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RESUMO

Costa, DS. Papel da Autofagia na Modulacdo da Imunopatogénese da Maléria
Placentéria. [Dissertacdo (Mestrado em Parasitologia)]. S&o Paulo: Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo; 2018

A maléria compreende um dos mais importantes problemas de salude publica da
atualidade, afetando milhdes de pessoas ao redor do globo, incluindo mulheres em
idade reprodutiva. Todos os anos, pelo menos 125 milhdes de gestantes encontram-
se expostas a doencga, a qual é associada a um elevado risco de morte para a méae e
para o feto. A maléria placentaria é caracterizada pelo sequestro de parasitos na
placenta, contribuindo para o desenvolvimento de anemia materna, restricdo do
crescimento intrauterino e diminuicdo da viabilidade fetal. Nesse cenario, a
disrupcdo da homeostase no ambiente placentario tem um papel crucial, e
processos que visam sua recuperacao sao ativados. A autofagia consiste em um
desses processos e é fundamental para a sobrevivéncia da célula em situacdes de
estresse. Ela regula a homeostase citoplasmatica, e também esta envolvida na
resposta a doencas infecciosas e na modulacdo do sistema imunoldgico. Por outro
lado, é sabido que existem varias moléculas de sinalizagéo relacionadas ao sistema
imune que regulam a autofagia nos mais diversos tipos celulares, como por
exemplo, nas células trofoblasticas. Na placenta estes mecanismos de sinalizacao
tém uma funcdo importante na adaptacao destas células a insultos de conhecido
efeito deletério para gravidez. Assim, este trabalho teve como objetivo estudar a
participacdo da autofagia na patogenia da malaria placentaria, utilizando para isso
um modelo murino de infeccdo. Neste contexto, foram utilizadas fémeas C57BI/6
prenhes infectadas por Plasmodium berghei NK65%F" no 13° dia de prenhez.
Posteriormente, os fetos foram retirados e pesados, e as placentas foram isoladas
para andlises histopatolégicas. Além disso, foram realizadas quantificacbes por
western blotting dos marcadores de inducédo e fluxo da via autofagica. Os achados
do presente trabalho indicam que a infec¢cdo nas fémeas prenhes induziu o baixo
peso na prole e contribuiu para importantes modificacées histolégicas na placenta.
Além disso, foi observada uma diminuicdo da regido do espongiotrofoblasto
associada a um aumento do labirinto, além de um significativo espessamento das
barreiras interhemais. Por extensdo, foi detectada uma reducdo na expressado do
transportador de aminoacidos SIc16A3. Observou-se ainda, em placentas de
animais infectados, um aumento na inducédo da autofagia, caracterizado pela maior
expressdo de Beclin-1. Acompanhando estas observacdes, verificou-se também
uma reducao dos niveis de LC3-Il, suportando a hipétese de um fluxo autofagico
ativo no contexto da infeccdo. Esses resultados sugerem um aumento do fluxo
autofagico durante a maléria placentaria murina, propiciando novas perspectivas
para o estudo desse processo bioldgico na infeccdo causada por Plasmodium spp.
Além disso, nossos dados apontam para a importancia de novos estudos
envolvendo as adaptacdes placentarias na busca de tratamentos alternativos para a
malaria gestacional.

Palavras-chave: Plasmodium berghei. Autofagia. Inflamacdo. Placenta. Maléaria
placentaria. Malaria gestacional.



ABSTRACT

Costa, DS. Role Autophagy in the Modulation of Immunopathogenesis of
Placental Malaria. [Dissertation (Master in Parasitology)]. Sdo Paulo: Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo; 2018

Malaria is one of the most important public health problems worldwide. Annually, at
least 125 million pregnant women are at risk of developing malaria, which is
associated to increased maternal and fetal mortality. Consequently, these women
may develop placental malaria, which is characterized by the sequestration of the
parasite inside the placenta, contributing to maternal anemia, intrauterine growth
restriction and decreased fetal viability. Autophagy is a key process for cell survival,
being a regulator of cytoplasmic homeostasis, being involved in infectious diseases,
neurodegenerative diseases and cancer, playing also a role in the development of
the embryo and in the modulation of the immune system. It is known that several
signaling molecules related to the immune system regulate autophagy in a great
majority of cells, as it occur in trophoblasts, in which this signaling mechanisms have
a pivotal role in their adaptation to several factors that may bring deleterious
consequences to pregnancy. Thus, this work aimed to study the participation of
autophagy in the pathogenesis of placental malaria. In this context, we have used a
murine model of infection, which consists of an infection of C57BI/6 pregnant mice at
gestational day 13 with the parasite Plasmodium berghei NK65%FP. At gestational day
19, placentas were isolated for histopathological analysis and protein quantification of
induction (ULK-1 and Beclin-1) and flux (LC3) markers for autophagy by western
blotting. Our findings have shown that infection of pregnant mice lead to reduced
fetal weight and contributed to important histologic changes in the placenta.
Additionally, we have observed a decrease in the spongiotrophoblast region, which
was associated to an increase of the labyrinth region, as well as an augmented
thickening of the interhaemal barriers. In parallel, we have also observed a reduction
in the expression of the amino acid transporter SIc16A3. Strikingly, we have shown
that there is an increased induction of autophagy in placentas from infected mice,
characterized by the augmented expression of Beclin-1. In accordance, we have also
observed a reduction of LC3-1l levels concomitantly supporting the existence of an
active autophagic flux in the context of infection. Altogether, our results suggest that
autophagy is enhanced during murine placental malaria opening new perspectives
for the study of this biological process during the infection caused by Plasmodium
spp., additionally encouraging the development of new studies and methodologies for
the treatment of placental malaria.

Key words: Plasmodium berghei. Autophagy. Inflammation. Placenta. Placental
malaria. Gestational malaria.
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1.0. Maléaria: uma breve revisao historica

A maléria tem acompanhado a humanidade praticamente por toda a sua
historia(1), provavelmente apresentando maior influéncia nas populagées humanas
do que qualquer outra doenca infecciosa. As primeiras referéncias histéricas em
relacdo aos sintomas peculiares da doenca foram descritas na China ha
aproximadamente 5.000 anos, pelo imperador Huang Ti no seu estudo médico, Nei
Ching (A Lei da Medicina)(1,2). JA a descricdo detalhada dos tipos de febres
associados a malaria e do aumento do baco nos pacientes, remete ao século V a.C.,
foi realizada pelo grego Hipocrates. O nome maléria provém de mal aire (mau ar, em
italiano), pois se acreditava que os sintomas inerentes a enfermidade eram devido
aos locais com ar insalubre. Somente apds as descobertas de Louis Pasteur sobre a
teoria dos germes, tornou-se mais aceita a hipotese de que a doenca poderia ser
causada a partir de infec¢des microbianas(1).

O agente causador da malaria foi descoberto por Charles Louis Alphonse
Laveran (1845-1922), no final do século XIX(3). Laveran era um medico que serviu
ao exército francés durante o periodo da guerra Franco-Prussiana, quando a
infeccdo foi responsavel por dizimar milhares de soldados. Seus estudos clinico-
patolégicos e também dos aspectos anatbmicos da doenca forneceram dados
minuciosos acerca da histologia da malaria cerebral. A observacédo da presenca do
parasito nos 6rgaos e no sangue dos seus pacientes propiciou a descoberta de dois
estagios da doenca, chamadas de malaria grave e crbnica; nas quais 0 Unico
elemento em comum era a presenca de granulos escuros com movimentos
ameboides, por isso denominados Oscillaria malariae. Atualmente, é sabido que
esses granulos referem-se a hemozoina, o produto da digestdo da hemoglobina pelo
parasito(1,4).

Diferindo de Laveran, que acreditava na existéncia de apenas uma espécie do
parasito, denominado Oscillaria malariae, Camillo Golgi encontrou duas formas da
doenca: uma com periodicidade terca (ciclo de 48 horas) e outra com periodicidade
guartd (ciclo de 72 horas). Suas observacdes demonstraram que nao s6 essas
formas distintas produziam quantidades diferentes de merozoitos, como também a
febre tinha ocorréncia simultdnea com a ruptura e liberacdo destes merozoitos na

corrente sanguinea. Apenas alguns anos mais tarde, os cientistas italianos Giovanni
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Batista Grassi e Raimondo Filetti adotaram pela primeira vez os nomes Plasmodium
vivax e Plasmodium malariae, para dois dos parasitos que afetam 0s seres
humanos, enquanto o parasito da malaria ter¢d maligna foi nomeado como
Plasmodium falciparum pelo cientista norte-americano William H. Welch(1,4,5).

Identificados o0s parasitos causadores da doenca, iniciava-se 0
guestionamento de como estes infectariam os seres humanos, Laveran e Mason
levantaram a hip6tese de que os mosquitos eram os agentes disseminadores da
maléaria, a qual foi validada, em 1897, por Ronald Ross. Enquanto examinava o
tecido digestorio de um mosquito anofelino que havia se alimentado de um paciente
com malaria, Ronald Ross encontrou o0 parasito, provando o papel do mosquito
Anopheles na transmissédo da malaria para seres humanos. Ross continuou 0s seus
estudos usando como modelo experimental a malaria em aves e, em 1898,
demonstrou que os mosquitos poderiam ser vetores para o plasmodio aviario.
Posteriormente, o referido pesquisador evidenciou que o0s parasitos poderiam
desenvolver-se no mosquito e migrar para as glandulas salivares destes,
possibilitando a reinfeccdo de outras aves picadas. Mais tarde, os cientistas Amico
Bignami, Giuseppe Bastianelli e Giovanni Batista Grassi conseguiram demonstrar o
ciclo de vida completo de Plasmodium falciparum, P. vivax e P. malariae, usando
mosquitos (da espécie Anopheles claviger) que se alimentaram do sangue de
pacientes com malaria e, em seguida, foram utilizados para picar outros pacientes
saudaveis, 0s quais, semanas depois, também desenvolveram malaria(1,2,6).

Apbs a descoberta do vetor do parasito causador da malaria e a compreenséo
do seu ciclo de vida, muitas medidas foram tomadas para tentar erradicar a doenca
do mundo. O fato da doenca ter dizimado um grande numero de soldados nas duas
grandes guerras e de representar um importante empecilho na expanséo
territorialista das nacbes europeias nas regifes tropicais, varios paises uniram-se
para desenvolver medidas profilaticas e drogas antimalaricas(7).

A maléria foi essencial para o desenvolvimento cientifico em relacdo ao uso
de drogas sintéticas, sendo a doenca mais estudada em meados do século XX(7).
Nas décadas de 50 e 60, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) liderou um
programa de erradicacdo da maléria e, entre muitas drogas testadas, a cloroquina foi
a que se mostrou mais eficiente na tentativa de combater a doenca. No entanto, ao

mesmo tempo em que havia urgéncia na erradicacdo da doenca, houve também o
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uso indiscriminado da cloroquina. Isto favoreceu a selecdo de cepas do parasito
resistentes a droga, o que comprometeu a estratégia de erradicacdo da doenca e
aumentou a necessidade do desenvolvimento de novas drogas mais potentes(8).
Atualmente, varias organizacdes estdo a procura de uma vacina que, em
conjunto com metodos ja eficientes de intervengdo, podera no futuro controlar e até

mesmo erradicar a malaria no mundo(9).

1.1. Epidemiologia da maléria

Transmitida pela picada da fémea de mosquitos do género Anopheles spp., 0
parasito intracelular obrigatério do género Plasmodium spp. é o agente causador da
malaria em diversas espécies de mamiferos, aves e répteis(10). Existem
aproxidamente, 25 espécies de anofelinos conhecidas por serem bons vetores
efetivos da malaria, possuem rapida geracado de descendentes e sdo resistentes as
mudancas climaticas e ambientais, sendo capazes de sobreviver em ambientes
tropicais e com abundante densidade populacional, assim, favorecendo a
disseminacao do parasito(11).

Dentre as muitas espécies do parasito, as que sao conhecidas por infectarem
0os seres humanos séo: Plasmodium malariae, Plasmodium ovale, Plasmodium
vivax, Plasmodium falciparum, Plasmodium knowlesi e Plasmodium
cynomolgi(12,13). A malaria causada por P. falciparum é responséavel pela forma
mais grave da doenca acarretando as maiores taxas de mortalidade, principalmente
no continente africano(14).

Considerada como um grave problema de saude publica, a malaria assola
milhdes de pessoas, afetando, sobretudo, as populacdes pobres residentes em
areas tropicais e subtropicais(14). Segundo o relatorio disponibilizado pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) em 2016, houve aproximadamente 216
milhdes de casos em todo o planeta, e cerca de 445 mil mortes foram registradas.
De todos esses casos, cerca de 90% ocorreram no continente africano; seguido de
7% dos relatos ocorridos no sudeste asiatico e 2% na regido leste do mediterraneo
(Fig. 1)(15).

Apesar da reducdo no numero de casos, entre 2014 e 2016, ocorreu um

substancial aumento da doenca na América do Sul (Brasil e Venezuela,
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principalmente). Hoje em dia quase metade da populacdo mundial (3,3 bilhdes de
pessoas) reside em areas de risco de transmissdo da maléaria. Os paises africanos
(regido subsaariana) sdo os principais em taxas de mortalidade, com a Republica
Democratica do Congo e Nigéria retratando 35% do total de mortes causadas pela
doenca em todo o mundo. A reducdo da incidéncia de maléria tem sido letérgica
nessas regides, em relacao a outros paises(15,16).

Figura 1 — Paises endémicos para a maléria
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llustracdo mostrando as taxas de incidéncia de malaria, por pais, do ano de 2000 até 2016. Destaca-
se o grande namero de paises que estdo em risco de transmiss@o para doenca (modificado de WHO,
2017)(15).

Na América do Sul, a malaria acomete mais de um milhdo de pessoas
anualmente nos paises situados na Regido Amazonica (17). No Brasil, cerca de 45%
dos casos ocorrem nos estados do Acre e Amazonas(15) e, segundo a OMS, em
2016, o pais concentrava 18% dos casos de malaria em relagcdo aos outros paises
das Américas. Das seis espécies ja conhecidas por causarem malaria em seres
humanos, no Brasil trés delas estdo associadas a casos autdctones, incluindo:
Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum e Plasmodium malariae. Os casos de
infeccdo por P. vivax sdo prevalentes no Brasil, seguidas por P. falciparum, com
respectivamente 84% e 16% das notificacdes em 2014, e 99% dos casos de maléaria
em todo pais concentram-se na Regido Amazobnica(15,17,18).

A Amazbnia legal, formada pelos estados do Acre, Amapd, Amazonas,

Maranhdo, Mato Grosso, Para, Rondbnia, Roraima e Tocantins, concentra a maioria
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dos relatos de malaria e é considerada uma regido endémica no pais. Dados do
Ministério da Saude mostram que, em 2014, 143.552 casos foram notificados nesta
regido. O Estado do Amazonas contribui com o maior nimero de ocorréncias (47%),
seguido pelo Estado do Acre (22%), estado que mais notifica casos de maléria por
P. falciparum (42%) (Fig. 2)(18).

Figura 2 — Notificagdes de casos de malaria na Regido Amazonica
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Casos de maléaria na Regido Amazénica, entre os anos de 2012 a 2014 (modificado de Ministério da
Salde 2016)(18).

No Brasil, o Ministério da Saude criou o indice de Incidéncia Parasitaria Anual
(IPA), que classifica as areas de transmissdo em alta (250), média (<50 e 210), e
baixa endemicidade (<10), conforme o nimero de casos por mil habitantes, como
exemplificado no mapa (Fig. 3). Trata-se de um indice essencial para investigar as
variacdes populacionais, geograficas e temporais na disposicdo dos casos de
malaria, sendo importante para os processos de planejamento e controle da maléaria
no Brasil, em face da expansao territorial pelo ser humano(18).

As condi¢cbes ambientais, como a periodicidade das chuvas e temperatura,
associadas as caracteristicas socioeconémicas e aos diferentes fatores antropicos,
como a migracao da populacéo rural para 0 meio urbano e a intensa exploracdo da
vegetacdo, elevam as chances de infeccédo por plasmaodio e sédo responsaveis pelos

niveis epidémicos da doenca na regido(17,19).
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Figura 3 — Mapa de risco da maléria por municipio de infec¢gdo no Brasil
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Distribuicdo das areas com risco de transmissdo de maléria no Brasil com base na Incidéncia
Parasitaria Anual (IPA). Com destaque para a Regido Amazodnica com o maior risco de transmissao
no pais. (Modificado de Ministério da Saude 2016).

1.2. Ciclo de vida do parasito

O Plasmodium spp. € um protozoario que possui um ciclo de vida complexo,
envolvendo vetores invertebrados, os mosquitos da familia Culicidae, e hospedeiros
vertebrados. Os mosquitos sdo conhecidos por serem excelentes transmissores de
doencas humanas, especialmente em regifes tropicais e subtropicais, onde as
variagfes climaticas se mantém constantes(20). No Brasil, o principal vetor da
malaria € da espécie Anopheles darlingi, uma espécie antropofilica (por
preferencialmente alimentar-se de sangue humano) que possui periodicidade
noturna, com picos crepusculares(21). Quando a fémea do mosquito faz o repasto
sanguineo, em um hospedeiro infectado com o plasmddio, basta apenas um
gametdcito feminino e um gametocito masculino viaveis e totalmente desenvolvidos
para que o mosquito dé continuidade ao ciclo do parasito(20).

Os gametécitos alcancam o limen posterior do intestino médio da fémea,

Uunico ambiente no organismo do mosquito para armazenamento, digestdo e
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absorcdo do sangue. Neste ambiente termina a fase sexuada do ciclo: o0s
gametdécitos modificam-se rapidamente em microgametas extracelulares moveis
(masculinos) e macrogametas fixos (femininos), fundem-se e ocorre a formagao do
zigoto. Ap6s a meiose, o zigoto diferencia-se em uma forma de alta mobilidade
deslizante, chamado de oocineto. A partir da ruptura da matriz peritréfica circundante
(membrana da parede do intestino de insetos), 0s oocinetos sdo capazes de
penetrarem no epitélio do intestino médio do mosquito. Em seguida, esses oocinetos
fixam-se sob a lamina basal da face ectoperitréfica da parede do intestino, tornando
possivel sua transformacdo em oocistos (estagio esférico fixo). Estes oocistos
passam por um processo de esporogonia, no qual mdltiplas replicagcdes mitoticas
geram milhares de esporozoitos haploides, os quais sao liberados com a ruptura do
oocisto. Nesse estagio, 0s esporozoitos percorrem toda a cavidade corporal do
mosquito através da hemolinfa, até alcancarem a lamina basal, que rodeia as
glandulas salivares, e atingirem as células acinares produtoras de saliva. Dessa
forma, os esporozoitos acumulam-se nas cavidades salivares, sendo capazes de
locomoverem-se até os estreitos canais salivares que se conectam a tromba. Assim,
0S esporozoitos estdo prontos para serem inoculados na derme do hospedeiro
intermediario vertebrado, no proximo repasto sanguineo do Anopheles spp.
(Fig.4)(10,22-25).

Apoés inoculados, o0s esporozoitos podem migrar rapidamente entre as
camadas da pele até atingir os capilares(24). Assim, 0s parasitas alcancam a
corrente sanguinea e chegam até o figado onde se diferenciam e continuam o seu
ciclo bioldgico. Aqueles que ndo conseguem ter mobilidade suficiente e permanecem
na pele séo destruidos pela resposta imune inata do hospedeiro(26).

Apés infectar os hepatocitos, 0s esporozoitos comecam um periodo de
reproducdo assexuada (conhecido como esquizogonia tecidual ou merogonia intra-
hepatica) e desenvolvem-se em esquizontes, contendo milhares de merozoitos. Os
hepatocitos tumefeitos rompem-se e libertam o0s merozoitos para a corrente
sanguinea. Diferente do que ocorre com P. falciparum, o P. vivax possui a
particularidade de estacionar no estagio hepatico sob a forma denominada de
hipnozoito e, nessa forma, pode permanecer em estado de laténcia, ou seja,

retornar ap0s semanas, meses ou até mesmo anos. Portanto, o hospedeiro pode
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voltar a ter a infeccdo mesmo apds o tratamento, devido a reativacdo dos
hipnozoitos(27).

O estdgio seguinte ao trofozoito denomina-se esquizonte intra-eritrocitico,
fase caracterizada pela multiplicacdo do parasita no interior da heméacia e pela
intensa sintese de moléculas de extrema importancia para a invasdo de novos
eritrécitos. Essa fase é seguida pelo surgimento de varios pontos de origem de
formacdo de merozoitos. Com a hemoglobina do eritrcito tendo sido quase toda
consumida pelo parasita ocorre 0 aumento do pigmento malarico (hemozoina), que
em excesso pode ser prejudicial para o parasito. Apés o desenvolvimento final dos
Nnovos merozoitos, a membrana do eritrécito e a membrana do vacuolo parasitéforo
rompem-se, provavelmente por um processo dependente de proteases e, dessa
maneira, 0S NOVOS Merozoitos estdo prontos para infectar novos eritrocitos na
corrente sanguinea(28,29).

Na fase eritrocitica, 0s merozoitos invadem as hemacias e replicam-se dentro
destas. Esses ciclos de replicacdo séao sincronizados nas espécies P. falciparum e P.
vivax, durando aproximadamente 48 horas. E nesse estagio do ciclo biolégico do
parasito que surgem os sintomas da doenca(27). Os principais sintomas sao:
sudorese, calafrios e febre, que pode passar dos 40°C. Convém salientar que o
estado febril do individuo esta relacionado com o periodo de horas que o parasito

leva para romper as hemacias parasitadas.
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Figura 4 — Ciclo de vida do Plasmodium spp. no hospedeiro vertebrado e no
mosquito anofelino

B[ Esporozoitos

Estagio do Mosquito
Inoculagédo

Esporozoitos na:

Glandulas Salwares l \
&Esporozonos do

‘ Intestino Médio

A Infecgédo

_}\\‘ - Oocisto

d ﬂﬂﬂﬂﬂﬁﬁ °
- %Oocineto

_ 10°-10”
Meiose "\ Zigoto Estagio Sexual be®
Q Transmissdo ‘ U Ciclo
. ao Mosquito Entrocmco
d i ' Game / dQ‘

ametécatos
Estagio Sanguineo

O ciclo de vida do Plasmodium spp. pode ser dividido em duas fases: a replicagdo assexuada no
hospedeiro humano e sexuada no mosquito vetor. O ciclo se inicia com a inoculacdo de esporozoitos
na pele do hospedeiro humano (A, amplificado). Esses esporozoitos entram na corrente sanguinea
e circulam para o figado, onde invadem ativamente os hepatdcitos (B); dentro dos hepatdcitos, cada
esporozoito replica-se assexuadamente. Apés cerca de uma semana, 0s esquizontes do figado
rompem-se, liberando milhares de merozoitos na corrente sanguinea que vao invadir os eritrcitos e
iniciar o ciclo eritrocitico (C). A doenca desencadeia sua manifestacdo clinica quando o nimero total
de parasitas assexuados na circulacdo atinge aproximadamente 108 Alguns parasitas desenvolvem-
se em formas sexuais (gametécitos). No momento do repasto sanguineo de um mosquito anofelino,
0s gametdcitos sdo capturados (D), e reproduzem-se sexuadamente formando um zigoto que se
diferencia em um oocineto mével. Este atravessa a parede do intestino médio para depois formar um
oocisto. O oocisto rompe-se e libera 0s esporozoitos, que migram para as glandulas salivares para
aguardar a inoculagdo no préximo repasto sanguineo. O ciclo completo deve demorar
aproximadamente uma semana (Modificado de White NJ. et al., 2014)(11).

1.3. Maléria grave

Como ja citado, uma vez rompidos os eritrocitos infectados durante a fase
assexuada do ciclo, ha a liberacdo dos merozoitos e dos produtos de seu
metabolismo na corrente sanguinea do hospedeiro, promovendo, assim, a ativacéo
de uma cascata de mediadores inflamatorios, a qual é responsavel por muitos
sintomas tipicos da malaria, a saber: febre, calafrios, sudorese, dores nas
articulacdes, dores de cabeca, mialgias, nduseas, vémito, tontura, dentre outros.
Contudo, sdo sintomas da malaria ndo complicada, a qual, muitas vezes, pode

evoluir rapidamente para a forma grave da doenca(30).
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A maléria grave é por definicdo a forma mais severa da doenca, associada a
um alto indice de mortalidade, clinicamente é precedida pela malaria assintomética
e/ou pela forma ndo-complicada da doenca(31). As principais complicacbes da
maléria grave incluem o comprometimento cerebral e pulmonar, lesdes hepaticas e
renais, anemia severa e/ou hemorragia, acidose metabdlica, hipoglicemia, além da
malaria placentaria. Em muitos pacientes estas complicacdes podem aparecer
concomitantemente, e todas possuem potencial para desenvolver-se de modo
rapido, progredindo para a morte em dias ou horas(32,33).

Um importante aspecto da patogénese da malaria grave provocada por P.
falciparum resulta da habilidade de eritrécitos parasitados (EP) de serem
sequestrados na microvasculatura do hospedeiro. Este envolvimento pode ser um
resultado direto do bloqueio dos vasos sanguineos ou efeitos causados pela
interacdo entre os EP e o endotélio, o que inclui a resposta inflamatoria local(34).
Como consequéncia, a adesao promove o desaparecimento das formas assexuadas
do parasito da circulacao periférica, evitando, assim, que estes sejam destruidos no

baco e favorecendo ainda mais a infec¢cao(14,35,36).

1.4. Maléaria durante a gravidez

A maléaria corresponde a uma doenca parasitaria grave e, potencialmente
fatal, que acomete cerca de 200 milhdes de pessoas por ano, colocando em risco
cerca 40% da populacdo mundial. Estima-se que ocorra cerca de 1 milhdo de 6bitos
decorrentes dessa enfermidade(15). Anualmente, quase 50 milhdes de mulheres
gue vivem em zonas endémicas tornam-se gravidas, aumentando o risco de
sofrerem as complicacdes associadas as infeccées por Plasmodium falciparum(37).
Essa enfermidade é uma das principais causas de mortalidade em regides tropicais,
acarretando em cerca de 10.000 mortes maternas e entre 75.000 a 200.000 mortes
infantis a cada ano(38). Além de ser uma importante causa de mortalidade materno-
infantil, a malaria na gravidez (MIP, do inglés Malaria in Pregnancy) traz como
consequéncia o aumento do numero de abortos, de nascimentos prematuros, de
anemia e de retardo nos desenvolvimentos fetal e infantil(39-41).

O motivo das mulheres gravidas serem particularmente suscetiveis as

infeccbes por P. falciparum tem merecido intenso debate nos dltimos anos. A
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principio, foi proposto que seria devido & imunoregulacdo materna que, por um lado,
protege o feto contra a acdo do sistema imunoldgico, por outro, deixa-a menos
resistente as infec¢cbes(42,43). Entretanto, atualmente, acredita-se que a placenta
ofereca um ambiente Unico para o desenvolvimento de subpopulacdes de parasitos
gue se ligam aos receptores, tais como a Condroitina Sulfato A (CSA) presente em
grande quantidade nesse 0rgao(44). Assim, os eritrocitos parasitados (EP) séo
sequestrados e multiplicam-se no ambiente placentario, evitando a sua posterior
destruicdo pelo bago. Um intenso infiltrado inflamatério  constituido,
predominantemente por macrofagos, desenvolve-se no espaco intervilar da placenta
e, por conseguinte, ha a producdo de citocinas proé-inflamatérias, associada a
abortos, restricdo de crescimento intrauterino, partos prematuros e baixo peso ao
nascimento(45).

Uma imunidade especifica contra as formas placentarias do parasito é
adquirida apos sucessivas gestacdes, podendo prevenir 0 sequestramento e, dessa
maneira, evitar a cascata de eventos inflamatérios que conduzem ao agravamento
da doenca(39,46). Paradoxalmente, mulheres que vivem em areas de alta
endemicidade, muitas vezes, apresentam poucos sintomas da doenca. Em
particular, os mais severos efeitos da malaria sdo observados na primeira e na
segunda gravidez, indicando a existéncia de um mecanismo de protecdo associado
a imunidade especifica diante das formas placentarias do plasmédio, o que poderia
ser reforcado pela vacinacdo(43). Nestas mulheres, o aumento dos niveis de
parasitemia durante a gestacdo consiste em um indicador de suscetibilidade.
Entretanto, as informacdes relacionadas aos mecanismos responsaveis pela
recrudescéncia da infeccdo durante a gravidez sédo de dificil acessibilidade nas
populacbes humanas. Além disso, a malaria pode ser assintomatica durante a
gravidez e, mesmo assim, trazer sérios prejuizos ao desenvolvimento fetal,
sugerindo um complexo mecanismo de patogénese ligado a recrudescéncia, as

lesdes placentérias e, portanto, a restricdo no desenvolvimento intrauterino(47).

1.5. Maléria placentéria

Histologicamente, placentas afetadas pela malaria sdo caracterizadas pelo

acumulo de parasitos e leucdcitos maternos (mondcitos e neutréfilos) no espaco
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interviloso, presenca de pigmentos de hemozoina no interior de macréfagos,
deposito de fibrina, proliferagdo exacerbada das células citotrofoblasticas e
espessamento da membrana basal que suporta a camada trofoblastica, diminuindo,
assim, a eficiéncia das trocas entre mae e feto nessas areas(48-51). De fato, a
restricdo do crescimento intrauterino e 0 baixo peso ao nascer sdo resultados desse
comprometimento da superficie de trocas entre mae e feto, o qual culmina em
hipoxia e inflamacgéo(50,52).

A malaria placentaria é particularmente observada em infec¢bes causadas
pelo P. falciparum (maior nimeros de casos no continente africano); todavia,
trabalhos apontam para a importéncia do P. vivax (com maior ocorréncia de casos
na Asia e América do Sul), apesar de esta ser considerada uma espécie com menor
grau de severidade para gestantes, quando comparada com o P. falciparum(37,53—
55).

Nas infec¢cbes provocadas pelo P. falciparum, o mecanismo pelo qual
desenvolve-se a malaria placentaria ja é conhecido. Nesse processo, a proteina
PfEMP-1 liga-se ao glicosaminoglicano sulfato de condroitina A (CSA) (Fig. 5). A
particularidade desta ligacao reside no fato de que este CSA placentario possui uma
sequéncia de aminoacidos unica, ndo encontrada em nenhum outro érgéo do corpo.
Na placenta este CSA apresenta-se compondo a estrutura do proteoglicano
Syndecan-1, produzido de forma abundante pelo sinciciotrofoblasto. Uma vez que a
conformacdo do Syndecan-1 expfe o CSA ao contato direto com 0 sangue que
circula nas lacunas placentarias, o 6rgao torna-se um ambiente propicio a ligacéo e
ao sequestro dos eritrocitos parasitados(56). A consequéncia disso, como ja
abordado, é o escape da remocédo dos parasitos pelo baco, propiciando a infeccao e
tornando as comorbidades associadas a maléaria gestacional mais severas(57).

A familia de proteinas PfEMP-1 é codificada por ser uma das principais
familias de multigenes do P. falciparum, denominada de genes var. Essa familia
multigénica compreende mais de 60 genes ja identificados, 0s quais sédo transcritos
aleatoriamente. Embora muitos genes sejam transcritos no estagio de anel do
parasito, somente um produto do gene vai ser expresso na superficie do eritrocito. A
variabilidade genética pela qual milhdes de novas estruturas antigénicas podem ser
geradas em um Unico individuo infectado ajuda o parasito a escapar do

reconhecimento imune e adaptar-se a novos ambientes do hospedeiro(58—60).



32

A PfEMP-1 é sintetizada pelo plasmodio e exportada do vacuolo parasitoforo
até a superficie da membrana plasmatica do eritrocito infectado. Esta proteina é
constituida de varios dominios de ligacdo tipo Duffy (DBLs) e regides entre os
dominios ricos em cisteina (CIDRS), responsaveis pela adesédo a diversos receptores
celulares(61). Esses dominios sé@o altamente polimorficos e podem ser classificados
em classes e subclasses distintas(59). A regiao extracelular da VAR2CSA compde-
se de seis subdominios DBL mais uma regido interdominios ricos em cisteina. A
ligacdo ao CSA envolve residuos béasicos nos subdominios 2 e 3 (subdominios
pertencentes ao dominio DBL)(58,59,62) (Fig. 5).

Portanto, a malaria placentaria consiste no resultado direto do sequestro de
eritrocitos infectados na placenta. Em virtude da presenca destes, o
sinciciotrofoblasto e as células monucleares maternas séo estimulados a liberarem
guimiocinas atrativas de mondcitos e macrofagos, tais como CCL2/MCP-1,
CCL3/MIP-1a, MIP-1B e IL-8(63-66). Assim, instaura-se um intenso infiltrado
inflamatorio na placenta. Esse perfil inflamatdrio caracteriza-se principalmente pela
presenca de mondcitos/macréfagos maternos, que sao consideradas células
efetoras diretas no ataque aos eritrocitos infectados(67). Uma vez ativadas, em
decorréncia da infeccdo placentaria, essas células monucleares maternas e células
do sinciciotrofoblasto séo fortemente associadas ao aumento nos niveis de citocinas
do perfil pro-inflamatorio. Apesar dessa citocinas inflamatorias visarem a eliminacao
do parasito pelo aumento da atividade fagocitica de macréfagos, a producéo
exacerbada destas pode acarretar modificacdes da homeostase local, sendo capaz,
inclusive, de gerar alteracées morfoldgicas e fisiolégicas do 6rgao(68).

Aumento nos niveis normais de TNF-a (produzido principalmente por
macrofagos) e IFN-y durante a gestagao estdo associados a resultados adversos no
nascimento. Embora essas citocinas sejam extremamente fundamentais para
mediarem a defesa do hospedeiro, sua producédo exacerbada é correlacionada com

0 perda da capacidade placentaria para transferir nutrientes para o feto(69).
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Figura 5 — Ligacgéo de eritrocitos parasitados na microvasculatura e nas
vilosidades placentarias
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Mulheres no periodo gestacional, principalmente as primigravidas, podem apresentar um sequestro
excessivo de eritrcitos parasitados (EP) na placenta, por ndo serem reconhecidos pelos anticorpos
existentes antes da gestacao. Devido a presenca do CSA na placenta, esses EP ligam-se a placenta
por meio da variante da PfEMP-1. As PfEMP-1 de parasitas aderentes ao CSA possuem uma
conformacao estrutural Unica, permitindo que o dominio DBLy (dominio y de ligacao tipo Duffy) ligue-
se ao CSA (quadro inferior direito), ao passo que, na microvasculatura endotelial vascular, os EP se
ligam através da CD36 vascular utilizando o dominio CIDR1 (interdominio da regido 1 rica em
cisteina) da PfEMP-1 (quadro inferior esquerdo). Mostrando a importancia da alteracdo no dominio

CIDRL1 para a conformacéo estrutural da PFEMP-1. (Modificado de Gamain B. et al., 2002)(70).

Na malaria placentaria as alteracfes fisiologicas da placenta estdo atreladas
as modificagdes histopatologicas, incluindo a degradacéo do sinciciotrofoblasto e
subsequente destruicdo da integridade dos vilos da placenta, a necrose fibrinoide e
0 espessamento da membrana basal trofoblastica; consequentemente, aumentando
o0 risco de baixo peso ao nascer, em virtude da restricdo do crescimento intrauterino

e parto prematuro(69).
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1.6. Placenta

A placenta é um 6rgdo transitorio que se origina durante a gestacao,
exercendo a funcéo de interface entre méae e feto, indispensavel, portanto, para o
sucesso da gravidez. A placenta executa uma infinidade de fungdes dentre as quais,
destacam-se o aporte nutricional, as trocas metabdlicas e gasosas entre mae e feto,
a regulacdo enddcrina e a ativagcdo de mecanismos de tolerancia imunoldgica. O
estabelecimento do dialogo materno-embrionario a partir da secre¢cdo de numerosas
substancias pela unidade placentaria, tais como horménios, fatores de crescimento,
citocinas, eicosanoides e outras moléculas bioativas sintetizadas. Além da atuacdo
na linha de defesa contra patdgenos que podem alcancar este 6rgdo, como o
plasmodio(71-74).

O processo de formacgao da placenta conta com a participacao de populacdes
celulares tanto maternas quanto fetais. No caso da placenta hemocorial, presente
em primatas e roedores, essa interacdo entre mae e feto € tdo intima que o sangue
materno banha diretamente as estruturas coriénicas, de origem fetal(75,76).

A placentacdo é precedida pelo processo pré-implantacional, no qual o
blastocisto invade o endométrio materno e estabelece-se, de modo a possibilitar a
formacdo de um sistema de trocas entre 0os organismos materno e embrionario(72).
Nesta fase, 0 blastocisto forma-se pela massa celular interna e uma cavidade
denominada blastocele, ambas revestidas pela trofoectoderme, da qual se originam
as distintas populacdes de células trofoblasticas que formardo a porcéao fetal da
placenta(77,78).

Em camundongos por volta do 6° e 7° dias de prenhez, as células
trofoblasticas situadas acima da massa celular interna do blastocisto proliferam de
forma muito intensa, originando uma excrescéncia denominada cone
ectoplacentario. Por sua vez, as células mais periféricas desta estrutura diferenciam-
se em células gigantes, as quais possuem um grande potencial invasivo e fagocitico,
invadindo o tecido materno para formar a estrutura placentaria. Ja as células mais
internas do cone ectoplacentario mantém sua capacidade proliferativa e diferenciam-
se em células do espongiotrofoblasto, uma camada da placenta formada por células
gue acumulam glicogénio e por células enddcrinas produtoras de horménios como o

lactogénio placentario. As células trofoblasticas da base dessa estrutura (também
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chamadas de ectoderma extraembrionario ou ectoderma coribnico) organizam-se
com o mesoderma alantoideano para formarem as estruturas coridnicas do labirinto
placentério, regido responsavel pelas trocas entre mae e feto. Por fim, ao redor do
10° dia de prenhez esse mesoderma torna-se vascularizado, configurando ai a
formacdo de uma placenta completa, porém imatura, a qual se tornara amadurecida
por volta do 14° dia de prenhez(79-83) (Fig.6A).

Por meio desse processo descrito, ha a estruturacdo de uma placenta
hemocorial, a qual possui um formato discoide e é formada por trés camadas
distintas: a decidua (por onde chegam as artérias maternas), o espongiotrofoblasto e
o labirinto(82) (Fig.6A). O objeto deste trabalho foi a camada do labirinto, regido
onde ndo sO o0 sangue oriundo dos vasos maternos circula, como também os
eritrocitos infectados por Plasmodium sp., assim como o parasita na sua forma livre.
As estruturas corionicas do labirinto sdo constituidas por uma camada trilaminar de
células trofoblasticas que separam os capilares fetais do sangue materno circulante,
a qual deriva da diferenciacdo do trofoblasto que reveste a estrutura coridnica inicial.
Esta €& composta mais internamente por uma bicamada sincicial ou de
sinciciotrofoblasto envolvendo o endotélio dos vasos sanguineos fetais e o
mesénquima; e mais internamente por uma camada de células trofoblasticas
gigantes (mononucleares) revestindo o espaco por onde 0 sangue materno circula

(também chamados de sinusoides maternos(76,84—86) (Fig.6B).
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Figura 6 — Desenvolvimento da placenta murina
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(A). Desenvolvimento do embrido de camundongo a partir do dia embrionario (E) 6 — E12.5.
(Modificado de Rossant J, Cross JC, 2011)(82). (B). Estrutura da placenta de camundongo.
(Modificado de Yamashita et al., 2011)(87).

Por sua vez, a vasculatura fetal na placenta, acomodada no interior das
estruturas coridnicas do labirinto, conflui e liga-se ao feto em desenvolvimento por
meio das veias e artérias umbilicais. Assim, 0s sinusoides com sangue materno
permeiam as ramificacdes coridnicas do labirinto, banhando-as diretamente. Nesse
processo, 0s sangues materno e fetal estabelecem um fluxo contracorrente dentro
do labirinto para maximizar o transporte de nutrientes(79,82,85,88). Perturbacoes
nessa regido, como as provocadas pela presenca do Plasmodium berghei, podem
afetar essas trocas entre a méae e o feto.

Outro aspecto interessante refere-se a receptividade da mae para o
desenvolvimento placentario e do embrido/feto (que possuem padrdes antigénicos
geneticamente diferentes da mae), e que tem sido relacionada a existéncia de uma
imunomodulacdo do sistema imune materno. Em condi¢gdes normais na gestacgao,
esses padrdes antigénicos relacionados ao tecido placentério ndo sofrem a acéo do

sistema imunoldgico; assim, ndo geram respostas negativas no final da prenhez. A
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intrinseca associacdo entre as células de origem fetal e materna vdo garantir o
sucesso gestacional. Neste sentido, a placenta também exerce uma barreira entre o
sangue materno e o sangue fetal, protegendo o feto de um possivel ataque do
sistema imune. No entanto, a ocorréncia de infec¢cdes durante a gestacao, como no
caso da maléaria gestacional, leva a disfuncédo desse delicado balan¢co imunoldgico,
acarretando prejuizos para a mae e o feto. Visto isso, os desfechos deletérios da
malaria durante a gestacdo podem ser consequéncia da somatéria de efeitos
associados as imunidades humoral e celular, e as alteracdes ocorridas durante o

desenvolvimento da placenta, ocasionando a disfuncdo do 6rgéo(64,89).

1.7. Autofagia

A autofagia trata-se de um processo catabdlico fundamental para a
homeostase celular, € o Unico sistema para degradacdo de grandes componentes
celulares que ndo podem ser destruidos pela via ubiquitina-proteassoma. Esse
mecanismo esta bem conservado entre os diversos grupos de organismos Vivos,
compreendendo de leveduras até células eucarioticas superiores. Esse processo de
“autodigestao” é responsavel pela reciclagem de metabdlitos, como macromoléculas
soluveis e organelas, através da via lisossomal(90). A palavra autofagia foi criada
pelo cientista Christian De Dove em 1963, e significa “autodigestdo”. Durante o
processo autofagico, as proteinas celulares de longa duracdo e organelas
danificadas e/ou envelhecidas sdo sequestradas por vacuolos de dupla membrana e
destruidas nos lisossomos pela acédo de hidrolases, a fim de manter a manutencgéo
da homeostase e integridade das células(91-93). O equilibrio entre a sintese de
proteinas e a degradacdo €é de vital importancia para o funcionamento e
sobrevivéncia celular. Logo, as funcdes da autofagia tornam-se muito relevantes
nesse contexto.

A autofagia € constitutivamente ativa em niveis basais nas células. A principal
referéncia de um vacuolo autofagocitico compreende a presenca de conteudos
interiorizados por uma estrutura de dupla membrana. A atividade autofagica é
regulada, principalmente, pelo estresse metabdlico celular, como, por exemplo: a
falta de nutrientes, hipdxia, danos ao DNA, presenca de patdgenos e de doencas

inflamatorias. Diante disso, pode desempenhar o papel de um mecanismo de
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sobrevivéncia adaptativa. O mecanismo da autofagia pode permitir & célula o tempo
necessario para estabilizar-se ante um ambiente estressor(91). Todavia, o continuo
estimulo do agente estressor pode contribuir para a morte celular, pois, em células
cancerosas a autofagia tem sido mostrada como um mecanismo de morte celular, o
que poderia ser uma alternativa a via da apoptose(94,95).

Foram descritos diferentes tipos de autofagia: macroautofagia, microautofagia
e a autofagia mediada por chaperonas. Na microautofagia, 0os componentes
citosdlicos a serem degradados sdo envolvidos diretamente por uma invaginacao da
membrana lisossomal. Enquanto a autofagia mediada por chaperonas (observada
apenas em mamiferos) é capaz de selecionar as proteinas citosélicas que devem
ser degradadas. As proteinas contendo o motivo KERFQ de aminoacidos sé&o
reconhecidas pela chaperona Hsc70 e conduzidas ao lisossomo, onde podem
passar através da proteina 2 associada a membrana do lisossomo (LAMP-2A),
culminando na degradacdo. Por sua vez, a macroautofagia (denominada somente
de autofagia) € a via principal, que vai englobar os conteudos citoplasmaticos no
interior de uma estrutura vesicular, denominada fagoforo; este pode ser originado da
membrana citoplasmatica do reticulo endoplasmatico ou da membrana mitocondrial
externa. A fusdo das extremidades do fagoforo formarda uma estrutura de dupla
membrana, denominada autofagossoma, a qual sera combinada ao lisossomo,
originando o autolisossoma. Logo, o0s trés processos citados compreendem
maquinarias moleculares bem semelhantes, resultando na decomposicdo e
reciclagem dos seus contetdos englobados no interior dos lisossomos(93,96,97).

Os mecanismos moleculares da autofagia foram inicialmente descritos em
leveduras, compreendendo mais de trinta genes (conhecidos como 0s genes da
familia Atg), os quais estdo bem conservados em eucariotos superiores. Trata-se de
um processo altamente dinamico, onde ocorrem varios eventos envolvendo o trafico
de membrana.

A via canbnica da autofagia consiste em quatro eventos principais:
iniciacdo/inducdo, alongamento, maturacdo e fusdo com o lisossomo. A proteina
serina/treonina quinase MTORC1 (alvo de rapamicina em mamiferos) é um
regulador inibidor da via autofagica, por fosforilar e inibir diretamente o complexo
ULK1 (Atgl3-ULK-FIP200-Atg101). A atividade de mMTORC1 ¢é estimulada

dependendo de uma variedade de insumos, que podem incluir ndo apenas a energia
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e nutrientes, bem como a presenca de aminoécidos e fatores de crescimento para as
funcdes celulares. No entanto, a mTORC1 pode ser inibida pela falta de nutrientes
para a célula. Desse modo, o ULK1 é diretamente fosforilado pela proteina quinase
ativada AMP (AMPK) em resposta a restricdo de insumos energéticos para a célula.
A AMPK desencadeia a autofagia tanto pela regulagdo positiva quanto pela
inativacdo de mTORC1(96,98).

A ativacdo do complexo ULK1 marca o inicio da autofagia canfnica e pode
promover a sobrevivéncia celular(96). Concomitantemente, ocorre 0 inicio da
nucleacao da estrutura pré-autofagossomal ou local de formacao do fagéforo (PAS),
pela acdo das proteinas Atg. A proteina PI3K de classe Il (fosfatidilinositol 3-quinase
de classe Ill) esta envolvida nessa fase inicial, juntamente com Vps34, Beclin-1,
Atgl4L, entre outras. Essas proteinas em conjunto formam o complexo | Vps34, que
deriva na nucleacdo do fagoforo. Esse complexo torna-se o principal ponto de
regulacao para as quinases que modulam a ativacéo da autofagia. Apesar de Beclin-
1 ser reconhecida como uma proteina relacionada a autofagia e ser importante
nesse complexo, ela mantém a associacdo com outras proteinas, como, por
exemplo, Bcl-2 (uma proteina antiapoptética). A fosforilacdo de Beclin-1 por DAPK
(proteina quinase associada a morte) ou a fosforilacdo de Bcl-2 pela JNK (do inglés,
c-Jun N-terminal kinase) desencadeia a dissociacdo do complexo Beclin-1/Bcl-2 em
respostas a varios estimulos, permitindo que Beclin-1 associe-se ao complexo
multiprotéico Vps34 para manter a sua funcdo na via autofagica(99,100). A partir
desse momento, ocorre o reconhecimento de conteiudos a serem englobados e
segue a fase de alongamento e formacéo do autofagossoma(96,101) (Fig.7).

A continuacdo da expansdo da membrana autofagica depende da interacéo
inicial de dois sistemas de conjugacdo tipo ubiquitina: o sistema de conjugacéo
Atg12 e o sistema de conjugacao LC3(102). Atgl2 € inicialmente expresso com uma
glicina C-terminal, que sera clivada pelo Atg7 (enzima tipo E1). O Atgl12 é transferido
para Atgl0 (enzima tipo E2) e, finalmente, conjugado a um residuo de lisina de
Atg5(103). Por seguinte, a proteina LC3 ou MAP-1LC3 (proteina associada ao
microtubulo 1 de cadeia leve 3) também é formada com uma extensédo do seu C-
terminal, que sera processada pela Atg4 (protease de cisteina) para expor sua
glicina residual (a forma denominada de LC3-1)(104). Posteriormente, LC3-I ativada

por Atg7, transferida para Atg3 (enzima tipo E2) e, por fim, mediante a acdo do
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sistema de conjugacao Atg12/Atg5, que funciona como uma enzima tipo E3, o LC3-I
é ligada ao grupo amino de fosfatidiletanolamina (PE) (denominado de LC3-Il ou
LC3-PE)(105). A quantificacdo de LC3-II é frequentemente utilizada para estimar a
abundancia de autofagossomas no citoplasma celular. O complexo Atg12/Atg5 forma
um novo complexo com Atgl6, que torna possivel selecionar o local de lipidacéo de
LC3(106). Esse novo complexo (Atgl2/Atg5/Atgl6) € encontrado na membrana
externa do autofagossoma e apenas se dissocia deste antes da formacdo completa
do autofagossoma(107-110) (Fig.7).

Embora a autofagia ja tenha sido considerada como um processo aleatorio de
degradacdo de conteudos citoplasmaticos, essa concepcdo mudou em face da
descoberta de proteinas receptoras que sequestram diversos conteudos, como
mitocondrias, agregados proteicos, ribossomos, entres outros. O LC3-1l tem sido
mostrado atuando como um receptor do fagoforo para essas proteinas adaptadoras
e/ou carreadoras, visando uma absorcdo e degradacdo lisossomal seletiva(111).
Sao conhecidas quatro proteinas adaptadoras capazes de reconhecer conteudos
citoplasmaticos ubiquitinizados: p62/SQSTM1, NBR1, optineurina e NDP52(112). A
p62 foi a primeira proteina carreadora a ser mostrada a mediar a ligacdo de
proteinas ubiquitinizadas e entrega-las ao fagoforo para a degradacao(113). Apesar
de estar bem consolidado que autofagossomas formados pela autofagia seletiva nédo
apresentam ou quase nao contém massa citoplasmatica aleatoria, ndo esta claro o
grau de seletividade da autofagia induzida pela falta de aminoacidos(109).

Na fase de maturacdo e/ou fusdo, os autofagossomas formados
aleatoriamente no citosol, movimentam-se direcionados por microtubulos, para
fundirem-se com os lisossomos. Apoés a fusdo do autofagossoma com o lisossomo,
esse vacuolo passa a ser denominado, conforme mencionado, de autolisossoma ou
autofagolisossoma. Em células de mamiferos, a fusdo € mediada pelas proteinas da
membrana lisossomal LAMP-1 e LAMP-2, e pela pequena proteina G Rab7 quando
ligada ao GTP. Contudo, esse mecanismo ainda € pouco caracterizado. Posterior a
fusdo, o processo de degradacdo da vesicula inicial ocorre pela acédo das hidrolases
lisossomais presentes no interior dos lisossomos para a degradacdo de
componentes, mediada por ATPases, fosfatases, lipases e, especialmente,
proteases, tais como: as catepsinas, calpainas, caspases e presinilinas. O resultado

do processo de degradacdo sdo principalmente aminoacidos, os quais séo liberados
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no citosol pela acdo das permeases presentes na membrana do lisossomo, para
serem reciclados e participarem de sintese proteica e da manutencdo das funcdes
celulares em condi¢cdes de privacdo de nutrientes(91,114). Portanto, a autofagia
pode estar envolvida em diversos processos de tentativa de recuperacdo da

homeostase celular.

Figura 7 — Representacao esquematica da via autofagica
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O processo autofagico envolve circuitos moleculares que iniciam com a nucleagéo (formagéo do
fagoforo), seguida da conjugacé@o de ATG5-ATG12 e da interagdo com ATG16L na estrutura formada;
sequencialmente, ha o processamento e a inser¢do de LC3 lipidado na membrana do fagéforo, agora
denominado “autofagossomo’. E nesta estrutura que ocorre a captura randdémica ou seletiva de alvos
para degradagdo. Posteriormente, o autofagossomo funde-se com o lisossomo, originando o
“autofagolisossomo”, no interior do qual as enzimas proteolitcas provenientes do lisossomo
degradardo os alvos englobados. Por fim, h4 a liberacdo para o citoplasma dos produtos dessa
degradacdo, os quais poderdo ser reciclados pelas células. (Modificado de Marzban et al.,
2015)(115).

1.8. Autofagia no desenvolvimento

Em todas as etapas de vida do mamifero, seja na formacdo e
desenvolvimento do embrido, seja na fase de neonato e pés-nascimento, a autofagia
exerce um papel primordial, possivelmente, devido a escassez de nutrientes e a alta

demanda pela troca de proteinas e organelas durante o processo de remodelagéo
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dos estagios iniciais da formacdo. A autofagia tem servido como hip6tese por ser
essencial na remocdo de componentes dispensaveis do esperma e constituintes
desnecessarios do 06cito(116). Além de ser necessaria no remodelamento celular
durante a diferenciacdo de eritrocitos, linfécitos e adipdécitos; e de inequivoca
relevancia em células que vao ser diferenciadas, como neurdnios e hepatdcitos, nos
guais a manutencdo continua da massa citoplasmatica revela-se essencial(90,117).

A autofagia esta presente no trofoblasto extraviloso, sendo importante no
inicio da gestacdo para promover a invasao trofoblastica e remodelagdo vascular
uterina(118). A placenta humana é formada sob condi¢des de hipdxia e privacdo de
nutrientes; ja € conhecido que sob esses estressores, a via autofagica é ativada para
atuar como um mecanismo protetivo, auxiliando a adaptacdo placentaria. Logo,
deficiéncias na autofagia durante esse estagio podem comprometer etapas cruciais
da placentacédo, como a invaséao e o remodelamento vascular(119-121).

Em camundongos, a autofagia € ativada poucas horas apés a fecundacgéo e
torna-se necessaria para 0 seguimento de pré-implantacdo de embribes murinos,
pois, a inibicdo do processo autofagico suscita a morte embrionaria no inicio da
fertilizacdo(122). A via da autofagia atua, presumivelmente, degradando proteinas
maternas, permitindo, assim, que novas proteinas oriundas do zigoto sejam
sintetizadas(123). Camundongos knockout para Atgs 3, 5, 7, 9 ou 16L néo
sobrevivem ap0s 0 nascimento, gracas ao decréscimo de aminoacidos no
organismo. ApOs 0 nascimento, quando a nutricdo ndo é mais feita através da
placenta, ocorre um severo estresse nutricional manifestando o processo autofagico.
Logo, a participacdo da autofagia mostra-se importante em diversos 6rgdos como o
cérebro, onde previne a formacéo de agregados proteicos e o acumulo de organelas
danificadas, o que poderia desembocar em doencas neurodegenerativas(90,124).

Conforme tem sido mostrado, a autofagia esta reduzida em placentas
provenientes de trabalho de parto normal quando comparada a partos por cesarea
eletiva(125). Um estudo recente demonstrou ndo ter havido diferenca na expressao
da autofagia entre as placentas entregues por meio do trabalho de parto espontaneo
e do parto induzido farmacologicamente(126). Segundo Brickle e colaboradores,
proteinas da maquinaria autofagica (Beclin-1, Atg3, Atg5, Atg7, Atgl2 e Atgl6L1)
estdo reduzidas nas membranas fetais humanas, provenientes de trabalhos de parto

espontaneo, prematuro e ruptura prematura das membranas. Além disso, esses
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autores demonstraram que a autofagia pode estar relacionada com o controle da
inflamacé&o induzida por infeccdo durante a gestacao, induzindo o trabalho de parto
prematuro(127).

1.9. Autofagia e inflamagéo

O repertério das funcionalidades autofagicas abrange também, os estimulos
imunolégicos(128). A via da autofagia e as proteinas autofagicas desempenham
uma atribuicdo no controle da imunidade em organismos multicelulares, tais como o
controle da resposta inflamatéria como parte da imunidade inata(129), a
apresentacdo de antigeno como parte da imunidade adaptativa e a funcao
imunologica das células T e B(128,130).

Durante a infeccdo por algum patégeno invasor, como bactérias, virus e
protozoarios, a autofagia atua na resposta imune para degradar esses
microrganismos dentro da célula, um processo denominado de xenofagia (um tipo de
autofagia seletiva). Esses fatores podem ter evoluido como um dos primeiros
mecanismos de defesa autbnomos em eucariontes. Semelhante a autofagia néo
seletiva (sequestro de massa citoplasmatica aleatdria), na xenofagia também é
necessaria a formacdo de um autofagossoma de dupla membrana que € fundido ao
lisossomo para a destruicdo da carga. Apesar das duas formas serem semelhantes
na utilizacdo da maquinaria autofagica, a xenofagia depende de proteinas
adaptadoras, por exemplo, a p62/SQSTM1, que se ligam aos patdgenos invasores
para entrarem em contato com a maquinaria autofagica e serem englobados para a
degradacéo(131).

Além da via canbnica autofagica ter um papel bem caracterizado pela
formacdo do autofagossoma de dupla membrana, certas proteinas da maquinaria
autofagica também se encontram envolvidas na defesa contra patdégenos invasores
de maneira ndo canbnica(132). A via ndo candnica, denominada de fagocitose
associada a LC3 (LAP), difere de varias maneiras da via canbnica. A LAP ¢ ativada
de modo a jusante, pelos receptores de reconhecimento de padrdes do tipo Toll-like
receptors (TLR), por exemplo TLR4, durante a fagocitose. Nesse processo ocorre
um rapido recrutamento de um subconjunto de proteinas da maquinaria autofagica

para o fagossoma que se torna marcado por LC3 na forma lipidada. Apesar da LAP



44

necessitar da maquinaria de lipidagédo de LC3, essa forma da via ndo requer as
proteinas sob a a¢do da via m-TOR, como é o caso do complexo ULK-1, ativado no
caso de privacdo de aminoacidos. No entanto, precisa do complexo VPS34/Beclin-1
gue € importante para a entrega eficiente ao lisossomo do patdgeno fagocitado. A
proteina Rubicon, que se associa ao complexo PI3K de classe Ill contendo UVRAG
e que regula negativamente a autofagia candnica, mostra ser essencial para a LAP.
Além disso, a LAP apresenta uma vesicula com uma Unica membrana marcada com
LC3, diferente da via autofagica canbnica que apresenta uma vesicula de dupla
membrana(132-135).

O processo inflamatério compreende um mecanismo importante empregado
pelo sistema imunologico para a defesa do hospedeiro. Esse mecanismo de defesa
depende de receptores, como o tipo TLR para identificar padrbées moleculares de
patdgenos e responder pela producéo de citocinas pro-inflamatoérias. Essa resposta
deve ser bem controlada, pois, a sua subativacao ou hiperativacédo vai desencadear
efeitos deletérios no hospedeiro(130,136,137). Presume-se que, a autofagia pode
regular uma resposta inflamatoéria extensiva, auxiliando na eliminacdo do complexo
multiprotéico do inflamassoma, responsavel pela producdo e mobilizacdo de
citocinas. Relatérios cientificos mostraram que defeitos na via autofagica contribuem
para um aumento da resposta inflamatéria, causado pela maior producdo de
citocinas pro-inflamatorias. Ja foi demonstrado que o inflamassoma NLRP3 induz a
producédo das citocinas IL-1B e IL-18, na auséncia de autofagia, esta aumentada a
producdo dessas citocinas levando a inflamacdo excessiva. Por outro lado, a
ativacdo da autofagia sob essas condicdes pode eliminar componentes do
inflamassoma NLRP3 e reduzir a resposta inflamatéria exacerbada(138-141). Em
face disso, a autofagia tem uma comprovada relevancia na funcdo imunoldgica, o
gue a torna num alvo interessante para o desenvolvimento de novas terapias.

Atualmente, varios grupos tém estudado as consequéncias da forma grave da
malaria, como, por exemplo, a malaria durante a gravidez(142-144). Todavia, 0s
mecanismos moleculares que, consequentemente, conduzem aos resultados
negativos no final da gestacdo permanecem por ser elucidados. Uma possivel
explicacdo para a falta de conhecimentos a respeito da malaria placentaria é que os

estudos abrangendo seres humanos sao insatisfatorios, devido as limitacdes Obvias
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intrinsecas aos sistemas experimentais humanos e a acessibilidade ao material
biolégico nos diferentes estagios da gestacao.

Uma vez que a placenta de camundongo possui muitas similaridades com a
placenta humana, isso a torna um bom modelo, pois permite a manipulagdo genética
e funcional. Dessa forma, os modelos murinos apresentam a possibilidade de
estudos dos mecanismos imunopatoldgicos relacionados a maléria placentaria, em
condicbes experimentais e controladas(82). O modelo experimental murino de
infeccdo pelo plasmoédio vem sendo utilizado pelo grupo desta pesquisa ndo apenas
no estudo das populacdes e de mediadores imunoldgicos associados a malaria
durante a gravidez, assim como na analise dos fatores que propiciam o
estabelecimento das lesdes placentarias(49,145-147).

Tendo em vista que o perfil inflamatorio corresponde a um fator critico para o
estabelecimento da malaria placentaria e a importancia da autofagia na resposta
imunologica; altera¢des no perfil autofagico, devido a uma possivel associacédo deste
processo com a inflamacdo desencadeada, poderiam colaborar para o
estabelecimento da patologia. Neste viés, estudos basicos voltados para a avaliagédo
da regulacdo da autofagia em modelos animais de malaria placentaria poderéo
oferecer novos conhecimentos sobre as disfuncbes celulares associadas a
exposicdo ao Plasmodium spp. Estes conhecimentos, além de elucidar possiveis
mecanismos envolvidos nos desfechos negativos da maléria gestacional, poderao
conduzir a estudos aplicados que visem o0 desenvolvimento de intervencdes

terapéuticas que se contraponham a estes.
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2.0. Objetivo geral

Caracterizar o perfil autofagico e sua associacdo com o processo inflamatorio

na maléaria placentaria.

2.1. Objetivos especificos

i) Examinar histologicamente a morfologia de placentas de animais que
apresentaram malaria placentaria em relagéo a animais nao infectados.

i) Analisar e comparar a expressao dos marcadores de autofagia e do fluxo
autofagico (ULK-1, Beclin-1 e LC3) em placentas de animais que apresentaram
malaria placentaria em relacdo a animais nao infectados.

iif) Verificar o perfil inflamatério em placentas de animais que apresentaram
malaria placentaria em relagéo a animais néo infectados.

iv) Correlacionar os perfis autofagico e inflamatério nestes dois grupos de

animais: infectados e nao infectados.



3. MATERIAIS E METODOS
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3.0. Procedéncias

Abcam — Abcam, Cambridge, Reino Unido

BD — BD Biosceinces, Franklin Lakes, NJ, EUA

BioAmerica — BioAmerica Biotech, Miami, FL, EUA

Biodinamica — Biodinamica, Ibipora, PR, Brasil

Bio-Rad — Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA

Cell Marque — Cell Marque Corporation, Rocklin, CA, EUA

Merck — Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha

Millipore — Merck Millipore, Billerica, MA, EUA

Molecular Devices — Molecular Devices, San Jose, CA, EUA

Nuvital — Nuvital Nutrientes S/A, Colombo, PR, Brasil

Novus — Novus Biologicals, Littleton, CO, EUA

Qiagen — Qiagen, Hilden, Alemanha

Sigma — Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA

Spring — Spring Bioscience Corporation, Pleasanton, CA, EUA

Synth — LabSynth produtos para laboratério Ltda, Diadema, SP, Brasil
Thermo Fisher Scientific — Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA

Zeiss — Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha

3.1. Animais e parasitas

Camundongos Mus musculus da linhagem C57BIl/6 (tipo selvagem [WT])
foram criados e mantidos com um ciclo constante de luz — escuro (12h / 12h) em
alojamento convencional no biotério do ICB/USP. Os camundongos receberam agua
e foram alimentados com a racdo NUVILAB comercial CR-1 (Nuvital) ad libitum.
Todos os procedimentos estdo de acordo com o regulamento nacional de bem-estar
e experimentacdo animal, autorizados pelo Comité de Bem-Estar Animal da
Universidade de S&o Paulo e aprovados pela Comissdo de Etica do Instituto de
Ciéncias Biomédicas — USP (Protocolo registrado sob o n° 32/2016).

Para as infec¢bes, utilizou-se fémeas adultas, entre 8-14 semanas de idade.
Foi utilizada a cepa de plasmddio murino Plasmodium berghei NK65CFP (GFP, green

fluorescent protein) gentilmente cedido pelo professor Daniel Youssef Bargieri
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(Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, Brasil). Os camundongos foram infectados
via intravenosa (iv) com 2x10° eritrocitos parasitados (EP) obtidos de estoques
congelados apds a passagem em fémeas C57BI/6. O congelamento foi feito quando
a parasitemia estava entre 5% e 10%. As parasitemias foram avaliadas por
citometria de fluxo, como descrito por Jasen e colaboradores(148).

3.2.  Monitoramento da prenhez

Para a obtencdo de fémeas prenhes, duas fémeas por gaiola foram mantidas
com um macho da mesma linhagem por até 14 horas. A deteccdo de tampé&o vaginal
e a quantificacdo do peso corporal foram usados em conjunto para monitorar o
tempo de prenhez, como previamente descrito por Freyre e colaboradores(149). O
dia de deteccdo do tampéao vaginal (mistura de sémen com a secrecéo vaginal) foi
considerado o dia gestacional 1 (G1). A prenhez foi confirmada entre G10 e G13
guando os animais foram novamente pesados. O aumento médio de peso de 3-4 g
nesse periodo € tomado como um sinal de prenhez e a perda subita de peso, como
indicador de injaria ou interrupcdo da prenhez(49). Para verificar os efeitos do
parasito sobre a autofagia foi realizada a cesarea para retirada dos fetos e placentas
no G19. No parto, a quantidade e o peso dos neonatos e das placentas foram

registrados, assim como o peso do baco materno.

3.3. Infeccéao e avaliacdo da parasitemia

Os animais foram inoculados com 2x10° eritrécitos infectados por via
intravenosa, tanto as fémeas prenhes (infectadas em G13) quanto as fémeas nao
prenhes. As parasitemias foram avaliadas por citometria de fluxo para detectar
eritrocitos infectados que expressassem GFP. Dois microlitros de sangue foram
coletados por compressao da cauda dos camundongos e adicionados em 300 ul de
tampédo de FACS (PBS 1x, 1% SFB, azida 0.05%). As parasitemias foram expressas

em percentual de células marcadas em relacdo ao total de eritrocitos.
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3.4. Tratamento com cloroquina

A fim de se obter um controle para o fluxo autofagico, tratou-se com
cloroquina uma fémea prenhe, por meio de uma adaptacdo de protocolos ja
utilizados(150,151). Em suma, apos a confirmacdo da prenhez, a fémea foi pesada
para a determinacdo da dosagem de cloroquina (Sigma) a ser injetada, cuja dose
utilizada foi de 50mg/kg de peso aplicada intraperitonealmente (100uL de volume
com a cloroquina diluida em solucdo salina estéril) a cada 24h pelo periodo de 6
dias (14° dia de prenhez - 19° dia de prenhez).

3.5. Coletadas placentas

As placentas de fémeas prenhes infectadas, do grupo controle e tratadas com
cloroquina foram analisadas de forma idéntica. As amostras de placenta foram
coletadas em paraformaldeido 4% tamponado em um tampéo fosfato-salino (PBS)
pH=7.2, para o posterior processamento histologico. Para a extracdo proteica, as
amostras foram armazenadas em tampéao RIPA (1% NP-40, 0,25% Na-desoxicolato,
1mM NaF, 150mM NaCl, 1mM EDTA, 1mM PMSF, 1mM Na3Vv0O4, 50mM Tris-HCI,

pH7,4, Sigma) e acondicionadas no freezer -80°C.

3.6. Processamento histolégico

Os fragmentos de tecido coletados foram processados de acordo com a rotina
histolégica para inclusdo em parafina Histosec® (Merck Millipore) do setor de
técnicas histolégicas do departamento de Biologia Celular e do Desenvolvimento do
ICB1. Resumidamente, as amostras foram fixadas em paraformaldeido 4%
tamponado em PBS, pH 7,2 por 48 horas a 4°C, e seguiram procedimentos
rotineiros para a inclusao — desidratacdo em bateria crescente de alcool etilico (70%,

80%, 95% e 100%), diafanizacdo com xilol e infiltracdo dos cortes com parafina.
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3.7. Reagdes colorimétricas e de imunolocalizacéo

A partir dos blocos confeccionados foram obtidos cortes de 5 pm de
espessura. Estes espécimes, recolhidos em laminas histolégicas sinalizadas
(Biodindmica), receberam desparafinizagdo, foram hidratados e submetidos a
coloracao de rotina (Hematoxilina e Eosina) (Sigma) e a rea¢cfes imunoistoquimicas
para a localizacédo das proteinas Tpbpa (Trophoblast specific protein alpha), SIC16A3
(Solute Carrier Family 16 Member 3) e PECAM-1 (Platelet and Endothelial Cell
Adhesion Molecule), seguindo os seguintes procedimentos:

1. Blogueio da peroxidase enddgena: 10% de perdxido de hidrogénio (H202,
Sigma) diluido em um tampéao fosfato-salino (PBS, Sigma) 0,1M (v/v), por 10 minutos
a temperatura ambiente (T.A.);

2. Trés lavagens consecutivas com PBS por 5 minutos a T.A.;

3. Resgate antigénico em panela de presséo (Cell Marque) com tampao citrato
pH 6.0. por 10 minutos (apenas para a proteina SIC16A3);

4, Bloqueio dos sitios antigénicos inespecificos: incubagdo com albumina sérica
bovina (BSA, Sigma) 1% em PBS (m/v) por 1 hora (T.A.) em camara umida;

5. Incubagcdo com o anticorpo primario em solugcédo de PBS/BSA 1%, overnight a
4° C, em camara umida. Ver concentracfes usadas e detalhes dos anticorpos na
tabela 1;

6. Trés lavagens consecutivas com PBS (5 min, T.A.);

7. Incubacdo com o anticorpo secundario anti-lgG de coelho conjugado com
peroxidase (kit Reveal, Spring), por 1 hora (T.A.), em camara umida;

8. Trés lavagens consecutivas com PBS (5 min, T.A));

9. Revelacado da atividade enzimatica com 3,3’-diaminobenzidina utilizando kit
Sigma Fast TM (Sigma), segundo as recomendacdes do fabricante;

10. Lavagem em agua corrente por 5 minutos;

11. Contracoloracdo com hematoxilina de Mayer (Sigma) por 30 segundos (T.A.);

12. Montagem da lamina com laminula de vidro e Entellan® (Merck).
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Tabela 1 — Especificagcdes dos anticorpos utilizados na imunoistoquimica

Anticorpos Animal doador Referéncia/lEmpresa Resgate Diluico
Tpbpa Coelho #104401/Abcam N&o 1:150
SIc16A3 Coelho #190497/Abcam 10 minutos 1:200
Pecam-1 (CD31) Coelho #28364/Abcam 10 minutos 1:50

Anti-rabbit 19G Cabra #AP307P/Millipore - 1:30.000

Rabbit isotype control Cabra #AB27478/Millipore - 1:20.000

3.8. Morfometria

As imagens foram obtidas por meio do microscépio Axiolmager M2 (Zeiss)
acoplado a camera colorida AxioCam HRc (Zeiss) sempre em 300 dpi. Para as
analises quantitativas e morfométricas das imagens adquiridas foi utilizado o

Software ImageJ v1.51k.

3.8.1. Avaliacao da estrutura placentaria

Selecionou-se de forma aleatéria um total de dez placentas, sendo cinco do
grupo controle e cinco do grupo infectado, das quais os cortes imunomarcados
foram fotografados utilizando a objetiva de 10x do microscopio oOptico (MO). A
ferramenta de freehand selection foi usada para mensurar as areas do labirinto e do
espongiotrofoblasto em relacdo a area placentaria total. Para determinar os limites
de cada camada, foram utilizados imunomarcadores especificos de cada uma,
Tpbpa (espongiotrofoblasto) e SIc16A3 (labirinto). Todas as medi¢cdes foram
realizadas as cegas, e 0s resultados expressos como porcentagens da area

placentaria total.

3.8.2. Espessura da membrana interhemal

A espessura das membranas interhemais do labirinto foram obtidas por meio
da determinacédo da distribuicdo da espessura da membrana a partir de intercepcdes
ortogonais, propostas por Jensen e colaboradores(152). Brevemente, selecionou-se
aleatoriamente um total de doze placentas, metade do grupo controle e metade do
grupo infectado, coradas pela hematoxilina e eosina. Essas placentas foram

fotografadas aleatoriamente utilizando a objetiva de 63x do MO, para obtencéo de,
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no minimo, cinco fotos por placenta. Para a correta identificacdo da barreira
interhemal, ficou estabelecido mensurar apenas as regides onde a célula gigante
associada a estrutura coridbnica, e o0 endotélio do vaso fetal pudessem ser
evidenciados. Foram sobrepostos grides de 85um? as fotografias, que serviram
como pontos de partida randomicos para se tracarem as linhas ortogonais. Com a
ferramenta line selection, essas linhas foram tracadas a partir do ponto onde a gride
fazia a interseccdo com um dos limites da membrana interhemal, estendendo-as até
o limite oposto. O comprimento dessas linhas foi medido em pm e a média
harmbénica dessas medidas foi considerada para a determinacdo média da
espessura das membranas interhemais de cada placenta. Obteve-se um n=219 e
191 observacdes para os grupos controle e infectado, respectivamente. Todas as

observacgbes foram realizadas as cegas.

3.8.3. Quantificacdo do marcador SIc16A3

As imagens obtidas sob a objetiva de 40x compreenderam uma area de
90.220pum? e uma resolucgdo de 1,388 x 1,040 pixels. Um total de dez laminas, quatro
controles e seis infectadas, foi escolhido aleatoriamente, obtendo-se trés fotos de
cada uma delas. A quantificacao foi realizada de acordo com o descrito por Bandeira
e colaboradores(153). Brevemente, usando o pluggin colour deconvolution, a
densidade da imunorreatividade em pixels para Slc16A3 foi mensurada em cada
area fotografada, e expressa como uma meédia dessas mensuracdes. Os resultados

foram expressos como a porcentagem da area marcada em relacdo a area total.

3.9. Andlise da expressao proteica por Western Blotting

Por meio de Western blotting foram verificados os niveis de ULK-1 (Abcam),
Beclin-1 (Abcam) e LC3 (Sigma) para acompanhar a atividade e o fluxo autofagico
(tabela 2). Para isso, os tecidos previamente congelados em freezer a -80°C foram
mecanicamente homogeneizados em tubos CK14 (BioAmerica) contendo
microesferas metalicas (#69997, QIAGEN) no equipamento Precellys® (BioAmerica)
em 2 ciclos de 20 segundos. A concentragdo de proteina total foi determinada com o

auxilio de um espectrofotbmetro SpectraMax® Plus 384 (Molecular Devices) com
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filtro de 595 nm, utilizando-se o kit Pierce™ BCA Protein Assay (Thermo Fisher
Scientific), segundo indica¢cfes do fabricante. Apés a determinagédo da concentragédo
proteica total, as amostras foram diluidas em um tampao de amostra (85 mM Tris, 40
mM DTT, 17% glicerol, 0,1% SDS e 0,4% azul de bromofenol diluidas em &agua
milliQ, Bio-Rad), acrescidas de 0,05% de B-mercaptoetanol (#BCBK1106V, Sigma);
as amostras foram, entdo, aquecidas em placa de banho seco (DB-2A, TECHNE,
Bibby Scientific Limited), a 100°C por 5 minutos para desnaturagdo proteica. Em
seguida, as amostras foram submetidas a separacao eletroforética em minigel de
poliacrilamida (Bio-Rad) a uma voltagem de 100 V e corrente de 14 mA durante
cerca de 2 horas em um aparelho Mini-PROTEAN® Tetra cell (Bio-Rad). Como
padréo de peso molecular, utilizou-se o padréo comercial Kaleidoscope (Bio-Rad).
Posteriormente, as proteinas separadas no gel foram transferidas para as
membranas de PVDF (Difluoreto de Polivinilideno, Bio-Rad) 0,2 pum (LC3
[transferéncia por 1 hora, 200 mA]) e 0,45 pum (ULK-1 e Beclin-1 [transferéncia
durante a noite, 70 mA]), em um tampao de transferéncia (0,1 M glicina, 0,02 M Tris),
a uma amperagem constante em um equipamento de transferéncia umida (Bio-Rad).

Apoés a transferéncia, foi feito o bloqueio de sitios inespecificos com 5% de
leite desnatado (Molico) diluido em TBS-T (tampao tris-buffer-salina-Tween-20, 0,05
M TRIS, 0,1 M NaCl, pH=7,3 e 0,1% Tween-20, Synth®), sob agitacdo por 1 hora
(LC3) e 2 horas (ULK-1 e Beclin-1) a temperatura ambiente. Os anticorpos primarios
e secundarios foram diluidos em TBS-T com 1% de leite. As incubacdes de
anticorpos primarios a 4°C durante a noite; e anticorpo secundario anti-IgG de
coelho conjugado com peroxidase (HRP) por 1 hora (T.A.).

A revelacdo da membrana utilizou o Kit ECL (ClarityTM Western ECL, Bio-
Rad), seguindo as recomendac¢des do fabricante. A detecc¢do da reacdo imune por
guimioluminescéncia foi realizada em um transiluminador Molecular Imager®
ChemiDoc™ XRS+ (Bio-Rad) com o auxilio do programa ImageLab™ (Bio-Rad).

Em todos os experimentos, as membranas foram reutilizadas para a
incubacdo com o anticorpo anti-B-actina por 2 horas (T.A.), usado como controle
endégeno. O anticorpo secundario anti-lgG de camundongo conjugado com
peroxidase por 1 hora (T.A). As bandas detectadas pelo método de

guimioluminescéncia foram densitometricamente mensuradas pelo software ImageJ



57

v1.51k. Ver concentragdes e condi¢cbes usados, e detalhes dos anticorpos na tabela
2.

Tabela 2 — Especificagdes dos anticorpos e das condi¢cOes aplicadas ao
Western Blotting

Anticorpos Animal Referéncia/ Diluicéo Concentracdo Metanol Proteina
doador Empresa do gel (%) (%)° total (ug)
#Ab128859/
ULK-12 Coelho Abcam 1:5.000 10 10 30
#Ab207612/
Beclin-12 Coelho Abcam 1:10.000 10 10 30
#L.7543/
LC3? Coelho Sigma 1:5.000 15 20 15
#NB600-

B-Actina? Camundongo  501/Novus 1:40.000 - - -
#AP307P/ 1:20.000¢/

Anti-Coelha® Cabra Millipore 1:30.000¢ - - -
Anti- #AP308P/
Camundongo® Cabra Millipore 1:20.000 - - -

a Anticorpo primario.

b Anticorpo secundario.

¢ Concentracao do anticorpo secundario utilizado para Beclin-1 e LC3.
d Concentracdo do anticorpo secundario utilizado para ULK-1.

e Concentra¢cBes de metanol no tampdao de transferéncia.

3.10. Quantificacao de citocinas

Os niveis de citocinas inflamatoérias presentes nos tecidos placentarios e no
sangue periférico dos animais foram verificados por meio de CBA™ (Cytometric
Bead Array, BD Biosciences). Utilizou-se o kit mouse inflammation (#552364, BD
Biosciences) para quantificacdo das citocinas Interleucina 10 (IL-10), Fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), Interferon gama (IFN-y), Interleucina 6 (IL-6), e da
proteina quimiotatica de mondcitos-1 (MCP-1). O ensaio foi realizado de acordo com
o protocolo sugerido pelo fabricante. Resumidamente, as beads de -captura
especificas para cada citocina foram incubadas com as amostras ou com os padrdes
da curva de referéncia (valores da curva padrdo: 5000 pg/ml a 20 pg/ml). Em
seguida, adicionamos o anticorpo de deteccdo conjugado com ficoeritrina (PE).. As
amostras foram, entdo, incubadas por duas horas a temperatura ambiente e
protegidas da luz. Em seguida, as amostras foram lavadas por centrifugagéo a 200 g
durante 3 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado contendo as

beads ressuspensas em um tampéao de lavagem. Os dados obtidos para os tecidos
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foram normalizados pela quantidade inicial de proteina total presente em cada
amostra, quantificadas utilizando-se o Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo
Fischer Scientifics) de acordo com as especificagcbes do fabricante. A andlise da
fluorescéncia produzida pelas beads foi quantificada por meio de citometria de fluxo
(FACS Canto) e analisada com o software FCAP Array versdo 3.0 (BD Biosciences).

3.11. Anélises estatisticas

As anadlises estatisticas e representacfes graficas destas foram geradas
utilizando o programa GraphPad Prism para Windows (versdo 6.01). Os dados foram
expressos como média + desvio padrdao (DP) dos grupos experimentais. Para a
analise da expressdo dos marcadores de autofagia, foi utilizado o teste de Mann-
Whitney, o qual também foi empregado na comparacao entre o peso dos fetos e das
placentas. Para a determinacdo das correlacbes, usou-se o teste de Pearson. O

nivel de significancia adotado foi de p<0,05.



4. RESULTADOS
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4.0. Caracterizagdo do modelo murino de maléaria placentéria

Com o objetivo de estudar a patologia da malaria na placenta, reproduzimos o
modelo murino desenvolvido por nosso grupo de estudo, o qual mostra as seguintes
caracteristicas: (i) aumento de reabsorcdo fetal, (ii) restricAo do crescimento
intrauterino, (iii) aumento das taxas de prematuridade, (iv) aumentos das taxas de
baixo peso ao nascer, (v) tamanho reduzido da prole e (vi) taxa de crescimento
menos expressiva apos o nascimento. Todas estas caracteristicas sédo similares as
encontradas em mulheres gravidas em regifes endémicas para malaria(49,147,154).

Para o projeto atual, incluiram-se cinco grupos de animais: quatro prenhes e
um nao prenhe. A primeira andlise para a obtencdo da curva de parasitemia e
sobrevivéncia compreendeu um grupo de fémeas prenhes e um grupo de né&o
prenhes, ambos submetidos a infec¢do. Este primeiro experimento demonstrou que
a presenca do parasito Plasmodium berghei NK65%FP provocou o aumento da
susceptibilidade a infeccdo, o desenvolvimento de parasitemias mais elevadas e
uma menor taxa de sobrevida nos animais prenhes em relacdo as fémeas nao
prenhes. Além disso, € importante salientar que as fémeas nao prenhes infectadas

morrem posteriormente por hiperparasitemia (Fig.8, A e B).

Figura 8 — Maior suscetibilidade a infec¢cdo das fémeas prenhes
A B

50 -3~ Prenhes

-# Nio prenhes

Sobrevivéncia (%)
Parasitemia (%)

0 T T T T 35
0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12

Dias pos-infegao Dias pos-infegédo

Fémeas C57BI/6 prenhes ndo infectadas (controle) e infectadas com o Plasmodium berghei NK65%FP,
no G13 (dia de prenhez) por injecdo intravenosa (iv) de 2x10° eritrcitos parasitados (EP). Fémeas
ndo prenhes foram infectadas simultaneamente. (A) e (B) Gréaficos representativos das curvas de
sobrevivéncia e desenvolvimento da parasitemia, respectivamente. N=10 fémeas.

Posteriormente, foram montados mais dois grupos experimentais
compreendendo fémeas prenhes infectadas no 13° dia de prenhez e fémeas

prenhes nao infectadas, ambos sacrificados no 19° dia de prenhez para a retirada
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dos fetos, placentas e bagos maternos. A presenca do parasito Plasmodium berghei
NK65CF" provocou um aumento significativo do baco das fémeas infectadas, assim
como a incidéncia de 42% de partos prematuros nesses animais em relagdo ao
grupo controle; de um total de sete fémeas infectadas, trés pariram em datas
anteriores ao 19° dia de gestacao (tabela 3).

Foram observadas extensas &areas de degeneracdo tecidual, onde nucleos
com cromatina condensada puderam ser evidenciados, bem como a presenca de
eritrécitos parasitados nos vasos materno da placenta (Fig.9 A e B). Além disso,
fetos e placentas de fémeas infectadas diferiram negativamente em relagcdo ao peso
guando comparados aos de controle (15% e 19%, respectivamente) (Fig.9 C, D e E)
e a correlacdo entre ambos os parametros foi perdida no grupo das fémeas prenhes
infectadas (Fig.9 F e G).

Tabela 3 — Caracterizacdo do modelo obtido a partir da cesarea

Infeccéo P. Animais Peso do baco Fetos Prematuridade Parasitemia
berghei NK65CFP (n) materno (g)° (%) (%)
N&o infectado 5¢ 0,08 24 0 -
Infectado 7 0,19 27 42 4,52
Valorde p = 0,0286 = = =

a Fémeas C57Bl/6 foram infectadas no 13° de prenhez com P. berghei NK65°FP, via injecdo
intravenosa com 2x10° EP. Cesérea foi realizada no 19° de prenhez.

b Teste de Mann-Whitney.

¢ n=5 animais, considerando o controle tratado com cloroquina.

d Parasitemia verificada no dia da cesarea.
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Flgura 9 - Valldagao do modelo de malaria placentarla
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Fotomicrografias de placentas (A) controle e (B) infectada com P. berghei NK65%FP. Regido do
espongiotrofoblasto (*); degeneragao tecidual e depdsito de fibrina (seta); eritrécitos parasitados na
placenta (cabeca de seta) (C) Fotografia de fetos obtidos por cesarea no 19° dia de gestagdo
evidenciando a discrepancia de tamanho entre as proles de animais controles (direita) e infectadas
(esquerda). (D-E) Representacdo grafica da comparagdo entre peso placentario e fetal,
respectivamente, mostrando a reducdo de ambos na presenca do parasita, e validando assim o
modelo experimental utilizado. Teste de Mann-Whitney; ***p<0.0001 e **** p<0.0004. (F)
Representacdo gréfica da correlagcdo direta entre peso placentario e fetal. Tal correlagdo € perdida
(G) mediante o desenvolvimento da maléria gestacional.

4.1. Andlise da estrutura placentaria

Utilizando o Software ImageJ, avaliou-se para cada placenta a porcentagem
da area do labirinto e do espongiotrofoblasto em relagdo a area placentéaria total.
Para isso, realizaram-se marcagfes imunoistoquimicas para as moléculas SIc16A3 e
Tpbpa (marcadores de labirinto e espongiotrofoblasto, respectivamente) em seis

placentas de cada grupo experimental (n=3 animais por grupo, duas placentas por
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animal). As areas de interesse foram evidenciadas pela coloragdo castanho-escura
do composto DAB (3,3-Diaminobenzidine) enquanto a area total foi delimitada por
meio da contracoloragéo realizada com hematoxilina de Harris. Os resultados deste
trabalho demonstraram que placentas de fémeas infectadas possuem em média
11% a menos de &rea de espongiotrofoblasto e 9,5% a mais de area de labirinto
(Fig.10 A, B, D, E, G e H) em relacéo a &rea total quando comparadas as placentas
de fémeas controles. Além disso, as placentas das fémeas infectadas evidenciaram
maior espessamento das membranas sinciciais da regido do labirinto em relacdo as

placentas de fémeas que nao tiveram contato com o parasito (Fig.10 C, F e I).

Figura 10 — Caracterizacdo da estrutura placentaria na maléaria gestacional
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Fotomicrografias de placentas de 19° dia de prenhez submetidas a rea¢des de imunoistoquimica e
HE evidenciadas por método colorimétrico (barra 500um). (A e D) Imunolocalizagdo da proteina
Tpbpa na regido do espongiotrofoblasto (es) de uma placenta controle (A) e de uma placenta
infectada (D). (B e E) Imunolocalizacdo da proteina SLC16A3 na regido do labirinto (la) de uma
placenta controle (B) e de uma placenta infectada (E). (G) Representacdo grafica (em porcentagem)
da quantificacdo da area imunorreativa para Tbpa em relacédo a area total corada por hematoxilina de
Harris, evidenciando a diminuicdo expressiva do espongiotrofoblasto em placentas de animais
infectados; (H) por outro lado, ha um aumento acentuado da area imunorreativa para SIc16A3,
evidenciando o incremento significativo do labirinto nessas placentas. (C) Regido do labirinto de
placentas controle e (F) infectada, mostrando membranas interhemais (linhas) que separam o sangue
materno dos capilares fetais (cabecas de setas). Note a célula trofoblastica gigante (*) delimitando
externamente a estrutura coribnica que abriga, em seu interior, um capilar fetal. Barra=20um. Teste
de Mann-Whitney; **p=0,0079 e * p=0,0173, respectivamente.
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4.2. Quantificagcdo do transportador SIc16A3 na placenta

Durante a analise da estrutura placentaria se observou que a
imunorreatividade para o transportador SIc16A3 no labirinto de placentas infectadas
encontrava-se visualmente diminuida (Fig.10 D). Realizou-se, entdo, a mensuracao
da imunorreatividade para a proteina a partir da quantificacdo da coloracédo
castanho-escura produzida pelo composto DAB em seis placentas de cada grupo
experimental (conforme descrito no item 4.2). Um total de 18 imagens (03
fotomicrografias por placenta) foram obtidas no aumento de 40x sob luz transmitida
e quantificadas por meio do software ImageJ. Os resultados das médias obtidas em
cada placenta apontaram uma reducdo de 43% na expressao da proteina SIC16A3
na camada de sinciotrofoblasto das placentas infectadas em relacédo as de controle
(Fig.11 A-C).

4.3. Verificacao do perfil de marcadores inflamatorios

Ao se realizar a imunolocalizagdo do marcador CD31 (PECAM-1) para a
visualizacdo dos vasos sanguineos fetais (Fig.12 A), na tentativa de estabelecer o
limite interno da membrana interhemal, verificou-se a auséncia total da marcacéao do
endotélio nas placentas de fémeas infectadas (Fig.12 B). Contudo, nestas placentas
foi possivel observar a marcacdo para CD31 em células imunes maternas,
localizadas no interior dos sinusoides do labirinto (Fig.12 B). Além disso, foi feita a
caracterizacdo do perfil inflamatério local e sistémico (pela analise do tecido
placentario e soro, respectivamente) que contemplou, no minimo, quatro animais por
grupo. Com excecao de IL-10, os resultados obtidos mostraram um aumento de
todas as citocinas avaliadas (TNF-a, IFN-y, IL6 e MCP-1) no soro das fémeas
infectadas em relacdo ao soro das fémeas controle (Fig.13, coluna a esquerda da
figura). Ja no tecido placentéario, esse aumento foi observado para TNF-a, IFN-y e
MCP-1, ndo sendo observadas diferencas estatisticas entre placentas controles e

infectadas para IL-6 e IL-10 (Fig.13, coluna a direita da figura).
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Figura 11 - Alteracéo do transportador SIc16A3 no tecido placentéario devido a
infeccdo com Plasmodium berghei NK6567
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(A-B) Fotomicrografias da regido do labirinto de placentas de 19°dg submetidas a reacdes de
imunoistoquimica reveladas por método colorimétrico e contracoradas por hematoxilina de Harris para
o0 marcador SIc16A3 (barra 15pum). Nos insertos evidenciam-se em maior aumento capilares fetais
rodeados pelo sinciotrofoblasto (seta) e por células gigantes (asterisco, camada mais externa); essa
organizacéo tipica da interface materno-fetal encontrada no labirinto separa o0s sinusoides nos quais
circula o sangue materno (m) dos capilares que contém sangue fetal (barra 10um). (C)
Representacdo grafica (em porcentagem) da quantificagdo da reatividade de SIc16A3 por &rea de

labirinto, demonstrando uma diminuicdo significativa desse transportador nas placentas infectadas.
Teste de Mann-Whitney; **p=0,0095.
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Figura 12 - Imunolocalizagcdo da proteina CD31
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Fotomicrografias das reacdes de imunoistoquica para o marcador CD31 (PECAM-1) evidenciando a
marcacdo do endotélio em placentas de animais controle (A) e a total auséncia da marcacdo do
endotélio em placentas de animais infectados (B). Contudo, € possivel observar a presenca de
células imunes maternas positivas para CD31 (cabecas de setas) no labirinto de placentas de fémeas
infectadas (B). As setas apontam para as cé€lulas endoteliais dos vasos fetais, e 0s asteriscos
encontram-se sobre os nlcleos de células gigantes da estrutura coridnica. Barra de escala = 20um.

4.4. Verificacao do perfil da via autofagica

A caracterizacdo do perfil autofagico envolveu a quantificacdo das bandas
produzidas por imunoblotting das proteinas ULK-1, Beclina-1 e LC3. Foram feitas
triplicatas biolégicas (n= 3 placentas por grupo) e experimentais (trés experimentos
independentes), gerando um total de dezoito observacdes. Utilizou-se ainda uma
amostra de placenta da fémea tratada com cloroquina para servir como controle de
fluxo autofagico e como parametro para a etapa de transferéncia, assegurando que
os resultados gerados nao representaram a perda de LC3Il no momento do blotting.
A partir da comparacdo das médias de cada experimento, verificou-se o0 aumento da
autofagia nas placentas infectadas em relacdo aos controles sem interrupcao de
fluxo (Fig.14 A e D). Ainda, os resultados demonstraram um aumento significativo de
Beclin-1 nas placentas do grupo infectado, sem, contudo, haver o aumento de ULK-1

no modelo experimental (Fig.14 A - C).
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Figura 13 — Caracterizacéo do perfil inflamatério local e sistémico
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Representacdes graficas da mensuracdo em tecido placentério e sangue periférico das citocinas
TNF-a, IFN- Y, IL6, IL-10 e MCP-1 por meio de CBA. Os resultados expressos em pg/mL foram
obtidos pela andlise de, no minimo, quatro animais para cada grupo. Para cada amostra foram
utilizados 25uL de soro e idéntico volume de proteina total extraida da placenta; os valores gerados
para as amostras de placenta foram normalizados pela quantidade de proteina total presente nesse
volume. Teste de Mann-Whitney; *p<0.05, **p<0.001 e *** p<0.0001.
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Figura 14 — Modulacéo da autofagia pela presenca do parasito
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(A) Imunobloting representativo da expressdo de ULK-1, Beclina-1 e LC3B — | e Il nas placentas de
animais infectados com P. berghei NK65°7". As duas Ultimas proteinas compartiiham o mesmo
controle enddgeno (B-actina). Note que a amostra de placenta do animal tratado com cloroquina (CQ)
apresenta o padrao esperado para o fluxo autofagico interrompido, com acumulo de LC3II. (B-D) Os
gréficos de barras representam a analise por densitometria da expresséo de proteinas envolvidas na
via autofagica e demonstram ndo haver diferenca significativa entre placentas controles e infectadas
para a proteina ULK-1 (p=0,77) (B); no entanto, essa diferenca € evidenciada para a proteina Beclina-
1 (**p=0,0081) (C), assim como para a razdo entre as formas distintas de LC3 (LC3II/LC3I)
(***p=0,0009) (D). Densitometrias expressas em unidades arbitrarias. Teste estatistico utilizado:
Mann-Whitney.
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Embora a etiopatogenia da malaria placentaria ndo esteja claramente
definida, h& evidéncias consistentes de que as alteragbes na expressao de citocinas
pro-inflamatdrias e quimiocinas no tecido placentario, devido ao sequestro dos
eritrécitos parasitados na placenta, constituem um dos principais fatores
responsaveis pelo desenvolvimento da doenca e sua gravidade materno-
fetal(45,155). Logo, o entendimento dos processos envolvidos no estabelecimento
da doenca revela-se crucial para o desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas.

Em virtude disso, este grupo de trabalho prop6s a avaliacdo da atividade
autofagica em placentas de animais infectados que desenvolveram a patologia, uma
vez que se trata de um processo critico para a manutencdo da homeostase e da
sobrevivéncia celular ante injurias e estresse celular(156,157); além disso, é
sabidamente ativado pelo sistema imune inato(133,156,158), inclusive durante a
malaria gestacional(159), e esta envolvido na indu¢cdo e modulacdo do processo
inflamatorio(160).

No presente trabalho, utilizou-se um modelo experimental de camundongos
nao imunes a malaria, fato comparavel ao de gestantes de locais onde a
transmissdo do parasito € baixa ou instavel. Assim, para confirmar a eficacia da
infeccdo experimental nas fémeas, acompanhamos a parasitemia desenvolvida e
comparamos 0 peso do baco destes animais com o de animais controle. A
parasitemia foi de fato detectada nas fémeas infectadas, assim como o aumento
significativo do baco destas fémeas (tabela 3). Esse dado ja era esperado e
demonstra o desenvolvimento da infeccdo, visto ser o baco o principal local para a
eliminacdo do parasito, e 0 aumento do seu peso evidencia um sinal da ativacéo do
sistema imunoldgico acarretando a esplenomegalia. Trata-se de um fendmeno
comum observado nas infec¢cdes causadas pela presenca do Plasmodium sp., como
consequéncia da inducdo excessiva da resposta imune do hospedeiro via
proliferacdo de linfocitos esplénicos(161), e ocorre tanto em humanos quanto em
modelo murino(162) em resposta aos parasitos da maléria, sendo uma caracteristica
corrente da malaria grave(163).

Uma vez identificada a efichcia da infeccdo, avaliaram-se alguns dos
parametros descritos na literatura para infecgées por Plasmodium berghei NK65%FP

durante a prenhez em fémeas da linhagem C57BI/6 a fim de validar o
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modelo(146,154,164). Logo, nesta primeira etapa foram comparados animais
infectados prenhes e ndo prenhes, quando se detectou o desenvolvimento de
parasitemias mais elevadas e uma menor taxa de sobrevida em face da
hiperparasitemia no grupo de fémeas prenhes, dados que corroboram a
susceptibilidade aumentada a infeccdo no periodo gestacional (Fig.8 A e
B)(49,154,164). Também verificamos a presenca do parasito Plasmodium berghei
NK65CF” em placentas de fémeas infectadas, o qual é responsavel por provocar a
significativa reducdo no peso de fetos e placentas dessas fémeas em relacéo
agueles de fémeas nao infectadas (Fig.9 D e E). Esse fenétipo reproduz o descrito
pelos autores citados anteriormente, o qual também é encontrado nas infeccdes que
acometem o ser humano(165,166).

Interessantemente, ao avaliar 0s parametros gestacionais deparou-se
também com uma incidéncia de partos prematuros de mais de 40% (tabela 3). De
fato, a prematuridade € uma das consequéncias associadas a malaria placentaria
em seres humanos(40,167) e o fendbmeno ja foi descrito por Van Zon(168) em um
modelo animal de recrudescéncia. No entanto, este autor verificou taxas mais baixas
(10%) de prematuridade, possivelmente, subestimadas pela morte das fémeas
prenhes. Os dados da literatura ainda ndo haviam descrito tal fenébmeno na maléaria
gestacional sem recrudescéncia, sendo este trabalho pioneiro neste aspecto.

O modelo adotado apresentou perda da correlacdo entre a taxa de peso ao
nascer em relacdo ao peso da placenta (Fig.9 G). A placenta influencia o peso
fetal(169) e, desse modo, a disfuncdo placentaria pode levar ao prejuizo no
fornecimento de nutrientes para o feto, sendo a principal responsavel pela falha fetal
em alcancar o tamanho e peso ideais predeterminados geneticamente(170).
Consequéncias comuns da insuficiéncia placentaria sdo a restricdo do crescimento
intrauterino e o baixo peso ao nascer. Cabe lembrar que ja foi documentado que a
restricdo do crescimento intrauterino esta associada a taxas significativas de
morbidade e mortalidade(171).

As analises morfométricas das placentas revelaram que a alteracdo de peso
deste 6rgao foi acompanhada de alteracfes estruturais nas placentas infectadas.
Por meio da quantificagdo das imagens obtidas, analisou-se a espessura destas
camadas em relacdo a area placentaria total e se verificou que as placentas de

fémeas infectadas possuem em média 11% a menos de area de espongiotrofoblasto
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e 9,5% a mais de area de labirinto (Fig.10 G e H) em relacdo a area total, quando
comparadas as placentas de fémeas controles. Além disso, foram observadas
extensas areas de degeneracdo tecidual, onde nucleos com cromatina condensada
puderam ser evidenciados (Fig.9 B).

Este trabalho também evidenciou o aumento do espessamento da membrana
interhemal das estruturas coridnicas que formam o labirinto (Fig.10 F), dado que vai
ao encontro da literatura. Contudo, esses autores demonstraram tal fato por meio da
guantificacdo do espaco vascular (sinusoides do labirinto), uma forma indireta de
inferir o espessamento da membrana interhemal(49,147,164). O presente trabalho
inovou propondo a mensuragdo desse parametro de forma direta. Utilizando uma
adaptacdo do protocolo de Jensen e colaboradores(152). Assim, determinamos a
espessura das membranas interhemais por meio das interceptagdes ortogonais
tracadas randomicamente (com o auxilio de grids) em imagens obtidas por
microscopia de luz, em cortes de cinco microbmetros. Os dados aqui obtidos para a
espessura das membranas interhemais das placentas de fémeas controle sé&o
compativeis com o descrito pela literatura utilizando-se cortes semi-finos preparados
para microscopia eletronica, denotando que a proposta de quantificacdo aqui
apresentada é valida(172).

A placenta desempenha funcdes primordiais para 0 crescimento e
desenvolvimento adequado do feto. Uma vez que se trata da estrutura de interface
entre mae e feto responsavel, dentre inUmeras outras funcdes, pelas trocas gasosas,
metabolicas e de nutrientes, suportando, assim, o desenvolvimento intrauterino(173).
Todavia, alteracdes no desenvolvimento placentario, principalmente na regido onde
ocorrem as trocas materno-fetais, podem desencadear efeitos dramaticos para a
formacdo do feto e prejudicar, inclusive, o seu desenvolvimento ao longo da vida
adulta(75).

Neste sentido, este 6rgdo € capaz de adaptar-se de uma forma dinamica
diante de fatores intrinsecos (como o crescimento fetal) e extrinsecos (como as
infeccbes, por exemplo), visando sempre alcancar condicbes que garantam o
desenvolvimento fetal e viabilizem o nascimento(63,173,174). Assim, modificacdes
estruturais fazem parte da fisiologia placentaria, mas por outro lado, podem ser

indicativos da presenca de condi¢des patoldgicas adversas(175).
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Interessantemente, na placenta de camundongos as duas principais areas
responsaveis pelas fun¢des enddcrinas e de trocas sdo o espongiotrofoblasto e o
labirinto, respectivamente(82,173,176). Uma vez que a area de labirinto aumenta até
0 18° dia de prenhez, enquanto o volume placentario maximo é alcancado por volta
do 16° dia, incrementos nesta regido sdo obtidos as custas da diminuicdo do
espongiotrofoblasto e/ou da decidua basal(172,177). Nesse contexto, as propor¢des
inversas em relacdo as areas de labirinto e espongiotrofoblasto identificadas neste
trabalho (Fig.10 A-B, D-E, G-H) poderiam refletir uma adaptacdo placentaria no
sentido de aumentar a superficie de trocas (area do labirinto) entre a mae e o feto.
De fato, as placentas infectadas apresentaram areas de degeneracao tecidual no
labirinto, o que, vinculado ao fato de haver um comprometimento das hemacias
maternas durante a infeccéo pelo plasmodio, explica a ineficiéncia das trocas entre a
méae e o feto e a necessidade do aumento dessa superficie de trocas.

Além disso, devido ao fato de haver uma conhecida relagdo inversamente
proporcional entre a espessura da barreira interhemal e as taxas de difusdo facilitada
nesta regiao(175,177), o espessamento da barreira sincicial provocado pela infeccéo
compromete ainda mais a eficiéncia dessas trocas e ratifica a necessidade de
aumento da area do labirinto (Fig.10 C, F e I).

Outro ponto interessante englobando a adaptacéo placentéria, diz respeito a
modulacdo dos transportadores de nutrientes presentes na placenta ante condi¢coes
adversas, como a hipdxia ou o estado nutricional materno. Ja foi demonstrado que a
anemia em gestantes que se encontram em altas altitudes gera restricdo de
crescimento fetal, diretamente ligada a uma menor expressao de transportadores de
glicose pela placenta, a qual altera o préprio metabolismo aerdbico para que o
oxigénio disponivel (nesse caso, em menor concentracdo) seja majoritariamente
entregue ao feto(178,179). Nesse contexto, em ratos, também ja foi demonstrada a
diminuicdo das concentracdes de aminoacidos no plasma de fetos cujas maes
apresentavam deficiéncia de ferro(180).

Tendo em vista a existéncia de um comprometimento do transporte de
oxigénio pelas hemacias infectadas, os resultados desta pesquisa parecem ir ao
encontro dessa alteracdo metabdlica placentéaria, j& que se observou uma reducéo
de 43% na expressao do transportador SIc16A3 na camada de sinciotrofoblasto das

placentas infectadas em relacdo as controles (Fig.10 B, E; Fig.11 C). Convém
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ressaltar que a interrupcdo no transporte de aminoacidos ja foi demonstrada em
infecgbes pelo Plasmodium falciparum na maléria gestacional(181) e,
provavelmente, correlaciona-se com a inibicdo da via mTOR (mammalian target of
rapamycin) observada nesse modelo(182).

Somada a essa quebra da homeostase metabdlica, hd ainda a diminuicdo da
camada do espongiotrofoblasto, responséavel pela producédo de hormonios, dentre os
qguais, o IGF-2 (Insulin-like growth factor-Il). Interessantemente, a expressao de IGF-
2 tem sido apontada como um determinante do tamanho fetal durante a gestacéo
em camundongos(183,184), e a diminui¢cdo da camada de espongiotrofoblasto ja foi
associada a reducao do peso placentario e restricdo de crescimento no mesmo
modelo(185).

Outro fator diretamente associado com os desfechos gestacionais negativos
vistos na malaria reside no processo inflamatério desencadeado pela ligacdo do
parasito na placenta(144,146,186,187). Este fato ja esta bem estabelecido para as
infeccbes com P. falciparum, e as moléculas especificas envolvidas na aderéncia
dos eritrocitos parasitados ao sinciciotrofoblasto da placenta humana sdo bem
conhecidas(188). No presente trabalho, mostramos a presenca de eritrocitos
parasitados com P. berghei NK657F na placenta murina (Fig.9 B). Tal acimulo
poderia explicar os desfechos negativos encontrados na placenta, em virtude do
processo inflamatério exacerbado desencadeado no ambiente uterino em resposta a
presenca do parasito.

Durante uma gestacédo normal, o balanco no perfil de citocinas Th1/Th2 séo
de extrema importancia para o sucesso final da gravidez. O perfil predominante de
citocinas anti-inflamatdrias do tipo Th2 (principalmente IL-10) regulam negativamente
a producéo de citocinas do tipo Thl (perfil pro-inflamatorio, tais como TNF-a e IFN-
y), tornando o ambiente favoravel para o desenvolvimento fetal(189). As alteracfes
nesse perfil no decorrer da gestacao podem suscitar resultados prejudiciais para a
mae e o feto. Muitos trabalhos correlacionam a malaria placentaria a inducdo do
desequilibrio do perfil Th1/Th2, favorecendo um perfil de citocinas do tipo Thl,
provocando o aumento de citocinas inflamatérias no sangue placentario e
periférico(45,64,190).

Efetivamente, a caracterizagdo do perfil inflamatério do soro e tecido

placentario das fémeas utilizadas no estudo mostrou que todas as citocinas
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avaliadas (TNF-a, IFN-y, IL6 e MCP-1) estavam aumentadas no soro das fémeas
infectadas em relacéo ao soro das fémeas controle, interessantemente com excegao
de IL10 (Fig.13, coluna a esquerda da figura). Ja no tecido placentario, esse
aumento foi observado para TNF-a, IFN- y e MCP-1 (Fig.13, coluna a direita da
figura). Esse aumento nos niveis de citocinas e quimiocinas deve-se a presenca dos
eritrocitos parasitados na placenta e os bioativos derivados do parasito (hemozoina,
por exemplo). Tais estimulos induzem um efeito retroativo positivo para a secrecéo
dessas quimiocinas e citocinas pro-inflamatorias pelas células trofoblasticas,
mondocitos, macrofagos e células NK uterinas principalmente. A elevacdo dos niveis
inflamatorios estd associada com alteracdes histopatolégicas na placenta devido as
modificacdes na vasculogénese e angiogénese do 6rgdo, além do espessamento e
danos causados aos sinciciotrofoblasto que reveste os vilos coriGnicos, por onde
acontecem as trocas materno-fetais(191-193). Isto nos leva a inferir que a
inflamacédo encontrada pode responder também pelo desarranjo tecidual e pela
perda das func¢des placentarias encontrados no modelo aqui adotado.

Ainda, uma vez que a inducdo exacerbada dessas citocinas inflamatorias
pode ocasionar a diminuicdo do transporte de aminoacidos através da camada do
sinciciotrofoblasto, isso também ajudaria a explicar o baixo peso da prole observado
neste trabalho(52,144,194). Em consonancia com isso, é sabido que o aumento nos
niveis normais de TNF-a e IFN-y durante a gestacdo esta associado aos resultados
adversos no nascimento(69). O IFN-y também é responsavel por estimular a
liberacdo de TNF-a pelas células monucleares. Apesar dessas citocinas possuirem
efeitos extremamente citotoxicos para mediarem a defesa do hospedeiro, sua
producédo exacerbada tem sido correlacionada com o impedimento da capacidade
funcional placentaria para transferir nutrientes para o0 crescimento do
feto(65,143,195).

Citocinas sédo sabidamente associadas com o trabalho de parto em gestacdes
a termo e pré-termo em humanos(196—198); em modelos experimentais de infeccéo,
estdo diretamente ligadas a piores desfechos gestacionais e a inducdo de partos
prematuros(186,199,200). A inducdo da resposta imune inata pela presenca do
parasito, com a producdo de citocinas pro-inflamatérias, poderia justificar a alta

incidéncia de partos prematuros encontrada no modelo experimental desta pesquisa.
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Uma vez que o tecido placentério ndo seguiu 0 mesmo padrédo de expressao
das citocinas visto no soro, sugere-se, portanto, a possibilidade de haver uma
regulacdo do processo inflamatério pela placenta. Assim, procurou-se investigar o
processo autofagico no tecido placentario, pois a autofagia € um regulador negativo
da ativacdo do inflamassoma e da liberacdo da IL-1B (citocina altamente pré-
inflamatdria), servindo como uma forma enddgena de controle para 0s processos
inflamatérios desencadeados no ambiente celular(201,202). Além disso, alguns
estudos demonstraram que a ativagao dos receptores do tipo Toll (TLRs) impulsiona
o complexo do inflamassoma na presenca dos eritrécitos parasitados(203—-205).

Conforme esperado, os dados demonstraram uma regulacdo positiva do
processo autofagico na presenca da infeccao (Fig.14). A expressdo aumentada da
molécula iniciadora Beclin-1 (Fig.14 C) serve como um indicativo do aumento da
inducdo do processo autofagico nessas placentas, e a diminuicdo da razao
LC3II/LC3I (Fig.14 D) indica que o fluxo autofagico ndo esta interrompido(114,206).
Citocinas inflamatérias, tais como TNF-a e IL-1B, sdo conhecidas por induzirem a
autofagia(207). Segundo Prokesch e colaboradores, a citocina pro-inflamatoria TNF-
a reduziu os niveis proteicos de LC3-Il em cultura de explantes de placenta de
primeiro trimestre, sugerindo a diminuicdo da autofagia; e a forma nao lipidada (LC3-
I) ndo teve alteracdo. Contudo, os referidos autores analisaram as duas formas do
LC3 de maneira separada, sem fazer a razdo entre as duas isoformas, logo, ndo se
pode induzir sobre um possivel fluxo autofagico(208).

Entretanto, verificou-se que outra molécula iniciadora (da via autofagica
canodnica), ULK-1, ndo se tornou diferencialmente alterada em relacédo as placentas
controles (Fig.14 B). Contudo, nossas observacdes limitaram-se a ULK-1 total, sem
a verificacao da forma fosforilada. Por outro lado, esse dado pode ser um indicativo
de que a via autofagica observada trata-se da via ndo canbnica LAP (LC3 associado
a fagocitose). Essa via é independente de mTOR (principal via de regulacéo
negativa da autofagia) e, por isso, dispensa a ULK-1 para a sua ativacao(158). De
fato, a via LAP ja foi associada a fase hepatica do ciclo de vida tanto do P. vivax
guanto do P. berghei, e tem sido associada a defesa do hospedeiro contra varios
patdgenos(133). Apesar de ndo necessitar da ULK-1, a ativacdo ndo canbnica tem
sido relacionada com outras moléculas, como Rubicon e Nox2, esta Ultima é parte

do complexo responsavel pela produgdo de ROS (espécies reativas de oxigénio),
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imprescindivel na inducdo da lipidacdo de LC3-I e, consequentemente, na
colocalizagéo de LC3-Il com o fagossoma(135).

Por sua vez, as moléculas adaptadoras MyD88 e TRIF também podem
interagir com Beclin 1 e, portanto, reduzir a ligacdo de Beclin 1 a Bcl-2 e promover a
autofagia(209). Interessantemente, nosso grupo de trabalho j& demonstrou que
MyD88 e TRIF séao ativados na presenca do P. berghei(147). Assim, a possibilidade
do envolvimento de uma via ndo canbnica no processo é factivel, mas necessita de
experimentos adicionais para ser demonstrada.

Neste aspecto, Dimasuay e colaboradores(182) propuseram que alteracdes
da via mTOR (principal reguladora positiva do transporte de aminoacido), em virtude
da ativacdo do processo autofagico durante a infeccédo, poderia ser o ponto chave
para explicar a restricdo de peso observada na maléaria gestacional provocada por P.
falciparum em humanos. Diferente do ocorrido no modelo aqui escolhido, nessas
placentas ocorreu um bloqueio de fluxo autofagico, o que poderia explicar de forma
mais satisfatoria o baixo peso dos fetos observado pelos autores, visto que a
inducdo da autofagia permanece ativa, com consequente acumulo de vesiculas
autofagicas no citoplasma da célula gerando toxicidade(210). Contudo, uma vez que
0 grupo ndo avaliou os iniciadores do processo autofagico em trabalhos
anteriores(159), ha possibilidade da existéncia da via LAP nessas placentas, o que
implicaria o fato da interrupcdo de mTOR ter ocorrido em virtude de outros fatores e
nao necessariamente da ativacao da autofagia via sistema imune inato.

A exacerbacdo do processo autofagico pode ter efeitos negativos, tendo em
vista que niveis muito altos ou muito baixos de autofagia causam a morte celular, e a
autofagia ativada de forma anormal esta envolvida em diferentes patologias(159). No
modelo adotado no presente estudo, a autofagia poderia contribuir para a
degeneracdo tecidual observada no labirinto. Logo, o aumento desta poderia
suscitar o estabelecimento da patologia placentaria. Tal fato associado aos dados
obtidos, que mostram alteracdes estruturais e de modulacdo metabdlica nas
placentas infectadas, permitem-nos inferir que o aumento da autofagia e a
adaptacao placentaria ocorridos sao os responsaveis pelo baixo peso observado nos
fetos. Esses dois processos possivelmente sdo desencadeados visando restituir a

homeostase de um ambiente perturbado pela inflamacéao.
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Dessa forma, uma das hip6teses possiveis € a de que o baixo peso dos fetos
associado a infeccdo pelo P. berghei deve-se as adaptacbes estruturais e
metabdlicas da placenta, a fim de manter sua eficiéncia, principalmente no que diz
respeito as trocas gasosas. Os dados encontrados sobre 0 espessamento da
membrana interhemal, aumento da regido do labirinto, perda de parte do
espongiotrofoblasto e do transportador SIc16A3 (MCT4) reforcam essa idéia. Porém,
a despeito de tais adaptacdes, a eficiéncia placentaria ndo é mantida, e o 6rgao é
incapaz de sustentar o crescimento fetal determinado geneticamente, fato
claramente observado na perda da correlacédo entre peso fetal e peso placentario.
Assim, a insuficiéncia placentaria também pode estar envolvida no desfecho
gestacional negativo observado em nosso trabalho.

Nesse sentido, acreditamos que a insuficiéncia do 6rgao pode estar limitando
0 processo autofagico, que se encontra ativo, e coincide com uma modulacao parcial
da inflamacéo local. Outra possibilidade seria 0 aumento da autofagia ser uma das
adaptacoes placentarias utilizadas para garantir o aporte nutricional para o feto, pela
estratégia da diminuicdo das demandas energéticas da placenta. Contudo, essa
interacdo permanece ainda nao clara, e o quanto essa ativacdo autofagica esta
envolvida nos efeitos deletérios e nas alteracdes observadas na placenta € um ponto
gue merece novos estudos, utilizando inibidores especificos dos processos

autofagicos no modelo aqui adotado.
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Nossos dados demonstraram que a infeccdo pelo Plasmodium berghei
NK65GFP em camundongos C57BL/6 induziu a ocorréncia de partos prematuros,
baixo peso fetal, da perda da correlacdo peso fetal/peso placentario e a alteracdo
estrutural da placenta - com diminuicdo do espongiotrofoblasto, e espessamento do
labirinto e da membrana interhemal. Ainda, essa modulacdo estrutural placentéaria
parece estender-se também para o metabolismo do o6rgdo, com a drastica
diminuicéo do transportador SIc16A3 (MCT4) e o aumento do processo autofagico.

Em conjunto, esses dados servem para levantar a hipétese de que o baixo
peso associado a infeccdo provavelmente reflete uma série de fatores ligados a
adaptacbes estruturais e metabdlicas da placenta, seguidas da insuficiéncia
placentaria. Em relacdo a autofagia nesse processo, 0 quanto sua ativacdo esta
diretamente envolvida € um ponto que permanece nao claro, e que continuaremos
investigando.

Finalmente, a alta taxa de prematuridade e o dano tecidual observados no
grupo infectado, com aumento nos niveis sistémico e local de citocinas pro-
inflamatorias, nos leva a crer que a inflamacéo pode ter um papel crucial na génese
das alteracdes e da insuficiéncia placentarias observadas. Assim, acreditamos que
controlar a inflamacédo poderia ser uma das formas de amenizar as adaptacdes
placentarias induzidas pelo parasita, atenuando os desfechos negativos observados
na prole.

Nesse sentido, pesquisas relacionadas aos mecanismos envolvidos na
adaptacdo placentaria em resposta ao processo inflamatério parecem ser

promissoras na busca de estratégias terapéuticas para a maléaria gestacional.
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