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RESUMO

Em pleno século XXI a malaria ainda constitui um dos maiores flagelos da
humanidade, sendo responsavel por milhares de casos clinicos e obitos ao redor do mundo.
Relacionadas em sua maioria a infecgdes por Plasmodium falciparum, as mortes associam-
se a multiplos eventos patogénicos que ocorrem de maneira sistémica em 0rgdos como
cérebro, pulmdes, rins e figado. Em contraste ao observado para a malaria cerebral, a
sindrome da angustia respiratéria aguda (SARA) ocorre mais frequentemente em adultos
que em criangas sendo considerada uma importante complicacdo da infeccdo malérica
podendo levar ao dbito. Dentre os fatores que contribuem para o acometimento pulmonar
destaca-se a secrecdo de mediadores infamatdrios, permeabilidade vascular endotelial e
aderéncia de hemécias parasitadas aos capilares endoteliais. O 6leo de peixe tem sido
amplamente estudado pelo seu potencial de modulacdo da resposta imunolégica, sendo
indicado como uma possivel alternativa no tratamento da SARA. Assim, esse estudo tem
por objetivo avaliar o papel protetor do éleo de peixe rico em DHA a nivel pulmonar durante
a maldria experimental, para tal, camundongos C57BL/6 foram tratados profilaticamente
com 3,0 e 6,0 g/Kg de DHA contido em 6leo de peixe durante 15 dias procedendo-se, a
sequir, a infeccdo com Plasmodium berghei ANKA. Os animais foram avaliados
diariamente quanto ao perfil clinico sendo eutanasiados no 7° ou 12° dia para avaliacdo do
perfil histopatégico dos pulmdes, avaliacdo do perfil de citocinas, ocorréncia de
permeabilidade vascular, edema e perfil celular. Foi possivel observar que os animais
tratados demonstraram um aumento significativo de sua sobrevida, assim como uma
preservacdo das atividades motoras clinicamente avaliadas. Do mesmo modo houve a
manutencdo das barreiras hemato-alveolares e a diminuicdo de edema pulmonar, que sédo
caracteristicas patolégicas do acometimento pulmonar durante a malaria severa. Quando
analisados as citocinas pré e anti-inflamatdrias, houve uma diminui¢do de citocinas
inflamatdrias quando comparadas com o grupo apenas infectado e um aumento de I1L-10
em grupos tratados. A analise do perfil fenotipico celular demonstrou uma diminuicédo de
leucocitos totais assim como uma diminuicéo de linfocitos TCD8 em animais previamente
tratados, assim como uma modulacdo na ativacdo de macrdfagos e células dendriticas. A
histopatologia dos animais tratados corroborou com o estudo demonstrando uma
diminuicdo de edema pulmonar, preservacdo de permeabilidade vascular e auséncia de

hemorragia.

Palavras chave: malaria pulmonar, 6mega 3, DHA, Tratamento adjuvante
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ABSTRACT

In the 21st century, malaria is still one of the greatest scourges of humanity, being
responsible for thousands of clinical cases and deaths around the world. Mostly related to
Plasmodium falciparum infections, deaths are associated with multiple pathogenic events that
occur systemically in organs such as the brain, lungs, kidneys and liver. In contrast to what is
observed for cerebral malaria, acute respiratory distress syndrome (ARDS) occurs more
frequently in adults than in children and is considered an important complication of malarial
infection, which can lead to death. Among the factors that contribute to pulmonary involvement,
the secretion of inflammatory mediators, endothelial vascular permeability and adherence of
parasitized red blood cells to endothelial capillaries stand out. Fish oil has been widely studied
for its potential to modulate the immune response, being indicated as a possible alternative in
the treatment of ARDS. Thus, this study aims to evaluate the protective role of fish oil rich in
DHA at the pulmonary level during experimental malaria, for this purpose, C57BL/6 mice were
prophylactically treated with 3.0 and 6.0 g/Kg of DHA in fish oil for 15 days, followed by
infection with Plasmodium berghei ANKA. The animals were evaluated daily for the clinical
profile, being euthanized on the 7th or 12th day for evaluation of the histopathological profile
of the lungs, evaluation of the cytokine profile, occurrence of vascular permeability, edema and
cellular profile. It was possible to observe that the treated animals showed a significant increase
in their survival, as well as a preservation of clinically evaluated motor activities. Likewise,
blood-alveolar barriers were maintained and pulmonary edema was reduced, which are
pathological characteristics of pulmonary involvement during severe malaria. When analyzing
pro and anti-inflammatory cytokines, there was a decrease in inflammatory cytokines when
compared to the only infected group and an increase in IL-10 in treated groups. Analysis of the
cellular phenotypic profile showed a decrease in total leukocytes as well as a decrease in CD8
T lymphocytes in previously treated animals, as well as a modulation in the activation of
macrophages and dendritic cells. The histopathology of the treated animals corroborated the
study, demonstrating a decrease in pulmonary edema, preservation of vascular permeability and

absence of hemorrhage.

Keywords: pulmonary malaria, omega 3, DHA, Adjunctive treatment
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1 INTRODUCAO

1.0 A MALARIA: UM BREVE HISTORICO

Conhecida, dentre outras denominagdes, como maleita, paludismo, febre tercd, febre
quartd, a malaria é uma doenca infecctoparasitaria causada por protozoarios do género
Plasmodium. Sua transmissdo por meio dos mosquitos do género Anopheles fez com que a

doenca assolasse a humanidade atraveés dos anos (ESCALANTE et al, 1998)

A malaria surgiu por volta de dez mil anos atrds, mas foi com o advento da agricultura
que teve forca para sua disseminacdo através dos continentes (MU et al, 2005). Praticas como
desmatamentos, aumento na taxa de natalidade, ampliacGes do abastecimento de agua e de areas
alagadas contribuiram para a multiplicacdo do mosquito transmissor que passou a se alimentar
cada vez mais de sangue humano ao invés de adentrar as matas a procura de animais
(ARMELAGOS et al, 1991).

As primeiras associagdes historicas entre a proximidade de areas alagadas e a incidéncia
de febres na populacéo local foram descritas pelo fisiologista grego Hipocrates nos séculos 1V
e V a.C. Além disso, existem inumeras referéncias as febres intermitentes caracteristicas da
malaria na literatura chinesa do primeiro milénio a.C. (SALLERES et al, 2004). Podemos
encontrar ainda descri¢des da doenca entre os sumérios, chineses, povos da india e Africa,
incluindo os povos egipcios (ESCALANTE et al, 1998). Em 2010, um estudo publicado na
revista cientifica internacional Journal of the American Association sugere que a morte do farad
egipcio Tutancamon pode ter ocorrido em consequéncia de uma infeccdo malérica ja que no
material mumificado foram encontrados tracos genéticos de Plasmodium falciparum
(HAWASS, 2010).

Epidemias da doenca, ocorridas na antiguidade também podem ser constatadas através
de sitios arqueoldgicos como os de um cemitério em Lugano datado de 450 d.C. O terreno
abrigava um namero excessivo de criangas enterradas em um curto espaco de tempo. Restos de
plantas caracteristicas do inicio do verdo indicava o periodo chuvoso favoravel a proliferacdo
do mosquito. A hipotese de que o cemitério seria cenario de uma epidemia de malaria foi
comprovada através da amplificagdo de DNA ribossomal de P. falciparum extraido de amostras
de osso do esqueleto infantil (SALLERES et al, 2004).
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Pasteur e Koch no final do século XI1X realizaram descobertas sobre os microrganismos
que mudariam a forma com que a maléria era descrita inicialmente, ou seja, como doenga que
afetava apenas habitantes de areas pantanosas, para a real busca de seu agente causador. Mas
foi Alphonse Laveran que, ao analisar o sangue fresco de um paciente que apresentava febre
recorrente, dores no corpo, calafrios e outros sintomas relacionados hoje a maléaria pdde
identificar “pigmentos” presentes em células sanguineas como leucécitos e eritrocitos que ndo
eram visualizados em sangue de pessoas saudaveis, formulando assim, sua teoria de que a
maldria era causada por um protozoario e ndo por uma bactéria como se acreditava até o
momento. Sua descoberta foi recebida com ceticismo pela comunidade cientifica, j& que era a
primeira vez que a causa de uma doenca era atribuida a um pais confirmaram suas conclusdes.
Em 1907, Laveran recebeu o Prémio Nobel de Medicina e Fisiologia pela descoberta do
plasmddio e por seus estudos sobre o papel dos protozoarios como agentes nas moléstias (COX,
2010).

No contexto da histdria da doenca do mundo observa-se que as grandes epidemias da
doenca sempre estiveram associadas a intervencGes humanas no ambiente. No Brasil, a
ocupacdo desenfreada na regido amazobnica, impulsionada pela instalagdo de usinas
hidroelétricas, projetos agropecuérios e a abertura de garimpos aumentaram significativamente
a transmissdo da malaria no inicio da década de 1980 (MARQUES, PINHEIRO, 1982). Na
época, 97,5% dos casos de maldria registrados no Brasil eram provenientes dessa regido do
pais. Desde entdo, a incidéncia da malaria aumentou em até 3 vezes passando de 52.469 casos
em 1970 para 169.871 em 1980 (BARATA, 1995).

No fim do século X1X, ouve o aparecimento de uma epidemia com nimeros alarmantes
na Amazonia. O incentivo financeiro aos extratores da borracha, matéria prima preciosa ne

época, levaram para a Amazonia as populacfes mais desgastadas do Brasil. (BARATA, 1995).

O Brasil iniciou entdo as obras da estrada de ferro com objetivo de dar vazao ao latex
boliviano: a Estrada de Ferro Madeira-Mamore. A estrada ligaria parte de Porto Velho a
Guajara-Mirim no rio Mamoré. Apesar dos percalgos que levaram milhares de trabalhadores a
Obito, a estrada foi concluida, deixando para a época o titulo de segunda grande epidemia
amazonica de maléaria que pode ser testemunhada por Oswaldo Cruz e Carlos Chagas
(CAMARGO, 2003).

Em 1965 a Campanha de Erradicacdo da Maléria, idealizada pela Organizacdo Mundial
da Saude (OMS), baseada no uso do diclorodifeniltricloroetano (DDT) contra os vetores
17



transmissores e no uso de drogas antimaléricas para erradicacdo das fontes de infeccéo
(tratamento de pessoas infectadas), foi capaz de eliminar a maléria de grande parte do territorio
nacional como as regides Nordeste, Sudeste, Centro-Oeste e Sul. Entretanto a Amazonia
oferecia desafios mais complexos que contribuiram para a falha desse programa. Em sua
maioria, as casas da regido apresentavam limitagdes ao uso do DDT, uma vez que,
predominavam habitacGes precérias, sem superficies que permitissem uma aplicacdo de forma
correta do produto e colocava a estratégia em risco. Sendo assim, o0 programa nao pode se
sustentar em cima dessa proposta ja que a aplicacdo do inseticida de acdo residual ndo era
possivel. Nao somente a esse fato, observou-se que a transmissao extradomiciliar era boa parte
das transmissdes relacionadas a regido, o que também comprometia o sucesso dessa estratégia.
Somado a isso, comegaram a surgir 0s primeiros sinais de resisténcia de P. falciparum a droga
cloroguina devido ao contato massivo da populacdo com a droga em baixas dosagens que
facilitaram a selecdo natural desses protozoéarios e tornava o sonho da erradicagdo ainda mais
distante (LOIOLA et al, 2002).

Na década de 90 o nimero de casos atingiu seu apice com registro de 632.813 casos em
1999. Desses 99,7% ocorreram na Amazonia Legal (composta pelos estados do Acre, Amapa,
Amazonas, Maranhdo, Mato Grosso, Para, Rondbnia, Roraima e Tocantins). Perante desse
cenario preocupante o Ministério da Saude lancou junto a OMS o Plano de Intensificacdo das
Acdes de Controle da Malaria na Amazdnia Legal no ano 2000 em parceria com 0s municipios
e estados amazOnicos. Esse plano estava embasado na vigilancia epidemiolégica, assisténcia ao
paciente, promoc¢do e mobilizacdo social. As estratégias foram iniciadas de forma integrada,
visando a determinacéo das caracteristicas de cada regido. Assim, a gestdo foi organizada pelos
estados e municipios, demonstrando as particularidades para o controle da malaria em cada
localidade (BARATA, 1995).

Na atualidade, a malaria continua a ser um sério problema de saude publica em grande
parte do continente mundial, sendo, anualmente, responsavel por centenas de mortes, sobretudo
de criancas abaixo de 5 anos. Nesse sentido, seu controle e erradicacdo continuam a ser um

sério desafio.

18



1.1  DISTRIBUICAO ATUAL DA MALARIA NO MUNDO

Somente cinco espécies de plasmaddios das 150 descritas causam malaria humana. Sao
elas: P. falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium knowlesi, Plasmodium ovale e
Plasmodium malariae. No Brasil a doenga é causada apenas por P. falciparum, P. vivax e P.
malariae (FRANCA et al, 2008)

Estudos recentes demonstraram que as espécies de plasmaddios que infectam primatas,
como Plasmodium brasilianum e Plasmodium simium, s&o geneticamente similares a
Plasmodium malariae e Plasmodium vivax de humanos, respectivamente. Essa descoberta
levou pesquisadores a concluirem que as espécies descritas poderiam infectar tanto humanos
guanto primatas ndo humanos e esses manteriam a malaria na natureza. Sendo assim, a
vigilancia da infeccdo em macacos foi colocada como de alta importancia para os programas
de controle da malaria (TAZI, AYALA, 2011). Recentemente casos de infec¢des humanas por
Plasmodium simium e Plasmodium cynomolgi, reforcaram essa hipOtese ao serem
demonstradas na regido litoranea brasileira, mais especificamente areas de mata atlantica
(TAZI, AYALA, 2011).

No cenario mundial, segundo o ultimo relatério da Organizacdo Mundial da Salde, as
mortes por malaria reduziram de forma constante no periodo 20002019, passando de 896.000
em 2000 para 562.000 em 2015 e para 558.000 em 2019. A porcentagem do total de mortes por
maléria em criangas menores de 5 anos reduziu de 87% em 2000 para 77% em 2020 (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2021). Contudo, devido as interrupcBes no servico de controle
da doenca (diagnostico, tratamento e controle de vetores) durante a pandemia de COVID-19,
em 2020, os 6bitos por malédria aumentaram 12% em compara¢do ao nimero registrado em
2019, chegando a aproximadamente 627.000 (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).

Vinte e nove paises foram responsaveis por 96% dos casos de malaria em todo o mundo
e seis paises — Nigéria (27%), Republica Democratica do Congo (12%), Uganda (5%),
Mocgambique (4%), Angola (3,4%) e Burkina Faso (3,4%) — representaram cerca de 55% de
todos os casos globalmente (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).

Na Regido Africana estima-se que tenham ocorrido 228 milhGes de casos clinicos da
doenga em 2020 contabilizando cerca de 95% dos casos do mundo todo. Isso ocorre devido a

pobreza da regido e o dificil acesso a populagdo para prevencdo e tratamento (WORLD
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HEALTH ORGANIZATION, 2021). Nesse mesmo ano, o nimero de 6bitos registrados foi de
602.000, o que representa uma reducdo de 36% em relacdo ao verificado em 2019.

Nas Américas, 0s casos de malaria foram reduzidos em 58% (de 1,5 milh&o para 0,65
milh&o) e incidéncia de casos em 67% entre 2000 e 2020 (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2021). Em contrapartida a Republica Bolivariana da VVenezuela sofreu com
0 grande aumento no namero de casos entre 0s anos 2000 e 2019 (35 mil para 467 mil,
respectivamente) (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).

No Brasil atualmente 99% da transmissdo da malaria ainda se concentra na regido
Amazonica onde a principal espécie é P. vivax. Os outros 1% séo correlacionados com a regido
extra-amazoOnica, com mais frequéncia nas areas de Mata Atlantica. Esses casos sdo em sua
maioria importados de outros estados ou paises endémicos (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2021).

Diante do cenario mundial da epidemiologia da malaria, em outubro de 2021, a OMS
recomendou o0 amplo uso da vacina RTS,S/AS01 (RTS,S) que obteve 77% de eficacia em
estudos clinicos preliminares para criangas que vivem em regides onde as taxas de transmissédo
de maléria por P. falciparum sdo de moderadas a altas. A recomendacdo devido uma revisdo
do pacote completo de evidéncias sobre a vacina, além de resultados de estudos iniciais
coordenado pela OMS que atingiu mais de 830.000 criancas em 3 paises africanos desde 2019
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).
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FIGURA 1: Risco de infeccdo por malaria por municipios brasileiros em 2021. Fonte
dados do Sivep-Malaria atualizados em: 14/3/2022.

1.2  CICLO EVOLUTIVO DO PARASITO NO HOSPEDEIRO VERTEBRADO

Plasmodium spp. sdo protozoarios intracelulares obrigatérios, com um ciclo complexo
alternando entre o vetor, os mosquitos fémeos do género Anopheles, e hospedeiros vertebrados.
Durante o repasto sanguineo do mosquito os esporozoitos, formas infectantes do parasito, sdo
injetados na derme do hospedeiro vertebrado juntamente com substancias vasodilatadoras e

anticoagulantes presentes na saliva (COWMAN, 2016)

Uma vez na derme do hospedeiro vertebrado, os esporozoitos podem atingir distintos
que vao definir o sucesso da infeccdo. Um dos caminhos implica em sua retengdo na derme
apos exaustdo celular onde serdo posteriormente degradados. A Trap-like protein (TLP) parece
desempenhar um papel importante na saida da derme, pois 0s esporozoitos que nao a expressam
apesar de exibirem motilidade normal, ndo conseguem entrar na circulagdo sanguinea
(TAVARES et al., 2013). Os esporozoitos que adentram os vasos do sistema linfatico séo
drenados até o linfonodo mais proximo onde sdo degradados (AMINO et al., 2006). Somente

aqueles que alcangcam a circulagdo por meio de movimentos tipo “gliding” proporcionada
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principalmente pela proteina adesiva relacionada a trombospondina (TRAP) (TROTTEIN; et
al, 1995) e pela proteina circusporozoita (CS) ambas presentes na superficie do parasito,
conseguem dar continuidade ao processo infectante (COWMAN et al., 2016; SOLDATI; et al,
2004). . A invasdo dos hepatdcitos ocorre apOs 0S esporozoitos atravessarem a barreira
sinusoidal que séo as células endoteliais fenestradas e células de Kupffer do figado (TAVARES
etal., 2013)

A invasdo dos hepatdcitos necessita de ligacdo da proteina CS a proteoglicanos
altamente sulfatados (HSPGs), (HERRERA et al., 2015). Uma vez que a infec¢do dos
hepatécitos € estabelecida, cada parasito intracelular se multiplica assexuadamente por
esquizogonia originando, ao longo de 2-10 dias subsequentes, até 40.000 merozoitos (STURM
et al., 2006). Cabe ressaltar que os merozoitos hepaticos sdo liberados para a circulacao
envoltos em vesiculas chamadas merossomas (WHITE, 2003; STURM et al., 2006)). Os
merossomas atravessam o espaco de Disse por diapedese, protegendo o Plasmodium e fazendo
com que o reconhecimento nas células de Kupfer seja prejudicado. No sangue, 0s merossomas
sdo levados para outros 6rgdos e, devido as forcas de cisalhamento das veias hepaticas e de
outras veias maiores, eles se dividem e, entdo, séo levadas ao coragéo e para os pulmdes. A
partir dai se acumulam nos capilares pulmonares, onde ir4 ocorrer a degeneracdo dos
merossomas e a posterior liberacdo dos merozoitos na microcirculacdo pulmonar. Essa
estratégia garante ao parasito vantagens evolutivas devido a diminuida quantidade de
macrofagos nessa regido, além da diminuicdo da velocidade da corrente sanguinea que ocorre
devido obstrucdo dos capilares pelos merossomas promove um acumulo de eritrocitos, o que
facilita o sucesso da infeccdo pelo parasito (FADOK et al., 2001; L1 et al., 2003; STURM et
al., 2006; BAER et al., 2007).

Enquanto a fase hepética de desenvolvimento do parasito é silenciosa, a fase sanguinea

esta associada a todas as manifestacoes clinicas da doenca (SINDEN 1983).

Uma vez na circulagdo, 0s merozoitos livres invadem 0s eritrocitos em um processo
rapido, dinamico e de varias etapas (WEISS et al., 2015). Esse processo rapido é necessario
para que o sistema imunoldgico ndo seja capaz de impedir completamente a interagdo entre
receptores celulares e ligantes expressos na superficie celular dos parasitos o poderia determinar
negativamente o sucesso da infeccdo (COWMAN; CRABB, 2006).

Dentre as varias proteinas conhecidas dos plasmddios, a Proteina 1 de superficie de
merozoito (MSP-1), a proteina homologa ligante de reticuldcitos (RHs), e o antigeno 1 de
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membrana apical (AMAL), sdo as principais proteinas envolvidas no reconhecimento e invasao
dos eritrocitos (COWMAN; CRABB, 2006).

Ap0s invasdo eritrocitica, 0s parasitos dao inicio a novos ciclos de reproducao assexuada
denominada esquizogonia sanguinea. Nesse ponto o parasito passa pelos estagios de trofozoitos
jovens, trofozoitos maduros e posteriormente esquizontes multinucleados. O ciclo
esquizogodnico sanguineo varia de acordo com a espécie do parasito, demorando 48 horas para
as especies P. falciparum, P. vivax, e P. ovale e 72 h para P. malariae. Cada esquizonte é
progenitora de milhares de merozoitos sanguineos que romperdo os eritrocitos e dardo inicio a
novos ciclos eritrociticos (COWMAN; CRABB, 2006).

No hospedeiro humano, parte dos parasitos assexuados desenvolvem-se em estagios
sexuais masculinos e femininos chamados gametdcitos, alguns dos quais podem ser ingeridos
por um mosquito durante o repasto sanguineo. A fertilizacdo subsequente de gametas e o
desenvolvimento em esporozoitos dentro do mosquito permitem que esse repasse a infeccéo a
outro ser humano. (SINDEN 1983).

No caso das infeccBes por P. vivax e P. ovale outro caminho pode ser tomado pelos
esporozoitos que invadem os hepatdcitos. Os parasitos dessa espécie tém a capacidade de entrar
em uma espécie de laténcia nas células hepaticas. Esses esporozoitos sdo chamados de
hipnozoitos e quando ativados, geralmente apdés 3 meses da infec¢do inicial, levam ao
desenvolvimento novamente da doenca clinica (COLLINS, JEFFERY, 1999). Esse evento

caracteriza as chamadas recaidas tardias da doenca.
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FIGURA 2: Ciclo bioldgico das espécies de plasmddios infectantes para o homem.
Adaptado de Jensen et al., 2017. As formas esporozoitas do parasito sdo inoculadas na derme do
hospedeiro vertebrado e ddo inicio ao ciclo hepatico, onde ha o desenvolvimento de merozoitos que
serdo liberados na corrente sanguinea. Estes sdo capazes de invadir hemacias, onde ocorrera o
chamado ciclo sanguineo com consequente formacéo de trofozoitos jovens, maduros, esquizontes e
gametocitos. Os gametdcitos quando ingeridos pelo mosquito vetor dardo inicio ao ciclo sexuado do
parasito, a partir da formacdo de esporozoitos e, consequente inoculagdo em outro hospedeiro
vertebrado. Fonte: Adaptado de White, N.J. e colaboradores, 2014.

1.3 MALARIA NAO COMPLICADA

A maléria é uma doenca complexa e suas manifestacGes diferem entre criancas e adultos
(MILLER et al, 2002). As criancas com maldria, além dos sintomas classicos, ficam sonolentas
e asténicas, perdem o apetite, sentem muito frio e ainda podem ter vémitos e convulsées devido
a febre que varia de 38,5°C a 40°C. Os sintomas nos adultos podem variar de ausentes, em
individuos imunes, a leve ou grave (TACHADO et al., 1995).

Os sintomas classicos da malaria ndo diferem entre as espécies de plasmodios
infectantes resultando do seu ciclo eritrocitico, mais precisamente do rompimento das hemacias
quando, proteinas e subprodutos do metabolismo do parasito como, glicofosfatidilinositol (GPI)
e hemozoina séo liberados na corrente sanguinea. A hemozoina se apresenta como um ligante
dos TRL 9 com a conseguinte secre¢do de IL 6, IL 12 e TNF-a. Além da hemozoina, o

glicosilfosfatidilinositol (GPI) é também uma reconhecida particula molecular associada a
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patdégenos (PAMP) (DOSTERT et al., 2009). Com o rompimento das hemécias infectadas o
paciente passa a apresentar os sintomas classicos como calafrios, dores de cabeca e o ciclo de
febres que podem acometer o paciente infectado a cada 48h (febre tercd) ou a cada 72h (febre
quartd) (TACHADO et al., 1995).

A ocorréncia da doenga com seu sintoma classico € chamada de malaria ndo complicada,
porém, quando néo tratada a doenca pode evoluir para a forma grave, onde o comprometimento
de variados 0rgaos e sistemas € observado. Nesse caso, a malaria grave ou complicada pode
levar o individuo ao Obito e estd na maioria dos casos estd relacionada a infec¢do por P.
falciparum (TACHADO et al., 1995. Nos anos recentes, contudo, o interesse em P. vivax tem
aumento devido, sobretudo, aos relatos de malaria grave associados a essa espécie (DOSTERT
et al., 2009).

1.4  MALARIA COMPLICADA

Somente uma pequena minoria de infec¢bes (menos de 1-2%), sobretudo por P.
falciparum, levam a maléaria grave (BERENDT et al, 1994). Contudo, durante o
estabelecimento dessa sindrome sistémica, érgdos importantes sdo acometidos destacando-se
cerebro (maléria cerebral), pulmdes (sindrome do desconforto respiratério aguda (SARA),
figado e rins (insuficiéncia renal aguda). Em criancas, as trés principais complicac@es da doenca
sdo malaria cerebral, anemia grave e acidose metabolica. Nas infeccdes por P. falciparum a
gravidade da doenca é, pelo menos em parte, exacerbada por cargas parasitarias altas e pelos
padrbes de sequestro de eritrocitos infectados no endotélio vascular o que pode ser interpretado
como estratégia de evasdo do parasito a mecanismos imunes do hospedeiro (BERENDT et al
1994).

A adesdo dos parasitos a células endoteliais dos vasos de pequeno calibre € mediada
pela interacdo receptor-ligante. Os principais receptores que interagem com o eritrocito
infectado via proteina de superfice de merozoito de Plasmodium falciparum (PfEMP1) séo
ICAM-1 (cérebro), VCAM-1 (neuronio, fibroblastos e células endoteliais), CD36 (plaguetas),
trombospondina, E-selectina e CSA (presente na placenta). (WASSMER et al, 2008). A

PfEMPL ¢ codificada por uma familia de aproximadamente 60 genes var por genotipo expresso
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de forma mutuamente exclusiva, levando a exibicdo de uma Unica variante de PfFEMP1 na
superficie do eritrocito a cada ciclo esquizogénico (SCHOFIELD; GRAU, 2005).

A inflamacdo local e tecidual decorrente da citoaderéncia leva a um aumento da
expressdo de integrinas de adesdo endotelial que contribuem para o acimulo de leucdcitos no
local, que, por sua vez, produzem quimiocinas (CXCL10, CCL5, CCL2) capazes de recrutar
neutrofilos, macrofagos, células T, células NK que por sua vez dardo continuidade ao processo
inflamatdrio (SCHOFIELD; GRAU, 2005).

Os principais eventos caracteristicos da malaria grave sdo a Maléria cerebral,
Insuficiéncia renal aguda, Malaria placentaria, Anemia Grave e Malaria pulmonar, que sera

mais amplamente abordada a seguir.

1.4.1 Maléria pulmonar

O conceito de Sindrome da Angustia Respiratoria Aguda (SARA), foi apresentado pela
primeira vez em 1967 por Ashbaugh e colaboradores e foi atualizado em 2012 para determinar
critérios mais precisos, dando fidedignidade para pesquisas clinicas e definicdo da conduta
terapéutica ao paciente (VAN DEN STEEN et al, 2013).

A publicacdo da Defini¢ao de Berlim pela “The ARDS Task Force” classifica a SARA
em grau leve, moderada ou grave. Além disso, os critérios de periodo clinico, imagem torécica,
origem do edema e oxigenacéo sao levados em consideracdo (VAN DEN STEEN et al, 2013).
Quando ao periodo clinico, o paciente deve apresentar sintomas em um periodo de 1 semana
apos a infeccdo atingir o sistema pulmonar, afetando a respiracdo. A imagem toracica deve
apresentar opacidade bilateral, sendo identificada por radiografia ou tomografia
computadorizada. Finalmente, a classificagdo da SARA em leve, moderada ou grave é
classificada devido ao grau de hipoxemia, mensurada pela relagdo entre a presséo arterial

parcial de O2 (PaO2) e a fragéo inspirada de oxigénio (F102).

Sendo assim, a SARA leve compreende uma PaO2/FI02 <300 mm Hg e > 200 mmHg);
a SARA moderada a relagao PaO2/FIO2 ¢ <200 mmHg ¢ > 100; e na SARA grave a PaO2/F102
¢ <100 mmHg, em niveis de pressao positiva expiratoria final (PEEP) ou pressdo positiva

continua nas vias aéreas CPAP > 5 mmHg. A elevacdo do espaco morto fisioldgico e
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diminuicdo da complacéncia pulmonar também sdo observados (VAN DEN STEEN et al,
2013).

A lesdo pulmonar aguda (LPA) e a SARA ja foi relatada em casos complicados de
malaria em todo o mundo. Ela é uma consequéncia do aumento da permeabilidade da
membrana capilar alveolar, gerando acumulo do liquido rico em proteinas na regido
intrapulmonar. A funcéo pulmonar é comprometida devido a um disturbio da ventilacdo com a
perfusdo. Nesta fase a ventilacdo ocorre normalmente, porém, o sangue circula atraves de
alvéolos colapsados e o pulmédo edematoso nao participa das trocas gasosas, ndo ocorrendo
difusdo (LEWIS, MARTIN, 2004).

A patologia pulmonar mais significativa, induzida pela malaria é o edema pulmonar
agudo. Esse quadro possui as mesmas caracteristicas clinicas do edema pulmonar cardiogénico
agudo, exceto que as pressdes de enchimento do lado direito ndo séo elevadas, a menos que

tenham sido administrados fluidos intravenosos em excesso (TAYLOR et al., 2006)

A citoaderéncia na microcirculacdo pulmonar gera a evolugdo do quadro envolvendo
edema intersticial, engrossamento do septo alveolar e diminui¢do do lumen dos capilares com
a ativacdo endotelial e recrutamento da resposta inflamatoria, levando a quadros de lesdo
pulmonar, que pode permanecer em pacientes mesmo apds o tratamento com drogas
antimalaricas. Além disso, a malaria eleva as citocinas pro-inflamatérias, como o TNF-a, que
estdo, por sua vez, relacionadas ao aumento de expressdo de moléculas de adesdo endotelial,
além de IL-1, IL-6, e IL-8 que podem contribuir para a elevacdo de liquido entre o alvéolo e 0
capilar, resultando, assim, em edema pulmonar, que posteriormente ira caracterizar SARA
(TAYLOR et al, 2012).

Outro fator que aumenta a inflamacdo teciual € o acimulo de hemozoina, que aumenta
0 peso pulmonar e edema alveolar em modelos experimentais, além de ser uma substancia
frequentemente observado em autdpsia de criangas que faleceram devido ao quadro de maléria
grave na Africa (VAN DEN STEEN et al, 2013).

Estudos demonstram que a diminuicdo da presenca de pneumdcitos do tipo Il
desencadeia um desequilibrio no transporte de fluidos, além de diminuir a producdo de
surfactante. O surfactante, como ja demonstrado no topico de fisiologia pulmonar, é constituido
por um complexo de componentes principalmente fosfolipideos, aléem de conter proteinas,

colesterol, glicolipideos e &cidos graxos livres e sdo responsaveis pela manutencéo da tensao
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superficial. Sendo assim, a diminuigédo do surfactante leva a uma diminuigéo da complacéncia
pulmonar, aumento da elastancia estatica pulmonar, areas de atelectasia e extravasamento de

fluido ao espaco alveolar (Van Den Steen et al, 2013).

Assim, a obstrugdo dos capilares e vénulas, mais a inflamacgéo local exacerbada em
conjunto com a lesdo da barreira alvéolo-capilar, causa a sindrome do desconforto respiratério
agudo (TAYLOR et al, 2012).

Dispneia e tosse sdo os principais sintomas da doenga pulmonar induzida pela malaria,
podendo alguns pacientes também relatarem precordialgia. A dispneia pode comegar
abruptamente e progredir rapidamente. Os sinais fisicos refletem a gravidade do envolvimento
pulmonar subjacente e incluem respiracdo dificil, taquipneia, cianose periférica e central,
crepitacdes inspiratorias e sibilos expiratorios (TAYLOR et al., 2002). O pulso venoso jugular
ndo é elevado a menos que haja sobrecarga de fluido concomitante. Em pacientes gravemente
hipdxicos, confusdo e agitacdo podem estar presentes e ndao podem ser diferenciadas do
envolvimento cerebral (TAYLOR et al, 2002).

A SARA associada a malaria grave é uma patologia que atinge entre 5% e 20% das
pessoas infectadas por P. falciparum, das quais cerca de 80% veem a 6bito mesmo quando

submetidas a tratamento hospitalar com terapia intensiva (SERCUNDES et al, 2022).
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FIGURA 3: Patogénese da malaria pulmonar grave. Sequestro de eritrocitos infectados sio
capazes de amplificacdo a imunopatologia local. A hemozoina encontrada em fagécitos aumentam a
inflamagdo pulmonar. Além disso, ha um aumento massivo de marginacéo e infiltrado de células
inflamatdrias, principalmente mondcitos ou macréfagos, e presenca de plaquetas em vasos sanguineos,
tecido intersticial e alvéolos. A lesdo e apoptose das células endoteliais levam a um aumento da
permeabilidade vascular e micro-hemorragias. Fonte: Adaptado de VAN DE STEEN et al., 2013

1.5  IMUNIDADE ANTIMALARICA

A auséncia de uma resposta imunoldgica robusta, eficiente e durdvel contra os
plasmddios ainda norteiam a inexisténcia de uma vacina antimalarica. A diversidade de
componentes que podem nortear o processo imunologico vai de idade, estado imunoldgico do
hospedeiro até o complexo ciclo do parasito e suas formas de evasao do sistema imune. A seguir
abordaremos o papel das diversas populacGes celulares que interagem propiciando o controle
da infeccdo malarica até que a resposta imune adaptativa esteja estabelecida.

A resposta imune é o fator de suma importancia para o controle de qualquer infeccéo.

Assim, seu estabelecimento é fundamental tdo logo a infeccdo seja iniciada. Em pacientes com
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primeira infeccéo, a resposta imune inata é de suma importancia para o controle da parasitemia
sanguinea para que respostas imunes posteriores como a adaptativa passa Se iniciar
(ARTAVANIS-TSAKONAS; RILEY, 2002; BACCARELLA et al., 2004; COHEN et al 1961,
DOOLAN et al, 2009; STEVENSON; RILEY, 2004).

Na fase eritrocitica a resposta do hospedeiro imune é mendiada pela producdo de
citocinas pro-inflamatorias como IL-6, TNFa e IFN-y, o que caracteriza um perfil de resposta
Thl (ARTAVANISTSAKONAS et al., 2003).

Dentre as varias populacdes celulares que atuam no combate inicial a infecco malarica
destacam-se: macrdfagos, neutrofilos, linfécitos T CD4 e T CD8, células dendriticas, células
Natural Killers (NK), dentre outras. A seguir abordaremos de forma sucinta o papel de cada
uma delas (ARTAVANISTSAKONAS et al., 2003).

Durante a resposta imune, a presenca de produtos derivados de eritrocitos infectados
estimula células mononucleares do sangue periférico a produzir TNF-a, IL-12 e IFN-y que
auxiliardo na ativacao de células NK, macrofagos e células T que agirdo com intuito de eliminar
o0 parasito do sistema circulatério (ARTAVANISTSAKONAS et al., 2003). Das células do
sistema imune inato, as células NK se destacam por sintetizar grandes quantidades de IFN-y
que é considerado de grande importancia no controle da parasitemia sanguinea, como
demonstrado em infeccdes por P. chabaudi (MOHAN et al, 1997). Por outro lado, as células
NK ndo possuem capacidade de sozinhas acabarem com o0s parasitos circulantes
(STEVENSON; RILEY, 2004). Elas séo ativadas pelas citocinas IL-12 e IL-18 que por sua vez
sdo sintetizadas por células apresentadoras de antigenos, e seguindo o processo inflamatério
vao, por sua vez, sintetizar IFN-y citocina primordial para ativacdo de linfocitos e macréfagos
(ARTAVANIS-TSAKONAS; RILEY, 2002).

Os macrdéfagos, assim como 0s monacitos e células dendriticas sdo células percursoras
de células mieloides e possuem papel primordial na infeccdo e resposta imunoldgica de
plasmaodios. Os macréfagos tém origens diversas. Os teciduais, sdo originados no saco vitelino
e figado fetal, no estagio pré-natal, sendo programados de forma especifica por fatores locais
(VAROL, et al 2015), eles possuem nomenclaturas distinta como micréglia (cérebro), células
de Kupffer (figado) e macréfago alveolar (pulmédo) (POLARD, 2009). Essas células sdo
caracterizadas por possuirem vida longa e por se autorrenovam (MORALES-NEBREDA, et al
2015). Os macrdfagos também se originam de monacitos circulantes recrutados do sangue para

0 tecido. Sendo assim, os macréfagos, teciduais ou recrutados, sdo singulares para a resposta
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imunoldgica, desenvolvimento tecidual, homeostasia e/ou reparo do tecido. A quantidade de
macrofagos presentes em cada tecido/6rgdo é balanceada entre macrofagos recrutados e
teciduais (MORALES-NEBREDA, et al 2015). Este balanco é normalmente regido de forma
multifatorial como por exemplo a presenca de patdégeno. Mas, ndo importando o seu locus
original eles possuem capacidade pléstica e podem apresentar fendtipos distintos em resposta a
diferentes patdgenos e citocinas presentes em seu microambiente. A capacidade dessas células
de apresentarem diferentes fenotipos funcionais, em resposta a patogenos e de citocinas,
culminou em uma descricdo para auxiliar o estudo dos mesmos de dois subtipos: 0s
classicamente ativados (M1), e os alternativamente ativados M2 (MANTOVANI et al, 2005).

Macroéfagos M1 sdo induzidos por PAMPs, DAMPSs e citocinas pro-inflamatorias, como
IFN-y e TNF-a.. Eles tém a capacidade microbicida e tumoricida elevada, e sintetizam citocinas
e mediadores pro-inflamatorios, como IL-1p, IL-6, TNF-a e dxido nitrico (MANTOVANI et
al, 2005). Apesar de serem fundamentais para o sistema imunolégico, principalmente frente a
patdgenos intracelulares, sua ativacdo de ser controlada. Os mediadores e citocinas proé-
inflamatorias sintetizados pelos macr6fagos M1 quando nédo refreados podem levar a danos
teciduais e a patologias graves (SZEKANECZ, KOCH, 2007).

Na malaria, a elevacdo de citocinas pré-inflamatorias pelos macrofagos esplénicos é
conhecidamente apresentada em conjunto a casos complicados da doenca (GAZZINELLI et al,
2014). Por outro lado os macréfagos M2, foram subdivididos em M2a, M2b, M2c e M2d para
poder contemplar todos os outros tipos de macréfagos que podem ser induzidos por mediadores
distintos e com fungdes que os diferenciam (MARTINEZ, GORDON, 2014). Ainda assim
ainda, as caracteristicas plasticas dos macréfagos ndo sdo contempladas. Eles possuem funcdes
variadas dependendo do sinal ou conjuntos de sinais que esta célula estd processando no
momento (MARTINEZ, GORDON, 2014).

Os neutrdfilos sdo identificados por polimorfonucleares, originados da medula 6ssea a
partir de progenitor mieloide e podem ser encontrados em grande quantidade no sangue
(NEMETH et al, 2020). Elas tém funcio de primeira linha de defesa do hospedeiro contra
espécies que invadem tecidos. Quando na circulagdo sanguinea estdo constantemente vigiando
qualquer sinal de entrada de patogeno (LEY et al, 2018). Quando identificada infeccdo, os
neutrofilos saem da circulagdo sanguinea e iniciam o processo migracdo celular para o tecido,
desde o rolamento e ativagdo da selectinas e integrinas no endotélio até a entrada completa da

célula no tecido. Apesar de ja ser conhecida a heterogeneidade dos neutréfilos nas mais variadas
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patogenias, eles possuem trés principais mecanismos de atividade antimicrobianas: fagocitose,
degranulacdo e liberagdo das redes extracelulares de neutrofilos (NETs) (GIACALONE et al,
2020).

Os linfécitos TCD8+ exercem fungdo contra as formas exo-eritrociticas dos parasitos
(MALIK etal., 1991). A resposta imunoldgica primordial desse tipo celular se baseia na sintese
de TNF-a e IFN-y. Além disso destroem os parasitos dos hepatocitos por meio da secrecao de
granzimas e perforinas oriundos do seu citoplasma celular, e por via de 6xido nitrico capas de
interromper o desenvolvimento do parasito dentro do hepatocito (MONTES DE OCA et al.,
2016; SEGUIN et al., 1994). Os linfocitos TCD8+ sdo estimuladas nos linfonodos via IL-2
sintetizadas por células TCD4+ ativadas (AMANTE et al., 2010).

Ja foi demosntrado na literatura o papel fundamental das T CD4+ durante a protecdo
contra a infeccdo maléarica (PINZON-CHARRY et al., 2010; STANISIC; GOOD, 2015). Elas
sdo ativadas por IL-12 produzidas por células dendriticas (AMANTE et al., 2010), coordenam
a resposta imunoldgica liberando citocinas e substancias de lise celular em todas as fases do
ciclo do parasito. Eles também sdo capazes de auxiliar os linfdcitos B na resposta antigénica
culminando na producdo de anticorpos e sdo capazes de ativar linfécitos T CD8+ e macrofagos
ao longo da resposta imune via IFN-y. As células auxiliares T CD4+ somada a citocina pro-
inflamatoria IFN-y controlam a parasitemia sanguinea, possibilitando um controle da infeccdo
(AMANTE et al., 2010). Por outro lado, a presenca de células TCD4+, assim como as células
TCDB8+, possuem papel fundamental contra a malaria complicada, uma vez que, aumenta o
aparecimento de les@es tecidual. Também esta relacionada a citoaderéncia. (AMANTE et al.,
2010; HERMSEN et al., 1997).

Contudo, apesar das diversas populacfes celulares ndo serem séo capazes de bloquear
completamente o desenvolvimento parasitario durante a infec¢do malarica, seu funcionamento

orquestrado é fundamental para controle inicial da infeccao.

1.6  FISIOLOGIA PULMONAR

Uma das alteracbes clinicas decorrentes da infeccdo malarica ocorre no sistema
respiratorio. Este sistema, € composto pelo pulmé&o e suas estruturas internas, sendo responsavel
pela respiracdo, ou seja, entrada e saida de ar. Essa troca de gases, é fundamental para o

funcionamento dos tecidos e 6rgdos do corpo, pois, por meio dela, sdo eliminados os dejetos
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celulares, que sdo careados até o sistema respiratorio. Essa funcéo, é chamada de homeostase.
Além da homeostase, 0 sistema respiratorio também esta envolvido em func¢6es como fonagéo,
olfato, termorregulacdo (perda de calor) e manutencdo do equilibrio acidobasico (DORMANS,
1996).

A captacdo de oxigénio e eliminacdo de dioxido de carbono, sdo func¢des do sistema
respiratorio. Este é, juntamente com o gradil costal e os musculos do tronco e abdémen,
responsavel pela ventilacdo pulmonar. Essa, permitira que o ar contido no ambiente, consiga
entrar por diferenga de presséo para dentro dos pulmdes, realizando assim, no final do trato
respiratorio a sua captacdo pelo sistema circulatorio, permitindo o oxigénio ser difundido a
nivel celular. Para isso, esse sistema respiratorio possui zonas ou porc¢des condutoras, que
permitem que o ar chegue até sua parte final (alvéolo pulmonar) e neste local, consiga entrar
para o sistema circulatdrio. O local onde termina a zona condutora € chamado de zona troca ou
respiratoria, e € definido por se diferenciar em ndo somente conduzir o ar, dentro e fora dos
pulmdes, mas também realizar a troca entre oxigénio e didxido de carbono, definido como
hematose (DORMANS, 1996).

As zonas condutoras caracterizam-se como as estruturas responsaveis por levar ar para
a parte interna e externa da zona respiratdria, ocorrendo a troca gasosa 0 aquecimento, a
umidificacdo e a filtragem do ar, para posteriormente chegar a regido de troca gasosa, mais
distal (CONSTANZO, 2014). As zonas condutoras dividem-se em dois brénquios, sendo um
para cada lobo pulmonar, que se subdividem em brénquios menores, que irdo posteriormente
se dividir novamente. Ao todo, sdo 23 divisdes nas vias aéreas que diminuem progressivamente.
A vias sdo revestidas por células secretoras de muco e células ciliadas, que promovem a
protecdo do tecido impedindo a entrada, ou, diminuindo a entrada de particulas indesejadas
(CONSTANZO, 2014). O processo respiratorio é dividido em duas fases: a primeira, descrita
como inspiracdo, traz para o interior dos pulmdes o oxigénio enquanto, na segunda o didxido
de carbono é, entdo, expirado (CONSTANZO, 2014).

As paredes das vias condutoras sdo compostas por musculo liso, que possui inervagdo
simpatica e parassimpatica. Os Neur6nios simpaticos adrenérgicos ativam receptores p2 na
musculatura brénquica lisa que fardo o relaxamento e dilatagdo das vias aéreas. Somado a esse
fato, os receptores B2 sao ativados por epinefrina proveniente da circulagdo que recebida da
medula suprarrenal e pelos agonistas 2 adrenérgicos como o isoproterenol (DORMANS,

1996). Em antagonismo, 0s neurbnios parassimpaticos colinérgicos ativam receptores

33



muscarinicos, que iniciam a contragdo e constricdo das vias aéreas, causando resisténcia e

complicacdes no processo de ventilagdéo (DORMANS, 1996).

Ao final da zona de conducdo, esta a zona respiratoria, onde encontram-se os alvéolos
e outras estruturas que participam das trocas gasosas com 0s bronquiolos respiratérios, 0s
ductos alveolares e os sacos alveolares. Os bronquiolos séo partes de transicdo, podendo ajudar

ou fazer trocas gasosas pequenas ao longo do trajeto (CONSTANZO, 2014).

Apesar de carateristicas diferentes, a zona respiratdria apresenta semelhancas com as
vias aéreas proximais: ambas possuem cilios e musculatura lisa. Em contrapartida, sdo
correlacionados como parte da regido de trocas gasosas devido ao fato de brotarem
ocasionalmente alvéolos de suas paredes, o que permite a realizacdo da hematose durante o
trajeto. A partir deles, surgem os ductos alveolares que se revestem de alvéolos, porém sédo
ausentes de cilios e apresentam apenas pouca musculatura lisa (DORMANS, 1996;
CONSTANZO, 2014). Eles se finalizam em sacos alveolares, que, por sua vez, também sao
revestidos por alvéolos (CONSTANZO, 2014).

Os alvéolos sdo protuberancias que aparecem das paredes dos bronguiolos respiratorios,
dos ductos alveolares e dos sacos alveolares. Em todo lobo pulmonar possui aproximadamente
300 milhdes de alvéolos (DORMANS, 1996) com cerca de 200 um de didmetro/cada. A
hematose entre os gases alveolares e o sangue do capilar pulmonar pode ocorrer facilmente
pelos alvéolos devidos suas paredes delgadas margeando um grande perimetro que permite a
difusdo (CONSTANZO, 2014).

As paredes alveolares sdo envoltas por fibras elasticas e por células epiteliais, chamadas
pneumacitos tipo | e tipo I1. Os pneumdacitos tipo Il sdo os percursores do chamado surfactante
pulmonar (substancia indispensavel na funcdo de reduzir a tensdo superficial dos alvéolos) e
possui capacidade regenerativa para os pneumacitos tipo | e tipo 1l (CONSTANZO, 2014). O
surfactante pulmonar & uma substancia primordial na fisiologia pulmonar. Ele pode ser
encontrado em todas as espécies que respiram através de pulmdes. Na auséncia do surfactante,
o liquido presente entre o alvéolo e o ar apresenta uma tensdo superficial alta, que forga o
colabamento das estruturas pulmonares. O surfactante se interpde as moléculas de agua na
superficie alveolar, diminui a tensdo superficial, fazendo com que essa tenséo se aproxima de
zero no final da expiracdo momento em que a superficie do alvéolo esté reduzida, evitando

assim, a atelectasia ou colapso dos alvéolos pulmonares (FREDDI et al, 2013).
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Os alvéolos possuem células com capacidade de fagocitar patdgenos chamadas
macrofagos alveolares. Os macrofagos alveolares mantém os alvéolos sem a presenca de acaros,
sujidades e restos celulares, uma vez que os alvéolos ndo contém cilios para executar essa
funcdo. Estes macrofagos fagocitam as substancias ex vivo e migram para os bronquiolos, onde
os batimentos dos cilios os carream para as vias aéreas superiores e faringe, onde podem ser
engolidos ou expectorados (CONSTANZO, 2014).

As paredes alveolares sdo revestidas por capilares arteriais, advindos do sistema
cardiaco direito; ele é expulso do ventriculo direito e carreado para os pulmdes pela artéria
pulmonar, se dividindo por toda zona respiratéria (CONSTANZO, 2014). Assim como pode
ser visto em outros 0rgaos, a regulacdo do fluxo sanguineo pulmonar é feita pela alteracdo da
resisténcia das arteriolas pulmonares. Diferencas na resisténcia arteriolar pulmonar sao

controladas por fatores locais, como por exemplo 0 O2 (DORMANS, 1996).

A circulacdo brénquica é o abastecimento sanguineo para as vias condutoras aéreas (ndo
participantes das trocas gasosas) e é uma fracdo infima do fluxo sanguineo pulmonar total
(FREDDI et al, 2013).

Portanto, alteracGes na estrutura, conducao, troca ou perfusdo pulmonar alteram todos
0s outros sistemas dependentes, causando alteracGes sistémicas. Devido ao funcionamento
orquestrado do 6rgdo captando oxigénio e mantendo a homeostase, alteracdes sistémicas e
alteracOes ventilatdrias podem prejudicar as trocas gasosas, causando efeitos adversos aos

sistemas corporais.
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FIGURA 4: Fisiologia Pulmonar. Os sistemas respiratorio e circulatério cooperam com a fungéo de
movimentar o0 O2 e 0 CO2 entre o ar e as células caracterizando assim a hematose. Adaptado de
SILVERTHORN 2017.

1.7 TERAPIAS ADJUVANTES NA MALARIA GRAVE

Podemos chamar de terapia adjuvante todo tratamento que é feito de forma
complementar a um tratamento usual e pré-estabelecido de uma doenca (SILVA, 2009). As
terapias adjuvantes sdo capazes de interagir em rotas bioldgicas especificas alteradas pela

malaria ou, em estagio final de processos induzidos pela doenga (JOHN et al, 2010).
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As terapias adjuvantes podem envolver quimioterapias, com o uso de probioticos e pre-
bidticos como reguladores da microbiota residente (PIMENTEL, 2011), imunomoduladores
(JOHN et al, 2010), transfusdes de sangue (SABA, 2021) ou 0 uso de alimentos especificos
(SAPIENZA, TATIT 2005).

Bienvenu et al 2008 estudou o efeito da eritropoietina considerando o efeito
neuroprotetor. No estudo foi utilizado a eritropoietina como terapia adjuvante na fase aguda da
maléria cerebral para aumentar a taxa de sobrevivéncia. O tratamento adjuvante com
eritropoietina é capaz de proporcionar um novo processo terapéutico para a malaria cerebral,
combinando a a¢do eficaz do antimalarico e uma substancia neuroprotetora (BIENVENU et al,
2008). A eritropoietina demonstrou efeito na reducgdo de lesdo isquémica do sistema nervoso
central e do coracdo (CASALS-PASCUAL et al, 2008). A eritropoietina mostrou ainda a
capacidade de manter integra a barreira hemato encefalica em estudo realizado in vitro
utilizando de modelo de barreira hemato enceféalica bovina (MARTINEZ-ESTRADA et al,
2013).

Corticosteroides sdo substancias anti-inflamatdrios capazes de proteger a barreira
hemato encefalica, e diminuir a pressdo intracraniana e a resposta inflamatdria. Eles sdo
considerados um dos primeiros agentes adjuvantes testados em estudos em malaria grave.
Porém, dois estudos que utilizavam dexametasona em diferentes doses em adultos no Sudeste
Asiatico (JOHN et al, 2010; MISHRA et al, 2009) e um estudo menor com criancas da
Indonésia com malaria cerebral (MISHRA et al, 2009) ndo mostraram diferenca do processo
de doenca com o uso do corticoide. Em contrapartida, em um dos estudos, a dexametasona foi
associada ao aparecimento e aumento de complicacdes e possiveis efeitos colaterais como
sangramento gastrointestinal, sepse e coma, dificultando a recuperacéo do paciente (JOHN et
al, 2010; MISHRA et al, 2009).

Quelantes de ferro como a deferoxamina foram eleitos como substancias com potencial
antimalarico divido sua acdo de retencdo de ferro, substancia fundamental para as vias
metabolicas do parasito (GORDEUK, LOYEVSKY, 2002). Ensaios com deferoxamina e
quelante de ferro oral (Deferiprona) ndo apresentaram diminui¢cdo na mortalidade de criangas
com malaria cerebral (GORDEUK et al 1992), ou em adultos com malaria grave (MOHANTY
et al, 2002), porém, os estudos demonstraram um aumento de tempo de depuracdo do parasito
foi menor no grupo de tratamento com quelante de ferro (JOHN et al, 2010). Resultados
preliminares em criangas originarias de Zdmbia, com maléria cerebral, demonstraram que o

tratamento com a com a substancia foi descrito com uma répida diminuicdo da febre, das
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convulsdes e um tempo de coma reduzido (GORDEUK et al 1992), porém um estudo maior,
randomizado ndo mostrou efeito sobre a mortalidade (MISHRA et al, 2009).

A albumina, por sua vez, parece melhorar o fluxo da microcirculacdo e treduzir a
hipovolemia e, entdo, diminuir a acidose lactica. Em criancas com malaria e com sinais de
acidose metabolica, ensaios clinicos em fases de teste 11 demonstraram que o uso de albumina
diminui a mortalidade em 4% em comparagdo com solucdo salina, especialmente em criangas
em coma (JOHN et al, 2010). Outro estudo comparando a albumina e o coloide sintético

Gelofusine também demonstrou uma vantagem no uso da albumina (AKECH et al, 2006).

A suplementacdo de vitamina D tem sido usada nos mais diversos estudos de doencas
infecciosas e doencas autoimunes. Nesse contexto, Xiyue e colaboradores (2014)
demonstraram que a administracdo oral de vitamina D melhorou os niveis séricos de calcifediol
e diminuiu os niveis de citocinas inflamatdrias circulantes (IFN-y e TNF- a). A inibicdo das
respostas Thl somada a expressao reduzida de quimiocinas CXCL9 e CXCL10 e moléculas de
adesdo celular ICAM-1, VCAM-1 e CD36 resultaram na diminui¢do do acumulo de células T
CD8+ no cérebro e melhoraram a integridade da barreira hemato encefalica (XIYUE et al,
2014).

A transfusdo sanguinea também tem sido descrita como um possivel adjuvante no
tratamento da malaria grave. Em um estudo recente, a transfusdo de sangue total resultou em
substancial melhora da sobrevida de camundongos com malaria cerebral experimental em

estagio avancado tratados com arteméter (SABA et al, 2021).

Nos ultimos anos uma maior importancia tem se dado aos acidos graxos poli-insaturado
da familia do 6mega 3, 0 EPA e DHA, uma vez que tem se demonstrado a atividade anti-
inflamatoria desses compostos. Os mecanismos de a¢do dos &cidos graxos poli-insaturados sdo
considerados amplos, uma vez que, possuem a capacidade de balancear mecanismos
inflamatdrios das células. Essas substancias podem modular propriedades de dinamica de
membrana, tal como, modulam a expressdo de genes que atuam na producdo de mediadores
inflamatorios ativos (RODRIGUEZ-CRUZ; SERNA, 2017). O DHA, por sua vez, esta
associado a reducdo no risco de diversas doengas, e até mesmo alguns tipos de tumores
(SLAGSVOLD et al., 2010).

O uso do O0mega 3 tem demonstrado a capacidade de potencializar atividades

guimioterapicas ou até mesmo reduzir os efeitos colaterais do uso de alguns medicamentos
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(FREITAS; CAMPQOS, 2019), devido suas propriedades antiproliferativas, pro-apoptdticas,
anti-angiogénicas e anti-metastaticas, podendo ser utilizado como eficiente adjuvante em
tratamentos quimioterapicos (MERENDINO et al., 2013).

O uso do DHA ja é descrito como de suma importancia na manutencéo da funcéo neural,
uma vez que é relacionado a saude neuroldgica e a melhora na saude do sistema nervoso central,
principalmente durante o desenvolvimento embrionario (SUN et al., 2018). E importante
substancia descrita na diminuicdo do risco de desenvolvimento da doenca de Alzheimer
(YASSINE et al., 2017), assim como em doencgas como depressdo, bipolaridade, doenca de
Parkinson e Esclerose Amiotrofica Lateral (ZARATE et al., 2017). Uma das moléculas
sintetizada a partir do DHA, a neuroprotectina D-1, é capaz de agir na protecdo do cérebro

contra doengas neurodegenerativas e envelhecimento (ECHEVERRIA et al., 2017).

Nesse sentido, valendo-se de sua conhecida propriedade anti-inflamatdria neste trabalho
propomos utilizar o dmega 3 rico em DHA com composto adjuvante na profilaxia contra danos

pulmonares induzidos pela infeccdo malarica experimental.

1.8 DHA- OLEO DE PEIXE

A sinergia das diferentes células imunes e a regulacdo de sua atividade sdo de
importancia crucial para a montagem de um sistema imunologico eficaz. Essa tarefa é, sempre,
orquestrada por citocinas e quimiocinas, moléculas essas secretadas por células, incluindo, mas
ndo restritas a células imunoldgicas, que, atraem células especificas para o local da infeccédo e
regulam sua ativacdo ou supressdo (SOKOL, LUSTER, 2015).

Muito se fala sobre a importancia de uma alimentacdo saudavel e equilibrada para o
funcionamento do organismo em méaxima homeostase, incluindo o sistema imunoldgico.
Alguns fatores ofertados pela dieta tém propriedades imuno-reguladoras, como 0s
macronutrientes acidos graxos. O impacto dos &cidos graxos poli-insaturados (PUFAS)
dietéticos no sistema imunologico tem sido investigado ha décadas, com foco especial nos
acidos graxos Omega-3 a-linolénico (ALA), acido eicosapentaendico (EPA) e acido
docosahexaenoico (DHA) (SOKOL, LUSTER, 2015).
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O ALA ¢ encontrado em nozes e sementes, enquanto EPA e DHA s&o os principais
componentes do 6leo de peixe (PASCHOAL, VINOLO et al, 2013). EPA e DHA também
podem ser sintetizados a partir de ALA (CALDER, 2016), um processo que envolve varias
etapas orquestradas por multiplas elongases, dessaturases e -oxidases (WIKTOROWSKA-
OWCZAREK et al, 2015).

Os oleos de peixe contém niveis elevados, mas variaveis, de acidos graxos poli-
insaturados de cadeia longa 6mega-3 (n-3 LC-PUFA), incluindo acido eicosapentaendico
(EPA; 20:5n-3) e acido docosahexaendico (DHA; 22:6n-3)., bem como pequenas quantidades
de &cido docosapeno tendico (DPA; 22:5n-3). (BANG et al. 1971). Os 6leos de peixe mais
abundantemente produzidos e disponiveis globalmente sdo 6leo de anchova (Engraulis
ringens), 6leo de capelim (Mallotus villosus), 6leo de menhaden (Brevoortia tyrannus) e 6leo
de arenque (Clupea harengus), todos 0s quais contém quantidades variaveis de n-3 LC PUFA,
mas sdo caracterizados por maiores concentragdes de EPA do que DHA (TURCHINI et al.
2009; SOKOL, LUSTER, 2015).

Comparado ao EPA, o DHA contém uma cadeia de carbono mais longa (22 vs 20) e
uma ligacéo dupla adicional (6 vs 5) por molécula, que é considerada a razao para os diferentes
efeitos metabolicos entre as duas moléculas. Por exemplo, foi relatado que o DHA tem uma
influéncia maior na fluidez da membrana e, portanto, na atividade da proteina da membrana e
dos canais i6nicos (HASHIMOTO et al. 1999). H& também evidéncias crescentes para 0s
diferentes papéis e acBes dos metabdlitos bioativos derivados de EPA e DHA, como
eicosandides, metabdlitos de lipoxigenase e docosanodides (SERHAN, 2005). Além disso, foi
demonstrado que o0 DHA e o EPA dietéticos tém um destino metabolico diferente em modelos
animais, sendo o DHA preferencialmente retido sobre o EPA e o EPA sendo mais b-oxidado
do que o DHA (GHASEMIFARD et al. 2015)

Os metabdlitos derivados de 6mega-3 tém importantes fun¢Ges imuno-reguladoras.
Esses metabolitos s&o geralmente conhecidos como mediadores pro-resolucédo e podem ser
classificados em diferentes familias — prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanos, maresinas,
protectinas e resolvinas. Sua sintese é orquestrada por enzimas ciclooxigenase, lipoxigenase ou
citocromo P450 (RODRIGUES et al 2016).

S&o descritos na literatura mecanismos da modulacdo do sistema imune pelo Oleo de
peixe, como a mudanga da composicdo e funcdo das membranas de células do sistema
imunolégico, mudanca no padrdo de eicosandides produzidos, modificacdo no perfil de
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citocinas, regulacdo da expressdo génica e da proliferacdo de linfécitos T (CALDER, 2016).
Em experimentos com animais ou em experimentos com humanos, a suplementacdo com o
0mega 3 € capaz de modificar o perfil de acidos graxos na membrana das células, porém esse
processo ocorre de forma dependente de tempo (YAQOOB et al., 2000; FABER et al., 2011) e
de dose (REES et al., 2006). Estas mudancas de composi¢cdo da membrana mudam a producéo
de eicosandides e a formacéo de “rafts” lipidicos. Os eicosanoides sdo mediadores lipidicos da
inflamacdo que incluem prostaglandinas (PG), tromboxanos (TX), leucotrienos (LT) e
lipoxinas (LX) (CALDER, 2016; SOKOL, LUSTER, 2015).

Para a producdo dos eicosandides sdo utilizados os lipidios presentes nos fosfolipidios
das membranas celulares envolvidas durante a inflamacéo. O &cido araquidénico é usualmente
mais presente nas membranas celulares e por esse motivo é o mais utilizado para a sintese de
eicosanoides, levando a producéo de prostaglandinas e tromboxanos da série 2 e leucotrienos e
lipoxinas da série 4 (CALDER, 2016). Uma vez em grades quantidades no organismo, 0s
PUFAs n-3 competem com 0s outros acidos graxos para a composi¢do da membrana, e assim,
sdo capazes de formar, a partir dos acidos graxos EPA e DHA, prostaglandinas e tromboxanos
da série 3 e leucotrienos e lipoxinas da série 5. Os eicosanoides produzidos a partir do EPA e
DHA tem maior caracteristica anti-inlamatéria (TREBBLE et al., 2003). Uma parcela disso se
deve a diminuicdo do &cido araquiddnico disponivel, mas também se deve a uma acéo direta do
EPA reduzindo a atividade e expressdao da enzima COX-2, responsavel pela sintese de

prostaglandinas apds um estimulo inflamatério (BAGGA et al., 2003).

0 Oxido nitrico (NO) é considerado um mediador citotoxico de células imunes efetoras
ativadas, podendo destruir patdgenos e células tumorais. Sendo assim, macréfagos tratados com
DHA e estimulados com LPS demonstraram diminui¢do na producdo de NO, assim como uma
diminuicdo na enzima iINOS. Essa acdo se deve a interferéncia nas vias de sinalizacédo
intracelulares relacionadas com a regulacdo da iINOS (AMBROZOVA et al., 2010). Khair-El-
Din et al. (1996) demonstrou que 0 DHA reduz a producdo de NO por macrofagos estimulados
in vitro com IFN-y e LPS. Por outro lado, De Lima et al. (2006) demonstraram que doses
diminuidas de PUFAs n-6 e n-3 (DHA e 0 EPA) aumentaram a produgdo de NO em macrofagos
estimulados com LPS, uma vez que, em altas doses reduzem a producdo de NO nas mesmas
células. Sendo assim, parece provavel que oleo de peixe em doses maiores de DHA do que o

EPA possa produzir diferentes beneficios a saude.
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Os estudos que demonstraram evidéncias da relacdo entre a ingestdo de acidos graxos
poli-insaturados n-3 (PUFAs n-3, ou Omega-3) e inflamagdo pela primeira vez foram
demonstradas nos estudos epidemiologicos obtidos por Kromann e Green, em 1980. Eles
avaliaram durante 25 anos populagdes de esquimoés do distrito de Upernavik, Groelandia e
registraram uma baixa incidéncia de doencas autoimunes e inflamatdrias, como psoriase, asma
e diabetes tipo 1 nessa populacdo, assim como a auséncia de esclerose multipla, quando
comparada com a populacdo da Dinamarca. A maior diferenca encontrada na populacdo de
esquimas foi aa Ita ingestdo de peixes ricos em PUFAs n-3 (SIMOPOULOS, 2002).

Pesquisas recentes tém demonstrado o potencial do DHA frente a doencas inflamatérias.
O oleo de peixe rico em DHA teve efeitos significativos no tratamento de lupos em estudo feito
com modelo murino. Nesse estudo o DHA foi capaz de reduz os niveis de anticorpos anti-
dsDNA séricos, deposicdo de imunocomplexos nos rins e a proteindria. Além disso, o 6leo de
peixe rico em DHA reduziu os niveis séericos de 1L-18 e a clivagem dependente de caspase-1
de pro6-1L-18 em IL-18 madura nos rins. Finalmente, o 6leo de peixe rico em DHA suprimiu as
ativacoes de fosfoinositideo 3-quinase (PI13K), proteina quinase B (Akt) e NF-kB mediadas por
lipopolissacarideos (LPS) no rim, aumentando significativamente e a sobrevida desses animais
(HALEDE et al, 2010). Baseando-se nessas informacGes em 2018, o grupo de especialistas da
Sociedade Europeia de Nutri¢do Clinica e Metabolismo (ESPEN) recomendou o uso de dleo de
peixe rico em dmega-3 na nutricdo enteral e parenteral, por seus beneficios clinicos gerais
devido aos seus efeitos anti-inflamatérios e imunomoduladores (CALDER, et al. 2018)
resultando em reducédo da taxa de infeccdo e do tempo de internacdo hospitalar em pacientes
clinicos e cirargicos internados em UTI (CALDER, et al. 2018). Em conexdo com essas
observacdes, varios mediadores lipidicos pro-resolucao sintetizados a partir de EPA e DHA ja
mostraram protecéo e resolucdo de lesdes pulmonares agudas na SARA (HAMILTON et al,
2018). O dmega-3, na forma de dleo de peixe, principalmente rico em EPA e DHA, também
tem sido utilizado como tratamento em varios ensaios clinicos em nutricdo enteral e parenteral
em pacientes com SARA no adulto (HAMILTON et al, 2018). Cabe ressaltar que a nutrigéo
enteral parece ser mais eficiente para a recuperacao de pacientes com SARA. Adicionalmente
esse estudo mostra os beneficios significativos obtidos em apenas alguns dias (28 dias) de
tratamento na mortalidade (-36%), bem como na duracdo da ventilacdo e no tempo de
permanéncia na UTI em pacientes que receberam suplementacdo enteral de ©Omega-3
(LANGLOIS et al. 2019).
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Experimentos com animais também mostraram um impacto benéfico de dietas ricas em
Omega-3 contra pneumonia aguda quando o0s animais foram expostos a infeccoes
microbianas. Sharma et al utilizaram camundongos infectados por Klebsiella pneumoniae com
dietas controle ou enriquecidas com émega-3. Eles relataram que a suplementacéo dietética de
O0mega-3 pode exercer um efeito benéfico geral atraves da regulagdo positiva das defesas
imunes especificas e inespecificas do hospedeiro (SHARMA, et al. 2013).

Hinojosa et al usaram camundongos infectados por via intranasal com Streptococcus
pneumoniae. A taxa de sobrevivéncia aumentou significativamente no grupo da dieta 6mega-3
0 que esteve positivamente correlacionado com reducdo da carga bacteriana. Em tecidos de
animais alimentados com 6mega-3, foi possivel medir uma diminuicdo significativa nos niveis
de citocinas pré-inflamatorias (HIOJOSA et al, 2003).

Considerando todos esses resultados, a administracdo de 6mega-3 parece uma estratégia
razoavel na SARA. Uma revisdo recente sugeriu o0 uso sistematico de dmega-3 se nutri¢do
enteral ou parenteral for indicada em pacientes com Covid-19 admitidos na UTI. O fator anti-
inflamatorio dos componentes do 6mega 3 agiram de forma protetora contra a tempestade de
citocina causada pelo virus da COVID-19 ajudando a evitar a instalagdo da SARA nos pacientes
(THIBAULT, et al. 2020).

1.9 A IMPORTANCIA DO USO DO MODELO MURINO NAS INFECCOES
MALARICAS

O uso de modelo animal em estudos cientificos € utilizado ha centenas de anos pela
comunidade cientifica mundialmente e a gracas a eles, uma grande evolucdo cientifica
aconteceu permitindo, de certa forma, a sobrevivéncia do ser humano. Os avan¢os em processos
farmacologicos, vacinas e técnicas cirdrgicas, dentre outros, somente foram possiveis gracas ao
uso de animais experimentais (MEDANA et al., 1997).

Modelos experimentais em animais vém sendo utilizados devido as dificuldades de
acompanhamento e avaliagdo das caracteristicas patologicas nos individuos. Estes modelos se
tornaram amplamente utilizados principalmente devido a facilidade de manuseio e observagéo

e criagdo de camundongos em laboratério, além disso, o seu ciclo de vida pode ser mantido em
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laboratério por meio de transmisséo ciclica, permitem que se trabalhe com uma variacdo de
linhagens, ciclos vitais curtos (gestacdo, amamentacdo e puberdade), padronizacdo genética e
do ambiente (MEDANA et al., 1997).

Em relagdo a malaria, devido as dificuldades éticas em se estudar 0s processos
patoldgicos relacionados a sindrome da maléria grave, o uso de animais de experimentacédo se
tornou de fundamental relevancia. Dessa forma o0 uso de camundongos associado a sua infec¢do
por espécies de plasmddios distintas, oferece a oportunidade de desvendar mecanismos
imunologicos, histopatologicos e de sobrevivéncia envolvidos na doenga, que s6 seriam
possiveis em analises post-mortem (LAMB et al., 2006). No entando, € importante ter ressalvas
guando se relaciona 0 modelo animal a doenca humana. A exacerbacao dos resultados obtidos
no modelo murino de malaria grave para humanos deve ser feita com cautela, uma vez que

apresentam diferencas significativas entre as espécies humana e murino.

O modelo murino é considerado o mais utilizado em pesquisas devido principalmente a
suas similaridades com a malaria cerebral em humanos, principalmente com relagéo a resposta
imunolégica e nos sinais e sintomas que dependem da interacdo entre a linhagem do
camundongo e do tipo de plasmodio usado (HUNT, 2003). Os Plasmodium séo divididos em
dois grupos principais: o grupo berghei, composto por Plasmodium berghei, P. yoelii e P. y.
nigeriensis, e o grupo vinckei contém P. vinckei e P. chabaudi (KILLICK, 1978). As
especificidades entre as espécies de Plasmodium murino os tornam ideais no estudo da malaria
humana grave (MEDANA et al., 1997).

Em modelo murino, o leucdcito é a células mais presente durante o sequestro na
microcirculacdo cerebral de camundongos, e ndo os eritrocitos, como na malaria grave humana
(ADAMS et al., 2000; NEILL, HUNT, 1992). Por outro lado, a presenca de mondcitos no
endotélio cerebral ja foi visualizada na MC pediatrica (GRAU, KOSSODO, 1994).

Uma grande parcela dos estudos utiliza a infeccéo por P. berghei ANKA, que demonstra
uma divisdo segura entre linhagens de camundongos resistentes (BALB/c e A/J) e susceptiveis
(C57BI/6 e CBA) a malaria grave. A susceptibilidade dos animais C57BI/6 e CBA séo
derivadas da predisposicao de resposta imunologica caracterizada pelo perfil Thl que permite
que os animais desenvolvam um quadro da doenca similar a encontrado no ser humano. Ja é
descrito na literatura que camundongos susceptiveis e infectados com a cepa ANKA apresentam
angustia respiratdria com acidose lactica, anemia e nefrite, indicando que eles desenvolvem
sinais e sintomas clinicos semelhantes a observada na malaria causada pelo P. falciparum (VAN
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DER HEYDE et al., 2001). Elas também apresentam mudancas no perfil neuroldgicos e
sintomas tipicos da MC (coma, paralisia e crise epiléptica), assim como mudancas cerebrais
microscopicas, como ativacdo de celulas endoteliais e microglia, vistas em pacientes
acometidos pela doenca (MEDANA et al., 1997). Por outro lado, as linhagens resistentes
possuem diferentes manifestacdes clinicas ao plasmodium, podendo morrer por volta do 20°
dia apds a infecgdo apresentando um quadro de anemia grave originado por hiperparasitemia, e

ndo apresentando sinais e sintomas de acometimento cerebral (KOSSODO, GRAU, 1993).
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Parametros

avaliados

C57BL/6

Inicio da morte

Sindrome da
angustia Nefrotica
Sequestro
microvascular
(eritrécitos parasitados)
Sequestro
microvascular (Leucdcitos)
Angustia
Respiratoria
Presenca de Edema
Acidose Latica

Anemia

Coma

Ativacdo de células
endoteliais

Paralisia ou
Hemiplegia

Convulséo

Hiperparasitemia

BALB/c CBA
21 a 28 dias
pos-infeccédo infeccdo
*
*
*
*
*
*
* *
*
*
*
*
* *

7 a 14 dias pos-

6 a 10 dias

pos-infeccéo

*

Tabela 1 : ManifestacBes clinicas e histoldgicas da infeccdo por P. berghei ANKA nos
principais modelos murinos: C57/BL/6, CBA e BALB/C.
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2 JUSTIFICATIVA

Apesar da queda no nimero de casos, a malaria ainda é uma doenca de dificil controle,
principalmente em regifes subdesenvolvidas do globo. Por esse motivo, medidas que visam a
prevencdo da doenga, o tratamento ou a diminuicdo de sequelas nos quadros graves sdo de suma

importancia.

Os atuais tratamentos antimalaricos utilizados em pacientes com maléria grave tém o
potencial de reverter o quadro clinico com a diminuicdo da parasitemia, mas nao de reduzir a
resposta inflamatéria, 0 que poderia resultar em uma diminuicdo de danos teciduais, e,
consequentemente, a ocorréncia de sequelas (SALLERES et al, 2004). Um dos principais
orgdos afetados pela adesdo de eritrocitos na micro vasculatura sdo os pulmdes, 6rgéo vital do
corpo humano. Nesse sentido, medidas que possam contribuir para a prevencédo de quadros de
faléncia e lesdo pulmonar grave, ou que auxiliem no tratamento de sindromes relacionadas sdo

necessarias.

Para o desenvolvimento de estudos relacionados a malaria grave, o uso de animais como
modelo experimental tem grande importancia, visto que, o estudo em humanos é limitado
apenas para analises post-mortem. Atualmente o modelo experimental para malaria grave mais
comumente aceito sdo as infeccdes por Plasmodium berghei ANKA em camundongos das
linhagens CBA ou C57BL/6. Estes, apesar de apresentarem algumas diferencas no comparativo
com os quadros clinicos humanos, apresentam semelhancas significativas em relacdo ao
desenvolvimento da maléria grave humana, como a inflamacéo tecidual, a adesdo de eritrocitos
no endotélio, déficits cognitivos, respiratorios e motores e rapido desenvolvimento do quadro
clinico (VAN DER HEYDE et al., 2001).

O DHA tem sido objeto de estudo em diversas comorbidades pulmonares, desde
doencas autoimunes como fibrose cistica, até doencas virais como a COVID 19, devido ao seu
potencial anti-inflamatorio. Nesse sentido, valendo-se do potencial anti-inflamatorio do DHA,
propomos com esse estudo avaliar o papel dessa macromolécula na infecgdo murina por
Plasmodium berghei ANKA, em doses de 3,0 g/Kg e 6,0 g/Kg tendo-se como alvo as alteragdes

pulmonares decorrentes da doenca.

47



3

3.0

OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da suplementagdo alimentar com Omega 3 ricos em DHA, no

desenvolvimento de lesdes pulmonares em camundongos C57BL/6 infectados com P. berghei
ANKA.

3.1

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Awvaliar o perfil clinico dos camundongos pré-tratados com 6leo de peixe rico
em DHA e infectados com P. berghei ANKA,;

2- Avaliar o perfil parasitémico e a taxa de sobrevivéncia dos camundongos pre-
tratados com 6leo de peixe rico em DHA e infectado com P. berghei ANKA,;

3- Investigar a integridade da barreira pulmonar dos camundongos pre-tratados
com 6leo de peixe rico em DHA e infectado com P. berghei ANKA,;

4- Investigar ocorréncia de edema pulmonar dos camundongos pré-tratados com
6leo de peixe rico em DHA e infectado com P. berghei ANKA,;

5- Determinar in situ (homogenato de pulméo) os niveis) de citocinas pro e anti-
inflamatorias dos camundongos pré-tratados com 6leo de peixe rico em DHA e infectado
com P. berghei ANKA;

6- Determinar o perfil fenotipico de distintas populacbes celulares (linfocito
TCDA4+, TCD8+, mondcitos e neutrdfilos) nos pulmdes dos camundongos pré-tratados com
6leo de peixe rico em DHA e infectado com P. berghei ANKA,;

7- Verificar a ocorréncia de alteracBes histopatolégicas nos pulmdes dos
camundongos pré-tratados com 0Oleo de peixe rico em DHA e infectado com P. berghei
ANKA.
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4 METODOLOGIA

40 ANIMAIS E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Para esse estudo foram utilizados camundongos fémeas C57BL/6, com idade entre 6 e
8 semanas, obtidos do centro de Biologia da reproducdo pertencente a Universidade Federal de
Juiz de Fora. Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno em grupos de no maximo
5 animais por gaiola, com agua filtrada e racdo (Nuvitall) ad libitum. As gaiolas foram mantidas
durante todo o tempo em que 0s animais ndo estavam sendo manipulados em estantes ventiladas
com temperatura e ciclo de luz controladas. O uso desses animais atendeu as recomendagdes

da comissédo de ética em experimentacéo animal (protocolo 06/2022)

Para que os objetivos especificos fossem alcancados determinou-se o0 seguinte desenho

experimental:

HISTOLOGIA
IMUNOFENOTIPAGEM
ELISA DE CITOCINA

PERMEABILIDADE

EDEMA

f EUTANASIA DOS ANIMAIS
DO — INICIO DO TRATAMENTO L/-‘_ D20 DZGJ“ SOBREVIVENTES

| l | | | | | HISTOLOGIA
I I | | | | | ELISA DE CITOCINA

EDEMA

. D21
W | % D15 - INFECGAO D28 PERMEABILIDADE
MC

ESCORE CLINICO
PARASITEMIA

FIGURA 5: Delineamento experimental. Os animais foram tratados previamente 15 dias antes da
infecgdo pelo Plasmodium beghei ANKA. Os dias criticos, relacionados ao desenvolvimento da malaria
grave, referem-se aos dias 20 a 26 (5° a 10° dia apds infeccdo) onde os animais com escore < 8 foram
eutanasiados. Os animais sobreviventes foram eutanasiados todos no dia 28 (12° dia ap6s infec¢éo).

O tratamento com o 6leo de peixe rico em DHA foi iniciado 15 dias (D0O) antes da

infeccdo experimental (D15) com Pb. ANKA sendo mantido até o dia 28, ultimo dia do estudo.
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A partir da infeccdo os animais foram avaliados diariamente quanto ao perfil clinico,

parasitemia e taxa de sobrevivéncia até o final do seguimento.
Foram definidos 4 pontos de eutanasia conforme descrito a seguir:

D20: 5° dia ap6s infeccdo com o objetivo de avaliarmos o perfil histopatologico

(hemorragias, obstrucdes celulares e inflamagéo) dos pulmdes.

D21: 6° dia ap6s infeccdo com o objetivo de avaliarmos o perfil histopatologico dos

pulmaes.

D22: 7° dia apds infeccdo, esse € um periodo critico para o estabelecimento da MC.
Nesse dia, parte dos animais foram eutanasiados para avaliacdo patoldgica, perfil celular,
presenca de edema e ocorréncia de permeabilidade vascular e perfil de citocinas pré e anti-

inflamatdrias nos pulmaes.

D28: 12° dia apds infecgdo, apds o periodo critico de desenvolvimento de MC, foram

avaliados perfil patologico, e perfil de citocinas pro e anti-inflamatdrias nos pulmaes.

Até o final do experimento dados de parasitemia e perfil clinico foram adquiridos.

Os grupos experimentais foram definidos como a seguir:

1. Controle: Animais tratados com &gua e sem infeccao.

2. Grupo infectado: Animais tratados com agua e infectados por P. berghei
ANKA.

3. Grupo tratado com 3,0 g/Kg: Animais tratados com dose diaria de
3g/Kg de DHA e infectados por P. berghei ANKA.

4. Grupo tratado com 6,0 g/Kg: Animais tratados com dose diaria de

69/Kg de DHA e infectados por P. berghei ANKA.
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4.0.1 TRATAMENTO COM OLEO DE PEIXE RICO EM DHA

O tratamento dos animais foi realizado utilizando-se o 6leo de peixe rico em DHA da
marca Essential Nutrition (DHA 1000 mg — high concentraition oh DHA OMRGA 3). As
informacdes da tabela nutricional (ANEXO 1) foram utilizadas para obtencdo de duas
concentra¢Oes de DHA usadas neste estudo: 3 e 6 g/Kg. Para a realizagdo do tratamento, o 6leo
contido nas capsulas gelatinosas foi retirado e armazenado, apenas pelo tempo do ajuste de
concentracdo, em um vidro ambar. Cada animal recebeu diariamente, via gavagem, 200 pL do
composto na concentracdo ajustada em agua. O tratamento foi iniciado 15 dias antes da infecgéo

com Pb ANKA permanecendo até o 10° dia decorridos da mesma.
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Informacdes

Nutricionais
Porcéo de 3g
Composicéo Quantidade por porgéo %V.D.(*)
Valor Energético 0,9 kcal= 3,7Kj 1%
Gorduras Totais 0,19 6%
Gorduras Saturadas Og *
Gorduras Trans Og *
Gorduras 0,019 *
Monoinsaturadas
Gorduras Poli- 0,069 *
insaturadas
EPA 0,01g *
DHA 0,05¢ *
Vitamina E 0,2mg *

Tabela 2: Informacédo nutricional do suplemento 6leo superconcentrado em DHA na porcao
para os animais do grupo de 3g/Kg (Essential Nutrition).

4.1 INFECCAO EXPERIMENTAL COM PBANKA

Inicialmente, uma ampola contendo Pb ANKA criopreservado foi descongelada em
temperatura ambiente. Apds o descongelamento 200 microlitros do sangue infectado foram
inoculados via intraperitoneal em 2 camundongos repique. Entre os 4 e 6 dias decorridos da
infeccdo foram confeccionados esfregacos sanguineos finos de ponta de cauda com o objetivo
de determinar a parasitemia circulante. Nesse caso foi coletada uma gosta de sangue que apds
estirada sobre a Ildmina de microscopia e seca ao ar foi fixada com metanol. A seguir procedeu-
se a coloracdo da mesma com Giemsa a 10% por 20 minutos. Entéo o esfregaco foi analisado
em microscopio optico (Olympus CX41) lente de aumento de 100X. Para a determinagdo de
parasitemia foram contadas a quantidade total de hemaécias parasitadas em um universo de mil

hemécias. Quando a parasitemia alcancou a taxa de 4 a 8% os animais foram anestesiados com
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NaCl 0,9%, 2% de xilazina e 10% de quetamina, via intraperitoneal (i.p), sendo o sangue

coletado por puncao cardiaca, utilizando seringa heparinizada.

O sangue coletado foi, entdo, diluido em tampdo fosfato salino 1X (PBS 1x) e
centrifugado a 300 g por 10 minutos. Apos a centrifugacéo, o sobrenadante foi descartado e o
sedimento foi ressuspendido em 10 mL de PBS 1x e centrifugado novamente 300 g por 10 min.
Na sequéncia, as hemécias foram contadas na cdmara de Neubauer e, a partir da parasitemia
obtida do esfregaco sanguineo do animal repique, a concentracdo de hemacias parasitadas foi
reajustada para 10° células/ 200 pL. A infeccdo de cada animal foi realizada por via i.p. de

acordo com os grupos experimentais definidos anteriormente.

4.2  AVALIACAO CLINICA, PARASITEMIA SANGUINEA E DETERMINACAO DE
CURVA DE SOBREVIVENCIA

No 4° dia apds a realizacdo da infeccdo experimental com PbA os parasitos sanguineos
comecam a ser detectados no sangue circulante. A partir desse momento iniciou-se a avaliagdo
clinica dos animais seguindo o protocolo descrito por Carrol e colaboradores (2010).
Brevemente, esse protocolo é baseado em uma escala rapida de coma e comportamento murino
(RMCBS - rapid murine coma and behaviour scale) onde a andlise de pardmetros
comportamentais e neurologicos de forma periddica, permite determinar o momento em que se
estabelece o quadro grave de MC. Durante a aplicacdo do teste comportamental sdo observados
10 parédmetros que devem ser pontuados de 0 a 2, onde 0 significa total disfuncionalidade do
parametro e 2 total proficiéncia do parametro. Ao todo sdo avaliados 10 parametros: marcha,
equilibrio, comportamento exploratério, forca, fuga ao toque, posicdo do corpo, forca dos
membros, reflexo do pavilhdo auricular, reflexo plantar, agressdo e grooming. Conforme a
pontuacdo do animal reduz, também deve ser reduzido o intervalo de tempo de avaliag¢do: 20
pontos: avaliagdo a cada 24 horas; 19 a 16 pontos: 12 horas; 15 a 11 pontos: 4 horas; 10 a 6
pontos: 2 horas. Quando a pontuacéo referente a essa analise clinica alcanca somatdério menor

ou igual a 8 o animal deve ser eutanasiado para evitar sofrimento.

Para acompanhamento da parasitemia, uma gota de sangue da veia caudal foi obtida
diariamente e utilizada para a confecgdo de um esfregaco sanguineo fino. Cada esfregaco foi

fixado com metanol por 3 minutos e corados com Giemsa a 10% por 20 min. Apos secagem, a
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parasitemia sanguinea foi definida por meio da raz&o obtida entre o total de hemacias infectadas
em um universo de 1000 hemécias. As parasitemias foram determinadas por meio de anélise
dos esfregacos em microscépio 6tico (aumento de 100X). Durante a analise clinica dos animais,

0s Obitos foram anotados para determinacédo da taxa de sobrevivéncia.

4.3 EUTANASIA

Animais apresentando sinais clinicos compativeis com maldria cerebral e com escore
abaixo de 8 foram imediatamente direcionados para eutanasia. Para tal, os mesmos foram
anestesiados com solucdo anestésica (Nacl 0,9%, 2% de xilazina e 10% de quetamina), via i.p.,
seguindo-se exsanguinacdo por puncdo cardiaca para posterior obtencdo de soro apos
centrifugacdo (300 g por 15 minutos). Apos o sangue ser coletado, procedeu-se com a perfusédo
cardiaca que se baseia na aplicacdo de. 40 mL de PBS 1X diretamente no coracdo do animal. A
perfusdo tem por finalidade retirar do vaso sanguineo células (eritrocitos ou leucocitos) que nao

estejam aderidas ao mesmo.

Apbs perfusdo, o pulmdo do animal foi retirado da caixa toracica, lavado em PBS 1X e
dividido ao meio. A metade direita foi armazenada em paraformolaldeido 4% e direcionada
para a histologia, enquanto metade esquerda foi armazenada em soro fetal bovino em
temperatura de -80 °C para posterior obtencdo de homogenato para dosagem de citocinas in

situ.

Os animais que sobreviveram ao periodo critico de MC (D6 ao D11) foram eutanasiados

no 12° dia apds a infecgdo seguindo-se mesmo procedimento descrito acima.

4.4  AVALIACAO DA INTEGRIDADE CELULAR PULMONAR

A técnica de Azul de Evans foi utilizada nesse estudo como fator de medicdo de
integridade celular, uma vez que o corante se liga a albumina sérica como veiculo para
circulacdo na corrente sanguinea ndo atravessando o endotélio vascular, exceto em condicGes

de danos. Paratal, o animal foi anestesiado com uma combinacdo de NaCl 0,9%, 2% de xilazina
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e 10% de quetamina, i.p., e isoflorano inalatério. Apos anestesia, 200 pL do corante Azul de
Evans a 2% (Sigma- Aldrich) foi injetado no plexo orbital de cada animal. Apds 1 hora, 0s
animais foram novamente anestesiados com solucdo de Nacl 0,9%, 2% de xilazina e 10% de

quetamina, i.p., e eutanasiados com perfusdo de 10 mL de PBS 1X.

A seguir, os pulmdes foram retirados da caixa toréxica, lavados em PBS 1X e, ent&o,
mergulhados em 2 mL de Formalina (Sigma-Aldrich) seguindo-se incubagdo do 6rgéo por 48h
a 37°C para eluicdo do corante extravasado para o tecido (STEELE e WILHELM, 1966). A
determinacdo da absorbancia referente ao corante extravasado foi feita por meio de
espectrofotdbmetro a uma densidade de 620 nm. A seguir a absorbancia foi normalizada de

acordo com o peso dos érgdos do animal e calculada através equacgédo y=0,0013+0,0243.

45  AVALIACAO DO EDEMA PULMONAR

Para avaliacdo de ocorréncia de edema pulmonar foi utilizado o protocolo descrito por
Padua e colaboradores (2017). Brevemente, aninais que demonstraram ou nao sinais de malaria
grave foram anestesiados e eutanasiados por hipovolemia por punc¢éo cardiaca. Nesse caso ndo
foi realizada perfusdo com PBS 1X. Apds retirada da caixa torécica, o 6rgao de cada animal foi
lavado em PBS 1X, seco em papel toalha e, entéo, pesado e armazenamento em microtubo. A
seguir, os tubos contendo os oOrgdos foram acondicionados com a tapa aberta em placa
aquecedora por 48horas a 60 °C, sendo novamente pesados. O edema foi determinado tomando-

se para célculo o peso inicial do 6rgdo (Umido) dividido por peso final em 48h (peso seco).

46 EXTRACAO DE CITOCINAS DO TECIDO PULMONAR

Apds eutanasia do animal o lobo pulmonar esquerdo foi coletado e armazenado em soro
fetal bovino inativado e mantido a -80 °C até o momento do uso. Para a extracdo do homogenato
para posterior dosagem de citocinas, o tecido pulmonar foi macerado em solugéo para extracdo
de citocinas (0,4 M NacCl, 0,05% Tween-20, 0,5% albumina de soro bovino, 0,1 mM de fluoreto
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de fenilmetilsulfonila, 0,1 mM de cloreto de benzetonio, 10mM de EDTA, 0,02% de aprotinina
— para cada 100 mg de tecido usou-se 1000 pL de solugdo de extracao) até total dissociagdo do
tecido. Apds esse pocesso a solucdo obtida foi centrifugada a 2000 g por 10 minutos a 4 °C. O
sobrenadante foi, entdo, aliquotado em volumes de 100 pL em microtubos e armazenados a -

80 °C até o momento da realizagdo do ensaio Elisa para deteccdo de citocinas.

4.7  ELISA DE CITOCINAS

A dosagem in loco de citocinas foi feita de acordo com recomendacdes do fabricante do
kit de ELISA utilizado (BD). Foram sensibilizadas Placas de 96 pogos com anticorpo de captura
nas proporgdes: para dosagem de IL-10, TNF-a e IFN-y utilizou-se diluicdo de 1:250 de
anticorpo de captura. Os anticorpos de captura para IL-10 e TNF-o foram diluidos em tampao
fosfato de sédio 0,2 M (0,087 M de Na2HPO4, 0,12 M de NaH2PO4, gsp 1 L, pH 6,5) enquanto
o0s anticorpos de captura para IFN-y foram diluidos em tamp&o carbonato de sodio 0,1 M (0,084
M de NaHCO3, 0,018 M de Na2CO3, gsp 1 L, pH 9,5). Apos a sensibilizacdo, a placa de 96
pocos foi incubada a 4 °C por 24 horas. Depois de incubadas elas foram lavadas 3 vezes com
PBS-Tween 0,05% e o bloqueio de sitios inespecificos foi feito adicionando-se a cada poco 200
ul de solucdo diluente (PBS 1x acrescido de soro fetal bovino). A diluicdo da curva padrédo
utilizada foi feita de forma seriada, partindo-se de 4000 pg/mL até o ponto minimo de 31,25
pg/mL. As placas foram lavadas novamente e adicionou-se 50 pL de solucdo diluente contendo
anticorpo de deteccdo na seguinte proporgdo: IL-10 1:250, TNF-a 1:500, IFN-y 1:250 e foram
incubadas a temperatura ambiente durante 1 hora. As placas foram, entdo, lavadas e foi
adicionado a cada poco 50 pL de enzima avidina-peroxidase diluida em solucdo diluente e
incubadas por 30 minutos. Foi feito novamente a lavagem das placas e adicionou-se 50 pL de
substrato (TMB) por 15 minutos a temperatura ambiente. Apds esse periodo a reagdo da enzima
com o substrato foi interrompida utilizando 50 pL/pogo de &cido sulfurico a 2 N e foi lida em
espectrofotdbmetro a 450 nm. A concentracao de citocinas foi determinada a partir da equacao
de regressao linear, obtida pelos valores das absorbancias referentes a curva padrdo de cada

citocina.
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4.8 PROCESSAMENTO DO TECIDO PULMONAR PARA  ANALISE
HISTOPATOLOGICA

Foram aplicadas as coloracfes de Hematoxilina-Eosina nas laminas com cortes
histoldgicos do tecido pulmonar para a anélise das altera¢des teciduais. O processo de coloracdo
foi feito com a imersdo das laminas em 3 banhos de xilol, de durac@o de 10 minutos (primeiro
banho) e 5 minutos (segundo e terceiro banhos), para desparafinizacao. Depois, para hidratacdo
dos tecidos, as ldaminas foram imersas em banhos de 1-3 minutos cada, em solucédo de alcool
absoluto, alcool 95%, &lcool 80%, alcool 70%, e 5 minutos em &gua e mais 5 minutos em agua
destilada. Apos esse processo as laminas foram submersos em corante Hematoxilina (corante
acido) por 2 minutos, depois foi feita a lavagem em &gua corrente por 5 minutos. Apds a
lavagem foi realizada imers@o em corante Eosina (corante basico), por 30 segundos a 2 minutos
seguido de lavagem em &gua corrente por 1 minuto. Para finalizar, as laminas foram imersas
em quatro banhos de alcool (70%, 80%, 95% e 100%) por 1 minuto em cada tanque e depois
em trés banhos de Xilol por 2 minutos cada. A analise histolégica foi realizada utilizando-se

objetiva de 10x e 20x.

49 OBTENCAO DE CELULAS DO TECIDO PULMONAR

Para a determinacdo do perfil fenotipico das células pulmonares apds eutanésia 0s
camundongos foram perfundidos com 20 mL de PBS 1X. A seguir, foram retirados da caixa
torécica, cortados em pequenos pedacos e incubados em 1 mL em meio RPMI 1640 (Gibco)
suplementado com penicilina (100 U/MmL) e estreptomicina (100 pg/mL) e liberase (ROCHE),
na concentracdo de 128 pg/mL. Apds 1 hora de incubacdo em estufa a 37 °C e 5% de CO2 500
pL de RPMI contendo 5% de SFB e 0,01% de DNAse gelado foram adicionados em cada
amostra. Entdo o tecido pulmonar foi macerado contra uma rede de naylon (Cell strainer 70 pm
- BD Biosciences®) com o auxilio de um embolo de seringa. A suspensdo celular foi entdo,
transferida para tubos de 15 mL e centrifugada por 10 minutos na rotacdo de 300g a 23 °C. O
sobrenadante foi -descartado e o sedimento de células preparadas para citometria.
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4.10 IMUNOFENOTIPAGEM DAS CELULAS OBTIDAS DO TECIDO PULMONAR

A determinacdo das populacdes celulares do tecido pulmonar de animais previamente
tratados com Gleo de peixe rico em DHA e infectados com Pb ANKA foi realizada por
citometria de fluxo. As células do macerado pulmonar, obtidas e processadas como descrito nos
itens anteriores foram transferidas para uma placa de 96 pogos em fundo “V” ¢ centrifugadas a
500 g por 10 minutos. Descartamos o sobrenadante e em seguida as células foram
ressuspendidas com 50 pl do marcador de viabilidade celular (LIVE/DEAD™ Fixable Violet
Dead Cell Stain Kit, Invitrogen), diluido de acordo com as instrucdes do fabricante. A placa foi
incubada, protegida da luz, a 4 °C por 30 minutos. Finalizada a incubagdo as células foram
lavadas com 100 pl de PBS 1X contendo 5% de SFB e centrifugadas por 10 minutos a 500 g.
Foi descartado o sobrenadante e as celulas foram ressuspendidas em 50 pl de tampdo FACS
(PBS 1X acrescido de 5% SFB) contendo cada um dos anticorpos de superficie (Tabela 1)
seguindo-se incubacdo por 20-30 minutos a 4 °C protegido da luz. Depois as células foram
fixadas e permeabilizadas utilizando o kit tampdo de fixacdo e permeabilizacdo (BD
Biosciences) e, posteriormente, incubadas com o mix de anticorpos intracelulares (Tabela 1)
diluidos no tampéo de permeabilizacdo (Perm/Wash) por 30-40 minutos a 4 °C protegido da
luz. Finalizada a incubacdo, as células foram lavadas 2 vezes com 150-200 pl do tampdo
Perm/Wash. As amostras foram passadas em um citdmetro de fluxo (CytoFlex ou FACS Canto
I) e os dados analisados no programa FlowJo (TreeStar, Estados Unidos). As estratégias de

analise serdo demonstradas na Figura 8.
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FIGURA 6: Estratégia de analise utilizada para fenotipagem das células pulmonares.
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Localizacdo Diluigéo Marcador Canal/Fluorocromo Clone Marca
SiglecF o
PE 1RNM44N eBioscience
(CD170)
CDlilc PercpCy 5.5 HL-3 BD
I-A/I-E BB 515 2G9 BD Horizon
BD
Ly6C APC Cy7 AL-21 .
Pharmingen
Ly6G SB600 1A8 eBioscience
BD
CD11b Alexa Fluor 700 M1/70 )
Pharmingen
- CD206 Pe- Cy7 MR6F3 eBioscience
Superficie 0,3:100
BD
CD45 FITC 30F11 .
Pharmingen
F4/80 Texa Red T45-2342 BD Horizon
BD
TCR PE H57-597 .
Pharmingen
BD
CD4 APC-H7 GK1.5 )
Pharmingen
BD
CD8 Alexa Fluor 700 53-6.7 .
Pharmingen
FC Block * 93 eBioscience
CD68 eFluor 660 FA-11 eBioscience
Intracelular 1:100 iNOS APC-eFluor 780 CXNFT eBioscience
Marcadores Populagdes avaliadas
CD45 Leucdcitos Totais
TCR Linfocitos Totais
CD3+CD4 Linfocitos CD4
CD3+CD8 Linfocitos CD8
CD11 Células Mieloides
CD11b+LY6C"+LY6G Mondcitos inflamatorios

CD11b+LYBCNT+LY6G

CD45+CD68+CD11c

CD206

Neutrofilos

Macro6fagos/Células dendriticas

Receptor de manose

Tabela 3: Lista de anticorpos usados para marcacao das celulas no tecido pulmonar.
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411 ANALISE ESTATISTICA

A anélise estatistica foi realizada no software GraphPad Prism (verséo 6.0). A estatistica
foi feita através de testes de normalidade de Kolmogorov-Smirnov, em seguida foram feitos
testes One-Way Anova, com pdés teste de Tukey e Krustal-Wallis quando necessario para

comparagBes maltiplas e teste T para comparacgdes pareadas.
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5 RESULTADOS

Oleo de peixe rico em DHA protege camundongos C57BL6 contra sintomas graves

de malaria aumentando sua sobrevida

O presente estudo avaliou inicialmente o efeito do dleo de peixe com alta concentragdo

de DHA na evolucéo da infecgdo malarica por P. berghei ANKA em camundongos C57BL/6.

Os resultados demonstraram que ao contrério do observado no grupo controle infectado
(PbA), onde 100% dos animais evoluiram para o quadro de malaria grave sendo eutanasiados
entre 0 6° e 8° dia apos infeccdo, 70 e 79% daqueles que receberam 3 e 6 g/kg de DHA,
respectivamente, sobreviveram ao periodo critico da doenga ndo apresentando qualquer sinal
de doenca grave (Figura 9, A e B). Esses animais apresentaram ao longo de toda a avaliacédo
clinica funcdes motoras preservadas e bom estado geral sendo eutanasiados no 12° dia

decorridos da infeccéo.
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FIGURA 7: Perfil clinico de camundongos C57BL/6 pré-tratados ou ndo com dmega 3

rico em DHA e infectados com Plasmodium berghei ANKA. A: Representacéo do perfil clinico

dos camundongos ao longo do estudo com um 17 animal em cada grupo experimental somando 3
experimentos; ANOVA *p <0,012. B: Taxa de sobrevivéncia de 55 animais por grupo experimental
dos 6 experimentos realizados; ANOVA *p = 0,005.



parasitemia (%)

Oleo de peixe rico em DHA controla a parasitemia sanguinea e peso dos

camundongos C57BL/6 nos primeiros dias de infeccao

Para investigar o efeito do 6leo de peixe com alta concentracdo de DHA na parasitemia
sanguinea dos animais infectados, esfregacos estendidos foram confeccionados diariamente a
partir de uma gota de sangue coletada da ponta de cauda. Os resultados demonstraram que nos
primeiros dias da infec¢do (5° ao 7° dpi) os niveis de parasitos circulantes se mantiveram
estatisticamente reduzidos nos animais tratados em relacdo ao que ndo receberam o 6leo.
Independentemente da dose utilizada esses niveis se mantiveram baixos até 0 momento da
eutanasia (12° dia) (Figura 10 A).

Interessantemente, durante o experimento notou-se que 0s animais nao tratados e 0s
animais tratados profilaticamente com 6leo de peixe rico em DHA com 3,0 g/kg tiveram uma
perda de peso significativa (p < 0,0001, p = 0,0060, respectivamente) apo6s a infeccdo. Em
contrapartida, os animais tratados com 6,0 g/kg do 6leo mantiveram o0 peso apos infeccédo
(Figura 10 B).

25+

154

10

Peso Corporal (9)

O

FS Y T

T T 1 0 T T

T T
5 10 15 PbA 3,0 g/Kg

T
6,0 g/Kg

Dias p6s infecgéo O A O Pésinfecgdo

B A @ Diadainfecgdo

FIGURA 8: Perfil parasitémico e andlise de peso corporal de camundongos C57BL/6
preé-tratados ou ndo com émega 3 rico em DHA e infectados com Plasmodium berghei
ANKA. A: Frequéncia de parasitos circulantes de 21 animais em cada grupo experimental somando de
3 experimentos e; B: Peso corporal (g), observados em 35 animais de cada longo do estudo (teste t *p
< 0,000, teste t *p = 0,006, respectivamente)



Oleo de peixe rico em DHA protege contra a permeabilidade vascular e edema
pulmonar em camundongos C57BL/6

Visto que animais tratados com 0leo de peixe rico em DHA foram protegidos contra
sintomas neuronais graves da infec¢do causados por P. berghei ANKA o que refletiu na
sobrevida dos mesmos, nds investigamos, a seguir, o efeito do 6leo a nivel pulmonar.
Especificamente foi investigada a ocorréncia de permeabilidade vascular alveolar e de edema

pulmonar em animais eutanasiados no 7° dpi.

Para a anélise da permeabilidade vascular foi utilizada a técnica de azul de Evans. Nesse
caso, 0 corante extravasado para o tecido € recuperado e avaliado quanto a sua concentracao
por meio da analise da densidade Optica. Os dados, ilustrados na Figura 11 A, demonstram que
pulmdes de animais tratados com 6leo rico em DHA foram protegidos contra danos vasculares
(Figura 11 A). Por outro lado, a maior concentracéo de azul de Evans observada nos pulmdes
de animais somente infectados alertam para a ocorréncia dessa patogenia. N&o houve diferenca
entre a concentracdo de azul de Evans observada nos pulmdes dos animais tratados e controle
(Figura 11 A).

A ocorréncia do edema pulmonar, por sua vez, foi determinada por meio da razéo; peso
umido/peso seco do 6rgdo. Corroborando o dado de permeabilidade pulmonar é possivel
verificar que essa razao entre animais controle (ndo infectados) e infectados tratados foi similar
independentemente da dose de DHA. Por outro lado, animais infectados nédo tratadas
apresentaram razdo de peso (Umido/seco) significativamente superior a observada nos outros

grupos experimentais sugerindo, portanto, ocorréncia de edema.
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FIGURA 9: Alteracdes pulmonares em camundongos C57BL/6 pré-tratados ou ndo com
omega 3 rico em DHA e infectados com Plasmodium berghei ANKA. A:Permeabilidade
vascular endotelial pulmonar realizada em 34 animais divididos entre 0s grupos experimentais
(ANOVA *p = 0,0004). B: Edema pulmonar de 53 animais divididos entre 0s grupos experimentais
(ANOVA*p = 0,0002)



Oleo de peixe rico em DHA reduz os niveis de citocinas pré-inflamatdrias no tecido
pulmonar de camundongos C57BL/6

Considerando os estudos que sugerem o potencial anti-inflamatorio do DHA avaliamos,
a seguir, o perfil de citocinas pro- (IFN- y e TNF-a) e anti-inflamatérias (IL-10) no tecido
pulmonar dos animais pertencentes aos grupos experimentais; especificamente no 7° e 12° dia

decorridos da infeccéo.

Conforme ilustrado, no 7° dia do estudo os niveis de IFN- y ¢ TNF-qo estiveram
significativamente aumentadas no grupo de animais infectados que néo receberam DHA tanto
em relacdo ao grupo néo infectado quanto aqueles infectados, porém, tratados profilaticamente
com o 6leo contendo DHA (Figura 12 A e B). Animais tratados, 0s quais sobreviveram a

infecgdo (12° dia do estudo), também mantiveram niveis reduzidos dessas citocinas.

Em relacéo a IL-6, avaliada somente no 12° dia do estudo, (Figura 12 C) nota-se que 0s
niveis dessa citocina estiveram significativamente reduzidos nos pulmdes dos animais tratados
com DHA em relacdo aos animais somente infectados. Os niveis de 11-6 observados nos animais
tratados, independentemente da dose, foram similares ao observado no grupo controle (ndo

infectado).

Entre as citocinas com perfil anti-inflamatorio, independentemente do momento da
analise, IL-10 esteve significativamente aumentada nos grupos tratados com o émega 3 rico em
DHA quando comparado ao observado nos pulmdes de animais infectados e sem tratamento

prévio (Figura 12 D).
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FIGURA 10: Niveis de citocinas proé e anti-inflamatdrias detectadas em homogenato de
pulméao de camundongos C57BL/6 pre-tratados ou ndo com émega 3 ricoem DHA e
infectados com Plasmodium berghei ANKA. Foi utilizado um nimero total de 22 animais
divididos entre os grupos experimentais no 7° dia ap0s a infeccéo e 15 animais divididos entre os
grupos experimentais no 12° apos a infeccdo A: IFN-y (ANOVA *p = 0,002); B: TNFoa (ANOVA *p <
0,000) C: IL-6 (ANOVA *p = 0,003) D: IL-10 (ANOVA* p = 0,036). Analises realizadas no 7° e 12°
dias decorridos da infeccdo malarica experimental.



Oleo de peixe rico em DHA altera o perfil fenotipico das células do tecido pulmonar
de camundongos C57BL/6

Considerando que os resultados provenientes de todas as andlises realizadas até este
ponto do estudo para os grupos tratados com 3,0 e 6,0 g/kg de DHA foram similares entre si e
diante da eminente necessidade de uso cada vez mais reduzido de animais na experimentacéo,
aanalise in situ (no pulmao) das populacdes celulares de carater mieloide e linfoide foi realizada

com base no grupo tratado com a dose menor de DHA, ou seja, 3,0 g/kg.

Tratando-se das células linfoides observa-se que leucécitos (CD45%) e linfdcitos T totais
(TCR") tiveram frequéncias elevadas, em relacdo as células CD45*, em pulmdes de animais
somente infectados. Por outro lado, frequéncias reduzidas dessas células foram observadas em
animais tratados com 3,0 g/kg de DHA e em animais controles (n&o infectados) (Figura 13 D e
1E).

Os percentuais das subpopulacdes de linfocitos T, linfocitos T CD4 (CD3+CD4+) e T
CD8 (CD3+CD8+), foram avaliados em relacdo a populacdo de células CD45+ totais presentes
no pulmdo (Figura 13 F e 1G). Observa-se que o percentual de linfécitos T CD4 esteve
significativamente reduzido nos pulmdes dos animais somente infectados e naqueles tratados
com DHA e infectados em relagéo ao observado nos pulmdes de animais controles (Figura 13
F). Por outro lado, a frequéncia de linfécitos T CD8 esteve significativamente elevada nos
animais somente infectados em relacéo aos controles e aqueles tratados com 3,0 g/kg de DHA
(Figura 13 G)

Analisando-se a Figura 13 A é possivel observar que pulmdes provenientes de animais
infectados que ndo receberam tratamento profilatico com DHA apresentaram frequéncia
significativamente maior de células expressando o marcador CD11b (marcador de células
mieloides) em relagéo ao proveniente de animais controle e daqueles profilaticamente tratados
antes da infeccdo. O mesmo pode ser observado em relacdo a populacdo de mondcitos
inflamatorios (CD11b*Ly6C"Ly6G") e neutrofilos (CD11b*Ly6C™Ly6G*) (Figure 13 B e 13
C). Para essas populagdes, respectivamente, nota-se em animais infectados e néo tratados com
DHA frequéncia 11, 25 e 5 vezes maior em relagdo aos animais controle. Em relacdo aos
animais pertencentes ao grupo tratado com 3,0 g/kg de DHA observa-se frequéncias 5, 3,3 e
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2,7 vezes inferiores para células CD11b+, monocitos inflamatérios e neutrofilos,

respectivamente.

Com excecdo dos mondcitos inflamatdrios que estiveram em maior frequéncia em
pulmdes de animais tratados em relacéo aos controles ndo infectados, as taxas observadas para

as demais populacdes celulares foram similares entre esses grupos (Figura 13 A, B e C).

10



40—

30

20

104

% células CD11b+/ pulmdo

*k
—_

Control PbA 3,0 g/kg

(¢}

o
J

EN
1

Control PbA 3,0 g/kg

% de células CD45* CD11b* Ly6C* Ly6G */pulm&o

20+

% de células TCR+/ pulméo

Control PbA 3,0 g/kg

% de celulas CD8+/CD45 totais

Control PbA 3,0 g/kg

% células CD45* CD11b* LY6C" Ly6G /pulmao

% de celulas CD45+ /pulméo

% de celulas CD4+/CD45+ totais

Control PbA 3,0 g/kg

60+

Control PbA 3,0 g/kg

Control PbA 3,0 g/kg

FIGURA 11: Perfil fenotipico de células extraidas do pulméo de camundongos C57BL/6
pré-tratados ou ndo com 6mega 3 rico em DHA e infectados com Plasmodium berghei
ANKA. Foi utilizado um nimero total de 17 animais divididos entre 0s grupos experimentais A:

Células mieloides, p = 0,003. B: Mondcitos inflamatérios, p = 0,002. C: Neutrdfilos, p = 0,015. D:
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Leucdcitos totais, p = 0,005. E: Linfdcitos Totais, p = 0,002. F: Taxa de LT CD4+ na populagdo de
leucdcitos totais, p = 0,002. G: Taxa de LT CD8+ na populagdo de leucdcitos totais, p = 0,007.
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Oleo de peixe rico em DHA altera a expressdo de iNOS em macrofagos/células

dendriticas provenientes do tecido pulmonar de camundongos C57BL/6

Considerando que iNOS e o CD206 sdo utilizados como marcadores de células com
perfil pré e anti-inflamatorio, respectivamente, nos investigamos a seguir a expressdo deles em
populacdes de células CD45"CD68*CD11c" (macrofagos/células dendriticas). Conforme
ilustrado na Figura 14 A, a frequéncia de células provenientes dos pulmdes expressando
CD68"CD11c* em relacdo a populacdo total de leucdcitos CD45* esteve significativamente
elevada em animais tratados com DHA e infectados com PbA em relagdo aos controles ndo
infectados e naqueles somente infectados. Interessantemente, porém, ao analisarmos a MIF para
o marcador iNOS observamos que apesar da frequéncia da populacdo CD68*CD11c" ter estado
aumentada no grupo de animais tratados com 3,0 g/kg de DHA, esse grupo apresentou a menor

média de MIF em relacéo aos grupos controle e infectado somente (Figura 14B).

Em relacdo ao marcador CD206, as MIF foram similares entre todos o0s grupos avaliados

(Figura 14C).
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FIGURA 12: Perfil fenotipico de células extraidas do pulmao de camundongos C57BL/6
preé-tratados ou ndo com émega 3 rico em DHA e infectados com Plasmodium berghei
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ANKA. Foi utilizado um nimero total de 17 animais divididos entre os grupos experimentais. A:
CD68+C11c, p = 0,010. B: MIF de INOS/ CD45+CD68+CD11c, p = 0,001. MIF do CD206/
CD45+CD68+CD11c+, p >0,05.
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O 6leo de peixe rico em DHA protege contra as alteracGes pulmonares a nivel
histolégico

Considerando que as anélises anteriores indicam que o tratamento com 0leo de peixe
rico em DHA ¢é capaz de proteger as fun¢Bes pulmonares contra as injdrias causada pela
infeccdo malérica, n6s investigamos se tal protecdo estende-se a niveis teciduais. As analises
foram realizadas nos dias 7, 12 e 20 apoés a infeccdo por PbA. Os dias 7-12 sdo considerados

criticos para o desenvolvimento de malaria grave.

Como ilustrado na Figura 15, em contrataste do observado nos animais controles (ndo
infectados-Figura 15 A) nos pulmdes de animais infectados com PbA (Figura 15 B) e nédo
tratados com o 6leo de peixe, eutanasiados no dia 7 da infeccéo, ocorreu intenso extravasamento
de transudado levando ao afastamento do vaso do alvéolo, caracterizando o edema pulmonar
(ED e barra demonstrativa de afastamento de bronquio e vaso). Observa-se ainda presenca de
hemorragia vascular (Seta), assim como intensa hipertrofia da musculatura lisa (circulo) e
contracdo bronquica (CB). Apesar de todos esses parametros estarem presentes nos pulmdes de
animais tratados com 3,0 g/Kg (Figura 15 C, E e G) e 6,0 g/Kg (Figura 15 D, F e H) de 6leo de
peixe rico em DHA, com excecdo da hemorragia vascular que esteve ausente em todos 0s
animais tratados, tais alteracbes foram significativamente menos intensas que aquelas

observadas nos animais somente infectados.

Quando o influxo de células inflamatérias para o tecido pulmonar (*) e producdo de
muco (cabeca de seta) foram analisados ndo houve diferenca entre os grupos tratados e nao
tratados (Figura 15 e Tabela 4).

Independentemente do grupo experimental (animais tratados com 3,0 g/Kg e 6,0 g/kg
de DHA) e do parametro avaliado, as observacdes feitas no dia 7 podem ser extrapoladas para
dia 12 e dia 20 (Tabela4).
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FIGURA 13: Histologia de tecido pulmonar de camundongos C57BL/6 pré-tratados ou ndo com
omega 3 rico em DHA e infectados com Plasmodium berghei ANK. Foi utilizado um nimero total de
40 animais divididos entre os grupos experimentais. A : Pulm&o dos animais controle; B pulmé&o dos
animais somente infectados com PbA no 7° dia de infecgdo; C e D: Pulmao de animais tratados com 3,0 e
6,0 g/kg no 7° dia de infecgdo, respectivamente, E e F: Pulmao de animais tratados com 3,0 e 6,0 g/kg no
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12° dia de infeccdo; G e H: Pulmdo de animais tratados com 3,0 e 6,0 g/kg no 20° dia de infecgéo
Aumento de 10x.

Grupo Dia de Edema Hipertrofia Hemorr Hemo Infil Con Muco
infeccao perivascular do musculo liso agia alveolar rragia trado tracao
vascular vascular brénquica
PbA 7° ++++ ++++ +++ ++++ +++ +++ +++
++

3,0 7° + ++ + - ++ ++ +++
9/Kg

6,0 7° + + . - ++ ++ +++
9/Kg

3,0 120 + + + . ++ ++ +++
9/Kg

6,0 120 + ++ + . ++ ++ ++
9/Kg

Tabela 4: Avaliacdo dos paréametros de patolodia

As laminas histoldgicas dos animais foram codificadas e submetidas por analise as cegas, onde foram
observados 0s seguintes parametros: edema perivascular, hipertrofia do musculo liso, hemorragia
alveolar, hemorragia vascular, infiltrado vascular, contracdo bronquica e muco. Cada pardmetro
recebeu uma nota que correspondia a porcentagem de alteracdes patologicas encontradas. Na tabela,
encontramos as médias de intensidade de acometimento de cada patologia pulmonar avaliada por
grupo (PbA, 3,0 g/Kg, 6,0 g/Kg) e por dias de infeccdo (7° e 12°). Quando comparamos 0s grupos PbA
e 0s grupos tratados, notamos que as estruturas fisiolégicas pulmonares dos animais tratados foram
preservadas, com exce¢do do muco e infiltrado celular, onde foram analisadas alteragdes compativeis

nos dois grupos. Essas alteracdes perduraram mesmo ap6s sairem dos dias criticos da infecgéo.
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6 DISCUSSAO

O combate a malaria mostra-se de grande importancia visto que milhares de casos sdo
registrados anualmente principalmente no continente africano. H& muitos anos investimentos
séo realizados para combater a transmissdo da doenca e diminuir 0s casos graves, e essas
estratégias efetivamente foram capazes de diminuir com o passar do tempo a incidéncia da
doenca em muitas regides do globo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021). Apesar dos
esforcos, os numeros de casos e mortes por malaria no mundo estdo longe de atingirem os
patamares estabelecidos pela ONU e paises associados pela erradicacdo da malaria no mundo
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).

Com numeros que chegam a atingir de 5 a 20% dos casos de infeccdo por Plasmodium
falciparum, as complicagdes pulmonares podem levar a hospitalizacdes e sequelas dos
pacientes (SERCUNDES et al, 2022). Portanto, a busca por adjuvantes capazes de impedir ou
minimizar patologias pulmonares associadas a malaria sdo de extrema importancia. Nesse
sentido, o uso de modelos experimentais, especialmente camundongos, tem sido de grande
importancia. Nesse sentido, o presente estudo objetivou avaliar o efeito da suplementacédo
alimentar com 6mega 3 rico em DHA, em doses de 3,0 g/Kg e 6,0 g/Kg no desenvolvimento
de lesBes pulmonares em camundongos C57BL/6 infectados com PbA. Para tal foram avaliados
parametros como a sobrevivéncia, escore clinico, peso corporal, parasitemia, edema pulmonar,
preservacdo da barreira capilar-alveolar, dosagem de citocinas in locu, alteragdes teciduais

pulmonares e perfil celular pulmonar.

Nossos achados iniciais suportam os dados da literatura sobre a resisténcia e a
suscetibilidade ao desenvolvimento de maléria grave em camundongos C57BL/6. No0sso
estudo confirmou que todos os animais C57BL/6 parasitados com Plasmodium berghei ANKA
e ndo tratados morrem entre os dias 6 e 7 apds infeccdo, com sinais clinicos sugestivos de danos
neuroldgicos e respiratorios. Nosso estudo mostra ainda que a suplementagdo alimentar dos
animais com o0leo de peixe rico em DHA ¢ capaz de aumentar sua sobrevida em relacdo a

animais apenas infectados.

A maléaria grave possui altas taxas de mortalidade e morbidade nos pacientes
acometidos, podendo gerar sequelas mesmo apds o tratamento com antimalaricos tradicionais

(HAINAULT et al., 1993). O presente estudo comprovou que as elevadas taxas de sobrevida
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em animais tratados estiveram vinculadas a uma boa condicdo clinica ao longo de todo o estudo.
Além disso, nenhum ganho de peso foi observado para o grupo de animais que receberam a
suplementacdo com o 6leo. Esse achado ndo é surpreendente visto que estudos com roedores
demonstraram que ao acrescentarem os acidos graxos 6mega 3 na racao destes animais foi visto
uma reducdo do acimulo de gordura, mesmo em dietas com alto teor de lipidios (HAINAULT
etal., 1993; RUZICKOVA et al., 2004). Estudos em humanos, analisaram os efeitos dos acidos
graxos 6mega 3 na salde cardiovascular, porém, até o0 momento, nenhum teve por objeto
especifico identificar aumento de peso corporal frente a suplementacdo (TODORIC et al.,
2006). Por outro lado, estudos que utilizam o dmega 3 como neuroprotetor contra o Alzheimer
viram um progressivo aumento de peso corporal frente a suplementacdo, que pode ser
correlacionado a melhora cognitiva dos pacientes e melhora na mecanica associada a
alimentacdo (SANTOS, CARDOSO, 2019). Nos estudos de SanchezLara et al. (2014) e Aredes
et al. (2019) também ndo foram demonstrados ganho significativo de peso em individuos que
receberam o &cido graxo 6émega 3 durante a dieta (SANCHEZLARA et al. 2014; AREDES et
al., 2019). A auséncia de danos fisiologicos ao suplementar a alimentacdo dos animais nao pode
ser apenas medida pelo aumento ou reducdo de peso corporal. A mudanca na massiva ingesta
de 4cidos graxos pelos animais pode causar mudangas na microbiota intestinal, para isso, mais

testes ainda precisam ser feitos.

Em relacdo a parasitemia circulante, observou-se que os grupos suplementados com
Odmega 3 ricos em DHA em ambas as doses mantiveram niveis diminuidos quando comparados
com os animais apenas infectados com PbA. Desde 1957, Godfrey demonstrou que alteragdes
na dieta podem influenciar o desenvolvimento da maldria em camundongos. A infeccédo
por Plasmodium berghei foi suprimida nos camundongos, quando receberam uma dieta rica em
6leo de figado de bacalhau e naqueles que receberam vitamina “E” (GODFREY, 1997). Por
outro lado, dieta suplementada com 6éleo de peixe, (menhaden, anchova ou salméo) porém,
deficiente em vitamina E, também se mostrou capaz de reduzir a parasitemia sanguinea em
animais infectados com Plasmodium yoelii (LEVANDER et al, 1990). Nesse mesmo sentido,
camundongos que tiveram alimentacdo suplementada com acidos graxos saturados, EPA e
DHA, fortificados com alfa-tocoferol foram capazes de controlar a parasitemia e apresentaram
maior taxa de sobrevivéncia apds serem experimentalmente infectados com P. yoelii
(FUJIKAWA, et al 1993).

Quando avaliamos a integridade da barreira hemato-alveolar em animais que nao

receberam suplementagdo com Oleo de peixe rico em DHA, foi possivel observar leséo
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pulmonar aguda evidenciada pelo aumento na concentracdo de azul de Evans no tecido
pulmonar no 7° dia ap6s infecgdo com PbA, corroborando estudos prévios (LEGASSE et al,
2016). Entretanto, os animais do grupo tratado com o émega 3 apresentaram barreira hemato-
alveolar integra uma vez que apresentaram uma concentracdo significativamente menor de
corante extravasado para o tecido. Nossos resultados mostraram também um aumento do peso
do pulmdo nos animais apenas infectados por PbA, o que ocorre devido a um aumento de
liquido extravasado para o espaco virtual entre capilar e alvéolo caracterizando edema
pulmonar. O edema, entretanto, se manteve proximo dos parametros de homeostase pulmonar
nos animais tratados com éleo de peixe rico em DHA, em ambas as doses testadas. O aumento
da permeabilidade vascular pulmonar e ocorréncia de edema pulmonar séo as principais
caracteristicas da patologia da malaria grave no pulméo, e, segundo os dados apresentados, é
possivel inferir que ambas tem uma associacdo multifatorial podendo ser caracterizadas por
acumulo de liquido na regido hemato-alveolar devido ao rompimento de vasos sanguineos
causados pelo sequestro de parasitos no endotélio e consequente isquemia capilar (OBERLI et
al , 2016) ou ao aumento da infiltracdo de leucocitos polimorfonucleares, impulsionados por
citocinas inflamatorias, principalmente TNF-a. Essa citocina, em especial, contribui para
lesionar o intersticio pulmonar e o endotélio vascular favorecendo a permeabilidade capilar e o
extravasamento de liquido do espago intra para o extravascular, com formacdo de edema
(MAKNITIKUL et al, 2017). Observamos, portanto, uma eficiéncia nos mecanismos de
prevencdo da SARA uma vez que: hd preservacdo da estrutura pulmonar conseguindo,
portando, manter integra a permeabilidade membranar, diminuicdo do liquido extrapulmonar
no grupo tratado, mantendo a distancia alvéolo capilar e assegurando uma melhor qualidade de
difusdo com hematose presente, além de reduzido processo inflamatério prevenindo, portanto,
a lesdo pulmonar grave. Sabe-se que na SARA, o edema com infiltrado intra e extra alveolar,
dificulta a ventilacéo e a perfusdo, gerando hipoxemia grave e, consequente, comprometimento
sisttmico. O infiltrado pode comprometer o 6rgéo e, em casos de um tratamento inespecifico
ou ineficaz, o dano pode ser letal (SUKIRITI et al, 2014). Em vérias ocasides o0 diagndstico de
SARA ¢é mal interpretado e até mesmo confundido com pneumonia viral, como ja demonstrado
em casos reportados de pacientes com baixas clinicas pulmonares graves devido a infec¢do com
P. falciparum, na regido da Arabia Saudita, onde foram incialmente diagnosticados como uma
infeccdo por MERS-CoV (ELZEIN, et al, 2017).

A geracdo de resposta inflamatoria no tecido pulmonar necessita de modulagéo entre as

citocinas pro inflamatdrias e anti-inflamatérias (ANSTEY et al, 2002), valendo-se dessa
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informac&o, a seguir investigamos 0s niveis de citocina pro- e anti-inflamatorias no tecido
pulmonar de animais pré-tratados com 6mega 3 e posteriormente infectados com PbA. Nossos
resultados mostraram que a infeccdo com promoveu um aumento no perfil das citocinas
inflamatdrias TNF- o, IFN-y e IL-6 nos camundongos infectados com PbA, enquanto que 0s
animais tratados com dmega 3 rico em DHA apresentaram perfil diminuido dessas citocinas
(tanto no dia 7° quanto no 12° dia da infeccdo).

Ao analisarmos o perfil delL-10, citocina imunorreguladora (SHANLEY et al, 2000),
observamos aumento de seus niveis no 7° dia ap6s a infeccdo, o qual persistiu até o0 12° dia em
camundongos C57BL/6 parasitados e tratados. Em contraste, niveis reduzidos dessa citocina
foram observados no tecido pulmonar de animais C57BL/6 apenas infectados. A gravidade na
infeccdo por P. falciparum e P. vivax esta descrito devido, principalmente, a sintese e secrecao
de citocinas pro-inflamatorias como TNF, IFNy e IL-6 (GONCALVES et al, 2012). Em estudos
que utilizaram modelo murino de infecgdo por P. berghei, P. yoelii ou P. chabaudi foi possivel
inferir as mesmas funcBes dessas citocinas no desenvolvimento da malaria (STEVENSON,
RILEY, 1997). Essas citocinas sao descritas como produtoras do aumento da expressdo de
moléculas de adesdo, como E-selectina e ICAM-1 nas células endoteliais e, consequentemente,
a citoaderéncia da hemécia parasitado e leucdcitos ao endotélio vascular. Ao longo da maléria
cerebral, Rudin e colaboradores ja descreveram a importancia do TNF-a no desenvolvimento
da doenca, uma vez que, camundongos knockout para o receptor TNF-a e TNF- mostraram
completa resistencia ao desenvolvimento de complicagdes cerebrais, apos a infeccdo com PbA
(RUDIN et al, 1997). Somado a isso, embora o0 TNF-a esteja relacionada com eliminagé&o do
patdgeno, um desequilibrio em seus niveis pode causar disfuncdo endotelial significativa e
piorar a citoaderéncia de eritrécitos parasitados na microvasculatura (CUNNINGTON et al,
2013). No contexto pulmonar, citocinas IL-6, TNF-a e IFN-y e quimiocinas estdo envolvidas
no desenvolvimento da SARA induzida durante a maléria grave experimental (FRANKE-
FAYARD et al 2004) assim como na SARA originada de quadros infecciosos sistémicos ou
locais (MONTEIRO et al, 2014).

O papel regulador da citocina IL-10 durante o desenvolvimento da malaria grave na
infeccdo por PbA ja descrita por Schmidt e colaboradores, 2018 (SCHIMIDT et al, 2018).
Nesse estudo foi visualizada a diminuicdo da expressdo de mRNA de IL-10 no bago e no
cérebro (TOEWNS, 2001), juntamente a elevacao na citoaderéncia nesses tecidos (KUMAR,
ENGWERDA, 2019).
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Considerando o perfil anti-inflamatdrio observado no tecido pulmonar, investigamos a
seguir o perfil fenotipico de células recrutadas para o pulméo durante a infeccdo em animais
tratados ou ndo com 6leo de peixe. Ao longo do processo inflamatoério, os monadcitos sao células
fundamentais recrutadas para o tecido onde irdo responder aos estimulos, se diferenciar e
sintetizar mais mediadores importantes para a doenca e/ou controle da infeccdo (ANSTEY et
al, 2002). Durante varias patologias, 0s mondcitos desempenham fungdes essenciais para 0
controle da doenca. O processo patologico da malaria pulmonar grave ainda vem sendo
esclarecido, mas ja se sabe que grande parte dos leucocitos infiltrantes sdo células
mononucleadas que causam disfuncéo durante a troca de gases devido a seu acumulo no tecido
(ANSTEY et al, 2002). Por outro lado, os mondcitos sdo essenciais durante a maléria onde é

célula fagocitaria, apresentadora de antigeno e produtora de citocinas (DOBBS et al, 2020).

No tecido, encontramos aumento no percentual de células mieloides, assim como
mondcitos inflamatdrios em animais apenas infectados quando comparados com 0s animais
tratados com 3,0 g/Kg que, apesar de aumentados se comparados com o grupo controle, ainda
estiveram reduzidas quando comparadas com o grupo PbA. Como supracitado, a citoaderéncia
nas superficies endoteliais resultam em leses pulmonares agudas e no imediato recrutamento
de mondcitos da corrente sanguinea. Os mondcitos recrutados permanecem nos pulmées como
macrofagos oriundos de mondcitos e sdo importantes na destruicdo de hemacias aderidas

infectados com Plasmodium por meio de fagocitose (LAGASSE et al, 2016).

Nossos dados revelaram também uma diminuicdo significativa de neutréfilos no tecido
pulmonar dos animais tratados com 3,0 g/Kg de 6leo de peixe ricoem DHA quando comparados
com os animais PbA. Ja é amplamente esclarecida a importancia do recrutamento de neutrofilos
para o tecido durante a eliminacdo de diversos patdgenos. Eles sdo as primeiras células
imunolégicas a chegar no sitio de infec¢do e participam no processo de fagocitose e eliminagédo
de patégenos utilizando mecanismos dependentes de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
mecanismos independentes de oxigénio (ERUSLANOV et al, 2005). Na infeccdo por
Plasmodium spp., o recrutamento de neutréfilos é fundamental para a depuracdo do parasito no
baco (SENGUPRA et al, 2019). Somado a isso, alguns trabalhos tém feito correlagbes com a
presenca dessas celulas com a injuria pulmonar (SERCULES et al, 2019), lesdo hepética
(ROCHA et al, 2015) e complicagOes cerebrais (PORCHERIE et al, 2011). Vandermosten e
colaboradores fizeram um estudo com varias espécies de plasmodios em conjunto com uso de
diferentes linhagens de camundongos. Os camundongos C57BL/6 infectados com P. berghei

NKG65 apresentaram um aumento no namero total de neutréfilos no BAL (aspirado bronco-
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alveolar) 9 dias apds a infeccdo. Por outro lado, a infec¢do com PbA em camundongos DBA/2
ndo apresentou elevacéo de neutrdéfilos no BAL até o 19° dia ap6s a infecgdo. A infeccdo com
PbA em camundongos BALB/c ndo levaram a mudancas no infiltrado de neutrdéfilo até 15°
apos a infeccdo (VENDERMOSTEN, 2018).

Em humanos, EPA e DHA parecem aumentar a ativagdo de neutrofilos com aumento da
geracdo de radicais superoxidos em resposta a infeccdo por P. falciparum (KUMARATILAKE
et al, 1997. Em pacientes com malaria falciparum concentracdes mais baixas de peroxidos
lipidicos e dxido nitrico permitem que uma infeccdo persista, enquanto niveis parecem indicar
uma tentativa de superar a infeccdo (ARUAN KAMAR, DAS 1999).

Nossos dados de fenotipagem in situ mostram uma diminuicdo de linfdcitos totais nos
animais dos grupos previamente tratados em relacdo aos grupos apenas infectados. As células
T possuem um papel fundamental no desenvolvimento da resposta imune (MORENO-PEREZ
et al 2013), sendo assim, foram comparadas as por¢des CD4 e CD8 dos linfécitos totais. Os
linfécitos CD4 estiveram diminuidos nos grupos tratado e nos grupos apenas infectados quando
comparados com 0 grupo controle. Esse fato chama a atengdo, quando isolado, devido a
proximidade do resultado, porém, apesar de amplamente recrutado nos grupos tratados com
o6leo de peixe ricoem DHA, quando confrontado com os outros resultados gerados pelo presente
trabalho é possivel inferir uma caracteristica reguladora para essas células uma vez que ja foi
demonstrado anteriormente a caracteristica reguladora de il-10 durante a maléaria (LEORATTI
etal, 2012; MCCALL etal 2007) e que células dendriticas plasmocitéides estimuladas por CpG
ODN via TLR9 causam uma diferenciacdo de células naive em células T reguladoras
(MCCALL et al 2007). Isso também poderia tendenciar diretamente no aumento da propor¢éao
de células T reguladoras com o intuito de modularem a resposta imunoldgica durante a maléria.
Essa caracteristica reguladora corrobora diretamente com os dados de preservagdo de lesdo

pulmonar também descritos pelo presente trabalho.

Além do aumento individual dos marcadores leucocitarios avaliados neste estudo no
grupo PbA, observou-se 0 aumento da proporcao de celulas T CD8 no tecido pulmonar dos
animais. Os linfocitos TCD8+ tem como principal papel a acdo contra as formas exo-
eritrociticas do Plasmodium (MALIK et al., 1991). A resposta de TCD8+ € baseada na sintese
de TNF-a e IFN-y (dados que também correspondem ao perfil de citocinas encontrados), onde
eliminam os parasitos dos hepatocitos por meio de granulos granzimas e perforinas presentes

em seu citoplasma celular, atuando por meio da via do éxido nitrico que interrompe o
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desenvolvimento do parasito dentro do hepatocito (MONTES DE OCA et al., 2016; SEGUIN
et al., 1994). Essas células sdo fundamentais ao longo da resposta imunoldgica devido a

liberacdo de citocinas e substancias de lise celular em todas as fases do ciclo do parasito.

Nos pulmdes o aumento de linfécitos TCD8+ pode ter correlacdo com outro tipo de
patologia pulmonar importante, a redugdo de surfactante devido a perda de Pneumacitos tipo
I, uma vez que, seu potencial citotoxico é capaz de causar apoptose nessas células essenciais
da fisiologia pulmonar (SCACCABAROZZI et al 2018). Os Pneumdcito tipo Il séo células do
tipo pneumdcito, encontrada no pulméo. Essas células sdo produtoras de surfactante que sdo
responsaveis pela manutencdo da tensdo superficial. Estudos demonstram que a diminuicdo de
pneumacitos do tipo Il iniciam um desequilibrio no transporte de fluidos, além de reduzir a
producdo de surfactante dificultando assim a hematose (SCACCABAROZZI et al 2018). Sendo
assim a diminuicao de células T CD8+ no grupo dos animais tratados com 6leo de peixe rico

em DHA promove uma preservagdo da complacéncia pulmonar.

Considerando que iNOS ¢ utilizado como marcador de células com perfil inflamatério
(ANTEY, WEINBERG et al, 1996) nos investigamos a expressdo dos mesmos em populagdes
de macrofagos/células dendriticas, uma vez que, as mesmas estiveram aumentadas tanto em
animais tratados e infectados com PbA. Corroborando com as evidéncias de perfil regulador do
Oleo de peixe rico em DHA e da analise de perfil de citocinas, esse grupo, apesar de aumentado,
apresentou uma média menor de média de intensidade de fluorescéncia (MIF) em relacdo ao
grupo somente infectado. Esse dados corroboram com a teoria reguladora do 6leo de peixe rico
em DHA, uma vez que, apesar de aumentas, essas células aparentam produzir de forma muito

reduzida iNOS, substancia conhecida na literatura por causar lesdo nos tecidos.

A citocina TNF-a € responsavel por grande parte do controle do desenvolvimento do
parasita e € capaz de ativar a producdo de fator inibitorio da migracdo do macréfago, sendo
sintetizada durante a ativacdo macrofagica e induzindo, nessas células, a sintese de 6xido nitrico
(NO) via INOS e de citocinas inflamatorias (CLARK, BUUD et al,2006; GAZZINELI,
KALATARI et al.,2014). O NO produzido através de iNOS ja foi relacionado com varias
patologias relacionadas a malaria grave, principalmente devido sua caracteristica citotoxica
(GAZZINELI, KALATARI et al.,2014).

O fator inibitorio de migracdo de macrdfago era descrito como um fenémeno capaz de

TR

recentemente ele foi descrito como citocina multifuncional capaz de interferir na patogenia de
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varias doencas humanas, incluindo sepse e choque séptico (BERNHAGEN, CALANDRA et
al., 1993;), sindrome do desconforto respiratério agudo (DONNELLY, BUCALA et al., 1997)
e doencas inflamatdrias e auto-imunes como a artrite reumatdide (GREGERSEN, BUCALA et
al., 2003), glomerulonefrite (LAN, GARCIA et al., 2000), doencas inflamatorias intestinais (de
JONG ABADIA-MOLINA et al., 2001) e malaria (MCDEVITT, XIE et al 2006). Os dados da
literatura, juntamente com os dados apresentados por esse trabalho, nos levam a supor que o
oleo de peixe rico em DHA modificou os perfis de citocinas inflamatorias, que culminou em
uma mudanca no perfil imunoldgico, onde foi visto uma diminui¢do expressiva de moléculas

citotdxicas que estdo envolvidas, principalmente, na patologia pulmonar.

No presente estudo a analise histopatologica dos pulmdes dos animais PbA
revelou que camundongos infectados que vieram a Obito no sétimo dia de infeccdo,
apresentaram um extenso e severo edema alveolar por transudato devido a desequilibrio
osmatico juntamente com focos hemorréagicos nos capilares pulmonares. Também foi possivel
observar focos hemorragicos intra-alveolares e hipertrofia de musculatura lisa pulmonar. Em
contrapartida, os animais tratados com ambas as doses de 6leo de peixe rico em DHA tiveram
sua permeabilidade vascular preservada, resultando em diminuicdo de edema e auséncia de
focos hemorrégicos intra e extra- alveolar. Nos dados histologicos do influxo de células
inflamatdrias, curiosamente nao houve diferenca entre os animais tratados e os animais apenas
infectados pelo PbA, assim como o muco encontrado. Se tratando do influxo de células
inflamatorias, ao analisamos os dados juntamente com as informacdes da fenotipagem celular
in situ acredita-se que, apesar de haver intenso recrutamento de células inflamatorias para o
pulmao, essas possuem um perfil regulador em animais tratados com ambas as doses de éleo
de peixe rico em DHA, como ja foi identificado em estudos com Omega 3 onde o perfil de
celulas recrutadas para doengas inflamatdrias tem caracteristica reguladora (MCCALL et al
2007) e pelo aumento de citocinas 11-10 (SOKOL, LUSTER, 2015; SCHIMIDT et al, 2018).
Quanto a caracterizacdo de muco no presente trabalho, por sua vez, a presenca em ambos 0s
grupos pode estar relacionado com o aspecto cronico da doenga (LIPPERT, GUNCKEL et al ,
2008), uma vez que ndo foi utilizado nenhum antimalérico associado, os animais tratados

permaneceram infectados com o Plasmodium berghei ANKA.

Se tratando de patologias pulmonares a nivel histoldgico, é descrito durante a malaria
pulmonar grave por P. falciparum a adesé&o de eritrocitos parasitados nos capilares alveolares,
causando congestdo da microcirculacdo pulmonar, com grande numero de monocitos e

neutrofilos que, frequentemente, contém hemozoina fagocitada (TAYLOR et al., 2012). Outras
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alteracOes possiveis sdo também a presenca de septos alveolares espessados e congestionados,
hemorragia intra-alveolar e edema pulmonar. Nas formas mais graves, estes achados podem
incluir a formacgédo de membranas hialinas (TAYLOR et al., 2012). Estas descobertas apoiam
ainda mais a hipdtese de que o septo alveolar € o principal local das alteracBes pulmonares
observadas na maléria grave (TAYLOR et al., 2012).

O presente estudo ndo demonstrou a determinacdo da via de acdo do 6leo de peixe rico
em DHA, assim como se limitou a sugerir juntamente com dados bibliograficos o fator
imunorregulador ao DHA, uma vez que, o 6leo utilizado possui em sua composi¢do fatores

como o EPA e a vitamina E que ja foram correlacionadas também a modulagdes imunoldgicas.

Os resultados apresentados aqui constituem importantes achados no que diz respeito a
infeccdo pelo Plasmodium berghei ANKA e o tratamento profilatico com dleo de peixe rico em
DHA. Foram observadas evidéncias que nos permitem inferir a protecdo do dleo de peixe rico
em DHA na malaria grave pulmonar, uma vez que, foi observado um aumento na sobrevivéncia
e no perfil clinico dos animais, a preservacdo da permeabilidade vascular resultando em
diminuicdo de edema nos animais, uma mudanca no perfil de citocinas e de células
inflamatorias recrutadas para os pulmdes dos animais e uma preservacao a nivel histoldgico das

estruturas funcionais do pulméo dos animais tratados.

7 CONCLUSOES

Os resultados obtidos por esse estudo nos permitem inferir que o uso continuo de 6leo
de peixe rico em DHA é capaz de proteger contra danos letais induzidos pela infeccdo malarica
experimental, incluindo aqueles que afetam as fungdes pulmonares. Essa conclusdo

fundamenta-se no fato de que animais tratados apresentaram:
1- Aumento da sobrevida e preservacdo das fungdes clinicas;

2-integridade da barreira vascular e auséncia de edema pulmonar, duas das principais

patologias da malaria pulmonar;

3-reducdo e/ou auséncia de danos histopatologicos no pulm@ como hemorragias

alveolares e vasculares, edema, contracdo brénquica e hipertrofica da musculatura lisa.
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4-perfil anti-inflamatdrio de citocinas no tecido pulmonar;

5-reducéo de células citotdxicas no tecido pulmonar.
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ANEXO 1: Aprovacao pelo CEUA-UFJF
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MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada " Maldria grave experimental: investigando os
mecanismos protetores associados ao uso profilitico do dmega 3/DHA e de um novo sal
aminoquinolinico”, registrada com o n® 006/2022, sob a responsabilidade de Kézia Katiani
Gorza Scopel e Barbara AlbuquerqueCarpinter, Jessica Corréa Bezerra Bellei e Carolina David
Vieira, que envolve a utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata
(exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com
os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de
2009, e com as normas editadas pelo Conselho MNacional de Controle de Experimentacéo
Animal - Concea, e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA-
UFJF) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA-MG, em reuniao de 07/06/2022.

IFinalidade [ ) Ensino (x) Pesquisa Cientifica

|Vigéncia da autorizacao 01/08/2022 a 31/07/2025

Adolfo Firmino da Silva Neto
IMédico Veterinario responsdvel

|CRM 5486
[Espécie/linhagem /raca [Camundongo C57BL/G
N° de animais 150
|Peso/ldade 19g - 6 a B semanas
S ex0 Fémea

ICentro de Biologia da Reproducio (CBR) da

[Procedéncia dos animais UEE

Sala de manutencio de animais de
nimais lexperimentacio do Laboratério de
Parasitologia, ICB-UFJF.

|Local de manutencido dos
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ANEXO 2: Tabela utilizada para realizacdo das avaliagdes clinicas dos animais

apos infeccdo

DATA //  dpi:

C1

C2

C3

C4

Co

C7

C8

Co

C10

Coordenacio

Marcha

Balanga / Equilibrio

Comportamento exploratorio

Desempenho Motor

Forca no Tonus

Posicdo do corpo

For¢a nos membros

Reflexo e autopreservacao

Fuga ao toque

Reflexo do pavilhio auricular

Reflexo plantar

Agressio

Higiene

SOMATORIO
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