
total de aberturas das juncgdes interendoteliais formadas, para cada imagem. Em
seguida, foi calculada a média de area total de todas as imagens analisadas, de cada
tipo de estimulo. Além disso, foi calculada a densidade média (grau de escurecimento)
de cada area circulada. Esta medida, que vai do nivel 0 (preto) a 255 (branco), foi

utilizada apenas como garantia de que nao foram escolhidas nenhuma regiéao
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marcada com Texas Red Phalloidina. Todas as imagens apresentavam a area total
de 37.552.549 um2 e foram obtidas nas mesmas condi¢des, com lente objetiva de
40x.

3.10 Ensaio da integridade da barreira endotelial

As células endoteliais foram plaqueadas 4x10* cel/poco, em placa de 24 pocos
(poliéster; 6,5mm diametro) contendo membrana permeavel (Transwell), e cultivadas
em meio DMEM, por 36h (Fig.15). Assim, estas células foram expostas ao EP-PbA,
IEP-PbA ou ENP, na propor¢ao de 25:1, por 1h. Os iEP-PbA s&o EP-PbA adicionados
no compartimento inferior da transwell, ou seja, com contato indireto nas células
endoteliais, uma vez que as CEPP-DBA/2 foram plagueadas no compartimento
superior da membrana. Ap6s o tempo de exposi¢cao ao estimulos com e sem eritrécito
parasitado foi aplicado 0,5mg/mL de Azul de Evans e realizada a incubacéo de 45 min
a 37°C, em 5% de CO2, apos a incubagédo o material na regido inferior do transwell
foi coletado para a quantificacdo do azul de Evans e analisado em espectofotdmetro
(650nm).

IS DE BEHE 3

Figura 15 - Esquema dos ensaios experimentais com sistema de Transwell®. As células endoteliais
primarias pulmonares de camundongos DBA/2 foram cultivadas sobre a membrana permeavel do
inserto (Transwell®) e estimuladas de forma indireta com iEP-PbA, EP-PbA, ENP ou néo estimuladas
como controle negativo. Apés o periodo do ensaio os estimulos foram removidos e adicionamos o
corante azul de Evans no compartimento superior. Em seguida foi realizado a quantificacdo da
concentracdo de Azul de Evans do compartimento inferior, que atravessou a monocamada de células
e o0s poros da membrana (iIEP-PbA: estimulo indireto com eritrécitos parasitados com esquizontes de
P. berghei ANKA; EP-PbA: eritrocitos parasitados com esquizontes de P. berghei ANKA; ENP:

eritrocitos ndo parasitados).
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3.11 Ensaios de imunofluorescéncia para identificacdo das juncdes

interendoteliais

Para os ensaios experimentais a CEPP-DBA/2 foram plagueadas com 8x10*
células/poco, sob uma laminula de vidro 12 x 0,11mm (Coverlips - Uniscience), e apos
periodo de 24h foram estimuladas por 1h com 25 EP-PbA/célula ou com 25 eritrocitos
ndo parasitados (ENP)/célula ou as células ndo foram estimuladas (NE). As CEPP-
DBA/2, apds o periodo dos estimulos, foram lavadas com PBS e foi realizado o ensaio
de imunofluorescéncia para identificacdo da Cx43, OCL, JAM-B, CLDN5, ZO-1 e VE-
Caderina. Os detalhes de cada imunofluorescéncia encontram-se no anexo 5. Todas
as solucdes e anticorpos foram diluidos em PBS 1x. As laminulas foram colocadas
sobre laminas de microscopia de vidro, contendo o meio de montagem Fluoromount
Aqueous Mounting Medium (Sigma). As laminas foram analisadas pelo microscoépio
de fluorescéncia Zeiss (Axio imager M2) com a camera AxioCam HRc com lente
objetiva de 40X.

3.12 Anélise morfométrica das juncdes interendoteliais

A analise morfométrica foi realizada pelo Software ImageJ (ImageJ/Fiji version
1.51g) sendo realizadas cinco fotos por lamina em campos distintos. As alteragbes
nas juncodes interendoteliais de CEPP-DBA/2 foram avaliadas com a ferramenta
"Threshold". A partir das imagens originais, foram geradas imagens binarias que
representam a regido marcada pelas proteinas de interesse (Fig.16). Assim, para cada
imagem, a fluorescéncia celular total corrigida (FCTC) = densidade integrada da
proteina [DI] — (areatotal [AT] X média de niveis de cinza do background [MCB]), como
descrito na literatura (MCCLOY et al.,, 2014) e demonstrado a partir da seguinte

formula:

FCTC = DI — (AT x MCB)
Para adicionar a barra de escala foi utilizada a ferramenta “Scale bar”, para

separar os canais de fluorescéncia “Split channels” e para unir os canais e

confeccionar as figuras do presente estudo o recurso “Merge channels”.
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Figura 16 - Exemplo da quantificacdo das alteracdes das jun¢des interendoteliais. A partir de imagens
originais sdo produzidas imagens binarias, que representam a regido marcada pelas proteinas de
interesse. Foram determinadas as areas totais ocupadas pelas marcacbes dos anticorpos para as
juncbes interendoteliais, a fracdo da &rea ocupada, a média de niveis de cinza e a densidade integrada.
Imagem referente ao grupo NE, reproduzida com lente objetiva de 40X. NE: ndo estimuladas.

3.13 Extracdo de proteinas das amostras para Western blot

A extracdo de proteinas das amostras de CEPP-DBA/2 foi realizada com
solucéo de RIPA, utilizando os inibidores de protease e fosfatos: pirofosfato de sodio
e ortovanadato de sédio (sigmafest inibidor) por 30 min a 4°graus sob agitacao.
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 16.000g por 20 min e o
sobrenadante foi coletado, as proteinas soluveis foram armazenadas em freezer -80

até o momento dos ensaios.

3.14 Determinagéo de proteina total nas amostras celulares

Para a quantificac@o de proteina total das amostras de cultura de CEPP-DBA/2
foi utilizado o kit BCA (bicinchoninic acid, Pierce, Rockford, IL, USA) de acordo com
as recomendag0des do fabricante. A leitura foi realizada a 562 nm, comparando-se com
curva-padrao de albumina.
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3.15 Expresséo de proteinas pela técnica de Western Blot

A quantificacéo total das proteinas da juncao interendoteliais foi realizada pela
técnica de Western blot. Os ensaios foram realizados por eletroforese em gel de
poliacrilamida a 10% na presenca de dodecil sulfato de sédio (SDS) a 1%, conforme
orientacdo do fabricante (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Os géis de corrida e de
empilhamento foram a 12,5% e 4,5% de poliacrilamida, respectivamente. As amostras
foram diluidas em tampao Tris-HCI 62,5 M, contendo 10% de glicerol, 2% de SDS, 5%
de B-mercaptoetanol e 0,001% de azul de bromofenol. As amostras foram incubadas
em banho seco por 5 min a 99°C e, 30 ug de proteinas foram adicionadas ao gel de
policrilamida-SDS. A separacdo das proteinas ocorreu em cuba de eletroforese
(tampédo de corrida: Tris 25 mM; glicina 192 mM; SDS 0,5%) a 100v, por
aproximadamente 130 minutos. Cinco ul do padrédo de peso molecular de proteinas
(Thermo Scientific PageRuler Plus) foi usada. As proteinas do gel foram transferidas
para uma membrana de Polyvinylidene difluoride (PVDF) poro: 0,45um, utilizando-se
o tampao de transferéncia (Tris 25 mM,; glicina 192 mM; SDS 0,1%; metanol 20%), a
400 mA durante 90 minutos. Para minimizar as ligacdes inespecificas, apds a
transferéncia a membrana de PVDF, foi deslocada para uma solucdo de leite
desnatado (5%) em tampéo Tris-salina (TBS) durante 1 hora. Posteriormente, essa
membrana foi incubada, sob agitacdo e a 4°graus, com anticorpos primario e
secundario durante 15-18 horas e 1 horas, respectivamente. A cada etapa de
incubacdo a membrana foi lavada com TBS-T durante 5 minutos por 3 vezes
consecutivas. A revelagao foi realizada utilizando ECL (enhanced chemiluminescence
— ECL; Amersham, Arlington Heights, IL). As densidades relativas das bandas foram
determinadas por meio de analise densitométrica utilizando o software Image Lab™
versao 6.0 (Bio-Rad).

3.16 Analises estatisticas

Os resultados foram apresentados como média e erro padréo da média. Todos
os dados foram analisados pelo teste de normalidade D’Agostino-Pearson, que
indicou que os dados eram nao paramétricos. As diferencas estatisticas entre os
grupos foram avaliadas pelos testes de Mann-Whitney e Kruskal Wallis (seguido do
poés-teste de Dunn’s), dependendo do numero de grupos analisados em cada

experimento. Foi realizado o teste de Spearman ou Pearson (r) na andlise de
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correlagcdo e regresséo linear dos dados. As analises estatisticas foram realizadas
pelo software GraphPad Prism 5®.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacao da sindrome do desconforto respiratdrio agudo associado a

malaria em modelo murino.

Os camundongos DBA/2 apés infeccao com Plasmodium berghei ANKA foram
observados até o 17°dpi (dia apds a infeccao) para avaliagdo do desenvolvimento da
SDRA ou HP. A infeccdo promove o desenvolvimento da SDRA e os camundongos
vao ao Obito entre o 7° e 12° dia apds a infeccdo, onde apresentam alteracdes dos
parametros respiratérios, com a diminuicdo da frequéncia respiratoria (bpm) e
aumento da pausa respiratéria (Penh). Além disso, foi identificado a presenca de
edema e hidrotérax (em 100 % dos casos), hemorragia pulmonar, conforme publicado
anteriormente pelo nosso grupo (EPIPHANIO et al., 2010; ORTOLAN et al., 2014).

Para a caracterizacdo do modelo experimental € necessario a mensuracao da
sobrevivéncia, parasitemia e parametros respiratorios com o objetivo de identificar os
animais que desenvolvem SDRA ou HP.

Os camundongos que desenvolvem a SDRA foram ao 6bito (Fig.17A) entre 0 7
e 12° dpi (faixa amarela), com edema pulmonar e hemorragia, enquanto 0s
camundongos com HP morreram apo6s o 13°dpi com o pulmé&o acinzentado devido ao
acumulo de pigmento maléarico. Foram realizadas as parasitemias dos animais durante
todo o experimento a partir do 5° dia ap6és infeccao (Fig. 17B) e observamos que o0s
camundongos com SDRA apresentam maiores concentracdes de eritrocito parasitado
gue os animais que desenvolveram hiperparasitemia. Os camundongos no 5°dpi hao
apresentam diferencas significativas na mensuracdo dos parametros respiratorios
(Fig. 17C-H). Entretanto, os camundongos no 7°dpi que desenvolvem SDRA
apresentaram diminuicdo da frequéncia respiratéria (Fig.17C), aumento da pausa
respiratéria (Fig.17D), diminui¢do do volume tidal (Fig. 17E), diminuicdo do volume de
ventilagdo (Fig. 17F), prolongamento do tempo de expiragdo (Fig. 17G) e néo

apresentaram diferencas significativas no tempo de inspiracado (Fig. 17H) quando
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comparados aos animais nédo infectados ou que desenvolveram hiperparasitemia

devido a insuficiéncia respiratéria causada pela efuséo pleural.
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Figura 17. Avaliacdo da sobrevivéncia, parasitemia e pardmetros respiratorios durante o modelo
experimental de SDRA associada a malaria. (A) Curva de sobrevivéncia, (B) Parasitemia, (C)
Frequéncia respiratdria- batimentos por minuto, e (D) Pausa respiratéria- segundos (Penh) (E) Volume
corrente — ml, (F) Volume de ventilagdo — ml/minuto, (G) Tempo de expiracéo - segundos e (H) Tempo
de inspiragdo - segundos no modelo experimental de SDRA associado a malaria apos o 5° e 7°dpi.
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Dados apresentados como média e erro padrdo. Kruskal-Wallis. * p<0,01, ** p<0,001, ** p<0,0001.
Figuras representativas de 2-3 experimentos independentes. n =10-14 por experimento. NI= N&o
Infectado, SDRA= Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo, HP = Hiperparasitemia, dpi= dias pds

a infeccao.

Alteragdes nos parametros respiratorios séo cruciais na identificacdo de leséo
pulmonar. Em pacientes com SDRA ocorre a diminui¢cdo da frequéncia respiratéria e
aumento da resisténcia pulmonar devido a deficiéncia na oxigenacao pulmonar e o
acompanhamento do estado ventilatorio, que € fundamental para evitar a morte do
paciente (CHEN et al., 2016).

Ortolan e colaboradores em seu estudo sobre os critérios preditivos para o
desenvolvimento da SDRA associado a malaria, utilizava a curva ROC para
parasitemia, frequéncia e aumento da pausa respiratéria (Pehn), mensurados no
7°dpi, que identifica o desenvolvimento ou ndo da SDRA. Neste modelo preditivo, n&o
é possivel identificar o desenvolvimento da SDRA ou ndo mais precocemente, pois no
5°dpi ndo houve diferencas significativas nos parametros respiratorios. Os resultados
no presente estudo foram semelhantes aos demonstrados por Ortolan e
colaboradores, pois além dos animais no 7°dpi apresentaram alta parasitemia em
comparagcdo com o HP e irem ao Obito entre os dias 7 e 12° dpi apresentando
hemorragias, edema pulmonar e hidrotérax, os parametros respiratorios (7°dpi)
indicaram diminuicdo da frequéncia respiratdria e aumento da pausa respiratéria
devido ao desenvolvimento da SDRA (ORTOLAN et al., 2014).

A mensuracao da diminuicdo do volume tidal durante o desenvolvimento da
SDRA ¢é fundamental para o acompanhamento de pacientes durante a ventilacao
mecanica e demonstra a insuficiéncia da ventilacdo pulmonar sendo necessario
ajustes do PEEP para reduzir o risco de morte do paciente em 22% em unidades de
terapia intensiva (PATRONITI; PESENTI, 2003; CHEN et al., 2016) O Volume tidal
possui correlacdo com a complacéncia pulmonar durante a SDRA ocorre a diminui¢éo
do volume tidal devido a acidose respiratéria (GUERRERO et al., 2007).

Em humanos que desenvolveram SDRA ocorre o aumento da pausa
inspiratoria (AGUIRRE-BERMEDO et al., 2016) e tempo de inspiragdo (MERCAT et al.,
2001) devido a deficiéncia nas trocas gasosas pulmonares induzindo o barotrauma

nos pacientes. O prolongamento do tempo de expiragdo é observado em pacientes
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durante a SDRA demonstrando a diminuicdo da ventilacdo e promovendo o colapso
pulmonar (SAHETYA; GOLIGHER; BROWER, 2017). Durante a SDRA em modelo
murino a mensuracdo do aumento do Penh e volume de ventilacdo demonstram a
dificuldade nas trocas gasosas e falha na funcdo pulmonar (BATES et al., 2002;
AEFFNER; BOLON; DAVIS, 2015), o Penh é um parametro muito utilizado pois &
possivel avaliar de maneira n&o invasiva a fungéo pulmonar (EPIPHANIO et al., 2010;
VERHEIJDEN et al., 2014). Entretanto, estas medidas ndo podem ser correlacionado
com a resisténcia pulmonar, sendo necessario estudos de mecanismo de ventilacdo
(LUNDBLAD et al., 2007).

4.2 Caracterizacdo e diagnoéstico por imagem da sindrome do desconforto
respiratério agudo associada a malaria experimental por tomografia

computadorizada

Como ja dito e demonstrado anteriormente, os camundongos da linhagem
DBA/2 infectados com P. berghei ANKA apresentam dois fenoétipos distintos, onde
cerca de 50% morrem entre o 7° e 12° dia com sinais de SDRA e 0s outros animais
morrem apds o 13° dia com anemia grave e hiperparasitemia (HP). Valendo-se deste
modelo, utilizamos o método de tomografia computadorizada para avaliar
precocemente as lesdes pulmonares. A avaliagdo pulmonar é baseada na unidades
de Hounsfield onde, quanto mais escuro (preto) o tecido, maiores 0s niveis de aeracao
(HOUNSFIELD G.N, 1973). A analise qualitativa da aeracdo pulmonar durante a
SDRA experimental demonstrou que os camundongos no 7°dpi que desenvolveram
SDRA apresentam diminuicdo acentuada de aeracdo (Fig. 18), intensas areas
semelhantes a atenuacéo de consolidacdo, juntamente com a opacificacdo bilateral
difusa em todos os cortes topograficos, quando comparado aos animais nao
infectados, que possuem o0 pulm&o com aspecto saudavel e intensa aeragcdo ou
camundongos no 5°dpi que desenvolveram SDRA. Os camundongos que
desenvolveram hiperparasitemia no 7°dpi, apresentam diminuicao de tecidos aerados
e opacificacdo acentuada quando comparados aos animais no 5°dpi com HP ou
camundongos nao infectados. Os animais com hiperparasitemia no 14°dpi
apresentam aumento do tecido pulmonar aerado com aspecto sugestivo a atenuacgéo
de reticulacao quando comparado aos camundongos que desenvolveram HP no 7°dpi.

Observamos a predominancia de lesGes pulmonares com aspecto de atenuacao de
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vidro fosco nos camundongos com SDRA no 7°dpi, demonstrando a diminuicado da

capacidade respiratéria e colabamento alveolar.

Axial Sagital Coronal

5°dpi

7°dpi

14°dpi

Figura 18 — Avaliagdo morfolégica durante o desenvolvimento da sindrome do desconforto respiratério
agudo associada a malaria experimental pela tomografia computadorizada. Imagens topogréficas
representativas de camundongos DBA/2 infectados com P. berghei ANKA. Escala de cinzas pelas
Unidades de Hounsfield 0 HU (Densidade da agua) a -1.000 HU (Densidade do ar). De 2 a 4
experimentos independentes, onde n = 7-14/experimento. NI= Nao infectado, SDRA= Sindrome do

desconforto respiratorio agudo, HP= Hiperparasitemia, dpi= dias p0s a infeccao.
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A radiografia de térax e a tomografia computadorizada sédo utilizadas no
diagnostico de SDRA associada a malaria possibilitando a identificagdo da
opacificidade bilateral difusa “pulmao branco” e lesdes pulmonares em humanos
(SALERI et al., 2006; ELZEIN et al., 2017), entretanto, em modelo murino observamos
a predominancia da opacificagcéo difusa no lobo esquerdo (ORTOLAN et al., 2014) e
em regides ndo dependentes (apice ou base pulmonar) (MA et al., 2016).

A anélise morfoldgica dos tecidos pulmonares é essencial para a realizacao do
diagnéstico durante a SDRA. Entretanto, € necessario a conferéncia de dois
radiologistas experientes para confirmacao das lesdes, o que torna as andlises
guantitativas fundamentais para otimizar o tempo de processamento e promover maior
acuracia diagnéstica (SUN; ZHANG; DUAN, 2006; VERGANI et al., 2017). As
principais les@es identificadas durante a SDRA séo intensas areas de atenuacao de
vidro fosco que demonstram a baixa aeragcao e atenuagao de consolidacdo na fase
aguda que demonstra a efuséo pleural e inflamacgéo pulmonar (PESENTI et al., 2001;
CHIUMELLO et al., 2013; MA et al., 2016; SIMON et al., 2016). Ainda é possivel
observar a atenuacdo de reticulacdo na fase tardia demonstrando o espessamento
dos septos interlobulares, devido ao acumulo de células inflamatérias e fibrose
(MARKSTALLER et al., 2001; DE MATOS; BARBAS, 2011; ZOMPATORI;
CICCARESE; FASANO, 2014).

A avaliacdo morfoldgica durante a SDRA é amplamente utilizada para detecgéo
da efusdo pleural (PESENTI et al., 2016). A opacificacdo difusa na regido basal e
dependente e distarbio no parénquima pulmonar pelo acamulo de tecido ndo aerado
em estagios precoces também podem ser observados em pacientes com SDRA,
evidenciando o edema (DE MATOS; BARBAS, 2011; VERGANI et al., 2017; FAN;
BRODIE; SLUTSKY, 2018).

A diminuigdo da aeragdo pulmonar (>40%) e aumento da permeabilidade
vascular estdo relacionados a diminuicdo da complacéncia, devido a deficiéncia nas
propriedades elasticas do pulmdo durante a SDRA (ROUBY et al., 2003;
HOCHHEGGER et al., 2010). Tal achado é compativel com nossos resultados, pois
os animais com SDRA apresentaram edema pulmonar, além de hidrotorax, onde os
camundongos podem apresentar até 1ml de liquido na cavidade toracica, o que
dificultaria a complacéncia. Apos 14° dias de infeccdo observamos uma melhora na

aeracao pulmonar em relagdo ao 7° dia apds a infeccdo, assim como a capacidade
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respiratéria dos animais com HP apresentaram melhora, evidenciado pelo retorno aos
niveis basais da frequéncia respiratéria e Penh, semelhante aos animais n&o
infectados, no 21° apos a infeccdo (ORTOLAN et al., 2014).

A tomografia computadorizada de térax apresenta alta sensibilidade na
identificacdo das lesbes pulmonares durante a SDRA, sendo que 85% dos pacientes
apresentaram lesdes bilateriais e no segmento anterior do pulméo esquerdo, sendo
gue apenas 5% dos pacientes com SDRA nao apresentaram estas caracteristicas, o
gue demonstra a alta sensibilidade da técnica quando comparada com a radiografia
de térax (NEGRIN et al., 2017).

Diferentes equipamentos de CT podem ser utilizados, porém a limitacdo na
resolucao das imagens de CT prejudica a acuracia do diagndstico precoce da SDRA
(CEREDA et al., 2017). O CT multislice que possui 64 detectores permitindo projecdes
entre 40-70 um e o UCT que permite imagens com resolucdes inferiores a 10um,
enquanto, que a CT convencional permite a aquisi¢ao das projecées em mm (FRED,
2004; IONESCU et al., 2011), o que dificulta a avaliacdo das lesGes pulmonares

durante a SDRA em equipamentos convencionais (SIMON, 2005).

4.2.1 Avaliagcdo da aeracdo pulmonar durante a sindrome do desconforto

respiratorio agudo associada a maléria experimental

As andlises detalhadas da aeracdo pulmonar consistiu em quatro ranges
diferentes, de acordo com protocolo proposto (GATTINONI et al., 2001; RESKE et al.,
2011; WOLF et al., 2015; PESENTI et al., 2016), onde os resultados foram segregados
em -1.000 até -900 (hiperinflado), -900 até -500 (normalmente aerado), -500 a -100
(pobremente aerado) e 0 até +100 (ndo aerado). Estes intervalos sao justificados por
determinar caracteristicas pulmonares e diferentes intensidades de ar no interior dos

pulmdes.

A guantificacdo da aeracao pulmonar (Fig.19) demonstrou que, apos a infeccéo
com o Plasmodium berghei ANKA, os camundongos em todos os dias analisados
tiveram uma reducdo acentuada nos tecidos hiperinflados (Fig. 19A) quando
comparado ao camundongo nao infectado, entretanto, os camundongos que
desenvolveram SDRA n 5° e 7° dpi apresentaram diferenga significativa quando

comparado ao controle néo infectado (p<0,05), nao houve diferenca significativa entre
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os tecidos hiperinflados dos camundongos que desenvolveram SDRA ou HP no 5°dpi
ou 7°dpi (p>0,05).

Camundongos nédo infectados apresentaram maiores valores de tecido
normalmente aerado (Fig. 19B) quando comparados aos camundongos infectados.
Entretanto, os camundongos com SDRA no 5° e 7°dpi, apresentaram 0s menores
valores de aeracdo, demonstrando o comprometimento pulmonar (NI vs SDRA no
5°dpi p<0,001, NI vs SDRA no 7°dpi p<0,001). Nao foram observadas diferencas
significativas entre a aeracao pulmonar entre os camundongos com SDRA ou HP no
5°dpi ou 7°dpi (p>0,05), porém os camundongos com SDRA demonstraram
diminuicdo de tecidos aerados (hiperinflados e normalmente aerados) entre o 5°dpi
guando comparado ao 7°dpi (p<0,01), sugerindo que a avaliacao longitudinal permite
a identificacdo dos animais que desenvolvem SDRA mais precocemente, visto que o
perfil de aeracédo dos camundongos que desenvolvem HP n&o altera no 5°dpi quando
comparado ao 7°dpi (p>0,05).

Os tecidos pobremente aerado nos camundongos com SDRA apresentaram
diminuicao significativa quando comparados aos camundongos HP (Fig. 19C) (SDRA
vs HP 5°dpi p>0,01, SDRA vs HP 7°dpi p>0,001). Além disso, observamos maiores
areas de tecidos pobremente aerados nos camundongos que desenvolveram a SDRA
no 5°dpi quando comparada ao 7°dpi (SDRA 5°dpi vs SDRA 7°dpi p>0,01). Os
camundongos HP no 14°dpi apresentam o aumento dos tecidos pobremente aerados
guando comparado aos animais no 7°dpi (HP 7°dpi vs HP 14°dpi p>0,01).

Também foi observado que houve aumento de tecidos ndo aerados (Fig. 19D)
nos camundongos com SDRA (5° e 7°dpi) quando comparados aos controles nao
infectados (NI vs SDRA 5°dpi p<0,05 e NI vs SDRA 7°dpi p<0,01). Ainda, os
camundongos que desenvolvem SDRA no 5°dpi e 7°dpi apresentam maiores areas
de tecido ndo aerado quando comparados aos camundongos HP (SDRA vs HP
p>0,05) e, finalmente, os camundongos que desenvolveram HP no 14°dpi
demonstraram uma reducdo dos tecidos ndo aerados quando relacionados aos
animais HP no 7°dpi (HP 14°dpi vs HP 7°dpi p>0,05). Os camundongos no 7°dpi
apresentaram aproximadamente 80% do tecido pulmonar ndo aerado com valores
superiores a 4 vezes aos encontrados no controle ndo infectado, demonstrando o
acumulo de liquido (edema) e o aumento da permeabilidade vascular pulmonar. Apos

o 5°dpi durante a SDRA 0s animais apresentaram 2 vezes mais tecidos nédo aerados
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quando comparados aos controles, permitindo identificar precocemente a

colabamento pulmonar.
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Figura 19 — Diminuicdo da aeracdo pulmonar na maléria experimental. Quantificacdo da aeragdo
pulmonar pela tomografia computadorizada em camundongos DBA/2 apds 5°, 7° e 14° dias de infec¢éo
com Plasmodium berghei ANKA. (A) A infecgdo com o Plasmodium berghei ANKA promove a reducéo
dos tecidos hiperinflados quando comparado aos animais nao infectados, (B) tecidos normalmente
aerados reduziram durante a malaria experimental, (C) tecidos pobremente aerados diminuiram nos
camundongos que desenvolveram SDRA, (D) tecidos ndo aerados estdo elevados em camundongos
com SDRA. Imagens representativas de 2-4 experimentos independentes, onde n = 7-14/experimento.
Kruskal-Wallis. *p<0,05, **p<0,01, **p<0,001. NI= N&o infectado, SDRA= Sindrome do desconforto

respiratério agudo, HP= Hiperparasitemia, dpi= dias pés- infeccéo.

A quantificagao pela segmentacéo da aeragao pulmonar durante a SDRA tanto
em modelo animal quanto em humanos demonstra ser um ferramenta eficiente no
diagnoéstico pois facilita a interpretacdo dos dados (KARMRODT et al.,, 2006;
KLAPSING et al., 2017). Recentemente, em humanos foi descrito que durante a SDRA
ocorre a diminuicdo dos tecidos hiperinflados e normalmente aerados, reducdo dos

tecidos pobremente aerados e aumento dos tecidos ndo aerados com valores
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superiores a 2 vezes, quando comparados aos pacientes controles, demonstrando a
presenca do colapso alveolar e as falhas na funcao respiratoria, resultado semelhante
ao encontrado no estudo (KARMRODT et al., 2006).

O aumento da permeabilidade da barreira alvéolo-capilar associado a
diminuicdo do surfactante e inflamacéo pulmonar promove a inducdo da atelectasia
(ROUBY et al., 2003). A reducdo da aeracdo pulmonar geral é observada durante a
SDRA demonstrando o colapso pulmonar, decorrente do edema (ATUL MALHOTRA,
2007; RESKE et al., 2011).

O aumento dos tecidos ndo aerados € um marco na avaliagdo da aeracdo
pulmonar durante a SDRA (ROUBY et al., 2003), pois os valores podem ultrapassar a
50 vezes aos encontrados nos controles (voluntarios), sendo uma ferramenta
importante na identificacdo das lesdes pulmonares. Além disso, ocorre a diminui¢ao
dos tecidos hiperinflados e normalmente aerados com predominancia no lado direito
(PUYBASSET et al.,, 2000; MARKSTALLER et al., 2001). Apesar de no presente
estudo encontramos diminuidos os tecidos hiperinflados e normalmente aerados, ndo
foram observadas diferencas na aeracéo entre os I6bulos direito e esquerdo. Portanto,
a andlise da aeracdo pulmonar durante a SDRA permite a identificacdo das falhas na
oxigenacgao pulmonar precoce, que pode evitar a alta mortalidade dos pacientes em
unidade de terapia intensiva (DAKIN et al., 2012).

Nas reconstrucbes 3D da aeracdo pulmonar do presente estudo podemos
observar nas topografias em coronais pequenas areas de tecido hiperinflado nos
animais nao infectados e, apés a infeccdo, ocorreu a diminuicdo tanto nos animais
com SDRA ou HP em todos os dias analisados (Fig.20A). Na mensuracgao dos tecidos
normalmente aerados observamos nos camundongos infectados a diminuicdo da
aeracdo pulmonar quando comparado aos animais nao infectados em todos os dias
analisados. Entretanto, no 5°dpi as vias aéreas estavam integras quando comparadas
aos animais no 7°dpi, que apresentavam baixa aeracdo pulmonar. Ja no 14°dpi, o
pulmdo dos animais com hiperparasitemia estavam com as vias areas mais
conservadas, demonstrando a melhora pulmonar (Fig. 20B). Camundongos com
SDRA no 5°dpi ndo demonstraram diferencas nos tecidos pobremente aerado quando
comparados aos animais néo infectados. Porém, os animais com SDRA no 7°dpi
apresentam diminuicdo dos tecidos pobremente aerados quando comparados aos

animais nao infectados, com animais SDRA no 5°dpi ou com hiperparasitemia. Nos
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resultados do 14°dpi podemos observar maior aeracao pulmonar quando comparada
aos animais no 7°dpi com HP (Fig. 20C). Camundongos nao infectados apresentaram
pequenas areas de tecido ndo aerado, e apos a infec¢do, ocorreu o aumento de
tecidos ndo aerados em todos os dias analisados quando comparado ao controle,
denotadas pela presenca de edema, hemorragias e congestao pulmonares nestes

animais (Fig. 20D). A sobreposicéo dos ranges pode ser observado na figura 20E.

TOTAL A B C D E

5°dpi

7°dpi

14°dpi

Figura 20 — Segmentacao 3D utilizada na analise aeragao pulmonar durante a sindrome do desconforto
respiratorio agudo associado a maléria experimental pela tomografia computadorizada. A avaliagdo da
aeracao pulmonar pela tomografia computadorizada foi realizada em camundongos DBA/2 apés 5°, 7°
e 14° dias de infeccdo com Plasmodium berghei ANKA. (A) Tecidos hiperinflados, (B) tecidos
normalmente aerados, (C) tecidos pobremente aerados, (D) tecidos ndo aerados, (E) merge das
sobreposi¢cdes dos ranges. Imagens representativas de 4 experimentos independentes, onde n = 7-
l4/experimento. NI=N&o infectado, SDRA= Sindrome do desconforto respiratério agudo, HP=

Hiperparasitemia, dpi= dias pos-infeccao.
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Os pontos de corte da HU definidos na aeracdo sdo amplamente utilizados
para avaliar a quantidade de ar no interior dos pulmdes e correlacionados com o
desenvolvimento da atelectasia durante a SDRA (CRESSONI et al., 2008). Estudos
anteriores demonstraram por imagem que os tecidos pulmonares nao aerados (OHU
a 100HU) estédo correlacionados com a gravidade da hipoxemia e com o edema
observado nos pacientes com SDRA, onde foi observado infiltrado bilateral difuso
predominantemente na base pulmonar (FAN; BRODIE; SLUTSKY, 2018).

4.2.2 Aumento do tecido pulmonar ndo aerado pelatomografiacomputadorizada
estd associado com os parametros respiratérios durante a sindrome do

desconforto respiratorio agudo associado a malaria experimental

Os parametros respiratérios durante a SDRA associada a maléaria
experimental estao relacionados com a dificuldade nas trocas gasosas pelo aumento
de permeabilidade vascular e processo inflamatério (EPIPHANIO et al., 2010;
ORTOLAN et al., 2014). No 5° dpi ndo houve diferenca significativa entre a correlagéo
dos dados dos parametros respiratorios e CT, possivelmente porgue ndo ha
diferencas destes parametros entre os animais nao infectados e infectados neste dia
de infeccdo. Portanto, realizamos a regresséo linear para analisar a associagao dos
critérios preditivos no 7° dpi com o aumento do tecido ndo aerado pela TC (Fig. 21).
Camundongos com SDRA apresentaram: correlacdo negativa forte (Fig. 21A) entre a
diminuicdo da frequéncia respiratéria com o aumento de tecido nédo aerado (R? 0.88
p<0,005); correlacdo negativa forte (Fig. 21B) entre a diminuicdo do volume de
ventilacdo e aumento de tecidos ndo aerados (R? 0,89 p<0,004); correlacdo negativa
moderada (Fig. 21C) entre a diminuicdo do volume tidal com o aumento do tecido ndo
aerado (R? 0,53 p<0,01); correlagéo positiva forte (Fig. 21D) entre o aumento da pausa
respiratéria e a presenca de tecidos nido aerados (R? 0,94 p< 0,001); correlacédo
positiva forte (Fig. 21E) entre o aumento do tempo de expiracdo com a presenca do
tecido ndo aerado (R? 0,95 p<0,001); correlacdo positiva forte (Fig. 21F) entre o

aumento do tempo de inspiracdo com o aumento da atelectasia (R? 0,87 p<0,006).
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Figura 21 - Correlag6es entre os parametros respiratérios e o tecido pulmonar ndo aerado observado
pela tomografia computadorizada durante a sindrome do desconforto respiratério agudo associada a
malaria. Camundongos DBA/2 infectados com P. berghei ANKA que desenvolveram a sindrome do
desconforto respiratdrio agudo no 7° dpi apresentam: (A) Correlacao negativa forte entre a diminuicao
da frequéncia respiratdria com o aumento de tecido ndo aerado CT. (B) Correlagdo negativa moderada

entre o volume por minuto de ventilacdo com o aumento de tecido ndo aerado CT. (C) Correlacéo
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negativa moderada entre o volume tidal com o aumento de tecido ndo aerado CT. (D) Correlacéo
positiva forte entre 0 aumento da pausa respiratéria com a presenca de tecido ndo aerado CT. (E)
Correlacao positiva forte entre o tempo de expiragdo com aumento de tecido ndo aerado CT. (F)
Correlacdo positiva forte entre o tempo de inspiragcdo com o aumento de tecido ndo aerado CT. N=6.
Dados apresentados como média + SD. Resultados representativos de 2 experimentos isolados.

Regresséo linear (R?).

A analise da aeracdo pulmonar na inspiragdo/expiracado final durante a SDRA
promoveu o aumento de tecidos pulmonares ndo aerado demonstrando injuria severa
e risco 3 vezes superior de lesdo pulmonar e atelectasia. Tecidos pobremente aerados
e ndo aerados sdo descritos no desenvolvimento da SDRA, através do prolongamento
da expiracéo final (KARMRODT et al., 2006; AGUIRRE-BERMEO et al., 2016).

A SDRA promove a deficiéncia nas trocas gasosas com alteracdo dos
parametros respiratérios, como o0 aumento da pausa respiratéria e a diminuicdo da
frequéncia respiratéria (ORTOLAN et al., 2014), aumento da pausa inspiratéria
(AGUIRRE-BERMEDO et al., 2016) e do tempo de inspiragao (MERCAT et al., 2001),
com o objetivo de eliminar o CO2z e promover a homeostase pulmonar.

A deficiéncia nas trocas gasosas em modelos experimentais de SDRA,
podem ser mensurados através da CT com alta sensibilidade, identificando as lesGes
precocemente e a gravidade da doenca, que sdo correlacionadas com o grau de
hipoxemia (CRESSONI et al., 2008). Durante a SDRA baixos valores de PaO:2 estado
relacionados como aumento de massa de atelectasia e altos valores de shunt estdo
correlacionados com o aumento da gravidade da lesdo pulmonar pela CT (WOLF et
al., 2015). A mensuracdo da oxigenacdo pulmonar é importante na avaliacdo da
gravidade da SDRA e estao correlacionados com o aumento de tecidos nao aerados
e atelectasia (MARKSTALLER et al., 2003).
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4.3 Diminuicdo da perfusdo pulmonar nos camundongos com sindrome do

desconforto respiratorio agudo.

A cintilografia de perfusdo pulmonar com particulas biodegradaveis de macro
agregado de albumina associado ao tecnésio 99 (MAA Tc-99m) é uma ferramenta de
diagndstico importante na avaliagdo da perfusdo regional pulmonar. O MAA Tc-99m
pode ser usado para uma variedade de indicacdes clinicas como por exemplo:
tromboembolismo pulmonar, enfisema pulmonar, estenose da artéria pulmonar,
sindrome hepatopulmonar, entre outros (OLIVEIRA et al., 2006; KASHEFI; KUO;
SHELTON, 2011).

Os nossos resultados demonstraram que 7° dia apos a infecgcdo com
Plasmodium berghei ANKA os camundongos que desenvolvem a SDRA, apresentam
diminuicao na perfusédo pulmonar quando comparado ao grupo HP (p<0,01). No corte
transversal € possivel observar que praticamente ndo a marcagcdo com o MAA Tc-
99m, o que demonstra pouca perfusao devido a efuséo pleural e o colabamento dos
alveolos (Fig.22). A marcacao presente nos camundongos com SDRA se concentram
no foco da lesdo, provavelmente devido ao aumento da permeabilidade vascular e ao

acumulo de sangue no local da leséo.
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Figura 22 - Diminuigdo da atividade de °°"Tc-MAA durante a perfusdo pulmonar no 7° dpi durante a
SDRA associada a malaria. (A) Foram observados em camundongos DBA/2 infectados com P. berghei
ANKA com SDRA pouca perfusdo (azul claro) em todos os cortes analisados o que demonstra a
insuficiéncia respiratéria, em relagdo aos animais nao infectados, pois estes apresentaram maiores
concentragdes de %mTc-MAA (areas vermelhas). (B) Quantificacdo da atividade de %°™Tc-MAA.
Imagens representativas de 2 experimentos isolados, onde n= 7-10/experimento. Kruskal-Wallis. **

p<0,01. NI: N&o Infectados, SDRA: sindrome do desconforto respiratorio agudo, HP: hiperparasitemia.

A compreensdao dos conceitos a respeito da mecéanica respiratoria,
principalmente da ventilacéo e perfusdo, sdo de suma importancia para compreender
a fisiopatologia pulmonar na SDRA (FREITAS, 2007). Portanto, ventilagdo é o
conjunto de movimentos fisicos de entrada e saida de ar dos pulmdes por minuto e

perfusdo refere-se ao fluxo sanguineo pulmonar disponivel para a troca gasosa
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(ISABEL et al., 2010).

A perfusdo pulmonar durante a SDRA esta reduzida nas areas pobremente
aeradas, sendo possivel observar acimulo no foco da lesédo, provavelmente devido
ao aumento da permeabilidade vascular e maior biodisponibilidade de sangue no local
contendo o radiofarmacor (CHIUMELLO et al., 2013), mas nem sempre as alteracdes
pulmonares reveladas por CT correlacionam-se com o SPECT. Durante o cancer de
pulm&o ocorre a diminuicdo acentuada de aeracao e intensas areas de atenuacao de
vidro fosco, entretanto pelo SPECT, o tecido se manteve preservado (DAVISON et al.,
2013).

A perfusdo pulmonar em pacientes com SDRA demonstrou a marcagao mais
acentuada na base pulmonar devido a diminuicdo da barreira endotelial (DAKIN et al.,
2012). O estudo da distribuicdo regional da perfusdo é importante para mensurar a
oxigenacao e ocorre a diminui¢cdo do radiofarmaco em areas pobremente aeradas e
nao dependentes durante a SDRA (PELOSI; DE ABREU, 2015).

O estudo da perfusdo e da ventilagdo pulmonar € essencial para a melhor
compreensao da funcao pulmonar durante a SDRA, sendo possivel observar menor
marcacdo em pacientes graves demonstrando a insuficiéncia pulmonar
(CHRISTMANN WAWRZENIAK et al., 2018)

Portanto, nos acreditamos que a tomografia computadorizada podera ser
uma importante ferramenta para diagnéstico da SRDA associada a malaria,
preconizando assim o acompanhamento terapéutico mais efetivo, que diminuam a

mortalidade destes pacientes.
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4.4 Caracterizacdo das células endoteliais pulmonares priméarias de
camundongos DBA/2

Atualmente, ha muitos trabalhos desenvolvidos para a caracterizacdo de
células endoteliais humanas e murinas. Diferentes técnicas, como o0 uso da
microscopia de contraste de fase, citometria de fluxo, imunofluorescéncia e ensaio de
absorcdo de lipoproteinas como o LDL podem ser utilizadas. Entretanto, apenas
utilizando um conjunto de marcacfes e anticorpos pode, de fato, caracterizar as
células endoteliais (LAMPUGNANI; DEJANA, 1997; COMHAIR et al., 2012).

Os ensaios de imunofluorescéncia para designar a pureza do isolamento das
CEPP-DBA/2 demonstraram que houve a marcacao positiva para todos 0s anticorpos
especificos pesquisados, como o anti-vWF, anti-eNOS, anti-CD31, anti-ACE, anti-
CDG62E e o reagente de ULEX (Fig.23).

Estes resultados demostraram que as células isoladas dos pulmdes de
camundongos DBA/2 sdo verdadeiramente células endoteliais e que mantém
caracteristicas tipicas de células endoteliais em culturas celulares. Além disso,
resultados obtidos em nosso laboratério, pela Dra. Luana dos Santos Ortolan,
demonstraram que as mesmas células apresentaram expressoées para ICAM, VCAM,
CD31, VE-caderina, CD36 e endoglina, pela técnica de citometria de fluxo (dados nao
publicados), validando os resultados destes ensaios, pois as CEPP-DBA/2

apresentaram caracteristicas singulares de células endoteliais.
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Figura 23 - Identificacdo das células endoteliais pulmonares primarias de camundongos DBA/2 por
imunofluorescéncia. Foram utilizados anticorpos anti-vWF, anti-eNOS, anti-CD31, anti-Ace, anti-62E,
seguidos do anticorpo secundario goat anti-rabbit Alexa Fluor 488, na concentracao 1:400 e o reagente
de Ullex. Nucleos celulares foram marcados com Hoechst (azul). Todas as marcacdes foram positivas
0 que demonstra a pureza do isolamento das células endoteliais pulmonares primarias. Barra de escala:

50 pym.
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45 EP-PbA promovem o0 aumento dos espagos interendoteliais em
monocamada de CEPP-DBA/2

Resultados anteriores do nosso grupo de pesquisa da Me. Daniela Debone
identificaram que o EP-PbA promove modificagbes na conformacdo dos
microfilamentos de actina (por faloidina) e alteragdo da abertura da juncgao
interendoteliais em CEPP-DBA/2 (DEBONE et al., 2017). Entretanto, ndo sabiamos
se o contato direto dos EP-PbA com as células endoteliais ou se os metabolitos
provenientes dos parasitas causariam estas alteragoes. Por isso, 0s experimentos de
imunofluorescéncia, que serdo descritos a seguir, tiveram como objetivo investigar as
possiveis alteragcbes nos microfilamentos de actina e na abertura das juncbes
interendoteliais em CEPP-DBA/2, causadas pelo contato indireto com eritrécitos
parasitados em esquizontes de P. berghei ANKA (iIEP-PbA), comparados com NE,
ENP e EP-PbA. Observamos que apenas o estimulo direto com EP-PbA promoveu
alteracdes na morfologia celular e abertura da juncéo celular (EP-PbA vs iEP-PbA
p<0,001) (Fig.24). Na quantificacdo da abertura das jun¢@es interendoteliais (Fig.24E),
observa-se que as CEPP-DBA/2 estimuladas com EP-PbA apresentaram
porcentagens das areas significativamente maiores que as areas das células NE, ENP
ou iEP-PbA (EP-PbA vs NE, ENP ou iEP-PbA p<0,001). Além disso, ndo houve
diferenca significativa entre as porcentagens das areas de NE, ENP ou iEP-PDbA.
Ainda, pode-se observar que as células estimuladas com EP-PbA apresentaram
aberturas entre as juncdes interendoteliais de cerca de 3 vezes mais elevadas,
quando comparadas com as células NE, ENP ou iEP-PbA, que se apresentaram, de
forma muito semelhante, com perturbacfes nas juncdes interendoteliais praticamente

ausentes.
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Figura 24 - EP-PbA provocam alteragbes na abertura das jungbes interendoteliais das células
endoteliais pulmonares primarias de camundongos DBA/2. As células NE (A), ENP (B) e iEP-PbA (C)
apresentaram microfilamentos de actina integros (seta amarela), entretanto, apenas apés o contato
direto com EP-PbA (D) promoveu desarranjo destes filamentos (x) e aumento das aberturas
interendoteliais (seta vermelha). A actina foi marcada com Texas Red Phalloidina (1:200) e os ndcleos
das células endoteliais foram marcados em azul com Hoechst (1:1000). Quantificacéo da abertura das
junc@es interendoteliais (E). Dados apresentados como média + erro padrdo. Resultados
representativos de dois experimentos independentes. Kruskal-Wallis. (n= 15 a 20 imagens/por grupo.
*** n<0,001. NE: ndo estimuladas, ENP: eritrocitos ndo parasitados, iIEP-PbA: contato indireto com
eritrécitos parasitados com esquizontes de P. berghei ANKA, EP-PbA: eritrocitos parasitados com
esquizontes de P. berghei ANKA; Barra de escala: 50 pm.
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O nosso grupo de pesquisa publicou um estudo utilizando as mesmas células
endoteliais (CEPP-DBA/2) estimuladas com lisado de P. berghei ANKA e foi
observado que este promoveu perturbacdes nos microfilamentos de actina e nas
juncdes interendoteliais (PEREIRA et al., 2016).

GALLEGO e colaboradores demonstraram que lisados de eritrocitos
parasitados com P. Falciparum também promoveram alteracfes no citoesqueleto e a
abertura das juncdes interendoteliais induzindo a disfuncdo endotelial cerebral.
Apesar deste estudo ter sido realizado com eritrocitos fragmentados e 0 nosso com
eritrocitos integros, o mesmo demonstrou resultados muito semelhantes aos
resultados aqui apresentados (GALLEGO-DELGADO et al., 2016) .

Além disso, nossos resultados foram semelhantes ao estudo in vitro que
demonstrou que a citoadesdo de P. falciparum, em células endoteliais pulmonares
humanas, gerou a disfuncdo da barreira endotelial, através da contracéo celular e
alteracdo de juncgbes interendoteliais, provocando o aumento da permeabilidade
endotelial (TAOUFIQ et al., 2008).

4.6 EP-PbA provocam o aumento da permeabilidade de células endoteliais

pulmonares primarias de DBA/2.

Nossos resultados demonstraram o aumento da abertura entre as juncdes
interendoteliais foi causado pelo contato direto e adeséo de eritrocitos parasitados
com esquizontes do P. berghei ANKA, nas CEPP-DBA/2. Assim, o0 aumento da
permeabilidade foi validado, por analise de concentracdo do corante azul de Evans,
onde as CEPP-DBA/2 foram aderidas em membrana semi-permeavel (compartimento
superior), em sistema de Transwell®. Estes ensaios demonstraram que o estimulo
direto com EP-PbA provocou a passagem elevada de azul de Evans entre as
conexoes celulares, através dos poros da membrana permeavel para o compartimento
inferior (Fig.25). Observou-se que o fluxo de azul de Evans nestas células foi superior
em relacao aos grupos NE, ENP e iEP-PbA (EP-PbA vs NE ou ENP p>0,05). Apenas
o estimulo direto com EP-PbA nas CEPP-DBA/2 promoveu 0 aumento da
permeabilidade visto que o contato indireto com iEP-PbA teve os niveis de azul de
Evans semelhantes aos encontrados no grupo NE e ENP (EP-PbA vs IEP-PbA

p<0,05). A concentracao de azul de Evans, que atravessou a monocamada endotelial,
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referente a EP-PbA foi de 0,037 mg/mL, concentracdo significativamente maior que
as observadas em NE (0,022 mg/mL) e em ENP (0,021 mg/mL).
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Figura 25 - Contato direto com EP-PbA provoca aumento da permeabilidade das células endoteliais
pulmonares primérias de camundongos DBA/2 pelo ensaio de Azul de Evans. Dados apresentados
como média + erro padrdo. Kruskal-Wallis. n= 3 a 4 por grupo. Resultados representativos de 2
experimentos. * p<0,05. NE: ndo estimuladas, ENP: eritrécitos ndo parasitados, IEP-PbA: contato
indireto com eritrécitos parasitados com esquizontes de P. berghei ANKA, EP-PbA: eritrécitos

parasitados com esquizontes de P. berghei ANKA.

Taoufig e colaboradores identificaram também por sistema de Transwell que a
exposicao com eritrécitos infectados com P. falciparum provocava o rompimento e
apoptose de células endoteliais pulmonares humanas em monocamadas (TAOUFIQ
et al., 2008).

Dados do nosso grupo de pesquisa demonstraram que EP-PbA também
induziram a apoptose em CEPP-DBA/2, quando estimuladas por 24 horas (Sercundes
et al., dados nao publicados). Entretanto, o estimulo de apenas uma hora de EP-PDbA,
mesmo tempo de exposi¢cao de todos os experimentos realizados neste trabalho, ndo
alterou a viabilidade celular ou provocou apoptose destas células (PEREIRA et al.,
2016). Portanto, demonstramos, mais uma vez que apenas o contato direto com o EP-
PbA na microvasculatura pulmonar murina atua como um fator critico para o aumento

da permeabilidade vascular.
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4.7 Caracterizacdo das juncdOes interendoteliais das células endoteliais
pulmonares primérias de camundongos DBA/2

As células endoteliais pulmonares primarias de camundongos DBA/2 foram
marcadas com 0s anticorpos para VE-caderina, claudina 5, ocludina, JAM-B, ZO-1,
conexina 43. Os resultados observados (Fig.26) demonstram que a houve a marcacgéo
por todos 0s anticorpos para as juncoes interendoteliais.

Ve-caderina

Figura 26 - Marcacgdes das jungdes interendoteliais nas células endoteliais pulmonares primarias de
camundongos da linhagem DBA/2 por imunofluorescéncia. Foi utilizado em todos os experimentos o
anticorpo secundario Goat anti rabbit Alexa Fluor 488 (verde), na concentracdo 1:400. Nucleos

celulares foram marcados com Hoechst (azul). Barra de escala: 50 ym.
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4.8 EP-PbA induzem a diminuicdo da Conexina 43 em células endoteliais
pulmonares primérias de camundongos DBA/2

A Cx43 é predominante no endotélio pulmonar e fundamental para manter a
integridade vascular do pulméo e séo reguladas pela a alteracdo do pH intracelular e
das concentracbes de célcio e modificacbes pos-traducionais como o aumento da

expressao da proteina quinase A (PKA), resultando na fosforilagdo da Cx43.

Nas células endoteliais pulmonares primarias estimuladas com EP-PbA foi
avaliada a CX43, onde observamos marcacdo mais intensa em células nao
estimuladas ou estimulados com ENP, quando comparadas com as células
estimuladas com EP-PbA (Fig.27A). Foi realizada a quantificacdo da expressao da
fluorescéncia celular total corrigida, por analise de imagem e, foi observado diminui¢éo
da fluorescéncia no grupo EP-PbA em comparacdo com o grupo NE (NE vs EP-PbA
p<0,05) (Fig.27B) e diminuicdo da area ocupada pela marcacdo (NE vs EP-PbA
p<0,001) (Fig.27C). Além disso foi observado diminuicdo da expressdo da proteina
CX43 nas CEPP-DBA/2 estimuladas pelo EP-PbA em relacdo ao NE por WB
(Fig.27D).
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Figura 27 - EP-PbA induzem a diminuicdo da Conexina 43 em células endoteliais pulmonares

primarias de camundongos DBA/2 por imunofluorescéncia (A-C) e por Western blot (D). (A) Foram
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utilizados anticorpos anti-conexina 43 e secundario Goat anti rabbit Alexa Fluor 488 (verde) e os
nacleos celulares marcados com Hoechst (azul); N=4 por grupo. Imagens representativas de 3
experimentos independentes. (B) quantificagdo da fluorescéncia celular total corrigida e (C) area
ocupada pela marcagdo da conexina 43. (D) para quantificacdo da proteina CX43 (43kDA)/B-actina.
Kruskal-Wallis. *p<0,05, *** p<0,001. NE = ndo estimulado, ENP = eritrécito ndo parasitado, EP-PbA=
eritrécito parasitados com esquizontes de P. berghei ANKA. Barra de escala: 50 pm.

Em ensaios in vitro a inibicAo da conexina 43 em células endoteliais da
microvasculatura pulmonar gerou a hiperpermeabilidade da juncdo comunicante, e a
modulacdo da Cx43 pode ser realizada via NFk-B. In vivo, baixos niveis de Cx43 sao
modulados pela expressdo do EPCR durante a SDRA (KANDASAMY et al., 2015). A
proteina kinase A (PKA) promoveu a fosforilacéo da serina 368 do dominio C terminal
da Cx43 controlando a abertura dos hemicanais, e o dominio N terminal causou o
fechamento da JC (ROSADO et al., 2012).

O TNF-a e a trombina associada ao EPCR promoveram a reducdo da
expressdo da Cx43 em células endoteliais da microvasculatura pulmonar pela
fosforilacdo da tirosina induzindo o desarranjo na barreira endotelial. Ainda, o
knockdown da Cx43 diminui a acdo da trombina na permeabilidade vascular e
fosforilacdo da miosina de cadeia leve, contribuindo para a regulagcdo da JC
(OKAMOTO et al., 2017.

E interessante notar que resultados do nosso laboratério mostraram que
DBA/2, que desenvolveram SDRA, apresentam niveis séricos altos de EPCR soluvel
e maior expressao génica e protéica do EPCR nos pulm&es, quando comparados com
animais nao infectados ou que desenvolveram HP. Por outro lado, in vitro, EP-PbA
nao induziu aumento da expressdao do EPCR nas células endoteliais pulmonares
primarias, mas o uso de TNF recombinante sim. Ainda, mostramos que o EP-PbA
incita a producdo de TNF (Ortolan, et al, eBiomedicine, submetido). Portanto,
podemos hipotetizar que o TNF produzido pelas células endoteliais, pode reduzir a
expressao da Cx43 no nosso modelo experimental.

Em estudo com células endoteliais da microvasculatura pulmonar de coelhos,
o TNF e IL-8 inibiram a expressdo de Cx40, reduzindo a funcédo das juncdes GAP,
devido ao acumulo de calcio intracelular, levando ao aumento da permeabilidade
vascular (ZHANG, 2010).
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N&o obstante, no nosso modelo experimental in vivo (camundongos DBA/2
infectados com P. berghei ANKA), nd6s mostramos que camundongos que
desenvolvem a SDRA apresentaram niveis séricos mais elevados de KC (IL-8 de
camundongos), quando comparados com animais ndo infectados ou que
desenvolveram HP (SERCUNDES et al., 2016). Portanto, podemos inferir que a KC,
além de recrutar neutrdfilos, pode estar envolvida na redugdo da Cx43 e,
consequentemente, no aumento da permeabilidade vascular, devido ao
comprometimento das juncgdes comunicantes. A Cx 43 modula a elasticidade
pulmonar, animais Cx43-KO apresentam deficiéncias na mecanica pulmonar
(HAEFLIGER et al., 2004).

4.9 EP-PbA promovem a diminuicdo da ocludina em células endoteliais

pulmonares primarias de camundongos DBA/2.

A ocludina é uma fosfoproteina que fornece a conexdo com o citoesqueleto
assegurando a alta resisténcia elétrica das monocamadas das células endoteliais e
diminuicdo da permeabilidade paracelular (FELDMAN; MULLIN; RYAN, 2005).

Os nossos resultados demonstram que as CEPP-DBA/2 apresentaram
marcacao de ocludina mais intensa nas células ndo estimuladas ou estimulados com
ENP, quando comparadas com as células estimuladas com EP-PbA (Fig.28A). Foi
realizada a quantificacdo da expressdo (Fig.28B), por andlise de imagem, e foi
observado diminuicdo da fluorescéncia no grupo EP-PbA em comparacdo com o
grupo NE (NE vs EP-PbA p<0,01) e (Fig.28C) a area ocupada pela marcagédo (NE vs
EP-PbA p<0,001). Entretanto, EP-PbA ndo promoveu alteracdo da expressédo da
ocludina em CEPP-DBA/2 (Fig.28D) quando comparada ao grupo controle analisado
por WB.
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Figura 28 - EP-PbA promovem a diminui¢cdo da ocludina em células endoteliais pulmonares primérias
de camundongos DBA/2 por imunofluorescéncia (A-C). (A) Foram utilizados anticorpos anti-ocludina e

secundario goat anti rabbit Alexa Fluor 488 (verde) e os nicleos celulares marcados com Hoechst
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(azul); N=4 por grupo. Imagens representativas de 3 experimentos isolados. (B) quantificacdo da
fluorescéncia celular total corrigida e (C) area ocupada pela marcacdo da ocludina. (D) quantificacdo
da proteina ocludina (59kDA)/ B-actina por Western Blot. Kruskal-Wallis. *p<0,05, *** p<0,001. NE =
nao estimulado, ENP = eritrocito ndo parasitado, EP-PbA= eritrécito parasitados com esquizontes de
P. berghei ANKA. Barra de escala: 50 um.

O estudo com células endoteliais identificou que o estimulo de TNF-a e IL-13
pelo periodo de 24 horas promoveu o aumento da permeabilidade, sendo o TNF-a
mais potente. Observou-se que estes fatores inflamatérios promoveram a diminui¢cao
da ocludina e claudina 5 da superficie celular, translocando estas proteinas para o
interior celular (AVELEIRA et al., 2010).

Foi reportado que a fosforilagdo da miosina de cadeia leve induzida, por TNF-
a, promove a reogarnizacdo da juncao de oclusédo e endocitose da ocludina, porém,
sem afetar a quantidade total da proteina, porém foi observado acumulo da ocludina
no citoplasma, demostrado pelo ensaio de subfracdo celular (BUSCHMANN et al.,
2013). O TNF-a também pode promover remoc¢ao do dominio C terminal da ocludina,
aumentando o fluxo macromolecular ndo seletivo da barreira endotelial e, a
neutralizacdo do TNF-a pode restaurar a JO (BUSCHMANN et al., 2013).

A quimiocina inflamatéria CCL2 é capaz de induzir a diminui¢cdo da ocludina na
superficie da membrana, promovendo o0 aumento da permeabilidade vascular e
diminuicdo da funcéo de barreira (STAMATOVIC et al., 2009; PALOMINO; MARTI,
2015). A ativacao da fosfatase A2 durante a resposta inflamatéria induz o aumento da
resisténcia elétrica transendotelial e internalizagéo da ocludina (MANABE et al., 2017).
A linhagem de células endoteliais de corddo umbilical humano (HUVEC) tratadas com
o inibidor da proteina tirosina fosfatase demonstrou o aumento da expressédo da
ocludina tanto por WB quanto por IF além da diminuicdo da permeabilidade celular
relatando a influéncia de metaloproteinases na expressdo da juncdo oclusiva
(WACHTEL et al., 1999).

Portanto, a resposta inflamatéria no pulm&o é crucial na alteragdo da JO,
sabemos que durante a SDRA associada a maléaria ocorre o influxo de neutréfilos e
citocinas inflamatorias nos alvéolos e parénquima pulmonares (SERCUNDES et al.,
2016), o que pode influenciar substancialmente a funcao da barreira endotelial.

A desregulacdo da JO em células endoteliais cerebrais promoveu a diminui¢ao

na expressao de ocludina e claudina, induzindo o aumento dos poros paracelulares e
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da permeabilidade vascular (CHEN, 2008), fato este evidente no nosso modelo

experimental tanto in vitro, quanto in vivo.

4.10 EP-PbA causam a diminuicdo da JAM-B em células endoteliais pulmonares
priméarias de camundongos DBA/2

A molécula de adeséao juncional 2 (JAM-B) é expressa em células endoteliais
sendo uma proteina citoplasmatica que forma associagfes com a ZO-1 e filamentos
de actina, fundamentais para o controle da permeabilidade vascular endotelial (ZIHNI
et al., 2016a)

Os nossos resultados demonstraram que apés estimulo com EP-PbA, as CEPP-
DBA/2 apresentaram diminuicdo da marcacdo de JAM-B em relagdo as células néo
estimuladas ou estimulados com ENP (Fig.29A). Foi realizada a quantificacdo da
expressado (Fig.29B), por analise de imagem, e foi observado maior expressédo da
fluorescéncia no grupo NE em comparacdo com o grupo EP-PbA (NE vs EP-PbA
p<0,001) e (Fig.29C) da area ocupada pela marcacéao (NE vs EP-PbA p<0,001). Além
disso, foi observado maiores niveis proteicos (Fig.29D) nos grupos sem EP-PbA,

sugerindo que o parasita interfere na abertura das juncdes de adesao.

81



A JAM-B HOECHST

> 0

| ...

£

B

EP- PbA

1.0x10° 24

<
=]
k=
8
o sk
T 8.0xi0e z _— ¥
g £ 18
bl ©
5@ 60x10° S
2 2= 12
-]
S5 sox10ee EE
= ©
g s 2 6
g 200 -
o0
E 0
z & & &
D
1.5 =
NE ENP  EP-PbA = —
£8
5 9
JAM-B  33KkDA B¢ S s mw o == 2810
@a
: =2
B-actina 43 kDA = v cmn e - o EE ]
005
85
<8
0.0
& & &
&

Figura 29 - EP-PbA causam a diminuicdo da JAM-B em células endoteliais pulmonares primarias de

camundongos DBA/2 por imunofluorescéncia (A-C) e por Western blot (D). (A) Foram utilizados
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anticorpos anti-JAM-B e secundario Goat anti rabbit Alexa Fluor 488 (verde) e os nucleos celulares
marcados com Hoechst (azul); N=15-20 imagens por grupo. Imagens representativas de 3
experimentos independentes. (B) quantificagdo da fluorescéncia celular total corrigida e (C) area
ocupada pela marcagdo da JAM-B. (D) para quantificacdo da proteina JAM-B (33kDA)/B-actina.
Kruskal-Wallis. *p<0,05, *** p<0,001. NE = ndo estimulado, ENP = eritrécito ndo parasitado, EP-PbA=
eritrécito parasitados com esquizontes de P. berghei ANKA. Barra de escala: 50 pm.

A JAM é fundamental para a integridade da permeabilidade vascular, in vivo e
in vitro. O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) modula a expressao da
JAM no endotélio pulmonar promovendo a disfuncédo da barreira paracelular. Além
disso, a JAM regula a actinomiosina promovendo o rearranjo dos filamentos de actina
e inducdo da diminuicédo pela fosforilagdo da miosina de cadeia leve (ORLOVA et al.,
2006).

Gillrie e colaboradores observaram em células endoteliais da microvasculatura
da derme humana, estimuladas com histone H3 recombinante, o aumento dos
espacos celulares em consequéncia da diminuicdo da expressao da ZO-1 e JAM
(GILLRIE et al., 2012). Nossos resultados anteriores mostraram que eritrocitos
parasitados (P. falciparum e P. berghei) induzem a formacédo de NETs (do inglés,
neutrophils extracelular traps), e consequentemente, a liberacdo de contetudo nuclear
de neutrdéfilos no meio extracelular, incluindo histonas (SERCUNDES et al., 2016), o
gue poderia contribuir para a diminuicdo da JAM e ZO-1 in vivo.

A expressdo da JAM regula a funcdo de barreira de células endoteliais
pulmonares, enquanto a JAM-B diminui a abertura das juncdes, a JAM-C aumenta a
permeabilidade vascular, e o bloqueio de JAM-C, mesmo apds estimulo com VEGF,
nao provocou a injuria da juncéo de oclusdo (REGLERO-REAL et al., 2016).
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4.11 EP-PbA induzem a diminuicdo da Claudina 5 em células endoteliais
pulmonares primérias de camundongos DBA/2

A Claudina 5 (CLDN5) € uma proteina de membrana plasmatica expressa em
células endoteliais que associa-se com ZO-1 e filamentos de actina, fundamentais
para o controle da permeabilidade vascular endotelial (FANNING et al., 1998).

Os nossos resultados demonstraram que apos estimulo com EP-PbA as CEPP-
DBA/2 apresentaram diminuicdo da marcacdo de CLDN em relacdo as células néao
estimuladas ou estimulados com ENP (Fig.30A). Foi realizada a quantificacdo da
expressdo (Fig.30B), por analise de imagem e, foi observado maior expressdo da
fluorescéncia no grupo NE em comparacdo com o grupo EP-PbA (NE vs EP-PbA
p<0,001) e (Fig.30C) da area ocupada pela marcacéao (NE vs EP-PbA p<0,001). Além
disso, foi observado menores niveis proteicos (Fig.30D) apds estimulo EP-PbA,
sugerindo que o parasita interfere na abertura das juncdes de ocluséo (NE vs EP-PbA
p<0,001).
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Figura 30 - EP-PbA induzem a diminuicdo da CLDN5 em células endoteliais pulmonares primarias de
camundongos DBA/2 por imunofluorescéncia (A-C) e por Western blot (D). (A) Foram utilizados
anticorpos anti-CLDN5 e secundario Goat anti rabbit Alexa Fluor 488 (verde) e os nucleos celulares
marcados com Hoechst (azul); N=4 por grupo. Imagens representativas de 2 experimentos isolados.
(B) quantificagdo da fluorescéncia celular total corrigida e (C) area ocupada pela marcacéo da CLDNS.

(D) para quantificagdo da proteina CLDN5 (22kDA)/B-actina. Kruskal-Wallis. *** p<0,001. NE = nao
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estimulado, ENP = eritr6cito ndo parasitado, EP-PbA= eritrocito parasitados com esquizontes de P.
berghei ANKA. Barra de escala: 50 um.

A expressdo de claudina 5 € reduzida nas células endoteliais apds o estimulo
com a quimiocina CCL2, promovendo a reducdo da resisténcia elétrica transepitelial
e disrupcéo da barreira endotelial (STAMATOVIC et al., 2009).

O estimulo com estrato de eritrécitos parasitados com esquizontes de
Plasmodium falciparum promoveu em células endoteliais a diminuicdo da expressao
da CLDN5 e aumento da permeabilidade paracelular (GILLRIE et al., 2007)

A claudina 4 e 5 sdo as proteinas mais expressas em células endoteliais e
epiteliais, entretanto enquanto a CLDN5 diminui durante o aumento da permeabilidade
vascular, a CLDN4 é altamente expressa durante a SDRA, via ativacédo da proteina
kinase C (PKC) aumentando os niveis do mRNA para CLDN4, o bloqueio da
expressdo das CLDN é mediada pela Jun-N-terminal kinase (JNK) (FRANK et al.,
2012).

Durante a SDRA ocorre a diminuicdo da expressdo de CLDN5 e esta é
relacionado com a gravidade da injaria pulmonar. A utilizacdo do simvastatin (inibidor
da permeabilidade vascular) provocou o aumento dos niveis de CLDN5 e manutencéao
in vitro e in vivo da barreira endotelial e homeostase pulmonar (CHEN et al., 2014).

A CLDNS5 é fundamental para manutencao da juncao de oclusédo, camundongos
CLDN5-KO véao ao 6bito ap6s o nascimento com injaria pulmonar severa e aumento
da permeabilidade da barreira hemato-encefélica. A inducéo da expresséo da CLDN5
em camundongos com SDRA diminui alteracdes da barreira paracelular e melhora a
funcdo pulmonar (JANG et al., 2011).
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4.12 EP-PbA diminuem a expressdo de VE-caderina em células endoteliais
pulmonares primérias de camundongos DBA/2

A VE-caderina € expressa em ceélulas epiteliais e endoteliais da
microvasculatura de diferentes tecidos, presente na membrana plasmatica, formando
associacbes com a catenina p120 e a-catenina, ligando-se aos filamentos de actina,
fundamentais para o controle da adesdo célula-célula (DEJANA; ORSENIGO;
LAMPUGNANI, 2008).

Os nossos resultados demonstraram que apdés estimulo com EP-PbA as CEPP-
DBA/2 apresentaram diminui¢cdo da marcacdo da VE-caderina em relagéo as células
nao estimuladas ou estimulados com ENP (Fig.31A). Foi realizada a quantificacao da
expressado (Fig.31B), por analise de imagem e, foi observado maior expressdo da
fluorescéncia no grupo NE em comparacdo com o grupo EP-PbA (NE vs EP-PbA
p<0,001) e (Fig.31C) da area ocupada pela marcacao (NE vs EP-PbA p<0,001). Além
disso, nédo foi observado alteracédo dos niveis proteicos (Fig.31D) apds estimulo EP-
PbA.
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Figura 31 - EP-PbA diminuem a expressdo de VE-caderina em células endoteliais pulmonares
priméarias de camundongos DBA/2 por imunofluorescéncia (A-C). (A) Foram utilizados anticorpos anti-
VE-caderina e secundario Goat anti rabbit Alexa Fluor 488 (verde) e os nucleos celulares marcados
com Hoechst (azul); N=4 por grupo. Imagens representativas de 2 experimentos independentes. (B)

guantificacdo da fluorescéncia celular total corrigida e (C) area ocupada pela marcacgéo da Ve-caderina.
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(D) para quantificacao da proteina VE-caderina (115kDA)/Vinculina. Kruskal-Wallis. *** p<0,001. NE =
nao estimulado, ENP = eritrocito ndo parasitado, EP-PbA= eritrécito parasitados com esquizontes de
P. berghei ANKA. Barra de escala: 50 um.

A VE-caderina é fundamental na juncao de adeséao sendo essencial no contato
célula-célula, especialmente durante a SDRA, quando ocorre a reducdo desta
proteina tanto in vivo quanto in vitro e o aumento da permeabilidade vascular
(HERWIG et al., 2013). Células endoteliais expostas ao extrato de eritrcitos
parasitados com esquizontes de P. falciparum ndo demonstram diferenca na
expressédo de VE-caderina (GILLRIE et al., 2007). O mecanismo de disfungédo da
barreira alvéolo capilar é regulado pela acdo da trombina, bradicina ou histamina
sobre a via PKC nas células endoteliais induzindo a fosforilagdo da catenina p120
ligada a VE-caderina (AMAN et al., 2016), diminuindo a expressédo da VE-caderina na
superficie celular promovendo o aumento da abertura das jungbes (WALLEZ et al.,
2007). A internalizacao da VE-caderina para o citoplasma celular é regulado pela via
GTPases, induzindo a endocitose da proteina da superficie de membrana
(CHICHGER et al., 2015).

4.13 EP-PbA provocam a diminuicdo da z6nula de oclusdo 1 em células

endoteliais pulmonares primarias de camundongos DBA/2

A zbnula de oclusao (ZO-1) é expressa em células endoteliais, abundante no
citoplasma, € uma proteina adaptadora formando associacdes com a juncdo de
oclusdo através do dominio PDZ e GUK e ligando-se aos filamentos de actina,
fundamentais para o controle da permeabilidade vascular pulmonar

Os nossos resultados demonstraram que apés estimulo com EP-PbA as CEPP-
DBA/2 apresentaram diminuicdo da marcagdo de ZO-1 em relacdo as células nédo
estimuladas ou estimulados com ENP (Fig.32A). Foi realizada a quantificacdo da
expresséo (Fig.32B), por analise de imagem e, foi observado maior expressédo da
fluorescéncia no grupo NE em comparacdo com o grupo EP-PbA (NE vs EP-PbA
p<0,001) e (Fig.32C) da area ocupada pela marcacéo (NE vs EP-PbA p<0,001). Além
disso, foi observado menores niveis proteicos (Fig.32D) apés estimulo EP-PbA,
sugerindo que o parasita interfere na abertura das juncdes de adeséo (NE vs EP-PbA
p<0,01).
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Figura 32 - EP-PbA provocam a diminuicdo da zbnula de oclusdo 1 em células endoteliais
pulmonares primarias de camundongos DBA/2 por imunofluorescéncia (A-C) e por Western blot (D).
(A) Foram utilizados anticorpos anti-ZO-1 e secundario Goat anti rabbit Alexa Fluor 488 (verde) e os

nacleos celulares marcados com Hoechst (azul); N=4 por grupo. Imagens representativas de 2
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experimentos isolados. (B) quantificacdo da fluorescéncia celular total corrigida e (C) area ocupada
pela marcacao da Ve-caderina. (D) para quantificacdo da proteina ZO-1 (220kDA)/Vinculina. Kruskal-
Wallis. *** p<0,001. NE = nédo estimulado, ENP = eritrocito ndo parasitado, EP-PbA= eritrocito
parasitados com esquizontes de P. berghei ANKA. Barra de escala: 50 ym.

A ZO-1 é uma proteina adaptadora que se associa a juncdo de oclusao ligando-
se aos filamentos de actina estabilizando a funcédo de barreira endotelial, a reducéo
desta proteina promove a desregulacédo da actina-miosina e contracdo dos filamentos
de actina (Sukrit et al., 2015). Ocorre a diminuicdo na expressao de ZO-1 em células
endoteliais apos estimulo com lisado de P. falciparum promovendo a diminuicdo da
resisténcia transendotelial (GILLRIE et al., 2007). A deplecdo de ZO-1 no endotélio
pulmonar promove o rearranjo das fibras de actina e aumento da permeabilidade
vascular, camundongos ZO-1KO vé&o ao 6bito ainda na fase embrionaria devido a
deficiéncia na formacao dos vasos sanguineos, demonstrando a atuacao essencial na
organizacao do tecido endotelial (TORNAVACA et al., 2015).

A citocina inflamatoria TNF-a promove a diminuigao da expressao da ZO-1 em
células endoteliais pela fosforilacdo da miosina de cadeia leve aumentando a
permeabilidade das juncdes de oclusédo, tanto in vitro quanto in vivo. A inibicdo
farmacoldgica da fosforilacdo da miosina de cadeia leve mesmo apés estimulo com
TNF-a reverte o aumento da permeabilidade vascular e regula a abertura das jungdes
interendoteliais (SHEN et al., 2012).
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5 CONCLUSOES

e Camundongos DBA/2 infectados com P. berghei ANKA que desenvolvem SDRA
apresentam: alta parasitemia no 7°dpi, diminuicdo da frequéncia respiratoria,
aumento da pausa respiratoria, diminui¢cdo do volume tidal e volume de ventilagéo,
prolongamento do tempo de expiracédo e vao ao 6bito entre o 7° e 12° dpi;

e A avaliacdo morfol6gica do modelo experimental pela tomografia computadorizada
permite diferenciar os animais que desenvolvem ou ndo a sindrome do desconforto
respiratorio agudo associada a malaria no 7° dia pos infeccéo;

e A quantificacdo da aeracdo pulmonar demonstrou que durante a sindrome do
desconforto respiratério agudo associada a malaria ocorre diminuicdo dos tecidos
hiperinflados, normalmente aerados e pobremente aerados.

e Pela andlise da aeracédo pulmonar foi observado acumulo de liqguidos como agua
(edema) e/ou sangue nos animais que desenvolvem SDRA, evidenciado pelo
aumento dos tecidos ndo aerados no 5° e 7°dia apés a infeccao;

e Apo0s 14° dias de infeccdo, os camundongos HP apresentam melhora da funcao
pulmonar e acumulo de tecidos pobremente aerados e redugédo dos tecidos néao
aerados;

e Os cortes topograficos analisados mostraram que ha uma diminuicdo da perfusao
pulmonar dos camundongos com a SDRA;

e E necesséario o contato direto dos EP-PbA para promover o desarranjo nos
filamentos de actina e 0 aumento das aberturas das juncdes interendoteliais nas
CEPP-DBA/2;

e O contato com EP-PbA promove o aumento da permeabilidade vascular nas
CEPP-DBA/2;

e EP-PDbA induzem alteracdes nas jungdes oclusivas, aderentes e comunicantes nas
CEPP-DBA/2, pois reduzem a expressao de proteinas como ocludina, claudina,
JAM-B, ZO-1, VE-caderina e conexina 43.
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Anexo 1: Terminologia especifica aplicada na caracterizagcdo das estruturas pela técnica de tomografia computadorizada

Terminologia Tomografica

Implicagdes clinicas

Referéncias

Unidades de Hounsfield — HU
(do inglés: Hounsfield units)

Escala de cinzas utilizada nas avaliagdes radiolégicas ou tomograficas, para determinar as densidades

dos tecidos a partir da absor¢&o do raio-x pelo organismo.

(HOUNSFIELD G.N, 1973)

Atenuacéo de consolidagéo

Substituicdo do ar dos espacos aéreos por um produto patoldgico qualquer, que pode ser transudato,
exsudato, sangue, produto de acumulo (gordura, proteina, etc.) ou células inflamatdrias.

(MARCHIORI et al., 2005)

Atenuacéo de vidro fosco

Reducdo da aeracdo dos espagos aéreos, seja por comprometimento dos intersticios ou por
preenchimento parcial dos espacos aéreos; ou, alternativamente, por colapso parcial dos espagos
aéreos, por inspiragéo insatisfatoria. Embora seja habitualmente indicativa de um processo inflamatério

potencialmente reversivel, em alguns casos pode estar associada a fibrose pulmonar.

(SILVA et al., 2010)

Atenuacéo de reticulacéo

Aumento na espessura do septo interlobular, usualmente causado por infiltragédo celular ou fibrose.

Souza et., 2002

Infiltrado bilateral difuso

Acumulo de liquidos com envolvimento de todos os campos pulmonares sem areas predominantes/ou

I6bulos.

(FIORETTO; DE
CARVALHO, 2013)

Voxel

Pixel em trés dimensdes medida utilizada para avaliar volumes tridimensionais

(ROUBY et al., 2003)

Opacificagdo pulmonar

Diminuicdo da absorcao do raio-x pela estrutura pulmonar mostrando-se como areas mais claras
“branco” com menor densidade de ar. E definida quando n&o é possivel classificar como vidro fosco

ou consolidagao.

(SILVA et al., 2010)

Densitovolumetria

Avaliacéo das estruturas pulmonares de acordo com a densidade pela escala de cinzas das unidades

de Hounsfield.

(FALLIS, 2013)

Tecidos hiperinflados

Regido pulmonar basicamente composta pelo ar com volumes superiores a <90% de aeracao

devido a superdistensédo (pontos de corte: -900 a -1.000HU).

(PESENTI et al., 2016)
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Anexo 1 - Continuacéo da tabela

Tecidos normalmente aerados

Tecido pulmonar com alta quantidade de ar e parénquima pulmonar, com aspecto saudavel e perfuséo e
ventilagdo normais (pontos de corte: -900 a -500HU).

(RESKE et al., 2011)

Tecidos pobremente aerado

Regides pulmonares com baixa quantidade de ar que podem ser relacionadas com a atenuacéo de vidro
fosco.

(WOLF et al., 2015)

Tecidos ndo aerados

Auséncia de ar no tecido pulmonar, sendo composto por parénquima e/ou efusao pleural.

(VERGANI et al., 2017)

Radiofarmacos

Sao compostos utilizados como marcadores teciduais sem caracteristica farmacoldgica conjugados com os

radionuclideos e podem ser aplicados no diagnéstico clinico ou terapia.

(ARAUJO, 2005)

Radionuclideo

Sao radiois6topos produzidos artificialmente a partir de reatores nucleares, possuem tempo meia vida curta,
por isso sdo amplamente aplicados em medicina nuclear. Apresenta duas classificacdes emissores de
radiacdo gama (tempo de meia vida de horas) ou emissores de pésitrons (tempo de meia vida de segundos

a minutos).

(BARBOSA; BOLOGNESI,
2013)

Radiag&o gama

Os raios y (gama) é um tipo de radiacéo electromagnética produzida em processos de decaimento nuclear
e possui alto poder penetrante, entretanto, apresenta 0 menor poder ionizante. Existem 3 tipos de radiacédo
alfa, beta e gama, que sao diferentes pela capacidade de atravessar os tecidos e se acumular. Em medicina

nuclear a radiagdo gama é utilizada em diagndsticos por imagem.

(LIMA, 2014)

Emissores de radiacdo gama

S&o radionuclideos que apds seu decaimento emitem radiagdo gama como por ex: Tc%, 1123 Gaf, TI?°!

sendo amplamente utilizados no diagndstico clinico.

(LIMA, 2014)

Emissores de positrons (%)

S&o radionuclideos que apds seu decaimento emitem positrons por ex: *C, 13N, 150, 18F

(BARBOSA et al., 2013)

Tecnécio 99 metaestavel

Até o momento, todos os is6topos conhecidos do tecnécio séo radioativos, desde o tecnécio-90 ao tecnécio-
110, e incluem oito pares de isdmeros nucleares, entre eles Tc® metaestavel. O nuclideo no estado mais
energético (metaestavel), libera energia eletromagnética (radiagdo gama) na transicdo para um estado

isomérico de energia mais baixa.

(ISITMAN et al., 1988)
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Coordenadora da CEUA-ICB/USP
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Anexo 3: Ciéncia da CEUA/FCF da aprovacéao do estudo no CEUA do ICB/USP

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Comissio de Etica no Uso do Animais - CEUA

Oficio CEUA/FCF 30.2017

CIENCIA

A Comissdo de Ltica no Uso de Animais da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de Siio Paulo, em reunido realizada em 05/05/2017. tomou ciéncia da pesquisa
Estudo da permeabilidade vascular ¢ jungies interendoteliais na maliria experimental.
conforme aprovada pela CEUA do Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP (CEUA

5/2017. de 03/04/2017), conforme certificado assinado em 03/04/2017,

Orientador(a): Profa. Dra. Sabrina Epiphanio
Pesquisador(a): Thatyane de Castro Quirino

S0 Paulo, 09 de maig de 2017,

de Oliveira Martins

Prof. Dr.
naddr da CEUA/FCF/USP

Coorde
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Anexo 4: Protocolo de imunofluorescéncia para caracterizagdo das células endoteliais pulmonares primérias

Protocolo

vWEF # eNOS * CD31+* ACE* CDG62E * ULEX #

Fixacgao:

S Formaldeido 3,7% em PBS 1x (10 minutos a temperatura ambiente
Lote: 01F1020.01.AP

Permeabilizacdo e

$ Acetona -20°C por 5 min e BSA 1% em PBS por 1 hora a temperatura ambiente

bloqueio: Lote: A1017.01.BJ
Anticorpo ab ab6994 vWF  ab 1177 ab 28364 CD31  ab 85955 ACE ab 18981 L9006-1mg
primario: 1/1 overnight a eNOS 1/100 1/100 overnight  1/100 CDB62E 1/100 Ulex 1/100
4°graus; Lote: overnight a a 4°graus; Lote:  overnight a overnight a overnight a
GR170975-25 4°graus; GR212364-2 4°graus; Lote:  4°graus; Lote:  4°graus; Lote:
Lote: 8715 GR7236-1 GR190124-6 072M4026V
Anticorpo xAlexa Fluor® 488 (ab150077) 1/400 por 1hora;

secundario:

Corante nuclear

* Hoechst (ab 33342) 1/1000 por 5 min:

* ABCAM
# Sigma

$ Synty
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Anexo 5: Protocolo de imunofluorescéncia das juncdes interendoteliais

Protocolo Proteinas da juncao interendoteliais
Cx43 * OoCL * JAM-B o CLDNS5 o VE-Caderina* Z0O-1¥
Fixacdo 4% de Metanol/Acetona ® (1/1) 4% de Paraformoldeido® por 15 minutos Metanol® -20°C por 5 4% de
paraformoldeido®

por 15 minutos
Permeabilizacdo  0,2% de triton® em

minutos

Paraformoldeido® por

15 minutos

0,2% de triton® em PBS por 15 minutos
PBS por 15

minutos

Bloqueio 5% de soro de 1% de BSA* por 1 hora

5% de soro de cavalo# e 10% de soro de cabrat
cavalo# e 10% de

1/1 por 2oras a 4°C
soro de cabrat 1/1

1% BSA, 10% de cavalo#,
0,3M de glycina® em 0,1%
de PBS Tweng por lhora

0,2% de triton® em

PBS por 15 minutos

5% de soro de
cavalo# e 10% de

soro de cabrax 1/1
overnight a 4°C overnight a 4°C
Anticorpo ab 11370 Cx43 ab 168986 OCL PA5-21576 JAM2 34-1600 CLDNS5 1/100 Ab 33168 VE-CAD 2,5mg/ml D6L1E zO-1 1/100
primario 1/100 overnight & 1.5mg/ml overnight & 1/100 overnight a overnight & 4°C overnight & 4°C overnight a 4°C
4°C Lote: 4°C Lote: 4°C Lote: SC249265 Lote: gr2853131 Lote: 13663
grl70975-25 gr297407-2 Lote:SF2406131C
Anticorpo Alexa Fluor® 488* ab 150077 1/400 por 1 hora
secundario

Corante nuclear

Hoechst®* ab 33342 1.1000 por 5 minutos
* ABCAM,; ¥ Cellsignal; o Thermo Scientific

+ Life Ref: 50062Z Lote: 1857903A

# Sigma Ref: MFCD00164115 Lote: H1138
$ Synth

o BIORAD

# INLAB
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Anexo Obrigatorio: Ficha do aluno obtido do sistema JANUS

FJanus - sistema Administrative da Pés-Graduacio

Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Documento sem validade oficial

FICHA DO ALUNO

9142 - 96106991 - Thatyane de Castro Guirino

Nome da Disciplina Término

ICB5720- Curso de Protecdo Radioldgica (Institute de Ciéncias -
18 Biomédicas - Universidade de Sio Paulo) 06/03/2017  12/03/2017 15 1 100 A M Coencluida
BMHS5752- Fundamentes em Biologia Tecidual (Instituto de Ciéncias .
54 Biomédicas - Universidade de S3o Paulo) 06/03/2017  18/06/2017 225 15 100 A M Concluida
FE‘E;.?} Tépicos em Fisiopatologia & Toxicologia | 0702017 190612017 15 1 100 A M Conclida
) . . . ) . Pré-
MCM5880- Bivestatistica | (Faculdade de Medicina - Universidade de 530 4 na0n17  oamaz07 a0 0 . - N matricula
35 Paulo) . -
’ indeferida
FBCS705 Topicos em Microscopia Quantitativa 041042017 ATIOAZ01T 30 0 - - onuma
MCM5830- Mecanismos Imuncpatolégicos nas Doengas Parasitarias Matricula
52 (Faculdade de Medicina - Universidade de Sdo Paulo) 01/06/2017  28/06/2017 60 0 ° h N cancelada
FBC5780- Anali ] - . s .
14 nalise de Dades Aplicados as Pesquisas Biclogicas 07082017 ATNOY201T7 a0 B 90 B M Concluida
FBCS5757- . . - ; ) ) ,
81 Topicos em Fisiopatologia & Toxicologia Il 1808/2017 27112017 15 1 a0 A M Concluida
MCPSTT2. Estudo Aprofundado da Fisiopatologia da Sindrome do
an ” Desconforto Respiratério Agudo (Faculdade de Medicina - 21082017 270822017 15 1 100 A N Concluida
Universidade de 3o Paulo)
ICESTSD- Come Comunicar Sua Ciéncia: Melhorande a Oratéria e a Pre-
Empatia com o Publice (Instituto de Ciencias Biomedicas - 16102017 28M0/2017 30 1] - - N matricula
Universidade de S3o Paulo) indeferida

Créditos minimos exigidos

Disciplinas: 0 25 25
Estagios:
Total: 0 25 25

Créditos Atribuidos a Dissertagdo: 71

Conceito a partir de 02/01/1997:
A - Excelente, com direito a crédito; B - Bom, com direito a crédito; C - Regular, com direito a crédito; R - Reprovado; T - Transferéncia.

Um(1) crédito equivale a 15 horas de atividade programada.

Ultima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 16/07/201&
Impresso em: 11/11/2018 13:22:55
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